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1 l N T R O D U t A O 

Dentre as doenças parasitárias típicas das regiões 

tropicais e subtropicais do mundo, as infecções filáricas 

primeira constituem 

importância . 

um problema de saúde pública de 

E, 

áreas endêmicas, 

a despeito das tentativas de controle nas 

mais de cem milhões de pessoas sofrem 

deste mal, estando um número não inferior em risco de 

contrair a infecção <Haizels e cols . ,l986> . 

Várias são as espécies de nematódeos parasitas do 

homem , mas três filarideos têm merecido atenção especial por 

causar filariose linfática : Wuchereria bancrofti, Brugia 

•ala~i e Brugia ti•ori, todas transmitidas por mosquitos . 

A primeira, de distribuição geográfica mais ampla, constitui 

o objeto do nosso estudo, por causar um grave problema de 

saúde pública em algumas áreas do Brasil . 

No nosso Pais, a história da luta contra a 



filariose humana e, mais especificamente, a wuchereríase ou 

filar1ose bancroft1ana, em todas as áreas endêmicas ou com 

focos importantes da doença, 

dada ao Serviço Nacional 

não é recente Em 1951, foi 

de Malária <SNM) "a tarefa de 

realizar estudos sobre a incidência da filariose no Brasil 

e de promover a devida profilaxia onde as verificações 

precedentes 

1960 p : 11) 

ou futuras assim o indicarem" <Rachou, 

Em 1956 o SNM foi enquadrado no Departamento 

Nacional de Endemias Rurais <DNERu) ficando também definido 

o Programa Federal de Filariose entre outras endemias 

igualmente importantes . Dentre as atividades imediatas da 

campanha contra a filariose estavam o levantamento do mapa 

de distribuição geográfica das filarioses humanas, através 

de inquéritos hemoscópicos e entomológicos, o combate à 

doença visando seu agente etiológico e/ou seu agente vetor, 

e investigações epidemiológicas e profiláticas <Rachou, 

1960) . 
Foram então estabelecidos quais os principais focos 

de filariose no Pais, dando-se prioridade àqueles 

considerados como problema epidemiológico e, portanto, de 

combate imediato . Resultados positivos foram obtidos em 

diversas localidades, onde a porcentagem de portadores 

de microfilárias (estágio embrionário de W, bancro#ti> no 

sangue era baixa em relação ao número de habitantes da área. 

Os esforços concentraram-se principalmente na luta 

antivetorial e administração de drogas aos indivíduos 
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infectados, visando eliminar o agente etiológico . 

Uma revisão do que já se fez para o combate da 

filariose no Brasil, fugiria um pouco do escopo deste 

trabalho . Entretanto, verificaremos no decorrer do mesmo, 

alguns pontos relevantes e que responder~o pelo menos em 

parte por que, apesar dos esforços realizados contra as 

infecções filáricas de modo geral, não tem sido possível 

obter resultados favoráveis no que concerne à erradicaç~o 

desse mal, mesmo quando muitas outras doenças de igual 

magnitude estão desaparecendo . 

Se verificarmos o extenso e bem definido Programa 

contra a filariose, desde quando foi elaborado, poderíamos 

conclu1r que a doença já não causa maiores preocupações para 

a população e órgãos responsáveis pelo controle de endemias . 

Porém, não podemos esquecer que qualquer programa de 

controle de endemias terá pouco sucesso se também um 

programa de educação sanitária já não estiver bem definido e 

conhecido pela população . 

endêmicas persiste . 

Assim a situação nas áreas 

Em Recife-PE <área endêmica de filariose 

bancroftiana), apesar de campanhas de saúde realizadas pela 

Superintendência de Campanhas da Saúde Pública <SUCAM), nos 

últ1mos cinco anos não se tem realizado pesquisas 

epidemiológicas de controle da filariose . 

O atual Programa de Filariose estabelecido em 

1986, no Centro de Pesquisas Aggeu Magalh~es <CPqAM-
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FIOCRUZ-Recife-PE>, que tem como objetivo promover as 

condições necessárias para pesquisa básica e aplicada em 

filariose bancroftiana e animal que ocorrem naquela região, 

vem dando um novo impulso para o controle da doença naquele 

Estado <Dre!;ler, 1987> . 

Além da W. bancrofti, 

trabalho um outro filarideo, 

foi também estudado neste 

que 

parasita algumas espécies de ratos silvestres . O grau de 

s emelhança genética entre estes dois nematódeos, medido por 

métodos imunológicos, evidencia-se bastante alto. 

1 . 2.1 Classificação Ta~onômica 

Os nemate1mintos são animais metazoários com 

simetria bilateral . Subdividem-se em duas classes, 

Nemathomorpha e Nematoda, sendo esta última a que engloba os 

parasitas cuja cavidade geral não se acha revestida de 

epitélio. 

completo, 

São fusiformes ou filiformes, com tubo digestivo 

sexos separados e, de modo geral, apresentando 

dimorfismo sexual <Pessôa e Martins, 1982> . 

O verme W. bancrofti pode ser assim situado : 

PHILUM : Nemathelminthes 

CLASSE : Nematoda 

ORDEM : Filariidea- Yamaguti,1961 

SUPERFAMILIA : Filarioidea 
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FAHILIA . F 1lar11 d ~e · C1 ~uss.l88~ 

SUBrAH!LIA . F1lar 11n a e 

CCNCRO : Wuchereri~ S1l va Ar <i ÚJo, 187 7 

CSPECIE : Wuchereria bancrofti <Co uuold,18 77) 

1.2 . 2 Características Gerais 

Csle 

t:!mbr1on ;; r1a, 

Wuc hererer em 

fil a rídeo SUa form~ jovem ou 

d 10 1 c r o f 1 1 ;; r 1 a < mf . ) , de s coberta por 

18 76 e Lew1s e m 188 6 ( Ac t on e R i:!. O , 19 3 3 ) . 

P o~sui corpo opal1 no, transpa r en t e com tegumento liso e 

ddelgaçddo n ~ s du a s e xt remidddes . A fêmea ddulla apresen t a 

cercd de 66 a 100 mm de compr1menlo e 18~ a 280 um de 

largura com a extrem1dade caudal terminando abruptamente . O 

macho mede de 2~ a 39 mm de compr1mento e 90 a 120 um de 

largura com a extremidade posterior enrolada ventralmente 

<Pessôa e Mar t ins , 1982) . 

Característic ~s Horfo-Histológicas das Hicrofilárias - Nas 

m1crofilcirias 

l r a nsparen l e. 

< m.f s . ) COri::ldi::lS, visualiza-se uma membrana 

i::l l;alnha, que envolve o corpo di::l mf . e que se 

estende além das duas extremidades . Abaixo da cutícula, que 

aparece à luz do microscópio como uma densa linha, dispÕe-se 

um a ser1e de células alongadas, as células subcuticulare ~ . 

a s quais irão formar o sistema muscu l ar da filária. Ao longo 

do corpo, no seu inter1or, evidencia-se com as técnicas 

convencionais de coloração (Giemsa ou hematoxilina-eoslna ) 

<Figuri::l 1.1) umi::l sér1e grande de núcleos celulares, 



denominada coluna de núcleos somáticos, que posteriormente 

corada com hematoxilina - eosina . Em 
a) bainha ; b) cutícula ; c) coluna de 
núcleos somáticos . <Fotografia cedida 
por L . D. de Andrade, CPqAH-Recife-PE> . 

Entre o término dos referidos núcleos e a porção 

anterior bem como a posterior, existe um espaço denominado 

de espaço cefálico e espaço caudal respectivamente . A 

microscopia eletrônica mostra no entanto que os espaços 

possuem músculos necessários a outras estruturas vitais do 

helminto <Simpson e Laurence, 1972> . 

Coloração para ácidos nucleicos demonstrou a 

presença de dois tipos celulares nas microfilárias . As 

células da coluna nuclear são ricas em ácido 

desoxirribonucleico enquanto as células excretoras e as 

células R ou células retais, que t~m núcleo vacuolado e um 
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nucléolo, s~o ricas em ácido ribonucleico CFeng, 1933; 

Simpson e Laurence, 1972} . 

Habitat e Hábitos - São parasitas do sistema sanguíneo e 

linfático, comprometendo ainda o tecido conjuntivo, tecido 

muscular e cavidades serosas . Os dois sexos vivem em geral 

juntos CPess6a e Martins , 1982) . 

Os vermes adultos habitam o sistema linfático (vasos 

e 1 infonodos), por vários anos . As fêmeas, ovovivíparas, 

liberam constantemente grande número de formas embrionárias 

C200 a 250 ~m de comprimento) que caem na circulaç:~o 

sangüínea CDre~er e Coutinho, 1989) . 

As microfilárias, que durante o dia concentram-se 

nos capilares mais profundos, principalmente nos pulmões, 

distribuem-se à noite nos vasos superficiais CHawking e 

Thurston, 1951; Kawaski, 1958} . 

Na verdade a migração não ocorre ativamente entre 

os pulmões e o sangue periférico, mas sim passivamente pela 

circulação do sangue a cada minuto . No entanto, as mfs . 

tendem a se acumular durante o dia nos capilares dos pulmões 

e seu número no sangue periférico diminue . A cada período de 

acumulação, mais mfs . entram nos pulmões que as que saem. 

CHawking, 1967) . 

Segundo estudos de Hawking (1967} a periodicidade 

noturna das mfs . de W. bancrofti constitue-se num ritmo 

circadiano e a explicação de como a acumulação de mfs . nos 

pulmões é modificada para "realizar" um ritmo de 24 horas, 
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complica-se pelo fato de que diferentes espécies de 

mfs . respondem a estímulos em diferentes caminhos . 

O autor acima afirma ainda que, entre os fatores 

que influenciam a periodicidade das mfs . de W. bancrofti 

está a diferença na tensão de oxigênio <barreira do 

oxigênio), que é mais baixa à noite <40 mmHg) que no dia 

<55 mmHg) . 

Sendo assim observam-se duas fases do ciclo, uma 

fas e pass i va, pela no i te , e uma outra ativa durante o dia 

1975 ) . <Hawking, 1967, 

Tran•mi••lo da microfilária • Ciclo Evolutivo - Sendo um 

verme heteroxeno, a W. bancrofti necessita de dois hospe-

deiros para que s e complete seu ciclo evolutivo : um 

hospedeiro intermediário e vetor, invertebrado, e um 

hospedeiro definitivo, vertebrado . O homem, até o presente, 

é o único hospedeiro definitivo conhecido para este 

parasita . 

A periodicidade das mfs . de W. bancrofti, observada 

por Manson, levou-o também à descoberta, no ano seguinte 

<1879) do agente transmissor, um mosquito do gênero Cul•H 

<Acton e Rao, 1933; Hawking, 1967) . 

A espécie Cul•H quinqu•fasciatus conhecida no Brasil 

como pernilongo, muriçoca ou carapanã, é comprovadamente 

o principal vetor da W. bancroft i; entretanto em 

investigações realizadas < Rachou e cols . , 1955> larvas 

daquele parasita foram encontradas em outros mosquitos, 
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tais como A•d•• e Anaph•l•• · 

Devido à importância do Cul•K quinqu•fasciatus na 

transmissão da filariose bancroftiana, alguns aspectos de 

seu comportamento biológico precisam ser descritos . Assim, 

as fêmeas deste mosquito cosmopolita apresentam acentuada 

hematofagia noturna, permitindo que as mfs . durante a sua 

fase passiva, no hospedeiro definitivo, 

momento da picada do inseto . 

sejam sugadas no 

Os criadouros de C. quinqu•fasciatus são os mais 

variados tipos de coleções de água doce, principalmente 

aquelas com alto teor de matéria orgânica No ambiente 

aqu~tico desenvolvem-se as formas ~maturas (larvas e pupas) 

e na fase de vida aérea <alados) são mosquitos de hábitos 

domiciliários . 

apresente mfs . 

O mosquito infesta-se ao picar um homem que 

em seu sangue periférico. Após sua ingestão, 

as mfs . 

bainhas . 

chegam ao estômago do mosquito onde perdem suas 

Transcorridas 24 horas , estas larvas de primeiro 

estádio migram do estômago para os músculos torácicos . As 

larvas tornam-se cada vez mais curtas e largas até atingirem 

formato de "salsicha" . Depois voltam a crescer, sofrem uma 

muda e são ditas larvas pré-infectantes . São maiores, com 

tubo digestivo completo e 3 a 4 papilas caudais . As larvas 

agora móveis, atingem a cavidade geral do mosquito, sofrem 

nova muda e passam a ser larvas infectantes . Sendo agora 

mais móveis migram principalmente para o lábio inferior do 

mosquito ou bainha da prosbócida . Ao picar o homem, o 
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mosquito libera as larvas por rompimento da bainha e estas 

penetram at i vamente através da pele s~ ou ao redor da 

picada, ou por entre a solução de continuidade da pele no 

ponto da picada . As larvas atingem os vaso s linfáticos 

tornam-se seKualmente maduras e posteriormente d~o origem a 

embriões Cmfs . que invadem de novo a corrente sanguínea 

CPessôa e Martins, 1982> <Figura 1 . 2> . Atualmente , a forma 

de como ocorre a penetração da larva no h o spedeiro 

definitivo tem sido motivo de discussão e controvérsias 

(Gerusa Dre~er, comunicaç~o pessoal> 

1 
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Figura 1.2 Ciclo evolutivo de Wuch@r@ria bancrofti . 
Fonte : Pessôa e Martins, 1982 . 
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1.e.3 Distribui,ão Geográfica 

A filar1ose linfát1ca atinge um amplo espectro em 

lodo o mundo , onde três partes do total estimado estão na 

China, !ndia e Indonés1a <Asia Sudoriental) . As demais 

concentram-se em muitos países da Africa, das Amér1cas, 

regiÕes do Mediterrâneo Or1ental e Pacífico Ocidental 

1984 ). 

<OMS, 

A Wuchereria bancrofti dis t ribue-se na maior parte 

dos países situados na zona tr opical e subtropical onde 

espec1es de mosqu1tos que são vetores potenciais se 

encontram . As ~reas endêmic a s limltam-se à s regiÕes onde 

determinadas condições favorecem sua transmissão, em geral 

regiÕes quentes e úmidas . As estimativas relativas ao número 

de pessoas infectadas são de cerca de 90 milhÕes <OMS, 

1984 ). 

No Brasil, de acordo com os inquéritos hemoscÓpicos 

e entomológicos realizados entre 1951-1958 pelo DNERu, onze 

local1d a des eram focos comprovados de filariose bancroftiana 

<Rachou, 1960) <Figura 1 . 3>. 

o foco de Manaus foi considerado de pouca 

importância, entretanto, até 1978, o Culex quinquefasciatus 

apresentava-se como um vetor pontencial para a transmissão 

da filariose bancroftiana, segundo dados de Charlwood 

( 1979) . 

real 

Atuülmente os focos de W. bancrofti considerados de 

importância médico-sanitária são Belém-PA e Recife-PE . 
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Figura 1 . 3- Localidades brasileiras onde foram 
comprovados focos de transmiss~o de 
filariose bancroftiana de acordo com 
inquérito realizad o de 1951-1958 pelo 
DNERu . Fonte: Rachou, 1960 . 

Inquéritos atuais feitos pelo grupo de trabalho 

em filariose do CPqAH-Recife-PE, revelam um alto indice de 

microfilarem1a (porcentagem de individues com mfs . no 

sangue> em várias áreas da regi~o metropolitana de Recife e 

n a cidade vizinha Dlinda (Gerusa Dre~er, comunicaç~o 

pessoa 1) . 

As medidas de combate à filariose no Estado de 

Santa Catarina, em Florianópolis (faixa litorânea e zona 
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urbana> e Laguna <Barra), principais focos de transmiss~o do 

parasita, foram d1rec1onadas ao tratamento dos doentes e 

eliminação do mosquito vetor . 

Inquérito hemoscópico, de controle para pesqui s a de 

mfs . , realizado em 1976 pela SUCAM, 

revelou qualquer exame positivo . 

naquelas regiões, 

Em Porto Alegre, 

n~o 

foco 

mais meridional do mundo e onde a filariose era estacionai e 

de baixa incid~nc1a, a elim i naç~o dos parasitas tornou-se 

mais fácil pela diminuiç~o espontânea da prevalência , 

assoc1ada às condições climáticas locais e luta contra os 

mosquitos <Schlemper Jr . e Ferreira Neto, 1985) 

1 . 3 A Filariose Bancroftiana 

1.3.1 Aspectos Clinico• Gerais 

A filariose bancroftiana é a infecç~o causada pelo 

verme Wuchereria bancrofti apresentando um amplo espectro 

clínico, podendo se iniciar com crises de linfangites e 

linfoadenites, periódicas ou intermitentes . 

Com a evolução da doença, pode ocorrer a 

cronicidade do processo, levando à linfangiectasia, 

à elefantiase < deformaç~o por hipertrofia do tecido 

conjunt1vo> ou quilúria , entre outras manifestações clinicas 

<Ge rusa Dre~er, comunicação pessoal) . 

Dre~er e Coutinho (1989) sugerem uma classificaç~o 

rln f1lariose linfática bancroftiana adaptada de outros 

pesquisadores e aceita pelos peritos da OMS : 
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1 - Individuo• endtmicot "normait" 

Compreende todos os indivíduos residentes na área 

endêmica, sem sintomatologia filariótica e amicrofilarêmicos 

("negativos endêmicos ") . 

e - Indiv~duot attintom,ticot com microfilar•mia 

Compreende todos os indivíduos com microfilaremia e 

assintomáticos do ponto de vista filaria} . 

3 - Paci~nt~s coM Manif•staç~•• atudas 

A sintomatolog1a desta fase inclui episódios de 

febre, 

membros 

linfangite retrógada , linfadenite localizada nos 

1nferiores ou superiores e 

genitália masculina do tipo orquite, 

manifestações 

epididimite 

na 

ou 

fun1culite . A presença de microfilárias circulantes pode ser 

positiva em 40Y. a 50Y. dos casos, enquanto a sorologia 

apresenta-se variável. 

4 - Paci•nt•s com Manif•staç~•s cr6nicas 

E o grupo mais importante do ponto de vista clínico 

e patológico, por apresentar lesões irreversíveis . A mais 

conhecida, por seu aspecto deformante e anti-estético, é a 

elefantíase, localizada geralmente nos membros inferiores, 

ocupando toda a perna <Figura 1 . 4) . 

A frequente ausência de mfs . no sangue de 

indivíduos com elefantíase, ainda é um fato não entendido 

pelos estud1osos como já afirmavam Acton e Rao (1933), bem 

como os autores da classificação aqui descrita, sendo 

levado em consideração o provável envolvimento de mecanismo 
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imunológico . 

Figura 1 . 4 - Indivíduo com filariose bancroftiana 
apresentando elefantíase 
1nferior. Fotografia cedida 
de trabalho em filariose 
FIOCRUZ-Recife <PE>. 

5 - Eosinofilia pulmonar tropical <EPT> 

no membro 
pelo grupo 
do CPqAM-

Os ind1víduos deste grupo não apresentam mfs . no 

sangue e têm alto título de anticorpos contra o parasita , 

verificado quando da utilização de antígenos homólogos ou 

helerólogos . Apresentam assim um estado de hipereatividade 

1munológica nesta síndrome, devido a uma resposta 

anômala de alguns indivíduos, possivelmente predispostos 

geneticamente a antígenos filáricos que comumente estão 

sendo expostos ao homem . 
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Mu1tos 1nd1víduos com EPT apresentam ainda 

aumento de lgE no soro, 1nfiltração pulmonar, d1ficuldade 

para respirar e tosse noturna <Ottesen e cols . 1 1979 ) . 

6 - Pacientes com formas frustas ou controversas 

Neste grupo foram incluídos sub-grupos de forma a 

abranger tanto pacientes com sintomatologia frusta ou 

atíp1ca das formas descr1tas an t eriormente, quanto doentes 

com man1festações clín1cas poss1velmen t e r elac1onadas com a 

f1lar1ose, pelo menos em uma certa porcentagem dos mesmos 

ou em fase determinada da evolução da doença. 

Sub-grupos : 

a - Hip e rt rofia gan9lionar; 

b - Tosse crôn1ca ou síndrome asmatiforme <sem 

quadro típico de EPT> ; 

c - Hipereosinofilia isolada; 

d- Hematúria (glomerulonefrite?) ; 

e - Artrite reativa ; 

f - Endocardiofibrose; 

g - Outros . 

Segundo Acton e Rao < 1933) I os produtos tóxicos 

excretados 

metabol1smo , 

alérg ic os . 

As 

podem causar 

pelo verme adulto, resultantes do seu 

podem levar a produção de s1ntomas 

filárias adultas ou 1maturas nos linfáticos, 

reações do s1stema fagocítico que v1sam a 

destruição dos parasitas . Os quadros clínicos estão portanto 
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relacionados aos 

alérglCOS . 

fenômenos inflamatórios obstrutivos e 

Pode-se de uma maneira geral mas não conclusiva, 

af1rmar que qualquer condiç~o que seja capaz de produzir 

obstrução do sistema linfático leva a sintomas semelhantes 

aos de uma infecção filárica, sendo a susceptibilidade de 

cada individuo um fator a ser considerado . 

Em oposição a alguns 1nvestigadores, Acton 

e 

que 

Rao (1929, 

enquanto a 

1933) apontam 

W, bancroft1 

a partir dos seus estudos 

primariamente responsável 

pelos danos ao sistema linfático, as condiç~es patol6g1cas 

na ma1or1a dos casos são devidas à infecção bacteriana 

secundária . Os autores acima demonstraram ainda que há 

produção de uma toxina pela fêma adulta . 

1.3 . 2 Diaan6•tico Clinico • Tratamento 

No diagnóstico de filariose a coleta de sangue 

ou urina (nos casos de quilúria) para pesquisa de mfs . é a 

etapa inicial, sendo preferencialmente feita no horário 

compatível com o pico de microfilaremia de cada regi~o . 

No entanto este horário nem sempre é compatível com 

os trabalhos rotineiros de campo, de modo que a coleta de 

sangue em grande escala nas áreas endêmicas, onde a 

periodicidade é noturna, se realizada pelos órgãos de 

controle de endemias é em geral feita no inicio da noite . 

Neste periodo o número de pessoas em que se detecta 

17 



parasitemia nao representa o verdadeiro índice de 

da população em estudo . 

infecção 

Para pesquisa de mfs . no sangue per1férico, 

utiliza-se 

obtido da 

o método da 

polpa digital, 

gota espessa, com sangue 

que é posto em lâmina de 

microscop1a e corado com corante de Giemsa . Nos casos 

onde n;!o se detecta 

di<:~gnóstico de f1lar1ose, 

devem ser feitos para 

clinico <Dre~er, 1987>. 

parasitem1a, 

e outros 

melhor 

n~o 

exames 

definir 

se exclui o 

adicionais 

o quadro 

Tratamento - Desde a sua síntese em 1947 por Hewit e 

cols. <Hawk1ng e cols, 1930, Srivastava e Prasad, 1970), a 

Dietilcarbamazina-DEC, um derivado da Piperazina, é a droga 

de escolha no tratamento da filariose tanto humana 

quanto de animais . E administrada na dose de 2 a 6 mg/kg de 

peso de acordo com o quadro clinico de cada paciente. 

Estudos do efeito in vitro da DEC demonstraram que não 

existe ação antifilárica significante. In vivo ela causa 

o desaparecimento rápido de microfilárias no sanque, 

tem um leve efe i to em adultos e nenhuma ação em 

estágios de desenvolvimento no mosquito (Hawking e cols., 

1950) . Esses autores concluíram ainda que in vivo a 

DEC causa modificações nas mfs., que vão se acumulando 

no fígado , sendo então destruídas por fagócitos do 

sistema retículo endotelial . 

Em Florianópolis-Se, a DEC foi usada como medida 
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profilática e de combate . Assim, após minuciosos inquéritos 

epidemiológicos, foram administradas doses de 6 mg/kg de 

peso por via oral em indivíduos afetados <Ponta Grossa) e em 

indivíduos afetados ou não <Laguna), fazendo com que de 1953 

a 1957 o índice de microfilárias caísse consideravelmente, 

bem como o índice de infestação do CuleK quinquefasciatus . 

Esses resultados levaram à adoção de administração da DEC 

como ún1ca medida profilática de combate à filariose, o que 

causou após vários tratamentos sucessivos a erradicação da 

doença em Santa Catarina <Schlemper Jr . 

1985) 

1 . 3.3 1Munodia;n6stico 

e Ferreira Neto, 

A natureza periódica da microfilária, variações 

quantitativas de parasitemia e dificuldades para coleta de 

sangue em grande escala são alguns dos inconvenientes ao 

diagnóstico parasitológico . 

A utilização e aperfeiçoamento de testes de 

lmunodiagnóstico - TID, para diagnóstico precoce de infecções 

filáricas tornam-se cada vez mais necessários e urgentes . 

Além do mais, 

tempo longo, 

a filariose desenvolve-se por um período de 

caracterizando-se por um grande espectro de 

respostas do organismo, tais como manifestações alérgicas, 

que refletem a importância do fenômeno imunológico que os 

parasitas causam <Ambroise-Thomas, 1974) 

Enfatizando ainda o estudo de parasitas 
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relac1onados e a sua utilizaç~o em testes de reatividades 

cruzadas, 

auxiliar 

estes têm proporcionado uma alternativa para 

no imunodiagnóstico de filariose, embora n~o 

seja a solução ideal , contornando a falta de antígenos 

parasitários específicos . Assim, devido a uma maior 

disponibilidade muitos estudos têm sido feitos com parasitas 

relacionados à W. bancrofti, visando explorar o potencial 

1munodiagnóstico de antígenos filáricos heterólogos isolados 

de LitoMosoid•s carinii. Onchoc•rca volvulus, Dirofilaria 

Brugía •ala~i. S~taría dígitata e outras espécies 

<Culbertson e cols . , 1944; Kaliraj e cols . , 1979; Grave e 

Davis, 1978; Dissana!;fake e Ismai 1, 1980a) . 

Se a reatividade cruzada permite o uso de 

heteroantigenos, constitue-se também numa limitaç~o 

sorológica do TID . Problemas como pouca sensibilidade, 

reatividade cruzada com outros nematódeos e baixa correlação 

de respostas soro16gicas com intensidade de infecç~o. 

persistem (Dissana!;:lake e Ismail, 1980b) . 

ainda 

Dentre os TID que já foram ma1s utilizados e os que 

a1nda hoje são empregados, temos o teste intradérmico, 

Imunodifusão em Gel, Teste de Hemaglutinação Indireta, 

Reação de Fixação do Complemento <muito usado por um 

longo tempo) <Kagan, 1963) 1 Teste de Precipitação, 

Imunoeletroforese, Ensaio Imunoenzimático-ELISA, Ensaio 

Imunoradiométrico-EIR, Fluorescência Indireta com 

Anticorpos-FIA <Ambroise-Thomas, 1974; Hamilton e cols . , 
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1984 ; 

g era l, 

Kal1raJ 

e s tes 

ant1filá.r1cos 

Apesar 

e cols . 

te s tes 

1981b ; Lobos e We1ss, 

v1sam a detecç~o de 

no soro dos pac1entes . 

do grande número de TID que 

a ma1oria não preenche todos os 

1986) . Em 

anticorpo-;, 

se pode 

requ1sitos 

necess ár1os para uso de rotina tais como, sensibilidade, 

espec1ficidade, 

dlSPOn1bil1dade 

reprodutibilidade etc . . Além disso, a pouca 

de antígenos f1láricos puros 1mpede o 

de sen volv1mento de um TID específ1co, bem como um maior 

conhecimento da qu1m1ca de antígenos f il áricos . 

o grau de especificidade, que está na dependência 

da pureza do antíg e no empregado, e o mais 1mportante crit~rio 

para seleção de um bom teste de imunod1agnóst1co . 

Estudos comparat1vos têm revelado que o FIA é 

ba s tante sensível, principalmente quando se usa antígeno 

somát1co homólogo, mas requer equipamento sofisticado e, 

para testes em grande escala, torna-se de rotina exaustiva 

<KallraJ e cols . , 1979) Para o FIA, antígenos de superfície 

d e m1crofilár1as intactas não podem ser usados para detectar 

m1cr· ofi 1aremia a menos que a superfície da microfilár1a 

seja tratada com enzimas <Gonzaga dos Santos e cols . , 1976> . 

A caracter1zação antigênica de parasitas constitue-

se em um dos melhores exemplos do emprego de métodos 

1munológicos na anál1se genét1ca de organismos. 
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Apesar de serem estruturalmente simples, O <::i 

nematódeos apresentam-se bem d1ferenciados quanto aos vár1os 

l ecidos que os compõem . Três tipos principa1s de proteínas 

podem ser distinguidos de acordo com a sua localização : 

<a> Proteínas de superfície ; ancoradas à bainha do 

parasita, 

( b ) Proteínas somáticas, analisadas em extratos 

solúve1s preparados por homogeneização do 

paras1ta, 

<c > Proteínas de excreçdo e/ou secreção <EIS>, 

obtidas por cultivo in vitro dos parasitas e 

coleta do meio de cultura ou a partir do 

sangue de 1ndividuos 1nfectados. 

Uma mesma proteína pode estar presente em mais de 

um lecido, revelando uma possível at1vação gênica 

diferencial Estes estudos podem portanto, fornece r 

~nformações sobre a atividade gênica geral nos parasitas . 

Uma comparaçdo do padrão de proteínas em diferentes espécies 

ou gêneros pode ainda indicar qual a proximidade genética e 

portanto, a relaçdo evolutiva entre ambos. 

Este padrdo de proteínas é analisado através de 

métodos de fracionamento como a e1etroforese . Mais comumente 

porem , métodos 1munológicos são empregados, devido a sua 

sensibil1dade . Estes métodos envolvem bas1camente, as 

seguintes etapas : 

(a) Isolamento das proteínas a serem estudadas -
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exlraç~o das proteínas de membrana com auxílio 

de detergentes, preparo de extratos solúveis 

com as proteínas somáticas . Para a coleta 

de proteínas excretadas e/ou secretada s , 

obtem-se a partir do cultivo in vitro de 

parasitas, 

(b) Preparo de anti-soros contra estas proteínas 

por imunização de animais de laboratório 

<camundongos, ratos ou coelhos, por exemplo) 

e coleta do soro; 

<c> Emprego dos anti-soros para a caracterizaç~o 

das proteínas por eles reconhecidas. Vário.,; 

testes podem ser empregados com esta 

fina 1 idade, ta1s como Imunodifusão em Gel, 

Imunoeletroforese, Ensaio Imunoenzimático-

ELISA, Western Blotting e Imunofluorescência . 

A escolha do teste baseia-se principalmente no tipo 

de proteínd a ser analisada; por exemplo, Elisa é utilizado 

~ara estudo de proteínas somáticas ou E/5, enquanto a 

Imunofluorescência emprega-se na detecção de proteínas de 

superfície . 

Dois pontos devem ser aqui salientados. Em primeiro 

lugar· , devido ao fato de que estas proteínas são analisadas 

em geral por métodos imunológicos, são mais comumente 

referidas como antígenos parasitários, 

adotado neste texto. 

termo que sera 

Quando a mesma proteína · ocorre em parasitas 
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genet1camente diferentes, 1sto e, quando o mesmo ant1corpo . 
dá um resultado posit1vo na análise dos parasitas, diz-se 

que ex1ste uma reativ1dade cruzada entre estes antígenos . 

Em segundo lugar, nestes estudos estão sendo cada 

vez mais empregados anticorpos monoclonais em substitu1ção 

aos anti-soros convencionalmente produzidos . 

Assim, desde o desenvolv1mento por Kbhler e 

Misltein (1975), da tecnologia de hibridoma para a produção 

de ant1corpo monoclonal, os pesquisadores estão livres das 

dificuldades encontradas com o uso de soros policlona1s 

<soros com d1ferentes anticorpos e espec1f1cidades) 

A imortalidade das linhagens dos hibridomas 

asseguram a monoclonalidade e espec1ficidade, além da 

disponibilidade permanente de seus produtos, os anticorpos 

<Kaplan e cols., 1982) . 

A caracter1zação de antígenos e portanto, ponto 

crucial em estudos que visam ao conhec1mento do paras1ta, 

suas interações com o hospedeiro e ao diagnóstico e 

tratamento das doenças parasitárias . No entanto, qua.ndo se 

trata de antígenos filáricos torna-se difícil a obtenção de 

vermes adultos ou extrato cru de mfs . , livres de proteínas 

do hospedeiro . 

Devido a reatividade cruzada entre espéc1es de 

f1lárias, heteroantígenos <isto é, proteínas obt1das de uma 

outra espéc1e> têm sido utilizados como alternativa para a 

produção de ant1corpos dest1nados ao estudo da W. bancrofti . 

Diversos vermes relacionados, tais como Dirofilaria 
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1••1tis <filária do cão>, Onc~ocwrca volvulus. Lito•osoidws 

carinii <fi lária do rato>, Loa loa, Swtaria digitata 

(filária bovina), espécies de Dipetalone•a, e espec1es de 

Brugia, são utilizadas como fontes de antígenos <Philipp e 

Davis, 1986; Lobos e Weiss, 1986; Culbertson e cols . , 1944; 

PrUsse e cols . , 1982; 

cols . , 1987) . 

Antígenos 

Dissana~ake e Ismail, 

parasitários têm sido 

1980a; Lal e 

estudados 

principalmente em Brugia •ala~i e B . pahangi, tanto com soro 

policlona 1 q u anto com anticorpos monoclona i s <ver 1 . 6 . 2) 

Foram detectados antígenos presentes na 

superfície dos vermes adultos <Sutanto e cols . , 1985) ou 

secretados em cultura in vitro de microfilária s <Haizels 

ecols . , 1985) 1 bem como antígenos estágio-específicos e 

não especificas <Tomisato e cols . , 1986) . Os antígenos 

indutores de anticorpos protetores foram identificados, 

sendo o mais importante uma proteína de peso molecular 

<PM> = 25 kDa <Kazura e cols., 1986a,b) . 

Com relação à W. bancrofti. é praticamente 

impossível obter-se vermes adultos em quantidade suficiente 

para a extração de antígenos . Quanto às mfs . são, em geral, 

obtidas a partir de amostras de sangue de vários indivíduos, 

o que 

escala . 

limita a análise antigênica do parasita em maior 

O estádio de microfilária ainda é o mais disponível 

e algumas tentativas de caracterização do complexo 
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dn!1gên1co desse paras1 t~ Ja f oram re~1stradas . Como e~em plo 

a n ál1 se de proteínas ant1gên1cas de mfs . e la rvas 

1nfectantes de W. bancrofti perm1t1u a 1dent1 f1c açio de do1s 

antigenos prlnClPals CPM = 17 e 21 kDa > oco rrendo em a.mb os 

os estád1os 

Co m 

<Ma1ze l s e cols . , 1986 ) . 

a ·fln2.i 1dade de obtenção de um a ma1or 

quant1dade de mater1al ant1gên1co, tentat1vas de 1nfecçãc 

exrer1mental têm s1do fe1tas . Ass1m, Palm1er1 e cols . ( 1982) 

recurer ~ ram v ermes a.du lt os de W. bancroft i em mac?.co s 

< Presb~tis cristatus - Eschscholtz , 19 2 1 > expe r 1mentalmente 

1nfectados com larva s 1nfec ta n t es . Presb~tis cristatus e 

naturalmente 1nfectada por uma es pec1e nova , a Wuchereria 

kalimantani sp. n. (Palm 1er1 e cal s . , 1980 ) e, como os 

ac1ma. af1rmam, lnfecç5es natura1s de W. bancroft i 

são hospede1ro-especÍf1cas para o homem e o desenvolvimento 

de 1nfecçÕes exper1men ta1s em P. cristatus pode prover uma 

de respostas às multas questões referentes ao 

relac1onamento hospede1ro - paras1to - vetor, 1munolog1a, 

patolog1a, suscept1b1l1dade do hospede1ro a drogas etc .. 

Apesar dlsto, nao ex1ste um s1stema 

def1n1do para estudos sobre os mecan1smos de 

exper 1mental 

res1stênc1a 

1mune do hospede1ro e os antigenos para.s1tár1os ma1 s 

1mportantes na 1ndução dessa resposta . 

Sendo ass1m, os estudos ma1s recentes es t ão 

d1recionados para a detecção. 1solamento e 1dentificação de 

antígenos parasitár1os circulantes, obt1dos do sangue. 
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urina ou líquido hidrocélico de individuas infectados . 

A demonstração inicial da presença de antígeno 

circulante no sangue dP indivíduos infectados foi dada por 

Franks em 1946, usando sangue total como um antígeno em 

teste intradérm1co para diagnóstico de filariose . Desde 

então muitos trabalhos foram realizados para a detecção e 

caracterização de antígenos parasitários e complexo 

imune circulante <CIC) Dissana~ake e cols . <1983) por 

exemplo, isolaram crc de pacientes infectados com 

W. bancrofti. por precipitação com polietilenoglicol e 

analisaram em gel de poliacrilamida, onde uma banda de 

PM = 25 kDa foi identificada por imunoprecipitação como 

um antígeno . 

Para detectar a presença de antígeno circulante em 

soros de indivíduos infectados com W. bancrofti, 

e cols . <1986) utilizaram soro anti-filárico 
131 

Paranjape 

de coelho 

marcado com I identificando autoradiograficamente em papel 

de nitrocelulose uma proteína com PM = 200 kDa . Estudos 

adicionais quanto à estabilidade ao ácido e fervura, 

sensibilidade à pronase e periodato, indicaram tratar-se de 

uma glicoproteína . 

O uso de antígenos excretados e/ou secretados, 

obtidos por cultivo in vitro de mfs . , torna-se mais comum 

devido a maior especificidade e sensibilidade em 

imunodiagnóstico, se comparados aos antígenos somáticos 

obtidos de extrato de parasitos <Kaliraj e cols . , 1979; 
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Karavondin e Ash, 1980i Dissana~ake e cols . , 1982i Kharat e 

cols , 1981, 1982 e Harinath e cols . , 1984) 

em relação à caracterização desses antígenos, 

No entanto, 

os dados são 

escassos e as pesquisas ainda estão direcionadas à 

manutenção de mfs . in vitro (ver 1 . 4) e verificação da 

especificidade e sensibilidade em imunodiagnóstico <Kharat e 

cols . , 1980, 1981, 

1984a,b> 

1982 i Ripo11, 1985 i Redd~ e cal s . , 

Em resumo , a caracterização ant i gênica de 

nematódeos, imp o rtante não só para a definição de proteínas 

espécie e estágio-especificas , como para a determinação das 

principais moléculas que evocam uma resposta imune, está 

ainda pouco desenvolvida . A mai or r azão para isto é a 

dificuldade de obter - se quantidades suficientes destas 

proteínas para seu estudo, aliada, no caso da W. bancrofti, 

à ausência de um modelo eHperimental acessível . 

1.5 Cultivo in vitro de 

b~n,r.oit.i 

As primeiras tentativa s de cultivo in vitro de 

microfilárias foram feitas no inicio deste século, 

revisto por Coutelen <1929) 

conforme 

Naquela revis~o o autor descreve experimentos em que 

mfs. de W. bancroftí foram cultivadas durante 32 dias em 

soro humano a temperatura ambiente . 

modificações no tamanho das mfs . 
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1nterna . 

Estes trabalhos entretanto não são muito conhecidos 

e artigos publicados mais recentemente (Kharat e cols . , 

1980; Ando e cols . , 1980a) citam estudos realizados em torno 

de 1960 como pioneiros no cultivo in vitro de mfs . de 

Dirofilaria i••itis, <Earl, 1959; Saw~er e Weinstein, 1963), 

Lito•osoides carinii <Weinstein, 1963) e 

<Wood e Suitor, 1966) , sendo definidos vários 

tipos de meios de cultivo mais apropriados para este fim . 

Quanto às pesquisas com W. bancroftí, Chowdhur~ 
(1) (2) 

e Band~opadh~a~ (1960) e Bird e Menon (1961) desenvolveram 

condições capazes de manter as mfs . vivas durante 3 ou 4 

semanas, mas sem diferenciação . 

Ta~l o r <1960> cultivou as mfs . em meio T~rode 

ou meio 199 com soro equino, o que provocou apenas o 

desembainhamento das microfilárias . 

Weinstein <1963) empregou meio NCTC-109 

complementado com soro humano, aminoácidos, açúcares e 

ác1dos orgânicos do meio de Grace para insetos (1962), 

observando 4 a 7Y. das mfs . desenvolvendo-se até a forma 

"sals1cha " . O mesmo resultado foi obtido por Bhattachar~a e 
( 3 ) 

Chowdhur~ (1964) com solução de Locke contendo extrato de 

mosquito . As alterações morfológicas observadas nas 

<1> CHOWDHURY, A.B. & BANDYOPADHYAY, A.K . lullttin CaltMtta Bc~aol Df TrQPital Mtditiftt, 
8:105, 1960, "apud" KHARAT E COLS . , 1980 . 

<2> BIRD, G.W.C. & HENON, K.K. lhe Lancet, 2:721, 1961,"apud" KHARAT E COLS., 1980 . 
<3> BHATTACHARYA, N.C . & CHOWDHURY, A.B. lullttin Calcutta Schaol af Tropical Medicint, 

12 :54, 1964, "apud" KHARAT E COLS., 1980. 
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mf'=i . geralmente envolvem um aumento em seu diâmetro, que 

corresponde perfeitamente ao espessamento dos embr1ões 

observados por Low (1912> no hospedeiro intermediário e po r 

ele denominado "estádio de salsicha " . 

S aw~er e Weinstein <1963) classificaram os tipos de 

larvas de prime1ro estádio do seguinte modo : tipo I <tipo 

mfs . ) , m1crofilcirias lÍPlCas ou com alteraç~o uniforme de 

la mi:i nho ; l ipo I I (in t ermedlcirla ) larva distint a mente mais 

l a rg a , t ipo I I I ("f orma pré - s a lslcha " ) , significantemente 

l ipo IV ( " forma s a lsichi:i " ), com 

espessura máx1ma e comprimento mínimo. 

Estudos mais recentes apresentam um maio r 

número de var1 ci veis procurando definir quais as condições 

~ ndulori:ls da diferenciação das mfs . . Ando e cols . (1980a) 

cultivaram mfs . de D. immitis em quatro meios <TC-199; HEM; 

H-41 e NCTC-109 ) . Apesar de as mfs . terem sobrevivido 

durante um período mais 

diferenciação neste meio . 

longo em TC-199, não houve 

O meio NCTC-109 entretanto, 

~ndu ~ iu diferenciação apesar do pequeno número de mfs. que 

sobreviveram nele . O meio H-41. contendo uma linhagem de 

célu l as de mosquito, prop1ciou diferenciação dos parasita'=i 

ao contrário dos meios TC-199 ou HEM em associação com 

células de mamíferos . 

No meio NCTC-109, o número de larvas diferenciadas 

mudou em relaç~o ~ quantidade adicional de soro e foi 

a 2 s• C que a 3 7• C 
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Em um estudo posterior, Ando e Kitamura <1982) 

testaram o efeito da pressão osmótica do meio de cultivo na 

indução de diferencia~ão de mfs . Estes 

autores chegaram à conclusão de que a pressão osmótica mais 

favorável é maior que a do plasma do cão, onde as mfs . 

vivem; portanto, a indução da diferenciação é dependente de 

um aumento na pressão osmótica no intestino do mosquito . 

Kharat e cols . , C1980> cultivaram microfilárias de 

W. bancrofti em meio 199 CA> ou meio 199 complementado com 

açúcares e ácidos orgânicos do meio de Grace <B> e 

observaram que, cerca de 30Y. das mfs . alcançaram a forma IV 

("salsicha") no oitavo dia de cultivo em meio B, enquanto 

A maioria das mfs . nos 10Y. em me1o A no décimo sétimo dia . 

vários estádios de desenvolvimento, era ativa e sobreviveu 

por três e duas semanas nos meios A e B respectivamente. 

Ripoll <1985) testou os meios RPHI 1640 e Paker 

199, com pH 7,2- 7,4 ou 8,0 e temperaturas de 2ff>C ou 3rc, 

para cultivo de três espécies de filárias humanas 

< W. bancroft i, perstans e Loa loa > e 

Apesar de terem sido estabelecidas quais as 

melhores condições para a sobrevivência das mfs . 

dos casos foi observado indução de diferenciação . 

em nenhum 

Strote <1987) desenvolveu experimentos em que 

larvas infectantes <L3> de Onchocerca volvulus, filarideo 

que infecta equinos, diferenciaram-se em larvas de quarto 

estádio, após 28 dias em cultura . 

31 



anal:i c.. .~r 

Outros estudos foram realizados com a finalidade de 

a s necessidades nutricionais d~ D. i••itis <Ando ~ 

cols . , 1980a), definindo-se assim um padrão dos aminoácidos 

mais consumidos pelos parasitas durante seu cultivo in 

vitro . 

O cultivo de mfs . tem sido empregado para duas 

outras finalidades . Em primeiro lugar, este método é útil na 

análise das proteínas de superfície <PS> dos parasitas . 

O estudo das PS é feito b asic amente pela incubação 

das mfs . com soro policlonal ou anticorpos monoclonais 

<AcMn), cuja especificidade necessita determinar-se; 

podendo adicionar-se ainda uma fonte de complemento à 

cultura . Caso haja, no soro teste, anticorpos especificas 

para PS das mfs, observa-se uma diminuição na viabilidade 

das mesmas . Este efeito, proporcional à. quantidade de 

anticorpos específicos e à. sua capacidade de fixação do 

complemento, é detectado pela perda de motilidade das 

microfilárias. 

Um modo alternativo de s~ efetuar o estudo das PS, 

envolve ·a incubação das microfilárias com o anti-soro ou 

AcMn a ser testado em placas de cultivo contendo células de 

exudato peritoneal <CEP> . 

As CEP são coletadas por lavagem do abdomem de 

camundongos ou ratos com meio de cultura, obtendo-se assim 

uma população bastante heterogênea (macrófagos e 

por exemplo> . 
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Normalmente s~o utilizadas apenas as células 

aderentes a superfícies plásticas, população composta 

principalmente por macrófagos . Estes possuem na sua 

superfície receptores para a região Fc dos anticorpos, de 

modo que o resultado final do expe rimento é a aderência das 

CEP aos parasitas, caso o soro-teste ou AcMn contenham 

anticorpos específicos contra PS das microfilárias . 

Os estudos acima, têm sido efetuados principalmente 

com mfs . dos gêneros Brugia e Dirofilaria . Aggarwal e cols . 

(1985) empregando AcMn, 

superfície em B. •ala~i 

detectaram uma proteína 

responsável pela aderência 

de 

de 

macrófagos peritoneais e morte das mfs . Análise por 

1munoprecipitação mostrou que esta proteína tem 

PM = 110 kDa . Weil e cols . <1981) relataram a presença de 

anticorpos antifiláricos no soro de cães infectados 

Estes anticorpos reconhecem uma proteína 

na superfície das mfs . 

caninos ao parasita . 

induzindo a aderência de leucócitos 

A segunda área na qual o cultivo de mfs . tem se 

tornado também bastante útil é a caracterização de proteínas 

excretadas e/ou secretadas (antígenos E/5) pelos parasitas . 

Nestes estudos de antígenos E/S as mfs . são 

cultivadas em condições padronizadas e após alguns dias o 

me1o de cultivo e coletado e testado por métodos 

imunológicos para detecção e caracterização de proteínas 

filáricas nele contidas . 
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Alternat1vamente, os antígenos EIS são marcados com 

1sótopos rad1oat1vos e anal1sados por eletroforese e 

autorad1ograf1a . 

Kaushal e cols . <1984) realizaram desta forma um 

estudo amplo de proteínas EIS da filár1a 

chegando a conclusão de que as proteínas de ba1xo peso 

molecular (10 - 70 kDa> são as que apresentam maior 

especif1c1dade, enquanto as de maior peso molecular ocorrem 

ma1s frequentemente em outros parasitas . 

Em W. bancrofti, Haizels e cols . ( 1986) I 

anal1saram proteínas de mfs . e larvas infectantes, 

demonstrando a presen~a em ambos os estádios de uma proteína 

de PM = 17 kDa e outra de PH = 21 kDa, sendo que apenas a 

pr1me1ra ocorre também na superfíc1e do parasita . Antígenos 

de EIS têm sido também empregados com bastante sucesso no 

1munod1agnóstico da f1lariose bancroftiana <Kharat e 

cols . ,1981; Kharat e Harinath, 1982> . 

No presente trabalho, o cultivo in vitro de mfs . de 

W. bancrofti foi um dos experimentos empregados que nos 

forneceu 1nforma~Ões básicas para o conhecimento do 

processo de sobrevivência e diferencia~ão deste parasita . 

O protocolo geral dos experimentos envolveu o 

1solamento das mfs. a part1r do sangue de indivíduos 

infectados, sua suspensão em d1ferentes meios de cultivo 

contendo diversos componentes e incuba~ão sob várias 

condições de temperatura. 
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A viabilidade e modif i cações morfológicas induzidas 

nos parasitas foram as principais observações feitas durante 

o cultivo dos mesmos . 

1.6 Produç(o de Anticorpo• Monoclonai• 

1 . 6 . 1 Considerações Gerai5 

Como já fo j dito anteriormente, a implantação da 

tecnolo g.i .. 1 d os hibridoma s , que secretam anticorpos 

monoclonais de especif i cidade predef i nida, estabelecida por 

K~hler e Milstein <1975) possibilitou o desenvolvimento 

rápido de inúmeros campos da pesquisa biológica, na 

1munoparasi t ologia , 

imunogenética . 

no imunod i agnóstico clínico e na 

Exemplos do emprego destes reagentes podem ser 

conhecidos pela análise com anticorpos especificas 

aos ácidos ribonucleico-ARN e desoxiribonucleico-ADN ou 

complexos ARN-proteina e ADN-proteína em pacientes com a 

doença 

1983) . 

autoimune lupus sistêmico eritematoso CPisetsk~, 

Outros estudos com AcMn visam a determinação da 

localização cromossômica de um gene que codifica para uma 

função específica , por meio de análise de 

isoenzimáticos produzidos por um painel de clone s , 

padrões 

a partir 

de fusões celulares humano-roedor <Campbell, 1984) . 

Finalmente podemos ainda citar os estudos em 

pacientes com anemia de Fanconi (sensibilidade ao efeito 
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clastogênico de agentes "crosslinking " em cultura de 

linfócitos do sangue periférico) para verificação da 

heterogeneldade genética nestes pacientes e para o estudo do 

efe1to de dosagem gên1ca <Auerbach, 1987) . 

Os exemplos dados são apenas algumas das muitas 

1->esquisas que est~o sendo fe1tas e ilustram como em tão 

!->CUco tempo a produç~o de anticorpos monoespecificos abriu 

novas perspectivas para os c1ent1stas da pesqu1sa básica e 

aplicada . 

Sendo a produç~o de AcMn, um dos objetivos do 

1->resente trabalho, alguns aspectos teór1cos de sua produção 

devem ser considerados . A teoria dos AcMn baseia-se na 

hipótese do clonal de Burnet (1957) que, em 

linhas gerais, enunc1a : cada linfócito B de mamífero tem o 

o 1-'0tenciol de fozer um anticorpo monoespecífico . A 

região constante de uma cadeia de imunoglobulina, pode 

dlterar-se durante o diferenciação do clone de linfócito, 

mas a região variável retém sua especificidade. 

A fusão celular dá-se entre duas linhagens de 

células geneticamente diferentes <mas ontogeneticamente 

semelhantes) . Para melhor entender a formação de hibridomas 

e escolha de células usadas na fusão, resume-se que : o 

plasmócito (linfócito B diferenciado) morre em cultura, 

porem fornece a informaç~o genética para o anticorpo 

eliciado; o 

pode portanto, 

mieloma cresce <multiplica-se) em cultura e 

conferir imortalidade a célula híbrida . 
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Após células do baço de um animal previ a mente 1mun1zado 

serem fus1onddas com células l umorais (mieloma) in vitro, o 

restante não fusionado <ou híbrido tumor-tumor) deve ser· 

elim1nado e feita uma seleção de células híbr i das secretando 

ant1corpo da requerida especificidade . 

A linhagem de mieloma utilizada nestes experimentos 

é deficiente na enz1ma responsável pela incorporação 

no ADN da hipoxantina , a hipoxantina-guanlna-fosforibosil-

l r a nsferase - HGPrTase ou d a l imidina, a timidina quinase-TK . 

Deste modo sintetizam ribonucleotídeos apenas pela síntese 

de novo. 

Acrescentando-se a minopterina, que é um análogo do 

ácido fólico e se l1ga a àcido fól1co redutase, ao meio de 

cultura contendo hipoxantina e timidina <meio HAT, 

Littlefield, 1964) bloquelam-se as coenzimas requeridas para 

a síntese de novo e as células só podem sintetizar ADN pela 

via de salvação . 

Assim, se células de mieloma HGPrTase deficientes 

sao fusionadas com células linfóides normais e postas em 

meio seletivo HAT, apenas os híbridos mieloma-plasmócito 

crescerão; o mieloma fornecerá 1mortalidade e o plasmócito 

além da enLlma HGPrTase, fornecerá a capacidade de síntese 

de dn l 1corpos <Hudson e Ha~, 1980 ; Campbell 1984) 

<F1gura 1 . 5) _ 
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1.6 . 2 Utilização de Anticorpo• Monoclon•i• 

Animal e Humana 

No que se refere produção de Ac.Mn contra 

parasitas de ân1ma1s e do homem, particularmente he1mintos, 

var1os estudos têm sido feitos, em geral com estádi~s __ 

in1ciais do desenvolvimento destes vermes, objet1vando o 

1solamento e câracter1~ação de iintíyenos que e1iciâm uma 

resposta 1mune no hospede1ro ; prinLif->ii1mente Piira o 

desenvolvimen t o ou a~erf~içoamento do imunodiagnóstico, pois 

ensa1os com al t a s~ n si b ilidade e especificidade conduLem a 

uma 1munoterapiâ mais eflCâ~. 

Os AcMn produ~1dos sãu em geral dirigidos conlra 
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rroteinas somáticas (internas e/ou de superficie) obtidas 

de homogenados de vermes jovens ou adultos ou de proteína~ 

EIS in vivo ou in vitro (por cultivo dos parasitas> . 

Alguns estudos têm tentado a obtenção de 

.:~.nl1corpos monoespecíficos contra proteínas de vermes 

Flldricos . No entanto a dificuldade de obter-se material 

.:~.nt1gên1co em quantidade suf1ciente para produção destes 

AcMn e reali2ar;ão de lestes de conf1rmar;ão de 

especific1dade, ainda e um dos ma1ores empec1lhos na 

obtenção dos mesmo~ . 

Apesar das dificuldades menc1onadas, resultados 

favoráveis têm sido obtidos . Des Moutis e cols . <1983) 

exemplo, obtiveram um AcMn de classe Igl1 que reconheceu 

antígeno circulante no soro de pacientes infectados com 

Onchocerca volvulus . 

Um anticorpo de classe IgG obtido por Lucius e 

cols . (1988) mostrou ser específico para um antígeno 

imunodominante de adultos e larvas infectantes de 

O. volvulus . 

O " Li:iborator!;l Workshop" reali2ado pela Organi2ação 

Mundial da Saúde <WHO, 1983) permitiu formar um quadro com 

um banco de AcHn já produ21dos até então em filariose 

humani:i : Dois monoclonais específ1cos para microfilárias 

de Brugia mala~i ; um monoclonal específico tanto para 

B. mala~i quanto para B. pahangi e para ovos de O. volvulus, 

um AcHn específico para adulto de espécies de Brugia, mas 
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que também possui reatividade cruzada com antigenos de 

adultos de Onchoc~rca e Dip~talon~•a vita~; dois AcMn 

restritos para adultos de Onchocerca e um com semelhante 

especificidade contra a mesma, 

cruzada com D. vitae . 

mas também com reatividade 

Outros estudos visando a identificação e 

caracterização de antígenos filáricos foram realizados com 

B. pahangi, onde três AcMn com diferentes especificidades 

antigênicas foram obtidos de camundongos imunizados com 

vermes adultos vivos <Sutanto e cols . , 1985) . 

Em Lito•osoides carinií os estudos ainda estão 

direcionados ao isolamento de antígenos e análise bioquímica 

de extratos protéicos do parasita em gel de poliacrilamida 

na presença d~ dodecil sulfato de sódio bem como infecção 

experimental em outros animais, com larvas e vermes adultos 

<Philipp e cols . , 1984; Scott e MacDonald, 1958) . No 

presente trabalho fornecemos dados com anticorpos 

monoclonais produzidos contra este parasita . 

No que diz respeito à produção de AcMn contra 

microfilárias de Wucher~ria bancrofti, Redd~ e cols . <1984b> 

selecionaram 10 clones especificamente positivos para 

antígenos EIS por este parasita . 

Fors~th e cols . (1985) obtiveram um AcMn designado 

Gib 13 e dirigido contra ovos de O. gibsoni que mostrou 

reação cruzada de antígenos no soro de uma população 

infectada com W. bancroftí. bem como antígeno circulante em 

40 



pacientes sintomáticos e ass1ntomát1cos, n~o havendo reaç~o 

cruzada com infecções por outros helmintos . 

Mais recentemente, Wei 1 e cols . (1987> 

identificaram um antígeno de PM = 200 kDa no soro de humanos 

infectados com W. bancrofti e produziram um AcMn que se liga 

a este antígeno . o AcMn foi usado em ensaio 

imunoradiométrico, mostrando ser mais sensível e especifico 

como teste d1agnóstico à infecção ativa, não detectando 

antigenemia em soros de indivíduos de áreas não endêmicas a 

despeito de 1nfecções com outros nematódeos . 

Ainda sobre o antígeno acima, em pacientes 

m1crofilarêmicos infectados com W. bancrofti, Lal e cols . 

(1987) também obtiveram um AcMn específico para o antíge•nu 

em 93Y. de pacientes com microfilaremia, 46Y. daqueles com 

obstrução linfática e 56Y. de pacientes com eosinofilia 

pulmonar tropical (filariose oculta> . 

No presente trabalho, a obtenção de anticorpos 

monoclonais contra microfilárias de W. bancrofti teve 

sucesso após diversas imunizações de camundongos com 

diferentes preparações antigênicas . 

41 



De acordo com a classifica~rio mais simplificada 

de Chitwood e Chitwood, 1973 <Olsen, 1974), 

Lito•osoides carinii pode ser assim situada : 

PHILUM : Nemathelminthes 

CLASSE : Secernenta 

ORDEM : Spiruridia 

SUBORDEM: Spiririna 

FAMILIA : Onchocercidae 

GENERO : Lito•osoides 

a espécie 

ESPECIE : Lito•osoides carinii (Travassos, 1919) 

1.7.2 Características Gerais 

A descrição inicial de LitoMosoid•s carinii foi 

dada por Travassos em 1919 sob o nome de Filaria carinii 

<Va2, 1934), sendo o parasita obtido da cavidade pleural e 

peritoneal de um esquilo, 

<Williams, 1948) . 

Sciurus sp, de São Paulo, Brasil 

Os machos de L. carinii, 

fêmeas var1am de 50 a 100 mm . 

medem de 24 a 28 mm e as 

Esses vermes adultos 

são encontrados juntos formando novelos na cavidade 

peritoneal e pleural . 

As microfilárias são encontradas na circulação 

sanguínea; não e~ibem periodicidade noturna ou diurna nem um 
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ciclo per1ódico de longa duração, mas há uma variação no 

número de microfilárias circulantes de hora a hora e de dia 

a dia <Bell e Brown, 1945> . 

Williams <1948) a partir de experimentos que 

indicassem qual o hospedeiro intermediário de L. carinii, 

encontrou que o carrapato Lipon~ssus bacoti, do rato do 

algodão, é o mais provável hospedeiro intermediário e vetor 

daquele parasita <embora não se possa excluir outros 

vetores), pois entre as espécies de artrópodos estudadas , 

foi a única onde formas em desen v olvimento do parasita foram 

encontradas . 

Mudanças que ocorrem com as mfs . quando elas passam 

para a circulação periférica do rato do algodão, foram 

observadas por Kershaw <1949), e uma descrição completa dos 

estádios do ciclo de vida de L. carinii, pode ser obtida com 

os experimentos de Cross e Scott (1947>, Williams <1948> 

e Scott e cols . (1951) . Resumidamente, a microfilária 

desenvolve-se diretamente do embrião ao primeiro estádio sem 

uma muda e segue o padrão de ciclo de vida de outros 

nematódeos, ou seja, necessariamente três estádios larvais 

antes de ser transmitida ao hospedeiro definitivo . Nesse 

último, sofre uma terceira muda e passa ao quarto estádio, 

uma outra muda e é filária adulta . 

O parasita L. carinii é encontrado em ratos do 
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algodão do Héx1co, Texas e Flórida . No Brasil foram 

encontrados nos roedores Holochilus vulpinus, "us decu•anus, 

Necto•~s squa•ipes e Sig•odon hispidus <Williams, 1948) . Os 

exemplares de L. carínii do presente trabalho foram obtidos 

de ratos s1lvestres dos generos Or~zo•~s e Akodon de 

Torres/RS, Sul do Brasil e um Or~zo•~s da zona da mata de 

Pernambuco, Nordeste do Brasil. 

1.7.4 Caracteriza~ão Anti~ênica 

Hu1tos estudos sobre infecção exper1mental com 

Lito•os~ides carinii objetivando acompanhar os estág1os do 

seu ciclo de v1da ou 1munogen1c1dade de formas larvais e/ou 

homogenados de vermes adultos, dominam o interesse da 

ma1or1a dos trabalhos com esse filarídeo de ratos . Assim, 

pesquisas a respeito de moléculas antigênicas desse 

parasita lniciaram-se apenas recentemente . 

Dasgupta e Bala (1978) realizaram experimentos 

para detectar a presença de antígenos circulantes em animais 

1nfectados experimentalmente por L. carinií e verificar o 

efeito desses antígenos em células T e B, pela demonstração 

in vitro de células 

dependente. 

formadoras de placa à antígeno T 

Os pesquisadores acima, afirmaram que resposta 

humoral (llnfócitos B> a eritrócitos de carneiro sugere que 

L. carinii pode exercer efeito imunosupressivo em ratos 

quando existe alta microfilaremia. Um efeito semelhante no 
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hospedeiro pelos parasitas pode ser resultado de sua ação em 

células B, células T ou macrófagos . 

Dados sobre a caracterização antigênica de 

L. carinii são poucos; Philipp e cols . (1984), fizeram 

análise bioquímica de extratos de três estágios do ciclo de 

Vlda desses parasita usando técnicas de radio iodinação e 

detectaram um componente de PM = 55 kDa para vermes do 

terceiro estágio, fêmeas e machos adultos. Um segundo 

componente de PM = 67 KDa também foi 

de microfi1ár 1as . 

observado em extratos 

No presente trabalho estamos apresentando alguns 

dados a partir da utilização de extratos de ovos, embriões e 

vermes adultos de L. carinii, contribuindo para um melhor 

conhecimento sobre caracterização antigênica desse parasita, 

que tem se mostrado um bom material de estudo em filariose, 

tanto animal quanto humana . 
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1 . 8 Objetlvoli 

Este trabalho fo1 desenvo1v1do com o nematódeo 

causador da f 1 la.r1ose bancroft 1a.na, Wuchereria bancrofti 

\F1 .1ar11dae/, responsável a.1nda por mu1tos fenômenos de 

naturez a alérg1ca aesencadeaaos no hom em. 

Fo1 também estudado o f1larideo paras1ta de ratos 

s1lvestres, Litomoso1des carinii <Onchocercldae ) 

Como obJetlvo geral, procu rou.-se estabelecer um 

s1stema que anal1sasse, at rav~s de m~todos lmuno lÓglco s, as 

prlnClP al s pr o teínas somát1cas \lnternas e / ou de super fic 1e ) 

e de e xcreç~o e / ou secreç~o apres e ntaaas por es t es paras1tas 

em d1ferentes fas es de dlfer en claç3o, Vlsando-se ?.lnda 

contribu1r para o es tudo do r e l ac1o na me nto gen~t1co entre os 

f 1larídeos estudados . 

Os obJe t1 vos especí f 1cos f oram : 

(a) Ver1f1car através do cult1vo in vitro 

de m1crofilá.r1as (mfs. de W. bancrofti, as 

cond1çÕes 1ndu.toras responsáveis p e 1 a. 

mfs . e os 

even tos ocorridos dur a.nte este 

pro cesso ; 

<b ) Empregar os produtos obt1dos duran t e o cult1vo 

in vitro de mfs. para a anál1se de prot eÍn3.s 

1nternas e de superfíc1e e de excreçao e / ou 

secreçao destes paras1tas . 
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(c) Uti1l.zar soros de pacientes 1nfectados com 

W. bancroft i ou de 1nd1víduos res1dentes em 

areas endêm1cas para a anál1se do efe1to 

destes soros humanos 1munes em mfs . c o-

cultivadas com células de exudato peritoneal 

mur1no; 

(d ) Ver1f1car a ex1stênc1a de reat1v1dade cruzada 

entre antígenos de W. bancrofti e de L.carinii ; 

<e> Produz1r ant1corpos monoclona1s anti mfs . de 

W. bancrofti 

L . carinii; 

(f ) Caracter1zar 

e anti 

proteínas 

ovos 

dos 

e embr1eles de 

paras1tas por 

eletroforese em ge1 de poliacr1lam1da; 

(g) Analisar a partir de todos os dados obtidos, 

qua1s os pontos ma1s críticos na caracter1zação 

antigênica de W. bancrofti . 
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e H A T E R 1 A L E H E T O D O S 

2 . 1 . 1 Coleta 

Para obtenção de microfilárias a partir de amostras 

de sangue de indivíduos infectados, contamos com a 

colaboração da equipe do Programa de Filariose <PFi> do 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães <CPqAM-FIOCRUZ>, Recife 

<PE >, coordenada pela Drª Gerusa Dre~er. 

A equipe vem realizando inquéritos hemoscópicos em 

areas foco do mosquito vetor . Os indivíduos destas áreas são 

submetidos a um protocolo geral de exame ou a um protocolo 

e s pec1al de aco r do com o estado clín i co dos mesmos . Foi a 

pa r t1r de alguns destes indivíduos que recebemos amostras de 

sangue infectado com microfilárias ou soro imune de 

da pacientes 

doença . 

com as mais diversas formas 

Cada amostra tratava-se, em geral, 

clinicas 

de 10 ml em 



pool , do sangue de 2 a 3 individuas microfilar~micos, 

coletados apos o consentimento dos mesmos, de modo que 

pudéssemos ter um número maior de mfs . após filtração do 

mesmo . O sangue foi coletado entre 23 : 00 e 1 : 00 h , posto em 

solução de citrato de sódio 3,8Y. em proporção de 1 : 9 e deste 

modo enviado para o nosso laboratório por acondicionamento 

em isopor com gelo e transporte por via aérea. Em geral, da 

coleta ao processamento final do sangue não foram 

ultrapassadas 40 horas . 

Entre os empecilhos que a equipe do PFi encontra 

para trabalhar com a filariose bancroftiana estão aqueles 

relacionados aos pacientes, ou seja , a conscientização da 

necessidade de exames periódicos, 

são frequentemente assintomáticos . 

2.1.2 Isolaaento 

pois os microfilarêmicos 

Para isolamento das microfilárias, amostras de 

sangue de indivíduos infectados, 

sódio a 3,8Y. em proporção de 

diluídas em citrato de 

1 : 9 foram filtradas em 

membrana de policarbonato de 2~ mm com poros de 3 ~m em 

suporte Holder <Nuclepore Corporations> . 

Antes de iniciar a filtração do sangue, este foi deixado 

a sedimentar retirando-se o excesso de citrato de sódio por 

aspiração do sobrenadante formado . Em seguida o sangue foi 

filtrado sendo que, para cada 2 ml acrescentou-se 8 ml de 

NaCl a 0,85X (segundo L.D . de Andrade, comunicação pessoal) . 

O filtro com mfs . foi posto em placa de Petri 
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contendo meio de cultura mínimo essencial <MEM, Flow> ou 

solução de tampão PBS com 0,15 M de NaCl e 0,01 M de fosfato 

de sódio pH 7,4 (este tampão foi usado nos passos seguintes 

de modo que será referido como tampão PBS apenas) . 

A recuperação das mfs. foi realizada com lavagens 

sucessivas do filtro apos cada 10 ml de sangue filtrado . A 

solução contendo as mfs . foi centrifugada a 800x g por 5 

O sobrenadante foi desprezado e o precipitado contendo 

as mfs. 

ou PBS. 

fo1 ressuspendido em quantidade mínima de meio MEM 

Amostras de 10 ul foram retiradas e postas em 

lâm1na para contagem dos vermes em microscÓplo <Zeiss) . 

A suspensão de mfs . foi aliquotada e estocada a ~C ou a 

- 2 0° C a t é o uso . 

E importante salientar que, quando o isolamento 

das mfs . destinava-se ao seu cultivo in vitro, todo o 

procedimento anteriormente descrito foi realizado em c~mara 

de fluxo laminar sob condi~Ões estéreis, 

material e solu~ões usadas . 

bem como todo o 

Ainda com relação as mfs . cultivadas, 

por centrifugação apos o recuperadas 

exper1mentos, sendo então estocadas para 

posterior como antígeno. 

2.1.3 Preparo do EKtrato Prot•ico Solúvel 

estas foram 

término dos 

utilização 

Para preparo de um extrato protéico solúvel do 
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paras1ta, cerca de 100 . 000 mfs . , diluídas em tampão PBS, 

sofreram processo de ultra som <Thornton> com 10 a 

15 pulsos de 50 mA por 30 s com intervalos de 1 minuto . 

Na solução contendo as microfilárias foram 

previamente postos dois inibidores de proteases 

Fenllmetilsulfonilfluoreto-PMSF e Pepstatina <Sigma> na 

concentração de 1 mM e 5uM respectivamente e 1Y. de 

Desmucolato 

parasita . 

<Sigma> para a extração de proteínas do 

A ver1ficação do romp1mento das mfs . foi realizada 

durante os intervalos com alíquotas postas em lâmina e 

observadas ao m1croscópio . Todo o procedimento com o ultra 

som foi realizado em tubos apoiados sobre camada de gelo 

p1cado para manter a temperatura da amostra entre 4°e ~C. 

Após total rompimento das mfs . , parte do extrato total 

obtido e denominado WBT, foi centrifugado a 13 . 000x g 

<centrífuga Sorval modelo RC 58 rotor SS34> 

por 30 min a 4°C enquanto uma alíquota de 

estocada a- 20°C até o uso . 

ou 5 . 000x g 

500 ul foi 

O sobrenadante, denominado WBS, foi coletado e a 

leitura da concentração protéica foi realizada pelo método 

de Lowr~ e cols . <1951> . Este sobrenadante, bem como o 

prec1pitado denominado WBPPT <ressuspendido em quantidade 

mínima de tampão PBS), foram separadamente aliquotados e 

estocados a - 20°C até o uso . 
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2,1,4 Cultivo ia ~ítca d• Hicrofiliria• 

2 . 1 .4.1 Condiça•s G•rais d• Cultivo 

O sangue de indivíduos filarêmicos foi coletado 

e estocado em condições estéreis até o isolamento 

das m1crofilárias. Foi processado conforme descrito 

anter1ormente, mantendo-se durante todo o procedimento. 

cond1ções assépt1cas. 

Após serem 1soladas, as mfs . foram lavadas e 

ressuspend1das, em números variando de 500 a 4 . 000 mfs . /ml, 

no meio de cultura definitivo . Os meios empregados foram : 

(a) RPMI 1640 <Flow), complementado com : 

Bicarbonato de Sódio <Inlab) = 2 g/1 
Ácido Pirúvico (Sal sódico> <Inlab> = 0,11 g/1 
Glicose a 30X <Inlab) = 20 ml/1 
Garamicina = 40 mg/1 
Fungizone <Squibb} = 2,5 mg/1 
HEPES <Inlab) = 2,38 g/1 <em alguns casos> 

<b> Meio 199 <Flow), complementado com as mesmas 

substâncias e quantidades usadas para o RPMI 

1640; 

<c> MEM <Flow>, complementado apenas com os 

antibióticos e HEPES . 

Os meios de cultura acima descritos foram usa dos 

com pH 7,3 - 7,4 e foram ainda complementados, em alguns 

casos, com soro fetal bovino <SFB, Cultilab> ou soro humano, 

coletado de individues normais de áreas não endêmicas para 

filariose <SHN> ou de individues afetados pela doença <SHI> . 

A quantidade de soro adicionada variou conforme 
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cadC:I experimento . Em alguns experimentos foram aindC:I 

adicionados ~s culturas dçócar~s e ãcidus oryânicus do m~io 

de Grace para insetos (Grace , 1.962) : 

Açócares : Glicose =- 0,7 mg / ml; Fru t ose =- 0,4 mg/ml 
SC:Icarose ~ 0 , 3 mg / ml 

Acidos Orgânicos : Acido Málico = 0,67 mg/ml 
Acido Cetoglutárico =- 0,37 mg / ml 

Num outro experimento foi utilizC:Ido um ~xtrato de 

200 d ro sófilas adulta s <mosca de frutas), pre p arado po r 

hom ogeneiza ç ão das mesm as em 5 ml de tamp;;!o PES 

centrifugação a 800 x g por 5 min . o sobrenadante foi 

esterilizado por filtração <MembranC:Is Sartor1us) e es t ocado 

a- 20°C até o uso . 

As microfilárias foram cultivadas ~m frascos de 

v1dro CVidrolex) de 75 ml ou em placC:Is pl~sticC:Is <Costar) de 

96 ou 24 cavidades. 

As condições de cultivo foram variáveis, 

principalmente em relação ~ temperatura e ~ concentração de 

C02 na atmosfera, sendo descritas juntamente com cC:Ida 

experimento . 

As culturas foram examinadas diariC:Imente sob 

microscópio invertido <Zeiss), para avaliação dos diversos 

parâmetros em estudo . 

Nos cultivos onde foi observada a viabilidade das 

mfs . , dois critérios foram estabelecido s . a sobrevida das 

microfilárias (período em que, na cultura, observavam-se 

mfs. vivas) e a sua meia vida (intervalo de tempo até que 
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50Y. dos parasitas morressem ). 

Qud.nto d. motilidade, foram d.trlbuidos valores 

relé:i.livos, vd.rlando de ~ d. 0. Em d.lguns casos, houve troca 

diár1a do meio de cultura, enquanto em outros foi mantido o 

mesmo melo ao longo de todo o experimento. 

Para registro fotográfico das microfilárias em 

cult1vo, stas foram removidas das placas sob condiçÕes 

estéreis . Diversas formas do parasita em diferenciação 

foram fotografadas com filme Panatom1c X ( KodaK >. 

de Exudato Peritoneal Hurino 

Para os experimentos em que as microfilárias foram 

cultivadas sobre uma camada de células de exudato 

peritoneal-CEP, o seguinte procedimento foi adotado : sob 

condições estéreis, céluld.s foram coletadas de camundongos 

C~7B1/i0 <ver 2 . 3) por lavagem da cavidade C~.bdominal com 

10 ml de meio HEH . Após serem lavadas 3 vezes por 

centrifugação, as células foram ressuspendidas em meio 
6 

RPMI 1640 com 10 Y. de SFB em concentração de 2,5 x 10 

células/ml . A suspensão foi colocada em placas de 96 ou 24 

<0,1 ml ou 0,5 ml respectivamente), e incubada 

durante 2 horas a 37°C em atmosfera com SY. de C02. As 

céluld.s não aderentes foram então remov1das C~.través da 

retird.da do meio e dud.s lavagens posteriores com meio de 

cultura por pipetagem; as células aderentes foram utilizadas 



para o cult1vo de microfilár1as . 

Nos exper1mentos em que fo1 testado o efeito de 

soro imune sobre as microfilárias, estes foram incubados a 

56°C durante 20 min (inativa apenas o complemento). 

Após apropri~d~mente diluídos em meio RPMI 1640, os 

soros dS célul~s ~derentes n~ pl~ca e 

estas incubadas durante 5 h, a 37°C e com uma 

atmosfera contendo 5X de C02 . 

Nos casos em que o complemento foi utilizado, 

acrescentou-se às cavidades da placa , 5Y. de soro fresco de 

c ~ mundongo ncio 1mune . As microfilárias foram então postas as 

culturas em número de 100 ou 200/cavid~de, para placas de 96 

ou 24 cav1dades respect1vamente . 

Após o término dos experimentos, as microfilárias 

foram removidas por centrifugação e o meio de cultivo 

estocado a 4°C em condições estéreis, para detecção em 

ELISA de proteínas excretadas e/ou secretada~ . 

2 . 1.4.2 Experimento H 1 : Cultivo de Microfilárias a 37°C 

Com SX de C02 no Ar . 

Neste experimento, ~s microfilárias foram 

cultivadas numa concentração de 500/ml, em placas de 24 

cavidades (0,5 ml/cavidade), sendo utilizados 3 meios de 

cultivo conforme indicado na Tabela 2.1. 
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TABELA 2.1 - CONDIÇOES DE CULTIVO DE HICROFILARIAS DE M. ~a~troftl A 37°C COH SX DE C02 NO 
AR . <Representado apenas u1a cav1dade de cada condição de cultivo> 

========================================================================================== 
Cultura l1e1o de Cultura Co1pluentac;ão• 

199 co1pleto + HEPES 

2 20 X SFB 

3 20 X SHN 

20 X SHN + aao 

5 RP11l 1640 co1pleto + HEPES 

6 20 X SFB 

7 20 X SHN 

8 20 X SHN + aao 

9 11EH co1pleto + HEPES 

10 20 X SFB 

11 20 X SHN 

12 20 X SHN + aao 

=========================================================================================== 
* SFB- Soro Fetal Bovino; SHN- Soro Hu1ano Nor1al; aao- açúcares e ácidos orgânicos do 

1eio de Grace para insetos 

Os testes, neste e nos demais exper1mentos foram 

duplicados sendo preparadas duas cavidades para cada 

cond1ção de cultivo . 

As placas contendo as mfs . foram incubadas em uma 

estufa a 37°C. Para manter uma atmosfera de Sr. de C02, as 

placas foram postas em ca i xas fechadas nas quais o ar foi 

substituído completamente por uma mistura gasosa contendo Sr. 

de C02, 5Y. 02 e 90Y. de N2 <Oxigênio do Brasil). o 

experimento foi acompanhado durante 10 dias, sendo o meio de 

cultura trocado diariamente . 
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TABELA 2.1 - CONDIÇOES DE CULTIVO DE HICROFILARIAS DE M. ~lftcrotti A 37°C COH SX DE C02 NO 
AR . (Representado apenas uaa cavidade de cada cond1çio de cultivo> 

========================================================================================== 
Cultura He1o de Cultura Coap 1 uen t aç ão• 

1 199 co1pleto + HEPES 

2 20 X SFB 

3 20 X SHN 

4 20 X SHN + aao 

5 RPHI 1640 co1pleto + HEPES 

ó 20 X SFB 

7 20 X SHN 

B 20 X SHN + aao 

9 HEH co1pleto + HEPES 

10 20 X SFB 

11 20 X SHH 

12 20 X SHN + aao 
=========================================================================================== 
• SFB- Soro Fetal Bovino; SHN- Soro Hu1ano Hor1al; aao- açúcares e ácidos orgânicos do 

leio de Grace para insetos 

Os testes, neste e nos demais experimentos foram 

duplicados sendo preparadas duas cavidades para cada 

cond1ção de cultivo . 

As placas contendo as mfs . foram 1ncubadas em uma 

estufa a 37°C . Para manter uma atmosfera de 5Y. de C02, as 

placas foram postas em caixas fechadas nas quais o ar foi 

substituído completamente por uma mistura gasosa contendo 5Y. 

de C02, 5Y. 02 e 90Y. de N2 <Oxigênio do Brasil) . o 

experimento foi acompanhado durante 10 dias, sendo o meio de 

cultura trocado diariamente. 
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As placas foram observadas a cada 24 horas sob 

microscÓPlO invert1do para a análise da porcentagem de mfs . 

VláVelS . Como os embriões são muito móve1s, a perda de 

viab1lidade caracterlza-se por uma diminuição na motilidade . 

2.1.4 . 3 Experimento M 2 : Cultivo de Hicrofilárias a 28°C 

Se• ce2 no Ar ou a 37°C Co• 5X de ce2 no Ar . 

Neste segundo exper1mento, as microfilárias foram 

cultivadas na mesma concentração do primeiro e em placas de 

24 cavidades <Tabela 2 . 2). 

TABELA 2. 2 - CONDI COES DE CUL nvo DE HICROFILARIAS DE M. hncrofti A 2Ef c I SEH co2 I ou A 
Jrocl COH SX DE C02 NO AR . <Representado apenas u1a cavidade de cada condição 
de cultivo) 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Cultura Heio de Cultura Co1ple1entação• 

1 RPHI 1640 co1pleto + HEPES 

2 uo 

3 20 X SFB 

4 20 X SFB + uo 

5 20 X SHH 

6 20 X SHN + aao 

7 199 COIPleto + HEPES 

8 uo 

9 20 X SFB 

10 20 X SFB + aao 

11 20 X SHN 

12 20 X SHH + uo 
========================================================================================== 
* SFB - Soro Fetal Bovino; SHN - Soro Hu1ano Hor1al; aao - açúcares e ~cidos org~nicos do 

1eio de Grace para insetos . 
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No5 cult1vos mantido5 a 37°C foi utilizada uma 

e5tufa automát1ca (Napco, Modelo 5300), com sr. C02 no ar . 

O experimento foi seguido durante 16 dias, com troca de 

me1o de cultura a cada 4 dias . 

no Ar e• Placas Co• ou Se• Células de Exudato 

Peritoneal-CEP. 

Neste exper1mento, as microfilárias foram 

cultivadas em concentração de 500/ml, em placas de 24 ou 96 

cavidades (0,5 e 0,1 ml/cavidade) <Tabela 2.3) . 

TABELA 2.3 - CONDIÇOES DE CULTIVO DE HFS . DE U.~aacrofti, EH HEIO RPHI 1648 SEH HEPES 
========================================================================================== 
Te1peratura C02 Co1plnentaçio• CEP** 

3~C 5 X 
+ 

15 X SFB 
15 X SFB + 
15 X SHN 
15 X SHN + 

3r'C 
+ 

15 X SFB 
15 X SFB + 
15 X SHN 
15 X SHN + 

28°C 
+ 

15 X SFB 
15 X SFB + 
15 X SHN 
15 X SHN + 

========================================================================================== 
• SFB -Soro Fetal Bovino; SHN- Soro Hu1ano Nor1al; 
•• CEP, células de exudato peritoneal . -,ausência; +,presença . 
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Foi utilizado melo de cultura RPHI 1640 completo 

sem HEPES, em presença ou ausência de uma camada de 

células aderentes de exudato per it on e a 1-CEP, conforme 

1nd1cado na Tabela acima . 

O meio de cultura não foi trocado, sendo adicionado 

50Y. a mais de meio no sexto dia . O exper1mento foi realizado 

duas vezes, com remessas diferentes de sangue estéril com 

m1crof1lárias 

2 . 1.4.5 Experi•ento M 4 : Cultivo de "icrofilárias e• 

Frascos 

Para cada exper1mento descrito onde empregou-se 

placas de 24 cavidades, foi utilizado um frasco de cultivo 

sob as mesmas condições, sendo o número de mfs . 

aproximadamente igual a 28 . 000/frasco . Foi considerado como 

um outro experimento apenas para uma melhor compreensão do 

texto . 

Para verificação de diferenciação de microfilárias, 

foram utilizados os mesmos experimentos descritos 

anter1ormente . Foram observadas diariamente, até o final do 

exper1mento, a motilidade e modificações morfológicas nas 

microfilárias . 
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2.1.4.7 E~perimentc Mó : Cultive de 

CEP em Presen~a de Soro Imune 

Este experimento foi realizado para testar o efeito 

de soro imune coletado de camundongos imunizados com o 

parasita ou de 1ndividuos naturalmente infectados, sobre as 

microfilárias de W. bancrofti . 

As mfs . foram cultivadas em placas de 96 cavidades 

sobre uma camada de CEP murino, com adição de soro a ser 

te s tado <inativado) e de soro fresco de camundongo como 

fonte de complemento em uma duplicação do teste . 

As placas foram incubadas em estufa automática a 

37°C com 5Y. C02 no ar . Cada cond1ção de cultivo foi também 

duplicada, constando portanto de duas cavidades da placa. O 

me1o de cultivo não foi trocado durante o experimento . 

As Tabelas 2 . 4 e 2 . 5 descrevem as características 

dos soros util1zados neste experimento. Com relação aos 

soros humanos, estes foram coletados em Recife e Olinda <PE> 

pela equipe do PFi do CPqAM-FIOCRUZ . 

TABELA 2.4 - CARACTERISTICAS DOS SOROS DE CAMUNDONGOS BALB/c TESTADOS NO CULTIVO J~ YJJB9 
DE HICROFIL~RIAS <HFS . l DE U. 'ancrofti. 

======================================================================================== 
Soro nQ Antigeno• Dose Via de iaunização NQ de injeções ELISA** 

Bb WBS 0,1 11 (50 ugl intraperitoneal 3 +++ 

22 WBS 3 +++ 

3b WBI t .eee afs . 2 ++++ 

16 WBI 2.eee afs . 3 +++ 

========================================================================================== 
* WBS, sobrenadante de extrato protéico de afs . de U. •~~erDfti; WBI, afs . integras de 
_U. •~~eroftí . ** +++/++++, três ou quatros vezes aais forte a reação e• relação ao soro 
iaune de caaundongo . 
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TABELA 2.5 - CARACTERISTICAS DOS SOROS HUMANOS UTILIZADOS NO CULTIVO IM vtTIO DE HICROFI­
LARIAS <HFS . l DEU. ~crofti . 

========================================================================================= 
Soro n2 Filare1ia <•fs ./11 de sangue) Paciente/Eosinofilia (nQ eos ./1Íl Clínica• 
-----------------------------------------------------------------------------------------

3 43 750 Assinto•ático(As . l 
4 198 225 
5 5 225 
6 100 1.250 
7 34 325 
8 331 950 
9 12 725 

10 Incontáveis 900 Assinto•ático 
11 1.004 900 
12 123 400 
13 6 1.075 
14 4800 1.350 
15 206 1.000 
31 418 1.775 Quilúria 
42 4950 2.325 Parasitose 
60 Negativo As ./ Area ende1ica 
61 3 1.350 Pós-DEC 
62 Negat1vo 24 .850 EPT< 1l 
63 6.550 EPT 
64 As./ a e 
65 7.750 EPT 
66 275 Elefant iase 
67 13 .350 EPT 
68 22 .775 EPT 
69 14 .425 EPT 
70 1.a5e As .a 
71 31.6&0 EPT 
72 HCP 
73 15 .700 EPT 
74 2.400 HE 
75 HE 
76 700 Quilúria 
77 6.180 EPT 
78 165 1.225 Quilúria 
79 Negativo HE-ae 
80 250 As./ a e 

106 IS 
107 As./ a e 
110 HE-ae 
115 HE-nf pós DEC 
11 6 HE e• DEC 
118 HE pós DEC 
119 
121 HEA pós DEC 
122 HE pós DEC 

<ael 

123 HE pÓs Pantel1in 
continua . . . 

61 



cont1nuação 
TABELA 2.5 - CARACTERISTICAS DOS SOROS HUMANOS UTILIZADOS NO CULTIVO IN VITRO DE HICROFI­

LARIAS (HFS .> DEU. biacrofti . 
========================================================================================== 
Soro nQ 

124 
127 
128 
132 
138 

Filare11a (1fs . /1l de sangue> Paciente/Eos1nof1l1a (n2 eos . /11~ Clin1ca• 

Negat1vo HE nf pós DEC 
HE 

HE pós-DEC 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
• DEC, dietilcarba1az1na; EPT, eosinofil1a pul1onar trop1cal ( - (1) relncidivante), HCP, 

hel11nto e1 c1clo pulaonar ; IS, Strong~loides t hel11ntos, HE, hipereosinofilia (- nf . 
não f1lar1al; -A e adenopatla) . 

O exper1mento fo1 acompanhado durante 7 dias, sendo 

anal1sadas 4 característ1cas nas culturas : v1abilidade e 

mot1l1dade das m1crof1lár1as, porcentagem de mfs . com CEP 

a der1das <r. de aderênc1a) e número méd1o de células ader1das 

a cada m1crofilár1a . A anál1se estatíst1ca <correlação -

r i t - teste) fo1 realizada com alguns dos dados obtidos 

neste experimento. 

2 . 1 . 4 . 8 Experimento H 7: Detecção de Proteínas Excretadas 

e/ou Secretadas - EIS por Hicrofilárias Durante 

Cultivo lD ~11rg 

Para detectar proteínas E/S por m1crofilárias, os 

me1os de cult1vo foram processados da seguinte forma : 

- Concentração em sacos de d1álise <2 vezes o 

volume 1n1cial> contra gl1cose <Inlab) e util1zação em teste 

ELISA : 

- Placas de ELISA foram sensibilizadas com 

100 ui/cavidade, de antígeno EIS e incubadas por 12 a 24 h . 
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Segu1u - se então o protocolo bás1co de ELISA . 

Como controle negat1vo utillzou-se sobrenadante de 

SP20-Ag-14 e como controle positivo, anti soros anti 

W. bancrofti . Foram testados então alguns monoclona1s anti 

W. bancrofti . A leitura do ELISA foi realizada visualmente 

e por densitômetro após in1b1ção da reação . 

2.2 Lito•osoides carinii 

2.2.1 Coleta 

Os vermes adultos de Lito•osoides carinii foram 

obtidos de ratos dos gêneros Or~zo•~s e Akodon coletados em 

Torres - RS, 

Pernambuco . 

e em um exemplar de Or~zo•~s da Zona da Mata de 

2.2 ~ 2 Isola•ento do Ver•• Adulto, Ovos • ••bri&•s 

Vermes adultos de Lito•osoides carinii foram 

coletados da cavidade peritoneal e mais raramente da 

cavidade pleural de ratos infectados, através de punç~o dos 

vermes isolados ou agrupados formando "novelos". 

As fêmeas, cerca de duas vezes maiores que os 

machos, foram separadas para isolamento de ovos e embriões . 

Cada fêmea viável foi posta em placa de Petri 

com solução de tampão PBS e em seguida posta em outra 

placa contendo água bidestilada. Após alguns segundos houve 

rompimento do útero da filária e liberação de ovos e 

embr1Ões, que foram puncionados com micropipeta de 20 ~1 
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segundo o método desenvolvido por L . D. de Andrade <CPqAM-

fiOCRUZ, Recife <PE), comunlcaçio pessodl) . 

Algumcls amostras de ovos e embriões de Litomosoides 

carinii foram selecionadas para imunização de camundongos da 

l1nhagem endocru~ada BALB/c <ver 2 . 3 . 1) e outras para a 

preparação de extrato solúvel protéico . 

2.2 . 3 Preparo do Extrato Protéico Solúvel 

Cinquenta vermes adultos reunidos em tubo contendo 

10 ml de lâmp~o PBS e PMSF 1 mM foram homogeneizados e 

em segu1dcl submetidos ô ultr a som com 6 pulsos de J0 mA com 

intervalos de 1 minuto, a 4°C . 

Parte do extrôlo obtido <LCTA> foi centrifugado a 

800x g por 30 min a 4°C enquanto um amostra de 500 ul 

foi estocada a - 20°C ôlé o uso. 

o sobrenadante obtido aPÓS centrifugaçio e 

denominado LCSA, foi concentrado 2x em saco de diálise 

contra Ficoll cristalizado <Sigma). A leitura da 

concenlraç~o protéicô foi realiLada pelo método de Lowr~ e 

cols . (19J1) . 

O preclpitado denominado LCPPTA, foi diluído em 

quantidade mínima de tampão PBS . Ambas as amostras foram 

d1v1d1das (alíquotas) e estocadas a -20°C até o uso . 

Ovos e embriões 
8 

cercô de 1 x 10/ ml 

de L. carinii, em concentração de 
6 

e 6 x 10/ ml respectivamente, 

receberam o mesmo tratamento utilizado para os vermes 
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adultos destes parasitas, 

proté1co solúvel 

para obtenção de um extrato 

Nesta amostra foram dados 3 pulsos de 30 s cada 

no ultra som com 1ntervalos de 1 min Após todo o 

proced1mento, o sobrenadante <LCSOE> bem como o precipitado 

<LCPOE> foram aliquotados e estocados a -20°C até o uso . 

2.3 Imuniza~Ões de Camundon;os 

Camundongos da linhagem endocruzada BALB/c foram 

mantidos no biotério do Instituto de Biociênc1as da 

Un1versidade Federal do Ri o Grande do Sul <UFRGS>, para 

1mun1zações com diversas preparações de antigenos dos 

paras1tas estudados no presente trabalho . 

Os camundongos adultos <2-4 meses) foram tratados 

em ga1olas separadas por grupo de imunização; a alimentação 

foi real1zada com ração para camundongos <Germani>, sendo 

a limpeza das gaiolas e a troca de água , feitas sempre que 

necessárias . A temperatura manteve-se em torno de 25°C . 

No sétimo dia segu1nte à 1mun1zação de cada 

camundongo, foi realizada a coleta de sangue por corte 

superficial na artéria caudal para obtenção de soro . 

Uma outra linhagem de camundongos, a C57BL/10, foi 

ut1lizada para a obtenção de CEP, em alguns experimentos de 

cultivo in vitro de mfs . Estes camundongos foram também 

mantidos no mesmo biotério acima, sendo cedidos pela Profª . 

Maria Clara G. da Luz, do Departamento de Genética da UFRGS . 
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2.3.1 

Foi utilizado ma1s de um protocolo para imunizações 

de camundongos da linhagem endocruzada BALB/c; ass1m de 

acordo com cada preparação antigênica dos parasitas 

<W. bancrofti ou L. carinii> foram imunizados diferentes 

grupos de camundongos conforme tabela 2 . 6 e 2 . 7 . 

TABELA 2.6 - IHUNIZAÇOES DE CAHUNDONGOS COH DIFERENTES PREPARAÇOES ANTIGENICAS DE 
U. ba~tcrofti 

========================================================================================= 
L1nhage1 de ca•undongo Antigeno• Dose/catundongo NQ de doses Via•• N9 de catundongos 

BALB/c WBI s .0e0 tfs . 2 IP 2 

WBI 1.0e0 .. 2 2 

WBI 3e0 " 2 2 

WBI 2ee .. 3 4 

WBT 0' 1 tl (se ug ) 3 2 

WBS 0,1 11 ( S•n 2 

WBPPT e, 1 11 <se ug > 3 4 
========================================================================================== 
• WBI- ticrofilárias (tfs . ) íntegras deU. ~llcrofti; WBT- extrato proté1co total de 

•fs .. _de 11. ~MCrofti; WBS- sobrenadante de extrato de proté1co de tfs de 11. hltcrofti; 
WBPPT - precip1tado de extrato protéico de tfs deU. ~~acrolti. 

** IP, intraperitoneal; 
*** Co• Adjuvante Cotpleto de Freund nas duas priteiras doses. 
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TABELA 2.7 IHUNIZAÇOES DE CAHUNDONGOS COH DIFERENTES PREPARAÇOES ANTIGENICAS DE L. tar1AA11 
=========================================================================================== 
Linhaget de catundongo Antígeno• Dose/catundongo N2de doses Grupos/Via•• N2catundongos 

3 5 
BALB/c LCOE 10 ovos/0 ~ 03x10 etbriões 3 1/IP 4 

3 5 
LCOE 10 ovos/0,t3xte 3 2/EV 4 

4 5 
LCOE 10 ovos/t ~ 3x18 3 3/IP 4 

4 5 
LCOE 10 ovos/0 1 31<10 3 4/EV 4 

5 5 
LCOE 10 ovos/3x10 3 5/IP 4 

5 5 
LCOE 10 ovos/3x10 3 6/EV 4 

LCTA 0~1 tl ( 50 ug 5*** 7/IP 2 

LCPPTA 0 1 1 11 ( se ug ) 3 8/IP 2 
========================================================================================== 
* LCOE , ovos e etbr1Ões de L. carinii; LCTA1 extrato protéico de vertes adultos de 

l . cariaii; LCPPTA, precipitado de extrato protéico de vertes adultos de L. cariaii . 
•• IP, Intraperi toneall EV, Endovenosa 
*** Cot adjuvante cotpleto de Freund nas duas priteiras doses . 

2.4 Teste Imunoenzimático - ELISA 

O teste imunoenzimático-ELISAI foi utilizado para 

confirmação da presença de anticorpos em soros de 

camundongos imun1zados com preparações antigênicas diversas 

de Wuchereria bancrofti e Lito•osoides carinii conforme 

descr1to anteriormente, ou com sobrenadantes de cultura de 

hibridomas . 

A técnica utilizada foi a descrita por Engwal e 

Perlman <1971> com algumas modificações : 

<a> Placas plásticas especiais de polivinil 

<Inlab>, com 96 cavidades foram 

sensibilizadas de acordo com cada protocolo 
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de experimento, com 10 ug/ml da preparaç~o 

antigênica diluída em tampão carbonato 

bicarbonato 0,05 M pH 8,6 e incubadas por 

12 h a 4° C . N e s t a e t a p a e n as d em a i s , f o i 

posto um volume de 100 ui/cavidade; 

<b> Após inversão da placa para retirada do 

(c ) 

( d) 

( e > 

excesso de antígeno que não se fixou, a mesma 

foi incubada com um substituto da albumina do 

soro bov1no, o bloto 5Y. <leite em PÓ 

desnatado Mol1co <Nestlé> em tampão PBS> . 

Foram feitas 3 1ncubações de 5 m1n em 

temperatura ambiente <TA>; 

Incubação da 

por 30 min; 

placa com bloto 5Y. a 37°C 

Três lavagens de 5 min com bloto 1 Y. a TA; 

Incubação a 37°C por 60 min com anti 

soros diluídos apropriadamente em bloto 1Y. ou 

incubação com sobrenadantes de cultura de 

h1bridomas <conforme cada protocolo>. Os 

controles positivos consistiram de anti-soros 

de camundongos imunizados e controles 

negativos, soro normal de camundongos ou 

sobrenadante de cultivo de mieloma SP20-Ag-14 

(linhagem não secretora de imunoglobllna>; 

(f) Repet1çã.o de "d"; 

(g) Incubação com 100 ui/cavidade do anticorpo 
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secundário <anti-IgG de camundongo),conjugado 

à enzima pero><idase <Sigma), na diluição 

1/1 . 000 em bloto 1Y. a TA; 

(h) Três lavagens de 5 mim com tampão PBS a TA ; 

<i> Ad1ção do substrato : 3,4 mg de Orto-Fenileno-

Diamlna-OPD <Sigma> em 10 ml de tampão 

citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,0 e 15 ul de 

peró><ido de h1droginio 30 Y.; 

(J) Inib1~ão da rea~ão com 50 ui/cavidade de H2S04 

12,5Y. . 

A reação positiva foi observada visualmente pela 

coloração amarelo-alaranjada . Em alguns e><perimentos, a 

leitura fo1 realizada em densitômetro e em outros 

visualmente, sendo então estabelecidos valores arbitrários 

de 0-4 em relação aos controles negativos e positivos 

respectivamente . 

2 . ~ Imunofluorescincia Indireta - IFAT 

Para detectar antígenos de superfície em 

m1crofilárias de W. bancrofti, foi realizado o teste de 

Imunofluorescência com anticorpos-IFAT da seguinte forma : 

< a ) Em tubos 

diluídas 

Eppendorf, 

em 50 

foram 

u 1 de 

postos 

tamp~o 

centrifugadas a 8 . 000>< g por 30 s; 

50 mfs. 

PBS e 

(b) Após remoção do sobrenadante, acrecentou-se 

50 ul do anti-soro teste ou anticorpo 
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monoclonal ant1 W. bancrofti nas diluiç~es 

apropriadas ; 

(c) Incubação por 30 min a TA; 

<d> Lavagem <3 vezes) por centrifugação com 50 ul 

de tampão PBS por 30 s ; 

<e> Remoção do sobrenadante e incubação por 30 min 

a lA com o anticorpo secundário (anti-IgG de 

camundongo ou humana) conjugado a 

Fluoroceína-FITC (Microbiológica), 

tampão PBS 1/20 ou 1/40 ; 

(f) Repetição de " d "; 

diluído em 

(g) Ressuspensão em quantidade mínima de tampão 

PBS e vizual1zac;ão em microscóp1o de 

fluorescênc1a <Zeiss> após terem sido postas 

al í quotas em lâminas ; 

2 . 6 Produ~io d~ Anticorpos Monoclonais 

2.6 . 1. Obtenção de Linfócitos Imunes e Fusão Celular 

Os protocolos aqu i 

ant i corpos monoclonals-AcMn , 

seguidos para a produção de 

foram baseados na técnica 

descrita pelos implantadores da tecnologia dos h1bridomas, 

K6hler e Milste1n ( 1975), com modificações para adequação 

aos nossos obJetivos e condições de laboratório. 

Para obtenção de linfóc1tos imunes foi 

para cada fusão celular um camundongo da 

utilizado 

linhagem 

endocruzada BALB/c, previamente 1mun1zado . Três dias antes 
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da fusão foi dada uma dose do antígeno por via endovenosa 

como reforço (por via intraper1toneal para antígeno não 

solúvel> . Antes do sacrifício, obteve-se sangue do animal 

por punção cardíaca, para estoque de soro 1mune . 

Após remoção do baço do camundongo sob condições 

assépticas, este foi posto em placa de Petr1 contendo 5 ml 

de meio de cultura RPHI 1640 <Flow> pH 7,3 <ver 2 . 1 . 4.1> . 

Este melo fo1 usado em todos os passos aqui descritos, de 

modo que será referido como meio de cultura e, quando 

a cresc1do de outras substânc1as não comuns para todos os 

protocolos, serão dados os complementos . 

Após maceração do baço, obteve-se uma suspensão de 

células que foram centr1fugadas a 800x g por 5 min a 

temperatura ambiente . As células precip1tadas foram 

ressuspendidas em 10 ml do meio de cultura e 

centrifugação por mais duas vezes . 

Durante as lavagens dos linfócitos, 

lavadas por 

células de 

mieloma SP20-Ag-14, foram recuperadas de frascos de cultura 

e · centrifugadas . Esta linhagem vinha sendo mantida em meio 

de cultura mais 10 r. de soro fetal bovino <SFB, Cultilab> em 

estufa a 37° C com 5Y. de C02 no ar . O meio de cultura foi 

trocado um dia antes da fusão celular para estimular as 

células que estavam em crescimento exponencial 

A contagem das células foi realizada em câmara de 

Neubauer, usando o corante Azul de ' Tr~pan <cora as células 

mortas), com o cálculo do número de células viáveis assim : 
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de células viá.ve1s 4 
----------------------------- - -- X d1luição X 10 = total 
NQ de quadrados usados da câmarà 

de células v1áveis em 1 ml de solução . 

Os l1nfócitos e as células do mieloma foram 

m1sturados em proporção de 1 : 10 e centrifugados, sendo 

o sobrenadante desprezado e as células desprendidas da 

parede do tubo com leve ag1tação manual Este tubo foi 

pàrcialmente submerso em água a 37°C para que fosse 

real1zada a fusão dos linfócitos com as células de mieloma 

da seguinte forma : 

(a) No prime1ro minuto, adição de 1 ml em gotas de 

uma solução de polietilenoglicol-PEG 1 . 500 

<Sigma), a 50Y. em meio de cultura; 

<b> No segundo minuto, agitação leve do tubo; 

(c) No t~rceiro minuto, adição de 1 ml em gotas 

de meio de cultura previamente aquecido a 

<d> No quarto minuto, adiç~o de 2 ml em gotas de 

meio de cultura; 

(e) No quinto minuto, mais 4 ml em gotas do meio 

de cultura; 

(f) No sexto minuto, mais 8 ml em gotas do meio de 

cultura. 

Em seguida, as células foram centrifugadas e 
6 

ressuspendidas em concentração de 10 I ml em me1o seletivo 
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-3 
HAT <RPHI 1640 com 

-4 
<Sigma) (1,6 ~ 10 

h1po~ant1na <Sigma) <10 ~ 10 H>, timidina 
-6 

H> e aminopterina <Sigma) <4,0 ~ 10 H> e 

15 Y. de SFB> . As células foram então postas em placas de 

cultura com 0,1 ml/cav1dade em estufa a 37°C com 5Y. de C02 

no ar . 

Três dias após a fusão as placas receberam com 

pipeta de Pasteur, uma gota/cavidade de meio HAT . No se~to 

dia, 50Y. do me1o foi trocado por meio HAT fresco . No nono 

e no décimo primeiro dia, houve troca do meio HAT por meio 

HT <meio HAT sem am1nopterina>, seguindo então a manutenção 

dos hibridomas com meio de cultura mais 10Y. de SFB . 

A análise da presença de hibridomas foi realizada 

em m1croscópio invertido, sendo eliminadas (por aspiração 

total do meio) as cavidades que não continham hibridomas . 

2.6.2 Análi•• dos Híbrido••• •m Ensaio Imuno•nzimático-

ELISA 

Os hibridomas já visíveis a olho nu (a placa é 

vista por bai~o contra a luz) foram marcados para coleta do 

sobrenadante e análise em ensaio imunoenzimático - ELISA . 

As placas de ELISA foram sensibil1zadas um dia 

antes com o antígeno na concentração de 10 ug de 

proteínas/ml de solução de tampão carbonato bicarbonato 

0,05 H pH 9,6 . 

Os sobrenadantes de cada cavidade da placa contendo 

os hibridomas a serem testados, foram coletados sob 
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condições estéreis no momento do teste . Segu1u-se ent~o o 

protocolo básico de ELISA (ver 2 . 4) . Os hibr1domas 

cons1derados positivos (valor de 3 a 4) foram expandidos 

para placas mais largas e fundas <capacidade de 500 ul) 

contendo 24 cav1dades . 

A rotina de testes segu1u-se até serem testados 

todos os hibridomas . Como em algumas cavidades exist1a mais 

de um clone de células, os negativos em ELISA só foram 

eliminados apos um segundo teste, po1s um clone negativo 

poder1a ter "mascarado" o clone pos1tivo que ainda estava em 

pequeno número de células . 

Os h1bridomas expandidos foram testados e caso 

conf1rmassem a posit1vidade, postos em frascos de cultura e 

posteriormente congelados em n1trogênio liquido da seguinte 

forma : 

(a) Suspensão das células com meio de cultura e 

centrifugação; 

( b) Ressuspensão das células em criotubos 

<Corning), em 1 ml de meio de meio de cultura 

com 10Y. de SFE e adição de 1 ml de 

meio de congelamento <RPMI 1640 + SFE + 

Dimetilsulfóxldo-DMSO <Inlab) : 30Y., 50Y. e 20Y. 

respectivamente), 

congelamento : 

com as seguintes fases de 

TEMPO 

15 min 

TEMPERATURA 

4° c 
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TEMPO TEMPERATURA 

15 min 

60 m1n 

24 h Fase gasosa do nitrogênio liquido 

Após 24 h Fase liquida do nitrogênio liquido 

(aproximadamente - 180° C> . 

Os hibridomas ficaram congelados até a fase de 

clonagem dos mesmos (ver 2 . 6 . 4) . 

Peritoneal de Ca•undongo 

Um dia antes da clonagem dos hibridomas, foram 

preparadas placas de cultura com células de exudato 

peritoneal de camundongo-CEP da linhagem endocruzada BALB/c 

da seguinte maneira : 

<a> Sacrifício de camundongo não imunizado, por 

deslocamento cervical; 

(b) Injeção de 5 ml de meio de cultura na cavidade 

peritoneal do camundongo; 

<c> Recuperação do melo injetado por punção com 

seringa estéril de 5 ml ; 

(d) Centrifugação após diluição em mais 5 ml de 

melo de cultura <2 vezes); 

<e> Ressuspensão em meio de cultura + 10Y. SFB em 

quantidade suficiente para concentraçio final 
5 

de 2 >< 10 células/ml; 
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(f) Células foram postas em placas de cultura de 

96 cavidades, duas gotas/cavidade com pipeta 

de Pasteur e incubadas em estufa a 37°C com 5Y. 

de C02 no ar até o uso . 

2 . 6.4 Clon~ge• e Subclon~g•• do5 Hibrido•as Po5itivo5 

Para real confirmação da positividade de uma 

colônia de hibridomas, fez-se uma clonagem desta e, quando 

necessár1a, uma subclonagem . Os hibridomas congelados foram 

aos poucos descongelados para clonagem e definição dos 

mesmos . 

Para descongelamento dos hibridomas procedeu-se da 

seguinte forma : 

(a) Retirada do criotubo com hibridoma do 

nitrogênio líquido e imersão rápida em banho­

maria <37°C) . Após o degelo, dilui~ão em 10 ml 

de meio de cultura e duas lavagens por 

centrifugação. 

<b> O sobrenadante foi desprezado e as células 

foram ressuspendidas em 7 ml do meio de 

cultura; 

( c) Após cont a gem das células em câmara de 

Neubauer, preparou-se uma suspensão contendo 

10 células/ml de meio de cultura + 10Y. de SFB . 

Alíquotas de 100 ul foram postas em cada poço 

de placas com 96 cavidades (previamente 
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preparadas com CEP>, sendo que para cada 1/3 

da placa a suspensão foi diluída uma vez até 

completar toda a placa. 

O restante das células descongeladas foram postas 

em frascos de cultura para produção de sobrenadante com 

anticorpos específicos ao parasita em estudo . 

Quando necessária realizou-se a subclonagem de 

alguns clones, sendo o proced1mento igual ao da clonagem . Os 

clones e subclones foram anal1sados por ELISA, e aqueles que 

deram resultados mais positivos foram expandidos e 

congelados . Os AcMn foram obtidos a partir do sobrenadante 

das culturas e estocados a 4°C . 

2 . 7 Caracteriza~lo de Proteina• por Eletrofor••• em Gel d• 

Poliacrila•ida 

Foi utilizado o sistema de Laemmli <1970> para a 

análise de proteínas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida na presença de dodecil 

SDS, um detergente aniônico . 

sulfato de sódio-

O sistema compõe-se de duas partes, um gel de 

concentração maior de acrilamida (gel de corrida ou 

resolução> e um gel de menor concentração de acrilamida 

( " stacking gel" ou gel de concentração das proteínas) . 

As soluções usadas para um gel 

final de 12,5 Y. foram : 
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Acrilam1da a 30 Y. <Sigma) volume= 7,5 ml 
Tris Hidróxido Metil Amlnometano-Tris/HCl <Inlab)-
3 H pH 8,3 volume = 2,3 ml 
Agua b1destilada volume = 7,7 ml 

Deaeração com bomba de vácuo e acréscimo de : 

SDS a 10 Y. <Inlab) volume= 180 ul 
Tetrametilenodiamina-TEHED <Sigma) volume = 23 ul 
Persulfato de Amônio-APS a 10Y. <Inlab) volume = 225 ul 

Gel de concentra~ão 

Acrilamida a 20Y. volume = 2,0 ml 
Tris-HCl 1 M pH 6,8 volume = 1,25 ml 
Agua bidestilada volume = 6,6 ml 

Deaeração com bomba de vácuo e acresc1mo de 

SDS 10Y. volume = 100 ul 
TEMED volume = 6 ul 
APS a 10Y. volume = 60 ul 

O tampão de corrida utilizado para migração das 

proteínas foi o Tris-Glicina <Inlab) (0,25 M e 1,92 H 

respectivamente) pH 8,3 com 1Y. de SDS . 

As amostras foram aplicadas com seringa Hamilton 

com o seguinte tampão de amostra : 

Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 
SDS = 2Y. 
Glicerol <Inlab) = 10Y. 
2-Mercaptoetanol <Inlab) (quando sob 
redutoras > = 5Y. 
Azul de bromofenol <Reagen) 0,1Y. 

condições 

Como marcadores de peso molecular foram utilizados : 

IgG de camundongo, preparada por precipitação de 

imunoglobulina do soro com sulfato de amônia saturado 

<PM = 25 e 50 kDa sob condições redutoras), Albumina 

<Sigma, PH = 66 kDa> e Actina <Sigma, PH = 43 kDa> . 
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2.7.1 Amostra• utilizada• Para a Caracteriza~lo 

As amostras utilizadas foram o extrato protéico 

solúvel de Wuchereria bancroftí <WBS> e o seu precipitado 

<WBPPT> sob condições redutoras . Para Lito•osoides carinii, 

utillzou-se o extrato protéico de vermes adultos e o seu 

precipitado, LCSA e LCPPTA respectivamente, sob cond1ções 

redutoras e não redutoras. Quando sob condições redutoras as 

amostras foram fervidas durante 90 s 

aplicadas no gel. 

131 
2 .7.1.1 Com Proteínas Radiodinadas- I 

e em seguida 

Para marcação de proteínas com o isótopo radioativo 
131 

I <Comissão Nacional de Energia Nuclear), contamos com a 

colaboração do Departamento de Biofísica da UFRGS, através 

da Profª . Aida Seara Huradás . 

A marcação de proteínas internas e de superfície de 

m1crofilárias de W. bancrofti, teve como objetivo detectar 

frações protéicas não detectáveis em gel de poliacrilamida 

com os métodos convencionais de coloração <Coomassie blue) . 

Foi utilizado o método de Greenwood e cols. <1963) 

com cloramina T, cujo protocolo básico é : 

(a) De 2-6 ug/25 ul de solução de proteínas, usar 

25 ul da amostra diluída em tampão fosfato 

0,05 H , pH 7,5; 
131 

<b> Acrescentar Nai (37 ,q); 
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<c> Acrescentar cloramina T <Bio-Rad), usar 20 ul 

diluido no mesmo l~mp~o fosf~to (2,0 mg/ml) 

por 3 ~ S m1n (prep~rar ~ solução no momento 

do uso>, 

As ~mostras utili~adas foram mfs . integr~s de 

W. bancrofti <amostra M 1, cerca de 50.000) e extrato de 

.nfs. <~moslr~ H ê, cerc~ de 50 . 000) após rompimento das 

mesmas em ultra som <ver 2 . 1 . 3> sem centrifugação. 

As amostras marcadas radioativamente foram 

submet1d~s ~ eletroforese <conforme 2 . 7>. Após ~ migração, 

os gé1s foram expostos a chapas de Raios X <Kodak) durante 6 

a 36 h . 

a> Imunoprecipitaçio 

A p~rtir de microfildri~s radiodinadas, 

realizad~ ~ imunoprecipit~ção de proteínas 

protocolo . 

segundo 

foi 

o 

(a) Em lubos Eppendorf, adição de ~nti-soro ~nti 

W. bancroft i ou ~nti L. c:ariniL diluido 1/S0 

em tampão PBS para volume final de 50 ul; 

<b> Adição de S0 ul de sobren~dante da amostra 

contendo proteín~s : intern~s e de superfície ou 

dPenas proteín~s de superfície; 

<c> Incubação por 12 h ~ 4°C; 

(d) Adição de 1munoglobulin~ de coelho ~nti 

imunoglobulina de camundongo <diluíd~ 1/2 em tampão 

PBS para volume final de 50 ul), 
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2.8. 

(e) Incubação por 1 h a 37°C ; 

(f) Centrifugação, 800x G por 90 s; 

(g) Retirada do sobrenadante e ressuspensão do 

prec1pitado em 20 ul de tampão de amostra sem 

2-Hercaptoetanol <conforme 2.7); 

<h> Eletroforese em gel de poliacrilamida e 

revelação conforme já descrito anteriormente . 

Tr~nsferênci~ de Proteina5 ao Papel de Nitrocelulose -

Western Blotting 

Para a transferência de proteínas em gel de 

poliacrilamida à folha de papel de nitrocelulose-NC, foi 

utilizada a técnica de Burnette <1981> com modificações . 

camadas : 

Um "sanduíche" foi preparado com as seguintes 

(a) Uma folha porosa de polietileno; 

(b) Quatro folhas de papel filtro grosso; 

<c> Uma folha de papel filtro cromatograficamente 

puro; 

(d) Gel de poliacrilamida; 

<e> Uma folha de papel de nitrocelulose 

cortada no tamanho do gel; 

<f> Uma folha de papel filtro cromatograficamente 

puro; 

(g) Quatro folhas de papel filtro grosso 

<h> Uma folha porosa de polietileno . 
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O " sa nduíche" fo1 preparado dentro de um tanque 

contendo tampão de transferência <Tris 25 mH , Glicina 

192 mH e Hetanol 20Y.> de modo a não existir bolhas de ar 

entre as camadas . Após isto o " sanduíche" foi 1nserido na 

cuba e esta completada com o mesmo tampão de transferência, 

ficando na seguinte ordem : ânodo - NC - Gel - cátodo . A 

transferência, foi realizada com 6 a 8 V/cm por 16 - 22 h a 

Após a transferência, o papel de NC foi retirado e 

uma amostra do mesmo contendo os marcadores de peso 

molecular foi corado com uma solução de Coomassie blue : 

Coomassie blue R-250 <Inlab) = 0,2Y. 
Hetanol <Inlab) = 50Y. 
Acido Acético <Inlab) = 10Y. 
Âgua destilada em q . s.p 100 ml 

Solução descorante : 

Hetanol = 90Y. 
Acido Acético = 2Y. 
Âgua destilada em q . s . p 100 ml 

O restante do papel de NC foi processado da 

seguinte forma : 

<a> O papel de NC foi cortado em "tiras" de acordo 

com cada amostra aplicada no gel; 

<b> As "tiras" foram postas em canaletas com 

solução bloqueadora, o bloto 5Y. <leite em pó 

desnatado, em tampão PBS) por 10 min com 

agitação horizontal; 

<c> Incubação por 12 h com anti-soro a ser testado 

diluído com bloto 1Y. (em geral 1 : 50> ou AcHn 
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puro em agitador horizontal a 4°C; 

<d> Lavagem por 1 h (6 trocas/10 m1n cada) com PBS 

e na última troca com bloto 5Y.; 

<e> Incubação com o anticorpo secundário <anti-IgG 

de camundongo) conjugado à perox1dase, diluído 

com bloto 1Y. (1/500> com agitação horizontal a 

temperatura ambiente; 

(f) Repet1c;ão de "d" <só PBS>; 

(g) Revelação com Diaminobenzidina (5 mg em 30 m1 

de PBS e 15 ul/ml de H202 30Y.); 

(h) Inibição da reação por lavagem das "t1ras" com 

H20 destilada; 

( i ) Secagem 

grossos . 

das "tiras" entre papéis filtros 
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3 R E S U L T A D O S 

3.1 Parasitas Obtidos 

3 . 1 . 1 Wuch~r~ria bancrofti 

Das diversas amostras de sangue co1etados de 

individuas infectados, após filtragem e refiltragem cerca 

de 80Y. das microfilárias (mfs . ) eram recuperadas . Os 

parasitas apresentavam viabilidade próxima a 100Y. e grande 

motilidade, quando o bservados sob 
. . . 

m1croscop1o invertido . 

Nestas remessa s, a médi a de mfs . /ml de sangue foi 

de 600 (levando em conta o sangue coletado de 2 a 3 

indivíduos> . Entretanto, recebemos uma amostra de sangue de 

um só paciente <20 m1) que tinha 2 . 000 mfs . /m1, em análise 

preliminar feita no CPqAM-FIOCRUZ-Recife <PE>, sendo que 

conseguimos recuperar 1 . 640 mfs . /ml deste sangue . 

Quanto as remessas para os experimento de cultivo de 

mfs . obtivemos em geral o mesmo número médio de parasitas 

por ml de sangue . 



3.1.2 Litomosoides carinii 

Do total de vermes coletados em 17 roedores dos 

generos Or~zom~s e Akodon em Torres <RS>, obtivemos os 

segu1ntes resultados : 

Número total de vermes adultos = 427 <90Y. fêmeas e 

10Y. machos) . 

Do total de fêmeas : 
5 

Número médio de ovos/fêmeas ~ 0,85 X 10 

Número méd1o de embriões/fêmeas = 0,34 X 10 
5 

A amostra vinda de Recife constou apenas de ovos e 

embr1Ões de L . carinii <LCO/E), prev1amente extraídos de 

úteros de fêmeas adultas e continha um t ot a 1 de 
5 5 

20,79 X 10 ovos e 3,54 X 10 em 2ml de solução salina a 

0,85Y. . A Figura 3. 1 mostra LCO/E em diferentes fases de 

maturação. 

Figura 3.1 Ovos e embr1Ões de Lito1osoides carinii e1 d1ferentes fases de 
Maturação fotografados em contraste de fase . A barra desta e das 
dema1s f1guras equivale a 10 um . 
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As Figuras 3 . 2 e 3 . 3 mostram LCO/E isolados e em 

maior aumento para uma melhor visualizaç~o das diferentes 

fases de maturação . 

Figura 3.2 Ovos de Li\DIDIOidtl cariftii e• diferentes fases de 1aturaçfo . As 
setas •enores indica• ovos e• fase inicial de 1atura~ão; a seta 
1aior indica ovo e• fase final de 1atura~ão já evidenciando o 
e1brião . Coloração : He•ato~ilina-eosina . 

Figura 3.3 litDIOIGidtl cariftii . Co1paraçJo entre e1brifo •aturo ou 
•icrofilária e ovo e1 fase .inicial de 1aturação . Coloração : 
He•ato~ilina-eosina . 
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3 . 2 Verificação d• Produção d• Anticorpo• 

3.2.1 Contra Antígenos de W. bADtrofti 

Após a obtenção de soro de camundongos imunizados 

com duas injeções de diferentes preparações antigênicas de 

W. bancrofti, realizamos o ELISA e verificamos que uma 

placa sensibilizada com sobrenadante de e x trato protéic o 

solúvel <WBS, 5-10 ~g/ml) reage bem com os soros anti WBS, 

anti WBT (extrato protéico total) ou com os anti WBI (mfs . 

íntegras) na diluição 1:100. As médias obtidas por 

densidade óptica (492 nm), neste e nos demais experimentos 

com leitura em densitômetro após ELISA com os referidos 

anti-soros, estão representadas da seguinte forma : 

~ 7 X controle negativo = densidade Óptica média em 

cada grupo, dividida pelo valor médio encontrado nos 

controles negativos : 

ANTIGENO 

WBS 

WBS 

WBS 

ANTI-SORO 

ANTI WBS 

ANTI WBI 

ANTI WBT 

~ CONTROLE NEGATIVO 

1,88 

3,67 

5,29 

Os resultados acima obtidos foram repetidos a cada 

coleta de sangue do camundongo e obtenç~o do soro inune . Os 

melhores anti-soros (de reação mais intensa) passaram a ser 

utilizados como controles positivos em outros ELISA . 
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Num outro ELISA verificamos que o soro imune de 

camundongo reagiu contra soro humano normal, ou seja houve 

reconhecimento de proteínas da hospedeira humana pelas 

anticorpos presentes nas soros imunes de camundongos 

Num outro experimenta testamos a reação de saras de 

camundongos imunizadas com WBT contra 42 saras humanos 

imunes <SHI, de pacientes com fi lariase bancroft iana), na 

tentativa de detecta r antígenos de W. bancrofti nestes 

últimas . O resultado foi um alta título de anticorpos contra 

antígenos de W. bancrofti presentes nas SHI : 

X dos anti-soros = 0,373 

X da controle negativo = 0,225 

Soros humanos imunes <SHI> de 6 pacientes com 

sintomas clinicas de filariose bancroftiana, foram usadas em 

ELISA para verificar a presença de anticorpos contra 

antígenos de WBS (10 ug/ml) e excretadas e I ou secretadas 

<EIS, 100 ui/cavidade da placa) durante cultiva in vitro. 

ANTIGENO X SHI <X X CONTROLE NEGATIVO> 

WBS o 1 141 

E/S 0,059 

A média mais alta entre os SHI utilizados contra 

WBS foi de um paciente com easinafilia pulmonar tropical e 

contra antígenos E/S com a sara de um paciente com edema de 
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pênis . Mesmo levando em consideração a média de todos os 

soros a reação não foi forte, ou seja, não havia anticorpos 

circulantes em titulo alto naqueles soros . 

Os testes ELISA dos anti-soros anti L. carinií 

<LC> obtidos apos 5 imunizaçÕes de 50 ug/camundongo, v1a 

intraperitoneal <Grupo 7, Tabela 2 . 7), forneceram-nos os 

seguintes resultados : 

ANTIGENO 

LCTA 

LCTA 

LCTA 

DILUIC~O DOS ANTI-SOROS 

1/50 

1/100 

1/200 

~ ANTI-BORO ANTI LC 

1,316 

0,254 

1,583 

Num outro experimento utilizamos antígenos solúveis 

de vermes adultos de L. carinii <LCSA> para reagir com soro 

humano imune de pacientes com sintomas clínicos de filariose 

bancroftiana, com o objetivo de verificar se os soros 

humanos reconheceriam antígenos de L. carinii . 

Os resultados indicaram 

contra os antígenos de L. carínií : 

X do SHI = 0,91 

forte reação dos SHI 

X do controle positivo <anti LC> = 0,514 

X do controle negativo <SNCa> = 0,131 

Um outro experimento testamos a reatividade ou não 

89 



do soro não imune de rato <hospedeiro definitivo de 

L. carinii> contra LCSA . Não houve reação . Os soros 

comportaram-se como soros normais <negativos) . 

a) Resposta Imune a Difer•ntes Dos•• de Imunizaçio 
Com Ovos e Embriões <OIE> de l- 'arinii 

A Tabela 3 . 1 mostra os resultados obtidos com o 

EL ISA com soros de camundongos após 3 imunizações com 0/E 

íntegros de L . carinii . Cada grupo consistiu de 3 a 4 

animais e o número de doses e vias de imunizações já foram 

descritos na Tabela 2 . 7 (material e métodos) . 

Como pode ser observado, a resposta é dose-

dependente, e parece ser mais intensa após imunização por 

via endovenosa que intraperitoneal . 

TABELA 3 . 1 - MEDIA DOS SOROS 
COM DIFERENTES 
OS RESPECTIVOS 
GRUPO EM ELISA . 

DE CAMUNDONGOS IMUNIZADOS 
DOSES DE OVOS/EMBRIOES E 

DESVIOS PADROES DE CADA 

============================================================ 

GRUPO/VIA* 

1 /IP 
2 /EV 
3 /IP 
4 /EV 
5 /IP 
6 /EV 

X 7 X CONTROLE 
NEGATIVO 

2,37 
2,61 
3,22 
3,59 
4,35 
7,00 

DESVIO PADR~O 

0,26 
0,32 
1, 93 
0,92 
1,30 
1,92 

=================================== = ;= ~ ==================== 

* IP, intraperitoneal; EV, endovenosa 
X do controle negativo (492 nm> = 0,09 
X do controle positivo (492 nm) = 0,58 
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Os resultados obtidos em ELISA com antígenos de 

W. bancrofti e reação com anti-soros de L. carinii ou o 

contrário estão na Tabela 3 . 2 . Diluição dos soros= 1 : 100 . 

TABELA 3.2 - REATIVIDADE CRUZADA ENTRE ANTIGENOS DE U. blftcrofti e l . c~rinii 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

GRUPO ANTIGENO 

l . carínii 

2 U. bancrofti 

SORO ANTI L. CARINII 
X ~ X CONTROLE NEGATIVO 

5,42 

2,38 

SORO ANTI U. bancrofti 
X ~ X CONTROLE NEGATIVO 

2,32 

12,80 
========================================================================================== 
X do controle negativo (492 n•> U. bancrofti = 0.049 ; L. Cirinii = 0.138 ; X do controle 
positivo (492 n1l : U. bancrofti = 0.644; L. Cirinii = 0 759 . 

3 . 3 Cultivo ín ~ítcg de Hícrofílárías 

SX de C82 no Ar 

A verificação da viabilidade das mfs . neste 

experimento foi feita a partir do grau de moti1idade que 

as mesmas apresentam durante o cultivo . 

Os resultados obtidos neste experimento estão 

representados na Figura 3 . 4 . De modo geral, o meio 199 foi 

mais eficiente na manutenção das mfs . sendo seguido pelo 

me1o RPMI 1640 . O meio MEM mostrou-se incapaz de manter a 

viabilidade das mfs . por mais de 4 dias, em qualquer 

condição de cultivo. 
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Com a adição de SFB ou SHN, a viabilidade das 

culturas mantidas com 199 ou RPMI 1640, foi semelhante (em 

torno de 8 dias), bem como a sua meia vida <4 a 5 dias) . A 

adição de SHN e açúcares e ácidos orgânicos (aao) aumentou 

ainda mais a viabilidade das culturas mantidas com estes 

meios, onde havia ainda 5-10Y. de mfs . vivas ao final do 

experimento . 

Foi observado ainda que em relação à motilidade dos 

parasitas, esta variava desde seu valor máximo até o mínimo 

(5-0 respectivamente) a medida que as mfs . perdiam sua 

viab1lidade (dados não ilustrados) 

nos parasitas não foram observadas . 

Alterações morfológicas 

3 . 3 . 2 Experi•ento M 2 : Cultivo de Hicrofilárias a 28° C Se• 

C02 ou a 37° C Co• SX C02 no Ar. 

Conforme ilustrado nas Figuras 3 . 5 e 3 . 6 nas placas 

mantidas a 28°C a viabilidade das culturas feitas com o meio 

199 foi superior às com o meio RPMI 1640 na ausência de 

soro, embora a meia vida tenha sido aproximadamente a mesma . 

A adição de aao não modificou a viabilidade ou meia-vida 

das culturas, enquanto ambos os critérios mostraram aumento 

apos a adição de SFB ou SHN com aao . 

Apenas nas culturas mantidas a 28°C foram 

observadas modificações morfológicas nos parasitas 

(descritas no item, 3 . 3 . 5) . 
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Nas placas mantidas a 37°C o experimento foi 

interrompido no sétimo dia, por ter ocorrido uma 

contaminação das culturas por fungos . Entretanto, pode ser 

observado que a viabilidade e meia vida das microfilárias 

foi menor que a das culturas mantidas a 28°C, na ausência 

O número de de soro, mesmo após a adição de aao . 

mfs . vivas nas culturas mostrou-se entretanto superior nesta 

temperatura após a adição de SFB ou SHN com ou sem aao . 

A adição neste exp~rimento de um extrato de 

drosófilas em algumas cavidades da placa não provocou 

alteraç6es nas mfs .. 

3.3 . 3 Experi•ento M 3 : Cul t ivo de Hicrofilári~s ~ 28°C ou~ 

37°C se• C02 no Ar ou a 37°C co• SX de C02 no Ar e• 

Placas Com ou Sem Células de Exudato Peritoneal 

Hurino CCEP> 

A Tabela 3 . 3 apresenta os resultados obtidos nestes 

experimentos, que foram seguidos durante 23 dias . Nas 

culturas mantidas a 37°C ou a 28°C sem C02 no ar, a morte 

das mfs . ocorreu em 24 h, em qualquer condição de cultivo . A 

37°C com 5Y. de C02 no ar a morte das mfs . ocorreu em 24 h 

na ausência de soro ou células de exudato peritoneal . Com a 

adição de SFB ou SHN, 

viabilidade das mfs. 

em presença ou ausência de CEP, a 

permaneceu próxima a 100Y., e sua 

motilidade máxima, até o final do experimento . o mesmo 

resultado foi encontrado quando as mfs . foram 

96 



cultivadas em ausência de soro mas sobre uma camada de 

células . 

TABELA 3.3 - CONDIÇOES DE CULTIVO DE HICROFILARIAS DE UUc~trtria b&ncrofti, EH HEIO 
RPHI 1640 SEH HEPES 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Te11peratura C02 Co11ple11entação 

37°C 5 X 
+ 

15 X SFB 
15 X SFB + 
15 X SHN 
15 X SHN + 

37°C 
+ 

15 X SFB 
15 X SFB + 
15 X SHN 
15 X SHN + 

28°C 
+ 

15 X SFB 
15 X SFB + 
15 X SHN 
15 X SHN + 

Viabilidade <%> 
Dia 1 Dia 23 

e e 
97 95 
98 91 

100 95 
100 94 

99 91 

0 e 
e e 
0 e 
e e 
0 0 
e e 

e e 
e e 
e e 
e e 
e e 
e e 

========================================================================================== 
* CEP , células de exudato peritoneal; -, ausência; +, presença . 

3 . 3 . 4 E~perimento M 4: Culti~o de Microfil,rias em Frascos 

Os resultados obtidos com os cultivos em frascos 

de cultura foram de modo geral semelhantes aos obtidos com 

o cultivo das mfs. em · placas, de modo que excluímos 

ilustrações . 

. 97 



3 . 3 . ~ E~perimento M ~ : Diferenciaçlo de Microfilirias 

Os resultados sobre diferenc i ação de mfs . foram 

obtidos a partir dos mesmos experimentos utilizados nos 

ítens anteriores . 

Nos cultivos a -na o foram observadas 

modificaçõe s morfológicas nos parasitas, exceto pela perda 

da ba i nha em uma proporção do s mesmos <Figura 3 . 7) . 

Figura 3.7 Diferenciação in vitro de •icrofilárias . As setas indica• algu•as 
bainhas liberadas pelos parasitas e• 1eio 199 ou e• RPHI 1640 
3roc co• sx de C02 no ar . 

Nas culturas mantidas a 28°C em meio 199 ou RPHI 

1640 contendo HEPES <conforme Tabela 2 . 2) foram observadas 

várias modificações na forma e comprimento das mfs . . Esta 

diferenciação ocorreu de forma semelhante nos dois meios de 

cultura utilizados e a Tabela 3 . 4 apresenta os resultados 

obtidos com o meio 199 . 
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TABELA 3.4 DIFERENCIAÇAO DE HICROFILARIAS DE U.~aftcrofti DURANTE CULTIVO EH HEIO 199 
COMPLETO t HEPES, EH TEMPERATURA DE 2SOC . 

========================================================================================== 
Co1ple1entação• For1a 

3 

I 1ee 93 
11 0 7 

111 e e 
rv e e 

91 
9 
0 
0 

6 

91 
9 
e 
0 

dias 
7 8 10 

84 83 
16 17 
e e 
e e 

83 
17 
e 
0 

11 

82 
18 
e 
e 

13 

82 
18 
e 
e 

14 16 

------------------------------------------------------------------------------------------
a ao I 98 97 93 93 91 88 84 84 75 

11 2 3 7 7 9 12 16 16 25 
111 0 0 0 e e 0 e e e 
IV e e e e e e e e e 

20 X SFB I tee 92 91 76 54 42 37 16 8 8 5 
11 e 8 9 18 26 26 28 47 31 27 22 

III e e e 6 17 23 23 25 23 19 21 
IV e e e e 3 9 12 12 38 46 Sê 

------------------------------------------------------------------------------------------
2e X SFB t a ao I 96 87 74 67 ss 48 32 21 16 15 12 

11 4 13 21 28 35 28 36 28 28 24 15 
111 e e 5 5 8 17 22 29 2e 2e 15 

IV e e e e 2 7 1e 22 36 41 58 
------------------------------------------------------------------------------------------
2e X SHN I 1ee 96 82 62 43 32 23 18 11 7 5 

11 e e 12 22 41 47 51 54 18 20 12 
III e e 6 16 16 13 18 14 48 31 16 

IV e e e e e 8 8 14 23 42 67 
------------------------------------------------------------------------------------------
20 X SHN + aao I 

11 
III 
IV 

88 85 
12 15 
e i 
e e 

73 7e 
27 22 
e a 
e i 

58 42 
32 27 
1i 14 
e 17 

31 
29 
23 
17 

32 
26 
29 
13 

26 
37 
20 
17 

19 8 
25 21 
32 29 
24 42 

========================================================================================== 
* aao, açúcares e ác1dos orgân1cos; SFB, soro fetal bovino; SHN, soro huaano noraal . 
Obs : As culturas fora• analisadas diar1a1ente, do 3Q ao 16Q dia, sendo registrada a 

porcentagel parasitas v1vos e1 cada foraa de d1ferenciação <I a IVl . 

Nos cultivos onde não houve complementação ou 

apenas a ad1ção de aao, houve apenas a passagem da forma 

I (conforme ocorre no sangue) para a forma II, (perda da 

bainha), com o desembainhamento feito pela porção anterior 

ou poster1or do parasita <Figuras 3.8 e 3.9) . A adição de 
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TABELA 3.4 DIFERENCIAÇ~O DE HICROFIL~RIAS DE U.hacrofti DURANTE CULTIVO EH HEIO 199 
COI1PLETO t HEPES, EH TEHPERATURA DE 2SOC . 

========================================================================================== 
Co1ple1entação• For1a dias 

3 4 5 ó 7 8 1e 11 13 14 1ó 
------------------------------------------------------------------------------------------

I 1ee 93 91 91 84 83 83 82 82 
li 0 7 9 9 16 17 17 18 18 

III e e e e 0 0 e e 0 
IV 0 e e 0 e e e e e 

------------------------------------------------------------------------------------------
a ao I 98 97 93 93 91 88 84 84 75 

li 2 3 7 7 9 12 16 1ó 25 
III 0 e 0 0 0 e e 0 0 
IV 0 0 e e e e e 0 e 

------------------------------------------------------------------------------------------
20 ~ SFB I 100 92 91 76 54 42 37 1ó 8 8 5 

li 0 8 9 18 26 2ó 28 47 31 27 22 
III 0 e e ó 17 23 23 25 23 19 21 

IV 0 0 0 0 3 9 12 12 38 46 52 
------------------------------------------------------------------------------------------
20 X SFB t aao I 96 8/ 74 67 55 48 32 21 16 15 12 

li 4 13 21 28 35 28 36 28 28 24 15 
III 0 e 5 5 e 17 22 29 20 êe 15 

IV 0 e e e ê 7 10 22 36 41 58 
------------------------------------------------------------------------------------------
êe X SHN I 100 9ó Sê óê 43 32 23 1e 11 7 5 

11 e • 12 22 41 47 51 54 1e 2i 12 
III e e ó 1ó 1ó 13 18 14 48 31 16 

IV e e e 0 e 8 8 14 23 42 67 
------------------------------------------------------------------------------------------
2e X SHN + aao I 

11 
III 
IV 

88 85 
12 15 
e e 
e e 

73 78 
27 22 
e a 
e e 

58 42 
32 27 
18 14 
e 17 

31 
29 
23 
17 

32 
26 
29 
13 

êó 
37 
20 
17 

19 
25 
32 
24 

e 
21 
29 
42 

========================================================================================== 
* aao, açúcares e ác1dos orgân1cos; SFB, soro fetal bovino; SHN, soro hu1ano nor1al . 
Obs : As culturas fora• analisadas diar1a1ente, do 3Q ao 16Q dia, sendo registrada a 

porcentagea parasitas v1vos e1 cada for1a de diferenciação <I a IVl . 

Nos cultivos onde não houve complementação ou 

apenas a ad1ção de aao, houve apenas a passagem da forma 

I (conforme ocorre no sangue) para a forma II, (perda da 

bainha), com o desembainhamento feito pela porção anterior 

ou poster1or do parasita <Figuras 3 . 8 e 3 . 9) . A adição de 
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srn ou SHN. d.COmpd.nhd.dO ou ndO de aao, causou diferencid.ÇdO 

posterior das mfs . para as formas III <Pré-"salsicha"), e 

IV <riguras 3 . 10 e 3.11> . Algumas destas formas ma i~ 

diferenciadd.s <:tpresent<:trd.m vacúolos ger<:tlmenle de 

localização anterior . Em alguns casos foram observadas 

gue d.lCd.nçaram a formd. de pré - "salsicha" sem 

desembainhamenlo complelo . A Figura 3 . 12 d.presenta aspectos 

de bainhas liberadas pelas mfs . in vitro . 

o aparecimento de gr<:tnulações, verificado em 

cerca de ser. das mfs . • mostrou-se associado à perda de 

viabilidade . 

A Figura 3 . 13 apresenla uma comparoç~o entre os 4 

tipos de diferenciaç~o das mfs . cultivadas in vitro . 

Figura 3.8 Diferenciaçto li Yitro de 1icrofilárias. Estádio I, 1icrofilária 
confor1e ocorre no sangue . As setas indicai a bainha visível na 
porção anterior e na posterior do parasita . 
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Figura 3.9 Diferenciaç!o lft vitro de 1icrofil~rias . Est~dio li . O parasita 
apresenta-se 1enor, •ais grosso e se• bainha (quase se1prel . 

Figura 3 . 10 Diferenciação in vítro de 1icrofilárias . Estádio 111 <Pré­
"salsicha"l . A seta indica 1 vacúolci de localizac;ão .ais ante­
rior . 
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Figura 3 . 11 Diferenciaç~o ift vitro de 1icrofil~rias . A e B: Aspectos doEs­
tidio IV ("salsicha">. 
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F1gura 3.12 Diferenciaçlo in vttro de 1icrofilárias . A e 8: Aspectos de 
dese1bainha1ento de 1icrofilárias durante cultivo e1 1eio 199 
ou RPHI 1640 a 28°C . 
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F1gura 3 . 12 Diferenciaç1o in vitro de 1icrofilárias . A e 8 : Aspectos de 
dese1bainha1ento de 1icrofilárias durante cultivo e1 1eio 199 
ou RPHI 1640 a 28°C . 
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Figura 3.13 Diferenciaç~o ift vitro de MicrofilArias . Coeparaç~o entre os 4 
tipos C!, I!, III, IV> de diferenciaçio do parasita durante o 
cultivo em Meio 199 ou RPHI a 2tfC . 

Quanto à motilidade dos parasitas, observou-se uma 

diminuição à medida que o processo de diferenciação 

prosseguiu . Esta diminuicão entretanto diferiu daquela 

associada à perda de viabilidade, na qual os movimentos 

passaram a ser espamódicos . Durante a diferenciação, as 

mfs . mantiveram a flexibilidade . A maior parte das larvas na 

forma IV apresentaram movimento apenas de cabeça e/ou cauda . 

Apenas uma das culturas (meio 199 complementado com SHN e 

aao) foi acompanhada além do décimo sexto dia. Nesta, no 

vigésimo terceiro dia foi observada uma pequena proporção de 

parasitas alcançando uma forma posterior de diferenciação, 

com a formação de lóbulos caudais e movimentação helicoidal 

acompanhada de um pequeno aumento no comprimento . A cultura 

foi perdida por contaminação antes que fosse feito o 

registro fotográfico . 
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3 . 3 . 6 E~perimento M 6: Cultivo de Microfilárias com CEP em 

Presença de Soro I•une 

Os resultados deste e~perimento foram obtidos 

durante 11 dias de cultivo . Não houve modificaç~es 

morfológicas nas mfs . , exceto pelo desembainhamento de parte 

delas . Aspectos referentes à aderência de CEP à mfs . 

e m cu l tura estão na Figura 3 . 14 <A e 8) 

Figura 3.14 Cultivo in vitra de 1icrofilárias . A e B: Aspectos de ader~ncia 
de células de exudato per1toneal 1urino à 1icrofilária . 
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diluições de 1/20 e 1/80 e ocorreu também quando o soro de 

camundongo não imune foi empregado ; 

(d) A maior parte deles não causou alteração na viabilidade 

das culturas, que se manteve em torno de 90-100Y. . Foram 

detectados 2 soros que causaram uma diminuição na 

v1abilidade das microfilárias : o soro número 6, em presença 

do qual e apos a adiç:ão de complemento a viabilidade caiu 

para 42Y. no dia 7 ; e o soro número 42, que diminuiu a 

viabilidade da cultura para 45Y. no dia 7 sem complemento e 

que, com a adição deste reagente, causou a morte de 100Y. das 

mfs . em um período de 24 horas . Estes dois soros foram 

testados novamente em outro experimento C dados não 

ilustrados), com o mesmo resultado . Os demais soros não 

causaram uma diminuição significativa no número de mfs . 

vivas, embora quatro deles (números 31, 68, 78 e 116) 

tenham demonstrado algum efeito negativo sobre a moti1idade 

dos parasitas; 

(e) Vários soros humanos causaram aderência das CEP a mfs . . 

Uma análise da porcentagem de aderência em presença de soro 

fresco no dia 7 do experimento mostrou que em 12 culturas 

havia células aderidas em 10 a 30Y. das mfs . , enquanto em 

11 culturas hav1a de 30 a 60Y., e em 8 culturas havia mais de 

60Y. de mfs . com células aderidas . Os demais soros não 

tlvPram efeito significativo . Em várias das culturas, a 

porcentagem de aderência foi maior em presença do soro 

fresco de camundongo utilizado como fonte de complemento . De 
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modo geral, a porcentagem de aderência aumentou do dia 1 

para o dia 7 Em apenas um caso <soro número 65) este valor 

passou de 80 para 10Y. do dia 3 para o dia 7 ; 

(f) Enquanto a porcentagem média de aderência considerando-

se todos os 
(1) 

dia 7 com 

soros humanos 

adição de 

de 

soro 

pacientes foi de 27,5Y. no 

fresco, observou-se que a 

porcentagem média de aderência com o soro de pacientes com 

EPT foi de 43,1Y., Quilúria = 48,7Y. e Hipereosinofi1ia = 

44, 8Y. a de pacientes assint omátl' os foi de 25, 3Y. . No entanto 

como o numero de soros de cada sintoma era pequeno e 

diferente, realizou-se a análise estatística para verificar 

o grau de relação entre o nível de eosinófilos/mm de sangue, 

de pacientes sintomáticos ou assintomáticos <antes do 

tratamento com Dietilcarbamzina-DEC><Tabela 2. 7)' com a 

porcentagem de aderência de CEP à mfs . no dia 7 <Tabela 

3 5) apÓs uso dos soros dos mesmos em cultura . Assim, a 

partir das hipóteses : 

Ho:p = 0 Não existe correlação entre as var1áveis . 
H1 : p ~ 0 Existe correlação entre as variáveis . 

Nossos resultados foram : 

NQ de observações da amostra = 30 GL = 28 

Correlação <r> = 0,0362 t-teste = 0,192 

o "t" obtido revelou que não houve correlação 

significante ao nível de 5Y., aceitou-se portanto a hipótese 

Ho : p = 0 . 

(1) Exceto para o soro nQ 42, onde foi considerado o valor obtido se• a adíç~o de soro 
fresco, e para o soro nQ 65, analisado no dia 3. 
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Outro resultado relevante diz respeito as culturas 

feitas com soro de pacientes 

antes do tratamento com DEC , 

aderência foi citada acima, 

portadores de eosinofilia 

cuja porcentagem média de 

e durante ou apos este 

tratamento, quando foi observado um valor de apenas 7,5Y. . 

Por outro lado, o soro de um paciente portador de 

Hi pereosinof i lia e tratado com Pantelmim induziu 65Y. de 

aderência . 

3 . 3 . 7 Experimento M 7 : Detecção de Proteínas Excretadas e/ou 

Secretadas por Hicrofilárias Durante o Cultivo lo 

~.i.trt~ 

A a~álise preliminar dos antígenos EIS sem 

prévia concentração, 

destes antígenos já 

não revelou (em ELISA> a presença 

que a densidade Óptica (492 nm) média 

dos anti-soros foi igual a média do controle negativo 

(sobrenadante de SP20-Ag-14) ou seja de 0,06 . 

quando realizamos a concentraçlo do antigeno, 

No entanto, 

vários soros 

policlonais de camundongos previamente imun )z ados com 

antígenos de W.bancrofti, 

produto de E/S . 

detectaram o antígeno filárico, 

A reação dos soros contra antígenos EIS foi mais 

forte quando aumentamos o tempo de incubação de cada etapa 

do ELISA, ou seja, onde costumávamos incubar por 1 h a 

temperatura ambiente ou a 37°C foi incubado por 2 h . 

Foram testados também AcMn contra estes antígenos 
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mas os resultados destes rea3entes serão dados juntamente 

com os da produção de AcMn . 

3 . 4 Produção d• Anticorpos Monoclonais - AcMn 

3 . 4 . 1 Contra Antígenos de W~ baotrgfti 

A produção de AcMn contra mfs . de W. bancrofti 

foi obt ida após vários exp eriment o s de fusão celular . 

Os dados seguintes r eferem-se a uma fusão bem 

sucedida e na qual conseguimos isolar alguns clones que 

secretam imunoglublinas especi ficas ao par asi ta em estudo : 

Antígeno : Microfilárias íntegras de W. bancrofti 

Dose 3 doses de 200 mfs . com intervalos de 15 dias 

Via : Intraperitoneal 

Positividade do soro em ELISA : +++ <três vezes mais 

forte a reação em relação ao controle negativo) 

Porcentagem de Hibridomas no total de Placas de 

Cultura 63,3X 

Porcentagem de Hibridomas Positivos Para Antígenos 

de W. bancrofti : 6,9X 

Do total de hibridomas que reagiram com antígenos 

solúvei s de W. bancrofti <WBS> em ELISA, obtivemos os 

seguintes resultados : 

Hibridomas anti WBS : 3H4; 3E9; 3G4; 4F4; 4H2 ; 4H5; 

5C6; 6E2 ; 7D4 e 7E3 . 

Destes hibridomas quatro foram clonados <3H4, 4H2, 
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6E2 e 7E3> sendo que em três deles foi realizada a leitura 

por densidade óptica <492 nm) conforme a Tabela 3 . 6 . 

TABELA 3.6 REAÇ~O DE ANTICORPOS HONOCLONAIS ANTI Uuc~frtril b1ncrofti CONTRA ANTIGENOS 
SOHATICOS - ~BS , E ANTIGENOS EXCRETADOS/SECRETADOS - EIS DE U. bancrofti E 
REATIVIDADE CRUZADA COM litOIOSOid~ c1rinii - LCSA, EH ELISA 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
CLONE 

~B7E3 

WB3H4 

~B6E2 

X~ X controle negativo 
Antígeno = ~BS 

1,20 

1,48 

0,72 

X~ X controle negativo 
Antígeno= E/S 

0,87 

0,87 

0,67 

X 7 X controle negativo 
Antígeno= LCSA 

1,01 

0,95 

1,32 
========================================================================================== 
Obs : Para cada antígeno toi obtido u•a X de controle positivo e u1a para o controle nega­

tivo : WBS= 0,08/0 ,11 ; EIS = 0,08/0,09 e LCSA = 0,06/0,10 

Os antígenos EIS utilizados no ELISA acima foram 

postos diretamente na placa sem prévia concentração de modo 

que as proteínas presentes estavam bastante diluídas . 

Em um outro ELISA com leitura visual (estabelecendo 

valores de 0-4), testamos os 4 clones obtidos e constatamos 

que o WB 4H2 foi o que apresentou reação mais forte contra 

antígenos EIS, enquanto o WB 3H4 o que apresentou reação 

mais forte contra WBS. 

Quanto a subclonagem, realizamos com os clones 

WB 3H4 e WB 7E3 . Os seguintes subclones foram obtidos : 

WB 14 688; WB 14 1E2; WB 14 6C2 e 14 C6. 

Em um experimento com o intuito de testar a 

reatividade de alguns dos clones anti W. bancrofti e anti 

L . carinii, contra antígenos EIS de cultivo de mfs . e contra 

soro humano de pacientes com filariose bancroftiana <SHI>, 
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constatamos que : os soros de camundongos imunizados com 

antígenos somáticos de W. bancrofti reagem bem com antígenos 

EIS, SHI e fracamente com soro humano normal . E, quando os 

soros humanos imunes foram testados contra antígenos E/S os 

resultados foram superiores, indicando a presença de 

anticorpos contra proteínas E/S pelos parasitas nos soros 

daqueles indivíduos . Foi observado também um certo grau de 

reatividade do soro normal de camundongo contra os SHI . 

A produção de AcMn anti ovos e embriões de 

L. carínii foi obt1da após a terceira fusão 

5 5 
Antígeno : 10 ovos e 3 x 10 embriões de L. carinii 

Dose : 3 doses com intervalos de 15 dias 

Via : Intraperitoneal 

Positividade do Soro em ELISA : +++ < três vezes 

mais forte em relação ao controle negativo) 

Porcentagem de Hibridomas em todas as Placas de 

Cultura : 37,94X 

Porcentagem de Hibridomas Positivos para Antigenos 

de L. carinii: 28,62X 

Porcentagem de Hibridomas Positivos e selecionados 

Para Clonagem : 8,2X 

Os hibridomas mais positivos em ELISA foram 

expandidos e posteriormente clonados, sendo os seguintes 

clones anti antigenos de L. c•rinii: 3C11; 5B10; 4A11; 3G12 
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e 4C7 . 

Destes clones realizamos subclonagem e obtivemos o 

LC 5E12, LC 5A1 e LC 4F5 contra proteinas do parasita <seja 

LCSA, LCSO/E ou LCPPTA> . 

Alguns dos clones foram testados por ELISA 

para verificar reatividade com antigenos somáticos de 

W. bancrofti e contra soro humano imune de pacientes com 

filariose bancroftiana . Não houve detecção de antígenos, 

se ndo os valores semelhantes ao controle negativo . 

Os anticorpos produzidos por estes hibridomas não 

mostraram reação 

imune . 

quando testados contra soro de rato não 

Os experimentos visando a determinação de sítios 

an't igênicos específicos nas mfs . e realizados por 

imunofluorescência, revelou-nos que : os soros de camundongos 

imunizados com antígenos de W. bancrofti não mostraram 

reações fortes em relação aos controles negativos, ou seja, 

não houve fluorescência específica. O mE" .mo foi obtido com 

alguns dos anticorpos monoclonais anti W. bancroft i . No 

entanto quando utilizamos soro humano de pacientes 

infectados verificamos a fluorescência em pontos específicos 

das mfs . em contraste a não fluorescência do controle 

negativo <soro humano normal de área não endêmica) . Estes 

resultados foram obtidos com mfs . íntegras postas em lâminas 
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no momento do teste, ou seja sem prévia fixaç~o do antigeno 

Em geral utilizamos mfs . recuperadas dos experimentos de 

cultivo in vitro para evitar a presença de proteínas do 

hospedeiro e reações falso positivas . 

As Figuras 3 . 15 e 3 . 16 apresentam mfs . e larvas de 

w. bancroftí com fluorescência nas extremidades, obtidas 

com soro de camundongo anti WBI (mfs . íntegras) . 

Em todos o s teste s a reação foi ma1s intensa quando 

o anticorpo secundário era a n ti-IgG humana ou de camundongo 

<conforme a origem do anticorpo primário), que quando era 

anti-IgH . 

Dentre os AcHn anti WB apenas o subclone 14 688 

apresentou fluorescência em mfs. deste parasita . 

Figura 3.15 Iaunofluoresc~ncia na extreaidade anterior e posterior de 
aicrofilária de MMc~•r•ria blftcrofti co1 soro anti WBI. 
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Figura 3 . 16 l•unofluoresc~ncia nas e~tre1idades anteriores e posteriores de 
larvas de Uuchrrrria bancrofti co• soro anti WBI . 

Realizamos ainda o teste de imunofluorescência com 

ovos e embriões de L . cariníí, havendo fluorescência 

específ1ca a sítios localizados na superfície de ovos e nas 

extrem1dades e/ou superfície de embriões com soros anti 

LCO/E ou anti LCSA . 

Figura 3 . 17 Iaunofluoresc~ncia co• ovo de LitDIOIDidtt cariftii co• soro anti 
LCO/E . 
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Figura 3. 18 I1unofluoresc~ncia co• e1brilo de Lit01010ld1t carinii co• soro 
anti LCSA . 

Poliacrila•ida 

Antígenos solúveis de W. bancrofti foram postos a 

migrar em gel de poliacrilamida em presen~a de dodecil 

sulfato de sódio <SDS>. Apesar das dificudades encontradas 

com este antigeno <degradação de proteinas), foi possivel 

obter alguns dados sobre este material antigênico . 

Os resultados obtidos foram apenas com as amostras 

WBPPT (precipitado de extrato protéico). Detectamos bandas 

de Peso molecular <PM> entre 55-70 kDa, 40-45 kDa e entre 

10-20 kDa <Figura 3 . 19>. 
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Figura 3.19 SDS- PAGE de prote1nas de •icrofilárias de Wuchtrtria 
bancrofti - WBPPT - precipitado de e~trato protéico total de 
U. bancrofti; Padrões de Peso •olecular estão indicados e1 kDa . 
A1ostra WBPPT aplicada sob condições redutoras . 

131 
3 . 6.1.1 Harcados co• I 

Os resultados da marcação radioativa com o 

I C131> foram obtidos a partir de microfilárias íntegras, 

para marcação de proteínas de superfície - PS e de extrato 

protéico solúvel - WBT, para marcação de proteínas internas 

e de superfície - IS . 

A radioatividade medida em cada amostra em um 

contador de cintilação de raios Gama forneceu-nos os dados : 

Volume cpm 
Amostra *1 1 Sobrenadante 2,0 ml 127,974 

Precipitado 0,05 ml 61,689 

Amostra u 2 Sobrenadante 0,05 ml 21,481 
Precipitado 0,05 ml 152,365 

O volume dado corresponde apenas ao utilizado para 

a leitura . Obtivemos marcações principalmente com as 
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amostras de PS e leve marcaç~o de bandas com as de 

IS <Figuras 3 . 20 e 3 . 21> . 

PM 
I< Da 

5 

... 
2 3 4 

Figura 3.20 SDS - PAGE de proteínas de ticrofilárias de Y, baftcrotti 
(radiodinadas ) 1 & 2 Precipitado de PS; 3 & 4 - Sobrenadante 
de PS; 5 & 6 - Precipitado de IS <co• excesso de iodo livre); 
7 & 8 - Sobrenadante de IS . Amostras sob condições redutoras . 
As barras 1enores indicam as frações obtidas e as taiores in­
dicam os padrões aproxiaados de peso tolecular et kDa . 

~ •• 2 . l ........ 

...... 

Figura 3.21 SDS - PAGE de proteínas de ticrofilárias de Y, baftcrDftt 
(radiodinadasl . i-Precipitado deIS; 2 & 3-Sobrenadante deIS . 
As barras tenores indica• as frações obtidas e as barras taio­
res os padrões aproxitados de peso tolecular . 
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A lmunopreclpltação foi realizada com os 

sobrenadantes de PS e IS com soros anti W. bancrofti e 

anti L. carinii. Os resultados indicaram a precipitação de 

duas bandas, uma de PM entre 50-80 kDa e outra entre 

10-20 kDa com amostras de PS <Figura 3.22> . 

PM 
I( Da 

• 

25 

_. 
,_ 

.~· 
Ç» 'c.~ i . 

. :- .. 

·1 2 3 4 5 6 7 

• 

• 

a s --rô 11 12 
• . 

F1gura 3.22 l•unopreclpitaçto de proteínas de 1icrofilárias de Muc~trtria 

~aacrofti <radiodinadas) co• anti-soro anti WBI <7-10> e co• 
soro anti LCSA (11-12> . De 1-4 foi utilizado anticorpo •onoclo­
nal ant1 WBI e de 5-6 fo1 utilizado anticorpo 1onoclonal anti 
LC/OE . As barras 1ndica1 as fra,ões obtidas . Os padrões apro­
xilados de peso 1olecular estão indicados e• kDA . 

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS-PAGE, 

fo1 realizada com diferentes preparações protéicas de 

L. carinii : sobrenadante de extrato protéico de ovos e 

embr1Ões <LCSO/E) e precipitado de extrato protéico de 
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vermes adultos <LCPPTA>. 

Com o LCPPTA, três d1stintas bandas foram 

detectadas : uma de PM entre 66-80 kDA, outra entre 30-45 kDa 

e uma terceira entre 20-30 kDa . Outras bandas não definidas 

foram observadas, sendo estas situadas entre 43-80 kDa 

(Flgura 3 . 23 A e B> . 

B 

Figura 3.23 A & B - SDS-PAGE de precip1tado de extrato proté1co total de 
Lito1osoides carinii <LCPPTAl . A: 1 & 2 - Vizualização de 
bandas entre 25-70 kDa; a1ostra sob cond1çÕes não redutoras . 
B: 1 & 2 HesNa a1ostra de A sob condiçÕes redutoras, co! usa 
banda adicional 1aior que 25 kDa . Os padrões de peso 1olecular 
estão indicados eM kDa. 

Com o LCSO/E, obt1vemos duas bandas def1n1das, 

uma de PM entre 30-70 kDa e outra entre 20-30 kDa <Figura 

3 . 24) . 
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Figura 3.24 SDS- PAGE de prote1nas de Li.tCIIHOidf§ carinii . 1 a 4, e><­
trato protéico solúvel de ovos e eabriões !LCSO/El . 5 a 8 pre­
cipitado de e><trato protéico de veraes adultos !LCPPTAl . As bar­
ras brancas = aos padrões de peso aolecular (de ciaa para bai><o : 
66 , 50, 43 e 25 kDal . Aaostras sob condições redutoras . 

3.7 .. Western Blotting" 

A transferência de proteínas de 

bancrofti e LitoMosoid~~ carinii migradas em gel de 

poliacrilamida para o papel de nitrocelulose, revelou com os 

respectivos anti-soros a eHistência de frações não reveladas 

pelos métodos convencionais de coloração <Coomassie blue) e, 

no caso de l , carinii a marcação bem definida e forte de uma 

banda correspondente àquela observada em eletroforese 

s1mples e de PM entre 20-30 kDa <Figura 3 . 25) . 
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Figura 3 . 2~ Wt~ltrn blolling co• proteína~ dt liLrofil~ria~ dt Yuc~trtril 
bancrofti . f - ~Ktrato protéico solúv~l de 1fs . de U. bancrofti 
<WBPPT> co• anti-soro WBl; e - WBPPT co• anticorpo ~anoclonal 
anti WBI; d & l - ~obrtnadanlt dt tKlralo proltilo dt vtrlt~ 
adultos df L. Cirinii <LCSA> co1 anti-soro anti LCSA; b & 
a - LCSA co1 anticorpo •onotlonal anli LCSA . o~ padrÕt~ dt pe~o 
1ol~cular ~stjo indicados e• kDa . 
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princ1pai~ . 

(Ci) Estudos bás1cos visCindo CiO conhecimento 

~~nét1co dos parCisitas e sua relação evolut1va , bem como a 

definlçdo de Cintígenos est<ig1o · específ1cos em estudos 

onlogenéticos . NeslCi <ireCi CCibe Ciinda SCilientCir 

lnvesligaçdo da relaçdo pCirasita-hospedelro, e os mecanismos 

de desenvolvimento dCi PclologiCij 

(b) Desenvolv1mento ou aperfe1çoamento de métodos 

1munodiagnósticos . 

Os Cintígenos fil~ricos utillZCidos no 

t!Studo foram prlncipCilmente m1crof1l<irlCiS <mfs. ) 

presente 

integras, 

1soladas do sangue e o extrato protéico desses vermes e, 

mai~ posteriormente, anti genes excretados e/ou .secret ados 

<EIS> durante o cultivo in vitro de mfs . de W. bancrofti . O 

método empregado PCirc o isolamento das m1crofilárias do 

SCingue de 1ndivíduos infectados·, Cilravés de flltrCiçÕes, fo1 

IOCilS eflCCi:.! que o usCido ni:ls ~r1meiras tent<:itivi:ls de 

isolamento por gradiente de densidade <Ficoll-h~paque d ~ 

1,07, d<:idos ndo descritos) . A qu<:intid<:ide tot<:il de mfs . 

recuperé:ldCis com o método de flltrCiç~o fo1 super1or é:lo 

~rime1ro, levando em cons1deração amostras de SCingue com o 

mesmo volume e média de parasitas /ml . 

A compos1ção protélCCi de mfs . de W. bancrofti e de 

L. carinii fel analisada neste trabalho empregando-se vários 

llPOS de lécnlCCiS Cincd ít icas . Conforme sCilientCido 

dnter1ormente, Ci tnCilOr PCirte delCis envolveu C1 ut1li:.!cÇdO de 
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ãntlcorpos monoclonais <AcHn) ou ant1 -soros produ21dos em 

camundongos, razão pela qual estas proteínas são referidas 

como " antígenos filáricos ". 

Imunizaç~•• • produçio de anti-soros 

Na obtençclo do extrato proté1co de W. bancrofti, as 

amostras apresentaram uma baixa quantidade de proteínas 

solúve1s . Este problema ocorre de modo geral sempre que se 

sendo 

necessdrld nes t es casos a marcação das mesmas com lSÓtopos 

radioat1vos como podemos constdtar com os trabalhos de 

Philipp e cols . <1984), Haizels e cols . (1984) e outros . A 

degradaçdo de proteínas, em algumas amostrds, ocorreu mesmo 

em presença de 1n1b1dores de proteases e nive1s ba1xos de 

temperatura . 

E possível que as frações estivessem subdiv1didas 

de forma que diferentes anticorpos tenham sido 

produzidos contra as mesmas e complexados aos antígenos 

formando complexo imune circulante (C!C) . 

Se por um lado o CIC pode contribuir para o baixo 

título de anticorpos circulantes no soro imune , por outro 

lado, o 1solamen t o e caracter1zaçdo deste complexo é út11 

para a identificação dos principais antígenos envolvidos e 

entend1mento dos mecanismos patogênicos da filariose . CIC 

tem sido obtido e analisado em soros de pacientes 

m1crofilarêm1cos e am1crof1larêmicos, sendo um indicador 

d1re t o de produtos dos paras1tas no corpo do hospedeiro e 
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recente <Franks, 

cols, 1986>. 

1946; GaJe:tnane:t e cols., 1982; Pe:tre:tnJe:tpe e 

Ouanlo d.s 

dnt1gên1co foi basle:tnte elevada . C<:irlow e cols . (1987) 

clne:tlise:tram esle fe:tlo e fornecere:tm um protocolo de 

1mun1zações de camundongos, onde foi realizada a fusão com 

camundongos imunizados três dias antes com uma única dose de 

500 larvas infectantes vivas de Brugia mala~i ou Onchocerca 

cervicalis, por 1nfecçdo 1ntraesplên1ca. O presente estudo 

Foi reall~ado com m1crof1ldrie:ts de W. bancroft i , portanto 

nao podemos avaliar se os resultados teriam sido diferentes 

no que se refere d. produção de e:tnt1corpos em camundongos . 

As mfs . ín t egras , utili~adas na imuni,adio de 

camundonyos, ~liciare:tm resposte:t imune bastante fe:tvor~vel 

considerando a positividade detectada em ELISA na detecção 

de antígeno filárico . Com o extrato solúvel foi necessário 

um maior número de inoculações do antígeno para 

obtivéssemos um soro com alto título de anticorpos . 

que 

Isto 

pode ter sido devido a frações protéicas não suficientemente 

imunogênicas, obtidas após desintegração por ultra som e 

extração de proteínas por detergente . No entanto, com o soro 

oulido dPOS d J ~ lmUnlZêição COm qudlquer detS preparaçÕes 

os resulte:tdos do [LISA foram melhores quando o 

soro ere:t contra WBS ou WBT . 

Ouanto d produção de e:tnti-soros e:tnti L . carinii, 
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ver1fic<1mos que lodâs âS prepârâç~es Cintlgênicas deste 

parasita mostraram-se bastante imunogênicas, já que a 

produção de anticorpos foi obtida após a primeira injeção 

intraperitoneal com proteínas extraídas de vermes adultos ou 

com ovos/embriões íntegros do parasita. Entre os dois tipos 

pois Ci intensidade de respostâ <ELISA> 

1gual quândo o soro e testado contrâ o materiâl util1:zado 

como 1munógeno, como quândo é lestâdo contra o segundo t1po 

<extrâlo de vermes âdullos ou ovos/embriões) . 

embriÕeO;:;, 

.-~umentou 

Quanto a imunização de camundongos com ovos e 

verificamos uma resposta dependente da dose, que 

âPÓS dUdS OU lrês imunlLâÇÕes, bem como umâ 

resposlâ mâior induLidâ por um n~mero mais elevado de ovos e 

embr1Ões (conforme j~ observâmos na Tâbelâ 3.2 ) . Além do 

IOdlS, âS imuniLâÇÕes por Vlâ endovenosa eliciâram resposta 

1mune mâlS fâvorável que CiS por viâ 1ntraper1toneal <IP>. 

1ndic(;.t.ndo uma "toler:inciâ" mâior CiO ântígeno qu(;.t.ndo recebido 

pela 2ª via de imunização <IP> . 

Câracterização de antígenos filáricos por ELISA 

O leste ELISA tem sido bâstdnte ut1liLâdo em 

inúmeros trabalhos com antígenos somáticos de W. bancrofti 

para a detecção de anticorpos anti-filáricos, devido d 

fácil disponibilidade de reagentes necessários, 

econômico e reprodutibilidade . 

Algumds como â fosfdtdse 
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peroxldase ou pen1c1linase, s:;to usadas no conjugado 

(anticorpo secundário anti imunoglobulina de camundongo ou 

Algumas fâlsas reaçÕes pos1tivas 

têm sido associadas a ligações não específicas do 

conJugado com proteínas do hospedeiro <Bartletl 

e cols . , 1973 ) . 

KaliraJ ~ cols . (1981a) utilizaram a enzima 

penicilinase em um teste para a demonstração de anticorpos 

em indivíduos c om filariose bancroftiana . Esta enzima 

mos t rou ·-se ma1s sensível que as outras quando a fonte 

~ n t igênlca eré:l o sangue de 1ndivíduos PC:lrasltados (antígenos 

Clrculan l es), n ~ o havendo reaçÕes inespecíficas . 

O [LISA mostrou - se um teste extremamente út1l em 

nosso sistema experimental, principalmente graças a sua 

rapidez, baixo custo e alta sensibilidade. Conforme descrito 

iinleriormenle, a n l i ·- s o r o s ou anticorpos monoclonais 

produzidos contra vários tipos de -preparaçoes antigênicas 

forneceram resultados posi t ivos com este teste . 

At ravés de ELISA, fo1 detectada uma reaç:;to 

POSltlVa d~ soros anti w. bancroft i com soro 

humano normal <não imune) . Este resultado indica a 

presenç a de proteínas do hospede1ro ader1das ~ cutícula das 

IOlCrOfll drl <>. S . 

Os resultados dos soros imunes clntl L. carinii 

contra soro de rato não infectado <hospedeiro definitivo> 

sugerem que o parasl l a não apresenta proteínas do hospedeiro 
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aderidas à cuticula, ou que estas n~o est~o em quantidade 

suficiente para a sua detecção pelos métodos mais comumente 

utilizados . No entanto, Philipp e cols . <1984) através de 

marcação radioativa detectaram na superfície do parasita 

L. carinii, em diferentes fases do ciclo de vida, um 

componente de peso molecul~r <PH>~ SS kD~ que er~ ~lbumin~ 

do soro do hospedeiro. E possível que a aderência de 

proteínas do soro do hospedeiro nos parasitas, seJa 

dependen t e do gr~u cJe 1n f est~ção ou do es · ag1o de vida do 

p~r~s1 l <:t . Oulr~ dl t erni:ilivC:I é que estC:I i:iderêncli:l seJC:I 

dependente do hospede1ro, J a que PC:Iri:i L. carinii e 

possível a existência de mais de um hospedeiro 

def1n1tivo <WilllC:Ims, 1948; Court e Slore~.1981> . 

c1mostras 

filariose 

forte 

adultos 

somáticas 

Quanto aos dados em ELISA, com as nossas 

de soros de 1ndivíduos com s1ntomas de 

bancroft1ana, estes apresentaram reação mais 

vermes 

proteínas 

contra proteínas somáticas de 

de L. carinii do que contra 

ou excretadas e/ou secretadas de 

W. bancrofti . Cx1ste reC:1tiv1dade cruzi:ida entre OS dOlS 

P i:i rC:I~lLC:Is <d1scul1da i:idiC:Inte), mC:Is o por que de i:i rei:ição dos 

soros humanos ter s1do mais forte com antígenos de 

L . carinii nao e possível determinar apenas com os nossos 

dados. 

A C:lusêncl~ de resposta cl antígenos filár1cos em 

~nfecções crôn1c~s lem s1do estudi:idi:i sem entreti:into hi:iver 
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definição dos mecanismos envolvidos e consequênc1as no 

hospedeiro . Ottesen e cols . <1977> citam três aspectos para 

o entendimento do controle genético da resposta imune em 

filariose e outras infecções helminticas cron1cas : o grau de 

imunidade protetora a reinfecção desenvolvida por um 

hosrede1ro parasitado; a contribuição da resposta imune ao 

desenvolvimento da patologia característica da doença, e a 

incapacidade do hospedeiro em eliminar o agente invaso r . 

Quan t o a os Les t es ut1l1~ados para ver1f1c a r reaçdo 

com anti-soros de camundongos imunizados com homogenados de 

vermes a dultos de L. carinii, observamos reação pos1t1va, 

apesar da pouca intens1dade. Estudos semelhantes indicaram 

que, além da reallVldade cru,ada entre as fildrlaS humanas e 

de roedores, o hospede1ro pode conter antígeno solúvel na 

circulação durante o curso da infecção <Dasgupta e Bala, 

1978) . 

A reaÇdO malS forte dos soros humanos imunes 

contra antígenos de L. carinii do que contra antígenos 

de W. bancrofti. pode ter entre outras, as seguintes 

e~plicaçõe s . 

( d ) A e~poslÇclo constan t e aos antígenos flldrlCOS 

pode estar levando d l oler;ncla ou nclo sensibilidade a 

dntigenos especif1cos de W. bancrofti ; 

( b) O reconhecimento 1nespecifico de antígenos 

comuns a todos os nematódeos, que estariam em maior 

proporção nos vermes adultos de L. carinii que na~ 
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microfilárias de W. bancrofti. 

estudos é:i.dicloné:i.lS preclsé:l.m ser realizâdos com 

outras preparações antigênicas de ambos os parasitas bem 

como utilização de outras amostras de soros de 

Pé:i.Clenles com d1ferentes formas clínlCdS da doençâ para 

obtermos mais dados sobre a reposta imune eliciada pelos 

parasl1..âs. 

No que se refere é:i.O uso de antígenos liberados in 

vivo, a presença destes, nos soros humanos de pacientes com 

d1ferentes formé:l.s clinlCé:i.S de filariose bdncroftiând , fo1 

ver1f1cada com o uso de soros 1munes de cdmundongos ou 

anticorpos monoclonais. Os soros murinos anti WBI e 

<1nti WBS foram praticamente iguâis em 1ntens1dade na 

detecção de antígenos circulantes . 

Além de antígenos somát1cos, utllizdmos em ELISA 

dntigenos excretados e/ou secretados ([/5). obtidos do 

cult1vo in vitro de mfs . de W. bancrofti . 

Em termos de imunodiagnóstico, o nível de antígenos 

de uma infecção filárica é mais informativo que o nível de 

anticorpos <Harinath, 1984), pois numa área endêmica torna-

se difícil distinguir pelo título de anticorpos se se trata 

de infecção recente ou de exposição anterior ao antígeno . 

Proteínas E/ S, consideradas ma1s específicas e úteis que 

antígenos somát1cos <Kharat e cols . . 198 i) • têm sido 

bastante empregadas mais recentemente . 

No que se refere à caracter1~aç~o proté1ca, esta é 
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ú ti 1 na identificação de frações antigênicas comuns 

ou nao a outros parasitas. verificando-se a ex1stência de 

sim1laridade genét1ca, bem como na detecção de antígenos 

espécle-específicos 

ontogenéticos . 

ou estágio-específicos em estudos 

Antígenos C/S s~o obt1dos m~1s f~c1lmente que os 

somcii.1cos e, com o uso de técn1c~s ~dequad~s. podem ser 

obt1dos l1vres de proteín~s do hospedelro . 

As necess1dades nui.r1c1on ~ 1s ex191d~s pel~s mfs . 

durante o cultivo in vitro dificultam um pouco a obtenção 

pura dos antígenos E/S . No entanto e possível que estudos 

adiciona1s em cult1vo in vitro de mfs . encontrem 

~llern~tiv~s par~ ~ su~ m~nui.enç~o com níveis mín1mos de 

soro fetal bovino ou humano . 

V~rios esludos lêm conf1rmado ~ importdncla de 

~ n i. Ígenos E/S em lnfec,ões filciric~s. sendo ~n~lisadas 

pr1nc1p~lmente por ELISA <Kh~r~t e cols . • 1982; Malhotra e 

Harinath, 1984a), 1munofluorescência <Kharat e cols., 1983), 

ensaio imunoradiométr1co <Fors~th e cols . ,1985, Hamilton e 

cols . ,1984) e ~nt1corpos monoclon~is <Redd~ e cols . . 1984b) . 

Os antígenos E/5 que obtivemos foram processados 

centr1fug~ção, concenlração p~ra elim1nar partículas 

Nossos estudos, entretanto, 1nd1caram lndeseJdVels. 

necess1d<:1de de um processamento mais ref1n~do desses 

antígenos. como por exemplo a filtração de proteínas em gel 

<Sephadex) e fracionamento em coluna de cromatografia 

132 



<celulose), como tem sido feito por outros pesqu1sadores 

<Malho l ra e Hdrlnath, 1984b) . 

De qualquer forma acreditamos, pelos resultddos 

obtidos em ELISA, que antígenos EIS detectados por 

diferentes soros anti W. bancrofti ou com AcMn são uma boa 

fonte antigên1ca . Outro ponto a favor e a menor 

probab1lidade de que haja proteínas do hospedeiro no me1o, 

um problema que ocorre com frequência quando se uti l iza 

antígenos somáticos (PhillPP e cols . , 1984; Maizels e cols . , 

1984) . 

Estes resultados obl1dos com antígenos E/5 sao 

semelhantes aos encontrados em outros estudos com 

W. bancrofti e oulros f1larídeos por d1versos pesqu1sadores 

<Kaushal e cols., 1984; Hdrinath, 1986) . Khi:lrat e cols . 

(1982) por exemplo, verificaram que o emprego destes 

dntígenos [/5 em ELISA mostrou-se altamente sensível <sendo 

suficiente 0,3~ ng de d.ntígeno/100 ul de soluçdo) ni:l 

detecção de anticorpo anti-filárico. 

Caracteriza,ão de antígenos filáricos por SDS-PAGE 

Os estudos para a caracterização de proteínas em 

gel de pollacrilamida-SDS, realizados com o extrato protéico 

solúvel de mfs . de W. bancrofti e o precipitado deste 

extrd l o , revelaram um numero de bandas menor do que se 

esperarli:l obler com lal 

possível obter um padrão de bandas 

sobrenadante do extrato protéico solúvel 
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do ex t rato proté1co solúvel <WBPPT) detectamos 

t rês d1s t 1ntas bandas sob condu;ões redutoras (J5- 7 0 k Da ; 

40 - 4 J k Da e 10 ·-20 k Da ) . 

O pequeno número de bandas obt1das em gel pode t er 

SldO dev1do, entre outras ra:.!Ões, ~ presença de enzimas 

J.1roteolít1cas ou ~ l 1beraç~o de 1númeras frações proté1c<ts 

em ba1xa concen t raç~o . [stes pontos, allados certamente 

d 1 f 1culdade de ob t enç~o de dntígenos deste Po ras1ta, podem 

exp ll cdr a pouc a d 1s pon1b il1 dade de da do s referen t es 

caracterização de proteínas de W. bancrofti. 

Ne s t e estudo iev a mos em cons1deraç ~ o d necess1dade 

de obtenção de um padrão proté1co com as diferentes 

preparações do parasita, tendo em vista que a 

C d r a c i.. erl :.!d ç ~ o de dn t ígenos f il ~ r1cos é de suma importâncld 

n a delerm1naç~o de antígenos espécie e estáglo-específicos . 

No presente caso, nosso objet1vo foi determlndr dntígenos 

específicos a forma embrionária, a microfilária . Nossos 

trabalhos , embora insistentes, não forneceram dados mais 

detalhados devido princ1palmente aos já citados problema s 

com as preparações antigênicas que, embora tenham se 

revelado bastante imunogênicas quando da imun1zação de 

camundongos, não foram facilmente detectadas em técnicas 

convencionais de fracionamento protéico ( eletroforese em gel 

de pol1acri l am1da ) . 
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Caracterizaçlo de anti;enot filíricot por "Wettern 
blotting" 

Mesmo com b a 1xa detecç~o de pro t eínas em gel de 

P011aCrllamlda, 

pape l de nitrocelulose-NC ( " Western blottlng " ) para 

pos l er1or com soros pol1clona1s e AcMn . 

Os resultados foram bastan t e favor~ve1s com re l ação 

ao reconhecimento dos anti-soros e AcMn tanto para 

W. bancrofti quanto para L. carinii . Com antígenos de 

W. bancrofti houve o reconhecimento pelos anti-soros d e 

a lgumas frações protéicas levemente marcadas a pós 

reve lação. Com os AcMn a nt1 w. bancroft i não houve 

nenhuma marcação nítida de frações . 

Quanto aos dados de " Western blotting " de 

L . carinii, os soros pol1clonais bandas 

n1l1damenle marcadas após revelação . Os AcMn contra este 

fortemente com uma de peso 

molecular entre 20 e 30 kDa, banda também evidenciada com os 

soros policlonais e que corresponde a observada por 

eletroforese simples em gel de poliacrilamida. 

Car~cterização de anti~enos filáricos por marcação 
radioativa 

Com re f erênc1a aos dados de mdrcação r a dioat1v a 

de mfs . de W. bancrofti (proteínds 1nternâs e de 

superfície), obtivemos um padrão de bandas semelhante ao 

obtido com o preclpitado de extrato protéico solúvel-WBPPT 
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f.' O r SDS ·-PAGE . A v~nt~gem d~ ul1l1~~ç~o dest~ técn1c~ fo1 ~ 

detecção ma1s definida de frações protéicas e com menores 

quantidades de material antigên1co utilizado . 

Na re~l1d~de, poucos d~dos são disponíve1s de 

fracionamento protéico com marcação radioativa, 

principalmente com W. bancrofti . Entre os trabalhos 

m~1s relevantes lemos o de M~1~els e cols. <1984) sobre 

componente s de superfície de mfs . de W. bancrofti, 

demonstrando que o princ1pal componente na superfície das 

mfs . era albumina de soro humano. Dados semelhantes foram 

obl1dos por PhlllPP e cols . <1984) com L . carinii . 

Muitos outros estudos têm sido realizados sobre a 

organização molecular de nematódeos com técnicas de marcação 

rad1oativa, para def1nir componentes a partir de quantidade~ 

dos p~r~sit~s . Em ~lguns destes 

trabalhos os autores têm-se deparado com algumas questões 

importantes no que concerne à natureza dos antígenos obtidos 

e à dependência da detecção dos mesmos com a técnica 

empregada <Sutanto e cols . , 1985; Ta~:tlor e cols . , 

Coracteriza<;:ão 
imunofluorescincia 

de ontígenos filáricos 

Com reldç~o dOS dados obt1dos com testes 

1munofluorescênc1d, verlflcdmos d detecção de 

1986 ) . 

por 

de 

sit i os 

dnt1gênicos com soros imunes (cdmundongos ou humanos) 

n~s mfs . e ld.rV~S de W. bancrofti . Estes 5 ít i os 

localizaram-se nas extremidades anteriores e /ou 

f.'Osterlores respectlVdmente . Nos ovos e embriOes de 
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sit lOS revelaram-se como pontos ant1g~nicos 

bem def1n1dos ao longo da superfíc1e dos mesmos . 

leve reaÇdO observada com soro humano normal em 

dos testes. pode ter SldO devida adsorção 

inespecífica 

superfície 

inespecífica. 

do 

do 

conjugado 

parasita, 

(anticorpo 

provocando 

secundário). a 

fluorescência 

De acordo com e cols . (1979), reações 

falso-positivas encontradas com o uso de soro humano normal 

podem ser expll.cêidas pelêi exl.s t ência de anticorpos. 

orig1nados do hospedeiro, aderidos à bainha dos parasitas . 

No presente estudo as reações inespecíficas foram 

observadas com soro humano normal de área não endêmica e 

apenas quando utilizamos mfs . não cultivadas in vitro . 

Muitos estudos foram realizados sobre reações de 

1munofluorescªncia ~nvolvendo bainha, cutícula e citoplasma 

de mfs . íntegras ou fragmentadas <Gonzaga dos Santos e 

CO 1 s • 1 1976; fhddle~ e Hedge, 1977; Kaliraj e cols . • 1979) 

e, ma1s recentemente, com antígenos E/5 <Kharat e cols .• 

1983) . Embora os estudos acima conf1rmem que os anticorpos 

envolv1dos nestêis reêiçÕes não são letais ao parasl.ta, os 

mecêinl.smos ll.gados d fluorescência sdo 1mportantes no que se 

refere a sobrev1vênc1a das m1crof1lárias . 

Um outro ponto que cons1deramos 1mportante f01 

realização dos testes sem fixação prévia do antígeno em 

lâmina, pois quando assim o fazíamos, havia muitas reaçÕes 
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1nespecíf1CdS de f1uorescêncld, obtldds mesmo 

l rd t~ vâmos prevldmente o dnlígeno com enz1ma ~roteo1itlcd . 

Isto e recomendddo por outros pesquisadores, pdra expor umd 

rndlOr com dntlcorpos 

especif1cos que â obtidd com o uso de mfs . fragmentadas 

<C onzagd dos Santos e cols ., 1976) . Todds dS etdpas do teste 

foram então, realizadas em fase líquida, com mfs . íntegras 

geralmente obtidas de cultivo in vitro . Os resultados foram 

conslderdvelmenle melhores com re ld ç~o ~ espec1f1c1dade dos 

anti-soros e eliminação de reações inespecíficas . 

Quan t o ao conjugado (anticorpo secundário ) 

empregado nas reações, verificamos que o anti-IgG (de 

cdmundongo ou humdno) fo1 o que reagiu mdlS intensamente com 

os anti-soros empregados, comparados com o anti-IgM. Na 

verddde d presençd destds duds clâsses de imunoglobulina em 

soros 1munes de PdCien l es com fildriose, J~ fo1 verificadd 

por Kharat e cols . <1983). 

De modo gerdl , nossos dâdos n~o diferem qudnto d 

local1zação de sítios antigênicos nos parasitas, detectados 

pelos anti-soros empregados em relação aos obtidos por 

outros pesquisadores . 

Produção de ~nticorpos monoclonais - AcMn 

Qudnto d produção de AcMn contrd antígenos de 

W. bancroft i, o1Jt1vemos d1versos clones 

anticorpos contrd diferentes dntíyenos deste 

verificados através de ELISA. 
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Poucos trabalhos t@m sido des c ritos a respeito de 

AcHn contra W. bancrofti . Entre os ma1s recentes podemos 

c1 t<1 r o de Redd!:! e co l s . <1984b), que produz1ram AcHn contra 

antígenos E/S de W. bancrofti durante cultivo in vit ro de 

m1crofll~ri<1s e o de Weil e cols . <1987) que produziram um 

ãn l lcorpo monoclon<1l que de t ecto u <1n t ígeno c1rcul<1nte em 

pacientes com filariose bancroftiana. Os estudos nesta area 

t êm SldO limitados pela dificul dade de obtenção de 

proteínas de W. bancrofti em grande quantidade . Assim, 

mu1 \. os Lêm s1do rei:i l l~i:idos com <1 ntígenos 

de Pi:i r i:i sili:i S relclClOncldOS, para <1 obtenção de re<1gentes 

úte1s em filariose humana e animal ( Des Houtis e cols . , 

1983, AY!:Ii:irwcd e cols . , 198:3 ; Fors!;lth e cols . , 198J) . 

Quanto aos AcHn anti L. carinii, obtivemos bons 

resu1l<1dos em ELISA e " Western blotting ". Os resulti:idos em 

ELISA foram bons quando utilizamos quaisquer das preparações 

antigênicas deste parasita . 

Apesar di:i disponibilidi:ide de ma t er1<1l de L. carinii 

<ovos / embriões e vermes adultos), nenhum trabalho relevante 

fo 1 descr1to sobre produção de AcHn con t ra este parasita . 

No~sos d<1dos 1nd1c<1m que <1 ob t enção de AcHn contra. 

antígenos de L. carinii é de importância não só para 

o es t udo de f1lar1ose <1n1mal como de 

humana, mais estritamente, a bancroftiana . 

Ou<1nto 4:10 uso de <1ntígenos c1rcula.ntes, 

reatividade dos soros imunes (policlonais) de camundongos 
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fo1 mais intensa que a dos soros humanos im u nes . A fraca 

re<it lVldd.de dos AcHn e poss1ve1mente devida sua 

espec1f1c1dd.de contra proteínas d.Usentes nos soros de 

pacientes aqui empregados . 

Os AcHn apresentaram reação posit1va em ELISA, 

contra proteínas E/5 in vitro. Embora a intensidade da 

reaç;.lo n;.lo tenha SldO t;io forte quanto a obtldd. 

com d.ntígenos somit1cos, nossos resultados não diferem 

dd.que1es obtldos por Redd~ e cols . 

(1984b). 

[nlre os AcHn testd.dos, d.pend.s o subclone 14 688 

mostrou reação fluorescente com mfs . , indicando que, após 

subclonagem, obtivemos um anticorpo monoclonal dirigido 

a SÍllOS d.ntlgênlCOS nd.s extrem1dades de mfs . de 

W. bancroft i. 

Reatividade cruzada entre proteínas de W. ~-n~~gfti 
e L... ~il~inii 

Quando existe simild.ridd.de genética entre 

parasitas, relacionados proximamente <da mesma família ou 

gênero) ou mais distantemente (da mesma ordem ou classe) hi 

a possibilidade de utilização dos antígenos de uma outra 

espec1e (heteroantígenos) para a verificação de reatividade 

cruzada e posterior utilização como antígeno alternativo. Em 

filariose, o uso de heteroantígenos e muito comum, tendo 

em vista a falta de antígenos parasitirios específicos em 

quantidade suficiente para as diversas finalidades . 
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Um estudo com heteroantigenos foi realizado por 

D1ssana~ake e Ismail (1980b) e mostrou que quando uma fração 

antigênica de Setaria digitata (que apresentava a ma1s alta 

reat1v1dade com antígenos de W. bancrofti ) era usada em 

ELISA, apenas ba1xos níveis de anl1corpos eram detectados em 

soros de 1nd1viduos ~u~ n~o t1nham ev1dênc1as de infect:~o 

com W. bancroft i. Ul1li~ando soro 1mune de gado 1nfectado 

com S . digitata, concluíram que este soro poderla ser usado 

para uloquear reat1v1dade cru,ada com anticorpos do soro de 

1nd1viduos que não apresentavam evidências de infecção com 

W. bancrofti 

O estudo ac1ma ev1denc1a um aspecto bastante 

favorável do uso de heteroantígenos . Por outro lado, e 

preciso que estes antígenos sejam de espécies as ma1s 

proximamente relacionadas, pois problemas tais como falsas 

reações pos1l1vas ou negat1vas s~o frequentes 

Tl.omas, 1974). 

<Ambrolse-

No presente estudo, de 

Litomosoides carinii, verme parasita de ratos silvestres, 

que l em s1do uma das espéc1es de filarídeos mais ut1l1zadas 

como l.et eroant ígeno em estudos de 

disponib1l1dade de antígenos (de vermes adultos ou 

embrionárias> . 

formas 

Os exper1mentos com L. carinii. t1veram como 

objetivo principal a verificação da existência de 

reatividade cruzada com antígenos de w. bancrofti . 

Constatamos que o nível de anticorpos contra antígenos de 
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W. bancrofti com o soro i:inti L. carinii. med1do por 

densidade Óptica apos ELISA, foi de intensidade maior que 

quando usi:imos o soro 1mune ant1 w. bancroft i contra 

antígenos de L. carinii . Estes resultados confirmam nossa 

da ex1stênc1i:i de reativldâde cruzodâ entre 

esles do1s nemi:itÓdeos. Este é ma1s um 1ndíc1o da proxlmldâde 

genét1ca ex1slente entre eles <Culbertson e cols, 

Dasyupta e Bi:ili:t, 1978; Slore~ e Mettii:is, 1980) . 

1944; 

Com relação à lmunoprecipitação de antígenos de 

superfíc1e de W. bancrofti, com anti-soro contra o parasita 

e contra L. carinii, as bandi:is obt1das demonstraram que 

ambos os i:inti-soros reconhecem e prec1pitam frações 

protéicas comuns aos dois parasitas . Não podemos entretanto, 

de1xar de considerar que utilizamos neste experimento soros 

pol1clonais, que podem apresentar 1números i:inticorpos contra 

diferentes 

antigênicos . 

antígenos com diferentes determinantes 

A reat1v1di:ide dos soros i:inti L. carinii 1ndicâ o 

existência de homologia entre estes dois parasitas . Um 

!:!Xlenso esludo sobre preclPlli:iç~o de i:intígenos foi 

realizado por Lobos e Weiss (1986), sendo observado que 

os soros 

continham 

volvulus, 

filarídeos. 

Os 

de pac1entes 1nfectados com W. bancrofti 

anticorpos contra 85 antígenos de Onchocerca 

evidenciando assim a semelhança entre os dois 

resultados obtidos com testes de 

imunofluorescência entretanto mostraram que a maioria dos 
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ant1-soros empregados n~o apresentou reaç~o cruzada entre 

W. bancrofti e L.carinii. demonstrando a preferência do 

teste por antígeno homólogo . Isto indica que as proteínas 

compartilhadas pelos do1s f1larídeos e detectadas por ELISA 

e 1munoprecipitação têm localização preferencialmente 

interna, sendo as proteínas de superfic1e mais 

especificas . Tal situação é possivelmente explicada pelo 

fato de que estes do1s filarideos 1nteragem com hospede1ros 

diferentes, e as proteínas expressas na superfície têm um 

papel fundamentai nesta interaçao . Desta maneira, pode-se 

supor que ao longo do processo evolutivo tenha-se mantido 

um~ semelhdnç~ yenét1ca entre estes fll~ride o s ao nivel das 

prot~ínas som~ t lcas, sendo entre t anto ex1g1d~ uma adaptação 

a d1 f eren i es ambien t es, e ~orL~n t o uma d1verginc1a, a nivel 

das proteínas de superfície. 

fados os estudos realizados seJ~ com 

W. bancrofti ou L. carinii, estão estreitamente ligados 

quanto aos resultados obtidos . Estes dados, apesar de 

~rel1m1nares, contr1buem ~ara a ava1l~ção da prox1m1dade 

genética dos parasitas e para a elucidação dos mecanismos 

imunogenéticos desencadeados no organismo parasitado . 
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4.2 Cultivo in ~ittg de Microfil,rias de Wu,hltltia 
bao~~gfti - Viabilidade e Diferenciação 

O cult1vo in vitro de mfs. de W. bancrofti e outros 

parasitas relacionados têm receb1do a atenção de muitos 

pesquisadores. Este método constitue-se em uma das 

~lternallvas Para o estudo do processo de d1ferenc1ação de 

um organismo, sob condições ambientais semelhantes as 

observadas in vivo , bem como para a anál1se da capacidade de 

sobrev1vênc1a destes ~aras1 t as d variações de nutr1entes, 

l em~era l ura, press~o etc. 

No presente estudo, o cultivo in vitro de mfs . de 

W. bancrofti permit1u acompanhar o processo de diferenc1ação 

quando submetido a d1ferentes condições de 

manutenção . O objetivo princ1pal foi investigar os agentes 

1ndulores do processo de diferenc1aç~o dos embriões . Outros 

aspectos também analisados foram: manutenção da viabilidade 

sob diferentes condições, efeito de soro imune sobre a 

das m1crof1l~rias e indução de aderência 

de célulâs de exudalo per1toneal mur1no <CEP> aos paras1tas . 

Nos prime1ros exper1men t os ver1f1camos 

viabilidade das mfs. em três diferentes meios de cultivo . 

Os resultados indicaram que os parasitas são muito 

resistentes ao cultivo in vitro sendo observado em um dos 

exper1menlos Vlabllidade pr6x1ma a i00X até o 219 dia de 

cult1vo . Algumas condições entretanto mostraram-se incapazes 

de manler as mfs . v1vas além de um período de 24 h. 
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Dos três meios empregados HEM, RPHI 1640 e 199 (A, 

B e C respectlvcmente), o pr1me1ro fo1 o ún1co em que as 

mfs . só se mantiveram viáveis por 4 dias com ou sem 

complementação de soro e/ou aminoácidos açúcares e sais 

orgânicos do meio de Grace para insetos (aao). 

A~esar de sua compos1c;:io s1mples, o me1o A tem s1do 

empregado com sucesso no cull1vo de f1larideos. Ando e cols, 

(1980a) obtiveram viabilidade próxima a 100 Y. com mfs . de 

Dirofilaria immitis durante 16 dias neste meio a 27°C ou a 

J6° C e resultados semelhantes são descritos por Ando e 

Kitamura ( 1982) . A ineficácia deste meio em manter as mfs . 

de W. bancrofti, pode advir de diferenças bás1cas no 

metabolismo destes dois filarídeos . 

Quanto aos me1os B e C, mostraram-se s1m1lcres na 

manutenção da viabilidade das mfs., sendo a complementação 

com soro bovino ou humano necessária para tal, já que em sua 

ausência as mfs. 

semelhcnles forem 

sobrevivência de mfs . 

J, 4, ~ e 7 dics 

morrem em poucos dias . Resultados 

obtidos por R1poll (1985) 

em meio RPHI 1640 sem soro, 

onde 

foi de 

respectivamente W. bancrofti, 

Dipetalonema perstans, Dirofilaria immitis e Loa loa. Outro 

f ctor u t il1zado nestes exper1mentos fo1 umc concentração 

maior de C02 (10X) em contraste com a utilizada no presente 

>.:rcbalho que fo1 de ~Y. . Resum1ndo, c adição de soro é 

fundamental para a viabilidade das mfs., bem como a presença 

de C02 . 
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Observamos também que o soro pode ser substituído 

por células " alimentadoras " , sob a forma de uma camada de 

CEP . Estas CCP poss1velmente liberi:im fatores de cresc1mento 

ou outros metabolitos que contribuem para a sobrev1vência 

dos parasitas . Estudos adicionais visando a purificação. 

identificação e utilização destes fatores de cresc1mento 

serão de valiosa importância na adequação de meios de 

cult1vo ma1s favoráve1s à manutenção destes parasitas . 

Outro fator a considerar é que os soros ou as 

células possam contribuir para a otimização da tonicidade ou 

pressão osmótica do meio de cultivo, fornecendo assim 

melhores cond1ções i:imblenli:ilS à mlcrofildrli:iS . 

Assocli:ido CiOS me1os B e C, e complemenli:iç~o destes 

com soro ou aao, a manutenção das placas a 37°C com 5Y. de 

C02 no ar foi necessária para que as mfs. mantivessem 

Vli:iUllidi:ide prÓxlmi:i i:i 100Y. e motilldade máxima durante 

periodos super1ores i:i 20 dii:is. Estes resulti:idos concordi:im 

com estudos efelui:idos por Ando e cols . <1980a) com 

D. immitis, enquanto Kharat e cols . (1980) observaram apenas 

20Y. de mfs. de W. bancrofti VldVels no 20º d1a de cult1vo 

em condições semelhantes às nossas . Estas condições são na 

real1dade semelhantes às encontradas pelas mfs . no 

hospedeiro definitivo, pr1nc1palmente quanto à tonicidade do 

meio, presença de nutrientes e temperatura . Mantidas estas 

cond1ções os embr1Ões permi:inencem VldVels durante períodos 

de tempo reli:itlvamenle longos. 
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O pH dos meios de cult1vo, entre 7,3 e 7,4 quo.ndo 

de sua preparação, mostrou-se outro fator fundamental para 

mo.nu1..ençdo da v1o.b1lidade das mfs .. 

exp e r 11nen to, o meio foi acresc1do de HEPES e as pldcas 

mantidas em caixas contendo SY. de C02 e incubadas a 37°C em 

é'stu fa comum . Nestas cond1çÕes o pH do me1o ndo se manteve 

denlro da falxa 7,3-7,4, sofrendo alcal1n1zação. Quando 

comparamos este experimento com outros posteriormente 

reall,o.dos, nos quo.1s as pldcas foro.m 1ncubado.s em estufa de 

C02 automática, observamos que nestes a viabilidade das mfs . 

tornou-se bem ma1or . Por outro lado, nos cult1vos a 28°C ou 

a 3 7 ° C sem C02, a presença ou ausência de HEPES no meio 

determinou a manutenção ou não da viabilidade das mfs . . A 

me lh or faixa de pH dos meios de cultivo, utilizada por 

outros pesqu1so.dore~, fo1 semelhante, 7,2 a 7,6 para 

D. immitis e Dipetalonema perstans <Ripoll, 1985> . Esta 

~ltima autora encontrou que po.ra Loa loa o pH mais propicio 

do meio de cultivo é diferente, sendo igual a 8,0. 

No que se refere aos estudos sobre diferenc1ação, 

não ex1ste ainda um quadro claro de como ocorre e quais os 

fatores 1ntrinsecos e ext r ínsecos responsáve1s pelo 

processo. 

Entre os nematódeos, que são formados de um numero 

relatlvamente grande de células, e que estão class1f1cados 

em um pequeno n~mero de t1pos celulares, o modelo para 

esludo do processo de desenvolvimento celular é o 
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Caenorhabditis elegans . Este é ~n~t6m1ca e genet1camente 

s1mples e tem fornecido d~dos 1mportantes sobre os estudos 

em questão . <Alberts e cols . , 1989) . 

Em nossos exper1menlos de cull1vo in vitro de mfs . 

realizamos o estudo do processo de diferenciação relacionado 

às condições ambientais no que se refere ao meio de cultivo, 

\. emper~tur~ . nutrlcion<us ou 

controladores de pH . 

E sab1do que ~ diferenc1açcio d~ célula ou tec1do, e 

a expresscio extern~ de eventos regulat6rios que controlam a 

síntese de RNA e proteínas especif1cas . A at1vação gên1ca 

em Vdrlos s1slemas de di+erenc1aç:ão pode ocorrer 

1ndependentemenle, e 

caraterísticos do 

dev1do 

sistema ou em outros 

1nternos 

pontos do 

desenvolvimento, com ~ p~rticip~çcio de ~gentes 1ndutores do 

processo . A questdo ch~ve que vem ~companh~ndo ~s pesqu1sas 

direc1onad~s ao processo de diferenc1aç:cio, seJa a nivel 

celular ou de organismo como um todo, é saber quais os 

fatores específicos responsáveis pela indução deste 

processo . 

Os resull~dos dos nosso exper1mentos indicaram que 

a condição critica para o desencadeamento do processo de 

d1ferenc1açcio 

observ~das as 

fo1 

form~s 

viabil1dade das mfs . 

67Y. de f'ormas 

foram 

larva1s do p~ras1ta . A 28 ° C i:.t 

foi menor que a 37°C, mas observamos 

IV ( " s~lSlCh~ · ·) no di~ . As 
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modif1cações morfológicas apresentadas pelas mfs . 

correspondem ~quel~s observad~s in vivo no hospede1ro 

intermediário . Estes experimentos levantaram uma importante 

ques t :io : se dS cond1ções de cult1vo puderem ser melhor~d~s. 

no sent1do de obter-se ma1or Vl~b1l1d~de, será possível 

induzir-se in vitro a diferenciação do parasita a t é a larva 

1n f ec l ~nle r A ~dlçdo de nu t r1entes proven1en l es de extr~ t o 

ce l ul a r de 1nse t os ve t ores do par~ s l l ~ pode ser um es t ímulo 

ad1ciona 1 para que o processo se complete . Entretanto, nas 

nossds condições, nao notamos modlflcdçÕes em ~lguns dos 

exper1men t os, 

drosófilas . 

apos a adição de um extrato ob t 1do com 

A 1nd~ sobre ~ t emperatura, esta tem-se mostrddo um 

fator 1mportante na indução do processo de diferenc1ação em 

filarídeos. Assim, em um dos trabalhos pioneiros nesta área, 

Coutelen ( 1929 ) observou es t ágios iniciais de diferenciação 

de mfs . de W. bancroft a temperatura ambiente . Neste mesmo 

paraslt~. Kharal e cols . <1980) descrevem diferenciação até 

a forma IV em me1o 199 com 10X de soro humano inativado, a 

í2 ~ C. Ando e cols . ( 1980a ) cultivaram mfs . de D . immitis 

observando formas diferenciadas apenas na 

E 1nteressante notar que, 

me1os de cull1vo u t illLados por estes autores, 

<M-41 e NcTC-109) induziram as transformações . 

do s qua t ro 

apends dois 

No meio TC-

199 não ocorreu a diferenciação, contrariamente aos nossos 

resultados com W. bancrofti . 
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Uma possível explicação para o efe1to da 

temperatura na indução da diferenciação das mfs. em larvas. 

decorre do fato de que, no hospedeiro definitivo <mamíferos ) 

os embriões encontram-se a temperatura de 37 °C . Por outro 

l âdO, nos mosqu1los <ou outros 1nsetos, 

intermediários) a temperatura 1nterna é menor 

hospede1ros 

que 30 ° C . 

Assim este pode ser um dos fatores que induzem a 

t ransformaç~o dos embr16es em 1nfecç6es na t urais. 

Ando e Kilamura <1982) descrevem exper1men t os que 

apontam a pressão osmótica do meio como outro fator 

de t erm1nanle da diferenciaç~o em mfs . de D. immitis . A 

pressão osmótica mais favorável a este processo é ma1or que 

a do hospedeiro definitivo dos parasitas (o cão> . Os autores 

sugerem a possibilidade de que o desenvolvimento dos 

embr16es na forma " salsicha·· seJa dev1do à m<nor pressão 

osmó l 1ca encontrada no 1n t esl1no do mosqu1to quando são 

1nger1dos . 

Devido ao n~mero relativamente pequeno de larvas 

diferenc1adas por nós obtidas, não fo1 possível fazer-se uma 

caracler1zação C:.~nt1gªn1ca ma1s detalhada destes est~d1os. Os 

testes de 1munofluorescênc1a entretanto demonstraram que ao 

menos algumas das proteínas de superfíc1e expressas pelas 

mfs. são mantidas nos estádios larvais . 

Com os exper1mentos em que util1zamos CEP, em 

presença de soro imune de camundongo, verificamos uma 

aderência preferencial ~s extremidades dos parasitas, sem 
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que entretanto esta aderência afetasse a motilidade dos 

mesmos. Em alguns experimentos quando adic1onamos soro 

fresco de cclmundon9o, o nível de ad erênclcl aumen t ou e a 

mo l 1l1dclde dcls mfs . f o1 afe t adcl 1ndicando uma cooperaç~o dos 

anticorpos presentes no soro de camundongo 1mune com o 

slstema de com p lemento presente no soro fresco . Em 

contrapartida, alguns soros com ou sem ad1ção de soro fresco 

induz i ram uma alta proporção de mfs . com CEP no primeiro dia 

do experimento, mas não nos d1as 3 e 7, sendo diretamente 

depenaenle de ma1ores concen t rações do soro . 

ocorreu mesmo na ausência de soro imune . 

Es t e fa t o 

Aggarwa l e cols . (198 5) ut1l1~ando antlcorpo 

monoclonal e adição de soro fresco de camundongo, em cultivo 

de mfs . de Brugia mala~i observaram que o nivel de 

aderência e morte das mfs . foi visivelmente aumentada, 

~uger1ndo uma par t lClPação 1mport a nte do complemento naquele 

s1stema . 

Com relaç~o aos soros humanos, apenas dois soros 

for a m s19n1ficantes na diminuiç~o da v1ab1lidade das 

culturas : o n9 6 (de individuo assintomático) e o nº 42 (de 

individuo portador de parasitose), onde a viabilidade ca1u 

p ar a 42 ~ e 4~ X respec t 1vamente, no d1a 7 sem complemen t o . 

Após a adição de complemento causaram a morte de· 100X das 

mfs . dentro de 2 4 h . Ass1m, o complemento ad1c1onado fo1 o 

fator responsável pela perda total da viabilidade das mfs .. 

Outros soros humanos 1munes nio foram s1gn1ficantes 
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na perda da v1au1lidade das mfs . com ou sem ad1ção de 

complemento . Como o soro nº 6 posssuía uma taxa elevada de 

eosinófilos. embora dentro dos limites, e o soro n9 42 era 

h1pereos1nófi1o 

podemos suger1r 

(quase o dobro de eos1nÓf1los do pr1meiro), 

que poss1velmente a presença elevada de 

eosinófilos. juntamente com a adição de complemento e ainda 

ma1s algum fator presente nestes soros, tenha mediado uma 

ma1or aderênc1a de CEP e morte de m1crof11ár1as. Multo 

embora a a n~l1se estatisl1ca real1zada n~o tenha mostrado 

correlaç~o Slgn1f1cat1va entre o número de eos1nÓf1los de 

pac1en l es s1nlom~ l lcos e ass1ntomáticos, com a porcentagem 

de aderênc1a de CEP aos parasltas, 

ex1s t ênc1a de um papel dos mesmos, 

não podemos descartar a 

JUntamente com outros 

fatores, na 1nduç~o de aderênc1a de CEP d microf1lár1as, 

Apesar do pequeno número de soros ulil1zados verificamos uma 

diferença nas médias obtidas com os soros de pac1entes com 

d1ferentes s1nlomas clinicas . 

A 1nduç~o de um mecanismo de destruição anticorpo­

dependente e med1ado por eos1nÓf1los em helm1ntos já foi 

observada por Kazura e Grave <1978) . Estes verificaram que a 

ad1ção de CEP contendo mais que 20Y. de eosinófilos em 

presença de soro de camundongo imune, causou a morte in 

vitro de 99Y. de larvas de Trichinella spiralis . 

Anal1sando todos os dados podemos afirmar que a 

adição de soro fresco de camundongo com soros de camundongos 

1munes ou com soros humanos 1munes fo1 eficiente na 1ndução 

de aderência das CEP às mfs . . 
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Com relaçao ao aproveitamento do meio de cultivo 

durante ou após os experimento de cult1vo in vitro de mfs . , 

realizamos a análise destes me1os em ELISA para verificar a 

ex1stência de antigenos E/S . Todos os soros de camundongos 

1munes ou de paclentes com f1lar1ose bancroft1ana, bem como 

os anticorpos monoclonais testados foram em maior ou menor 

grau, úte1s na detecção de antígenos E/S . No entanto, 

acredltamos que um processamento ma1s ref1nado destes 

antígenos possam levar a resultados ma1s fortes e relevantes 

no que se refere d detecção destas proteínas por ELISA . 

Outro e a necess1dade de 

realizar-se a purificação e análise bioquímica destas 

proteínas e outros fatores presentes no meio, para 

ver1f1cação da presença dos mesmos antes e ap6s o cult1vo 

com mfs., como t em s1do feito por outros pesqu1sadores a 

partir de experimentos como estes . Assim, a composição de 

aminoácidos ou glicose nos me1os, antes e após o cultivo, 

foi determinada com mfs. de D. immitis e de B. pahangi 

<Ando e cols . , 1980b; Howells e Chen, 1981 respect1vamente> . 

Os dados aqui obtidos, embora preliminares, 

forneceram 1nformações relevantes e úte1s para o estudo 

do processo de d1ferenc1aç~o de fllarídeos . O objet1vo final 

destas pesqu1sas é a obtenção de um quadro completo das 

cond1ções 1ndutoras responsave1s pelo desenvolv1mento 

desles organ1smos, bem como pelo controle 1munogenético dos 

mecanismos da resposta imune que diferencia cada um destes 

s1stemas. 
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~ R E S U H O E C O N C L U S O E 8 

O verme Wuch•r•ria bancrofti <Filarioidea) é o 

principal filarídeo causador de filariose linfática no 

homem . No presente trabalho utilizamos microfilárias <mfs . , 

forma embrionária) deste parasita, obtidas do sangue de 

indivíduos infectados, provenientes de Recife <PE> e áreas 

vizinhas, onde a doença é endêmica . 

As mfs . isoladas do sangue, foram processadas para 

a obtenção 

íntegras-WBI; 

de diferentes preparaç:5es antigênicas : mfs . 

extrato protéico solúvel, obtido por 

rompimento dos vermes em ultra som-WBT; sobrenadante de 

WBT-WBS e o precipitado de WBT-WBPPl . 

Os 

finalidades : 

eletroforese, 

antígenos 

E.LISA, 

marcação 

foram utilizadas para diversas 

imunizações de camundongos, 

radioativa, imunofluorescência, 

"Western blotting" e cultivo in vitro . 

Análises por Elisa mostraram que todas estas 

preparações induziram em camundongos uma resposta imune, 



destacando-se as preparações WBS e WBI . De 5 a 10 ug/ml de 

proteínas de cada amostra de WBS foram suficientes na 

detecção de anticorpos anti W. bancrofti em ELISA . 

Um estudo da resposta imune em camundongos, 

com as diferentes preparações antigênicas, evidenc1ou uma 

reação mais forte (em ELISA) dos soros anti WBS comparadas 

com os soros anti WBI após a terceira imunização <100 

ug/dose/camundongo e 200 ou 300 mfs . /dose/camundongo 

respectivamente); Deve-se ainda considerar que a formação 

de complexo imune circulante é possivelmente maior nos 

camundongos imunizados com WBS, diminuindo assim o titulo de 

ant1corpos circulantes anti WBS . 

Os soros de camundongos imunizados com as 

diferentes preparações antigênicas de W. bancrofti fora• 

testados a cada dose e os mais positivos estocados para 

utilização em outros testes . Os animais considerados bem 

imunizados foram selecionados para sacrifício e utilização 

do baço na produção de hibridomas . Dentre estes a produção 

de anticorpos monoclonais <AcHn) foi realizada com um 

exemplar imunizado com três doses de 200 mfs . e os seguintes 

clones foram obtidos : 3H4, 4H2, 6E2 e 7E3 . Alguns subclones 

foram selecionados para estudos posteriores . Os AcHn foram 

úteis na detecç~o de antigenos de W, bancrofti em ELISA, 

porém não apresentaram forte reação após transferência dos 

antígenos migrados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida-SDS ao papel de nitrocelulose-NC ("Western 
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blotting") . Descartamos o problema de técnica, tendo em 

v1sta que houve detecção de antígenos em NC quando da 

utilização de soros de camundongos imunes (anticorpos 

policlonais) . E possível que os AcHn produzidos e utilizados 

fossem dirigidos a pequenas frações protéicas 

transferidas ao papel de NC . 

Quanto à caracterizaç~o antigênica de mfs. de 

w. _bancrofti, realizamos a migração de proteínas por 

SDS-PAGE e obt1vemos a marca ç ão de bandas apenas com a 

ut1lização de WBPPT . Assim, detectamos uma banda de peso 

molecular <PH> entre 55 e 70 kDa, uma menor de PH entre 40 e 

45 kDa e uma terceira de PM entre 10 e 20 kDa . Acreditamos 

que a possível perda de proteínas por degradaç&o foi 

responsável pelo pequeno número de frações obtidas em gel, 

tendo em vista que a concentração protéica obtida após o 

romp1mento dos parasitas, centrifugação e concentração, era 

suficiente para a detecç~o de um ma1or número de bandas. 

o fato acima levou-nos a realizar a marcação 
131 

radioativa de mfs. de w. bancrofti com I ' objetivando 

definir melhor um padrão protéico de bandas. Assim, 

proteínas de superfície <PS> e proteínas internas + 

proteínas de superfície <IS> foram radioativamente marcadas, 

processadas e postas para migração por SDS-PAGE . Com o 

precipitado de PS três distintas bandas foram detectadas, 

com PH semelhantes aos obtidos com SDS-PAGE de WBPPT . Com o 

sobrenadante de PS n~o detectamos nenhuma banda . Com o 
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precipitado de IS observamos algumas bandas de PH 

semelhante às observadas com o precipitado de PS . Quanto ao 

sobrenadante de IS não detectamos bandas definidas, porém em 

algumas das marcações observamos uma banda levemente marcada 

de PH entre 50 e 80 kDa. 

Os resultados acima forneceram mais informações a 

respeito das proteínas de mfs . de W. bancrofti, no entanto, 

muitos outros estudos precisam ser e alizados, para defin1r 

e caracterizar estes antígenos, sendo necessário adaptar 

a1nda mais a técn i ca de iodinação com estes parasitas . 
131 

Ainda com I foi realizada imunoprecipitação com 

sobrenadante de PS e IS, utilizando soros de camundongos 

anti WBS e anti antígenos de L. carinii. A revelação, 

embora com forte reação de "background", evidenciou a 

precipitação de duas bandas <uma de PH entre 50 e 80 e outra 

de PH entre 10-20 kDa> com ambos os anti-soros no 

sobrenadante de PS . Isto indica que os anticorpos foram 

dirigidos a estas bandas especificas e presentes na 

superfície do parasita, já que com o uso destes mesmos 

anticorpos não foram detectadas bandas com o sobrenadante de 

IS. E possível que os antígenos detectados apresentassem 

determinantes comuns aos dois parasitas, dai o 

reconhecimento e precipitação por ambos os anti-soros . 

Entretanto temos de considerar que utilizamos, neste caso, 

anticorpos policlonais, onde inúmeros anticorpos podem ser 

dirigidos contra diferentes determinantes antigênicos de 
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diferentes antígenos . 

Um outra banda não bem definida 

apenas com o anti-soro anti WBS . 

foi detectada 

Num outro estudo objetivando detectar anticorpos a 

sítios antigênicos específ1cos do parasita, realizamos a 

imunofluorescência ind1reta com anticorpos-IFAT e 

constatamos que os soros 1munes de camundongos anti WBI 

bem como um AcMn <subclone 14688) reag 1ram em sítios 

localizados principalmente nas extremidades do parasita . 

Observamos a mesma reação com os soros humanos imunes . Não 

houve fluorescência específica com os soros de camundongos 

anti WBS . Outro fato é que os anticorpos mostraram reação 

mais forte quando o conjugado <anticorpo secundário) 

utilizado nestes testes era anti-IgG e não anti-IgM . Assim, 

os anticorpos são possivelmente de classe IgG . Estes 

resultados foram obtidos sempre com mfs . íntegras postas em 

lâmina no momento da reação final ou seja, o antígeno não 

fo1 previamente fixado, evitando reações inespecíficas . 

Finalmente realizamos o cultivo in vitro de mfs . de 

W~ _bancrofti, objetivando o estudo preliminar das condições 

indutoras do processo de diferenciação destes parasitas . 

Algumas conclusões obtidas com este estudo foram : 

O parasita é bastante resistente ao cultivo in 

vitro, mesmo após o estresse a que é submetido quando do seu 

isolamento do sangue, mostrando viabilidade média próxima a 

100Y. nos primeiros dias; 
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O parasita suporta bem temperaturas de 28°C e 

37°C, sendo a de 37°C onde melhor se manteve; 

Dos três meios de cultivo empregados, HEM, 199 e 

RPMI 1640, apenas no 1Q o parasita não foi capaz de 

sobreviver além de 4 dias ; 

A diferenciação ocorre nos meios 199 ou RPMI 

somente a 28°C; e as modificações morfológicas observadas 

cor respondem 

intermediário 

as que ocorrem in vivo 

(formas I, II, III e IV>; 

no hospedeiro 

O uso de soro fetal bovino ou soro humano normal 

foi essencial para a manutenção das mfs . podendo o soro ser 

substituído por "células alimentadoras " sob a forma de uma 

camada de células de exudato peritoneal murino-CEP; 

Alguns soros humanos imunes + o sistema de 

complemento (de soros normais> induziram uma maior número de 

células aderentes <CEP> aos parasitas, indicando que aqueles 

soros possivelmente possuíam mais anticorpos específicos que 

outrps soros humanos imunes testados . 

A análise dos dados obtidos sobre a aderência de 

CEP aos parasitas quando do uso de soros humanos imunes, não 

revelou correlação estatisticamente significante entre 

número de eosinófilos e a porcentagem de aderência de CEP 

à __ mfs . durante cultivo in vitro. E possível entretanto, que 

haja uma relação entre eles, pois houve diferença entre as 

médias de aderência de CEP com os soros de pacientes com 

d~ferentes sintomas clínicos e assintom,ticos . Outro fato a 
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cons1derar é o pequeno nómero de ~mostras que utiliz~mos; 

As mfs . l1beram durante o cultivo in vitro, 

produtos de excreção e/ou secreção, detectados por ELISA com 

soros imunes <humano ou de camundongo) ou AcHn ant1 

W. bancroft i. Os resullados 1ndicaram que estes antígenos 

1-'0dem ser b~stante óteis em estudos de filar1ose 

bancroft1ana . 

Hu1tos estudos estão novamente se voltando para o 

cul l 1vo in vitro de fil~rideos . Este estudo permitiu 

lev~nt~r entre outras questões de pr1me1ra 

seguintes : 

1mportc';nc1a as 

A temperatur~ bem como os fatores de cresc1mento, 

provenientes do melo de cultivo ou liberados por células 

alimentadoras, 

diferenc1ação; 

sao pontos-chave 

Este s1stema exper1mental 

no proce.sso de 

permite prever-se a 

possibilidade de, melhorando-se as condições de cultivo no 

que se refere à viabilidade, induzirmos a diferenciação até 

a forma de larva infectante, 

A comp~raçio dos estudos feitos por d1ferentes 

laboratórios, quanto às necessidades nutr1ciona1s e às 

cond1ç::Ões 1ndutoras do processo de diferenc1aç::~o de vários 

f1larideos, pode 1nd1c~r o grau de semelhança genética entre 

1:11es . 

Os estudos de cultivo 1n v1tro aqui real1zados, 

confirmaram a importância dos mesmos por outros 
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pesquisadores e deram-nos informações importantes para 

estudos posteriores sobre a diferencia,ão deste e de outros 

filarídeos . 

Quanto ao parasita Litoaosoides carinii, utilizamos 

o verme adulto bem como ovos/embriões, extraídos de fêmeas 

adultas . As preparações antigênicas foram obtidas da mesma 

forma como para W. bancrofti . E, entre estas, a que induziu 

ma1or título de anticorpos foi o precipitado de vermes 

adultos- LCPPTA, muito embora todas as demais preparações 

tenham s1do bastante imunogênicas . 

Um estudo da resposta imune em camundongos BALB/c 

com diferentes doses de ovos/embriões íntegros revelou que a 

resposta e dose-dependente, aumentando com o número de 

. . ~ 

1mun1za,oes . Além do mais as imun1zações por via endovenosa 

foram melhores na produção de anticorpos que as por via 

intraperitoneal, indicando uma tolerância maior ao antígeno 

por esta última via . 

Vários testes ELISA demonstraram reatividade 

cruzada entre L. carinii <LC> e W. bancrofti < WB > . No 

entanto, os soros ant1 LC reagiram positivamente de forma 

mais intensa na detecção de antígenos de WB que os soros 

anti WB na detecção de antígenos de LC. 

Não houve reação dos soros anti LC contra o soro de 

rato. não imune, hospedeiro definitivo de L. carinii, 

indicando que o parasita não apresenta proteínas do 

hospedeiro aderidas à cutícula em grande quantidade. 
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Os resultados obtidos levam-nos a concluir que os 

antíg e nos e anti-soros de L. carinii. que sâ'o mais 

facilmente disponíveis que os de W. bancrofti podem ser 

utilizados como substitutos a estes últimos na detecção de 

anticorpos ou antígenos em infec~Ões com W. bancrofti, 

já que existe similaridade genética entre estes dois 

nematódeos . 

Eletroforese em gel de poliacrilamida com LCPPTA 

detectou três d1st1ntas bandas, uma de PH entre 66 e 80 kDa, 

outra entre 30 e 43 kDa e uma terceira entre 20 e 30 kDa 

(com uma adicional sob condições redutoras> . Outras bandas 

não definidas foram observadas, sendo estas situadas entre 

43 e 80 kDa . 

Com o sobrenadante de extrato protéico de ovos e 

embriões apenas duas bandas definidas foram detectadas, com 

PH entre 70 e 80 kDa e outra de PH entre 20 e 30 kDa . 

Anticorpos monoclonais contra este parasita foram 

produzidos a partir de um camundongo imunizado com ovos e 

embriões . Os segu1ntes clones anti L. carinii foram obtidos : 

3C11, 5B10, 4A11, 3G12 e 4C7. Estes monoclonais foram 

utilizados na detecção de antígenos de L. carinii ou 

W._ bancrofti por ELISA e "Western blotting" e apresentaram­

se bastante sensíveis e específicos ao parasita L. carinii . 

Alguns deles foram testados para verificar reatividade com 

soro humano imune de pacientes com filariose bancroftiana, 

entretanto não apresentaram valores significativos por 
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ELISA . 

A transferência de proteínas em gel de 

poliacrilamida ao papel de nitrocelulose f oi realizada e os 

ant1-soros anti LC bem como os AcHn anti LC, utilizados na 

detecção destes antígenos . Os resultados indicaram o 

reconhecimento por ambos os reagentes de uma banda 

bem definida correspondente à observada em gel com coloraç~o 

convenc1onal de PH entre 20 e 30 kDa . 

IFAT com ovos/embriões de L . carinii ev1denciou 

sit1 os antigênicos bem def1nidos ao longo da superfície dos 

parasitas, sendo a fluorescência especifica aos anti-soros 

ant1 L. carinii . 

Todos os experimentos aqui descritos evidenciaram 

que, apesar das dif1culdades encontradas ao utilizar 

material antigênico de filarídeos, principalmente de 

W.~bancrofti, este é um campo de pesquisas bastante fértil 

e aberto a vár1os tipos de investigação . A busca de 

alternativas em parasitas como L. carinii, que mostrou-se um 

bom material de estudo, é a1nda outra possibilidade a ser 

considerada . 
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S U H H A R Y A N D C O N C L U S I O N S 

Wuchereria bancrofti <Filarioidea) is the major 

l~mphdtic filarial pardsite of mdn . 

In the present work we utilized microfilariae (mf~. 

embrionar~ form) of W. bancrofti obtdined from blood of 

infected individuais from Recife-PE and other areas next to 

lhdt eit~ where fildriasis is endemie . 

The mfs . isolated from blood were proeessed for the 

obtention of different antigenie prepardtions <whole mfs . , 

WBI ; soluble prateie extraet, obtained b~ disruption of 

worms afler sonication, WBS; preeipitated fraction of WBS, 

WBPPT and the erude prateie extract-WBT . 

The anligens were utilized for different 

finalities : ELISA, 

w~stern blotting, 

vitro eultures. 

immunizations of mice, eleetrophoresi~. 

radioldbelling, immunofluorescence and in 

ELISA anal~sis showed that dll the preparations 

elieited in miee an immune response, particular}~ the 



preparalions WBS and WBI . From ~ lo 10 ug/ml prol~in~ of 

W. bancrofti w~r~ ~uffi~i~nt for th~ d~t~ction of ~nti 

filarial anlibodies in ELISA . 

Our sludies aboul the immune r~~pon~~ in mie~ wilh 

the ~ntiyenic pr~par~tion~ ~videnced ~ mor~ ~trony r~action 

<in ELISA> of the anti WBS ~~rum Lompared lo th~ anti WBI 

o;erum ~ftet· th~ thit·d immuni<l!~tion <100 uy/doo;~/mou~~ ~nd 

200 or 300 mf~/do~e/mou~e re~~eLlivel~) . 

It i~ possibl~ that the formation of circulating 

immune complexe~ i~ mo r e frequenl in lhe miL~ immuni~~d with 

WBS, decre~sing thu~ the titer of anti WBS circul~tiny 

anlibodi~~ -

The ~erum of miLe immuni~ed wilh lh~ diff~r~nl 

antigenic pn~p~t·~tiono; of W. biincrofti w~r· e te~ted and th~ 

more positive on~~ were ~lor~d for ulili~alion in olher 

Th~ ~nimals consid~r~d w~ll immuni<!~d w~r·~ s~l~ct~d 

for SaLrific~ and utili,alion of s~l~en for lhe produ~tion 

of h~bridomas . The production of monoclonal antibodies 

<AcHn> was aLhieved wilh a mou~e immuni,~d wilh lhr~~ do~~~ 

of mfs . and the followiny clon~s wer~ obtained : 3H4, 6~2. 

7E3 and 4H2 . Hor~ ~ubLlon~~ wer~ ~~l~cted for posterior 

utili<!!ation in other studies. These AcHn were uo;eful in the 

detection of antigen~ of W. bilncrofti in ELISA, bul th~~ 

did not show suffici~nt positive reaction ~fter· tr~nsfer of 

antigen~ from pol~a~r~lamide g~l lo nílrocellulo~~ PaP~r-NC 

<W~st~rn blottiny) . We dio;c~rded th~ possibilit~ of 
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preparalions WBS and WBI . From ~ to 10 u~/ml prol~in~ of 

W. bancrofti w~r~ ~uffi~i~nt for th~ d~t~~tion of anti 

filarial anlibodies in ELISA. 

Our sludies aboul the immun~ r~spon~~ in mie~ with 

th~ antiy~ni~ pr~paration~ ~vid~n~~d a mor~ ~trong r~a~tion 

<in ELISA> of th~ anti WBS s~rum ~ompar~d lo th~ anti WBI 

~erum after th~ third immuni~ation (100 uy/do~~/mou~~ and 

200 or 300 mf~/do~~/mou~e r~~~~~liv~l~> . 

It i~ po~~ibl~ that th~ for·mati.on of ~it-~ulating 

immune compl~x~~ i~ mor ~ fr~quenl in lh~ mi~~ immuni,~d with 

WBS , d~~r~asiny thu~ th~ tit~r of anti WBS ~ir~ulatiny 

antibodi~~ . 

Th~ ~~rum of mi~e immuni,~u with th~ diff~r~nt 

antiy~nic pn~par·ation~ of W. bancrofti w~r·~ t~~t~ú and th~ 

more positiv~ on~s wer~ ~lor~d for utili,alion in olh~r 

t~~t~ . Th~ animal~ ~on~i.d~r~d w~ll immunic!~d w~r~ ~~lected 

for sa~rific~ and utili,ation of s~l~~n for lhe produ~tion 

of h~bridoma~ . Th~ produ~tion of mono~lonal antibodies 

<AcHn> was a~hiev~d wilh a mau~~ immuni,~d with thr~~ do~~s 

of mf~ . and the following ~lon~~ wer~ obtain~d : 3H4, 6~2. 

7E3 and 4H2. Hor~ sub~lon~~ wer~ s~l~~t~d for posterior 

utili~ation in oth~r ~tudi~~ . Th~~~ AcHn w~r~ useful in the 

detection of antigens of W. bancrofti in ELISA, bul th~~ 

did not ~how ~uffici~nt po'~itive r~action aft~r- tran~f~r of 

antigens from pol~a~r~lamide ~~1 to nitro~~llulo~~ pap~r-NC 

cw~~tern blotting) , w~ di~~arded the po~~ibilit~ of 
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t~chini~al pr~bl~ms as th~r~ was a ~l~ar· d~t~ction of 

~ntigens in NC p~p~r when we ulili,~d mous~ immun~ ~~rum 

(poli~lonal antibodies>. It is po~sibl~ that the AcHn 

produced ~nd utili,~d w~r~ dir~~l~d lo sm~ll 

fractions not tran~f~rr~d to th~ NC pap~r . 

For the ~nligenic ch~r~cl~ri~~lion of W. bancrofti 

mfs . w~ anal~s~d th~ prot~ins b~ SDS-PAGE. H~w~v~r-, w~ 

obl~ined prol~i~ b~nd~ onl~ wilh lh~ WBPPT fr~ction, ~fl~r 

conv~nci~nal staininy b~ Co~massi~ blu~ . W~ d~t~ct~d thr~e 

b~nds, with mol~~u14r w~iglh <PH> b~lw~~n 55-70 kD4, ~0-~5 

kDa and 10-20 kDa r~sp~ctiv~l~ . W~ b~lieve that the lack of 

other prolein band~ was ~aused b~ prol~ol~lic degrad~lion . 

In an attempt to d~fin~ a bett~r prot~ic pattern of 
131 

bands, w~ r~al i z~d the radi~lab~lliny of mfs. with I . 

Thus ~urf~ce <PS) ~nd internai + surf~ce <IS> protein~ w~r~ 

radiolabell~d, pr~c~ss~d and s~par·at~d b~ SDS-PAGE . 

When we utili,ed the precipilal~ of PS, thr~e 

distint bands w~r~ dete~ted with PH similar to the those 

obtained b~ SDS-PAGE of WBPPT. Wilh lh~ ~up~rnalanl of PS we 

did not detect an~ band . With the pr~~ipitate of IS, we 

ob~erved some band~ mor~ or les~ al th~ ~ame lin~ of the 

bands obser·ved with the pre~ipitat~ of PS, but with the 

~up~rn~lant of IS w~ did not delecl d~fined bands. Howev~r 

in on~ of them w~ obs~rv~d a fra~tion of PH betw~en 30 and 

80 kDa. The~e re~ull~ wer~ u~eful for the an41~~i~ of 

proteins of mfs. of W. b~ncrofti, but man~ other ~tudies 
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have tu be r~ali~~d tu d~fin~ and to chara~t~ri~~ th~~e 

anligen~ . 

The immuno~r~ti~italion of PS and IS ~up~rnalant 

wa~ made with anti W. bancrofti or Lito•osoides carinii 

mou~e ~~ra . Two band~ wer~ d~t~cled in the PS ~u~~rnalanl 

(one of PH between 30- 80 kDa and other of PH between 10-20 

kDa> wilh bolh th~ anti~~ra. Th~ r~cognilion and 

pre~ipitation of dntiy~n~ b~ both dnti~erd ~how~ th~ 

~xistence of cros~-reatlivil~ b~lw~~n bolh anlig~n~ . In th~ 

~up~rn~tdnt of 18 w~ d~t~~t~d a band not well defined with 

lhe anti W. bancrofti ~erum . Thi~ re~ull~ can indical~ thal 

lhe antibodie~ w~r~ diretled lo anlig~nic d~lerminanl~ 

presents in the surfa~e of the parasites . Huwever th~se 

sludi~~ were r~ali,~d wilh ~oliclonal antibodi~~. where man~ 

kind of antibodies can be directed ayainst different 

anligenit delerminanl~ from diff~renl anlig~ns . 

Immunofluores~en~e anal~ses with anti WBI antiserum 

~howed ~ositiv~ reaclion in siles lotali~ed mainl~ in the 

extt·emit ies of the Pàt·à-;ite . In addt ion we observed the sàme 

reaclion wilh human immune ~~ra . No fluore~cent~ wa~ 

observed with the dnti WBS sera . The subclone 14688 WdS the 

onl~ monoclonal anlibod~ lhal showed immunofluore~c~nc~ wilh 

mfs .. The antibodies showed more positive reàction when the 

secondar~ antibod~ ulili~ed in lhi~ le~l wa~ anli-IyG and 

not anti-IyH, showiny that the antibodies are possibl~ of 

lgG ela~~ -
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r~ali~~d in vitro cultun~':i o f mf':i . of 

W. bancrofti in an allempl lo reali~e a preliminar~ ~lud~ 

of lhe ~ondilion~ re~~on~ible for lhe ~ro~e~~ of 

diff~r~ntiation 

obtained were : 

Som!:! 

- The Parasite i~ ver~ re~iblenl lo lhe in vitro 

culturt!':i, ~v~n aftt!r tht! ':itrt!S':i to wh i ch it is submitt~d at 

lhe momenl of it~ i~olalion from blood, and ~how~ mean 

viabilit~ n~xt to 100X in tht! first da~Si 

- The para~ile ~upporl~ well lemperalureb of 28°C 

ãnd 37°C, but 37°C was th~ b~':it for its maintt!nanct!i 

- Among lhe lhree cullure media emplo~ed, HEH, 199 

and RPHI 1640, just in the first one the ~arasit~ was not 

abble lo survive for over four da~~ i 

- Th~ differentiation was ob':ierved in ~arasites 

cullure~ in lhe med ~a 199 ou RPHI 1640 onl~ al 28°C and lhe 

morphological chang~s wer·t! similar to thost! ob':i~r·ved in vivo 

in the int~rm~diar~ ho':it (forms I, ti, tii and IV>. 

- The Ube of fetal bovine ~erum wa~ e~~ential for 

th~ maintt!nance of mf':i., but the ':iera ma~ b~ r~~laced b ~ 

"feeder cellb" ~u~h aba la~er of murine periloneal exudale 

cells - CEP ; 

Some immune bera + ~omplement ~~slem (from normal 

':ier·a) induced mor~ àdher~nt.:e o f murine p~r it on~a 1 exudat e 

cellb lo mf~ .• indicating thal in lhobe ~era ~ould exi~l 

mor~ ':iP~t.:ific antibodies thãm other immune s~ra utili,ed . 
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Statistic anal~sis did not show 

c.orrelation between numbers o f eo~inophil~ (from 

paci~nts> with p~t-c.:t?nts of adh~r~nt CEP to tht? pat·dsitt?s, 

Lut we Lelieve lhal ~ome relalion c.an exi~l between Lolh 

the variablt?s, as Wt? work~d with a small numbt?r of samplt?s . 

- The mf~ . during in vitro c.ulture~ 

t?xcr~tion/st?crt?tion products d~tt?ctt?d b~ ELISA with human/or 

mou~e sera and anti W. bancrofti monoc.lonal antibodie~ and 

tht?st? antigt?ns c.:an be ust?ful for studit?s in banc.:roftian 

filariasis . 

Various studies are being made wilh in vitro 

c.:ulturt?s of nematod~s. Tht? prt?sent stud~ pt?rmits highlightt?d 

some imporlanl points : 

- The growing fac.tors presenl in serum released b~ 

ft?t?der cells as well as a temp~ratur~ lower tham that of the 

definitive hosl are cruc.ial in lhe differentiation proce~~; 

- This exp~rimt?ntal s~stt?m opens the po~sibilit~ of 

improving the cullure condilions so lhal lhe differenlialion 

process c.:an c.:ontinue until tht? inft?c.:tiv~ larvat? dev~lop; 

- The compari~on of sludie~ done L~ various 

laboratories in rt?lation to nutritional necessitit?s and the 

c.ondil ions responsible for differentiation of filaria} 

parasites can indicate tht? gradt? of genetic simmilarit~ 

among lhem. 

In relation to the worm Lito•osoid•• carinii we 

utilized th~ adult and tht? eggs/embr~os extracted from 
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adult femal~. The antigeni~ preparations and anal~ti~al 

tests were the same emplo~ed for W. bancrofti, except for 

radiolab~lliny experim~nt~ and in vitro culture~. 

All the antigenic prepar~lions were immunogeniL, 

but th~ pr~~ipitat~d fra~tion of adult worm~ indu~~d the 

highest antibod~ titers in miLe . 

A ~tud~ about th~ immune re~pon~~ in mi~~ with 

different dose~ of egg~/embr~os showed lh~l lhe re~ponse i~ 

do~e-d~p~ndent and in~rea~e~ with th~ numb~r of 

immunizations . lmmuni,ation b~ endovenous vi~ w~s more 

effici~nt than b~ intraperitoneal via . 

ELISA tesls shwoed Lros~-reaLtivil~ 

L. carinii and W. bancr~fti prot~in~. The anti L, ~lrin~i 

ser~ however were more signifiLanl in lhe deleclion of 

filaria] antiyen~ of · W. bancrofti than th~ opposite case . 

There wa~ no reaction of lhe ~nti L. carinii 

s~ra against rat s~ra, definitiv~ ho~t of L. carinii, 

indi~ating that the para~ite do~s not pre~~nt host prot~ins 

ad~orved lo lhe Lulicle in large ~uanl~ . 

With the r~~ult~ obtain~d w~ ~an ~onclu~d that the 

~ntigen~ o f L. carinii, more ea~il~ lham 

W.bancrofti can be u~ed as 

prot~in~. b~~au~e uf 

between the ~ar~~ite~. 

Pol~aLr~lamide 

th~ 

gel 

sub~lilute for W. bancrofti 

gen~tic ~imilarit~ 

electro~hore~i~ o f lhe 

pr~cipitated fraction of L. carinii adult worm~ d~t~ct~d 
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some distint bands <PH between ?.0-30 kDã; 30-43 kDa and 66-

80 kDa> . Olher band~ n~l well d~fin~d al~~ w~re ob~~rved <PH 

between 43-80 kDa> . 

Wilh f.>YOl~it. 

~xtra~t som~ d~fin~d bands w~r~ ob~~rv~d <PH b~tw~~n 20-30 

kDa and 70-80 kDa> . 

Honot.lonal antibodie~-AcHn again~l lhe~e para~ile~ 

w~r~ produ~~d fram on~ mou~~ immuni~~d with egg~ and 

embr~~s . The f~ll~wing t.lone~ w~re ~blained : 3C11, SB10, 

4A11, 3G12, and 4C7. Thes~ AcMn were utili~~d in th~ 

deleclion ~f antigens of L. carini/W, bancrofti b~ ELISA and 

We~tern blatting . The~ wer~ mar~ ~~n~itive and ~P~~ific ta 

the fir~t parasite . 

Some anti L. carinii clone~ were te~led for 

reactiviting against sera of pa~ients with clini~al ~~mptoms 

o f filaria~i~, bul the re~u 1t ~ were not significant b~ 

ELISA . 

The we~lern bl~lting anal~~is o f L. carinii 

pr·oteins with anti L. carinii s~ra and A~Hn shwa~d 

ret.ogn i t íon ,• b~ both reagent~ o f a band t.orre~J.>ondins, t~ 

that observed b~ SDS-PAGE and stãining with Coomãs~ie blu~, 

of molet.ular w~igth betwe~n 20-30 kDa . 

Immunafluor~sc~n~e ~tudi~~ with ~gg~/~mbr~a~ 

evidenced antigenic site~ well d~fined al lhe para~ite 

surfac~ . This fluor~s~~nc~ was specific ta L. carinii, 

thus in this test it is pref~rabl~ ta us~ homalogous 
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antig~n~ . 

All the experiment~ lhat we reali,ed, evidenced 

that in spite of th~ difficulti~~ in working with anti~~nic 

malerial from filarial parasite&, parlicularl~ W. b•ntroftí, 

thi~ i~ a fi~ld op~n to man~ kind~ of inve~tigations . 

In addili~n, we can ulili~e olher Para~ile~ like 

L. carinii that pr~~~nt~ cro~~-r~activit~ with W. bancrofti 

and ha~ been a go~d material of ~lud~ in ~ancroftian 

filaria~i~ . 
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ANEXO 

TABELA 3.5 RESll. TADOS DO ru. TIVO IN ~liBQ DE f'1ICR!J"ILARIAS DE W. b.am:ufti CO'I ctlll.AS DE EXUDATO 
PERITMAL E 5000 IltK 

====================================================================================================== 
Soro/di lui~ão Viabilidade m f'1ot i lidade m X Aderência NQ Cél . Aderentes 

i f 31 7• i 3 7 i 3 7 i 3 7 
------------------------------------------------------------------------------------------------------
St{:aH 115 iOO iOO Bê 5 4 3 21 o o 5 o o 

iOO 100 84 5 4 3 25 o o 5 o o 
1120 100 100 90 5 5 3 Sê o o 10 o o 

95 90 98 5 5 3 47 o o 10 o o 
• 1180 iOO 93 92 5 5 5 70 o o 7 o o 

100 9i 80 5 4 3 12 o 5 3 o 3 
1/380 100 100 84 5 5 4 u o 10 5 o 7 

100 100 80 5 4 3 10 o 10 5 o 4 
Bb 1/5 100 97 95 5 3 ê 51 o o 8 o o 

100 93 9i 5 3 i 48 o o 8 o o 
1/20 100 94 89 5 4 3 15 o o 6 o o 

100 86 81 5 3 ê 8 o o 3 o o 
1180 iOO iOO 100 4 4 3 u o o 3 o o 

100 100 92 4 4 ê 10 o o 3 o o 
1/320 100 100 95 5 5 3 o o o o o o 

100 100 84 5 4 2 o o o o o o 
2ê 1/5 100 100 97 5 4 3 7 5 5 ê 5 5 

100 100 93 5 3 i 6 4 5 ê 5 5 
1120 100 92 88 5 5 2 70 5 6 10 5 6 

100 100 92 5 5 ê 74 5 5 11 5 4 
1/80 100 iOO 100 5 5 3 65 o o 9 o o 

100 100 92 5 4 2 30 o o 5 o o 
11320 100 100 94 5 5 3 5 o o ê o o 

iOO 100 90 5 5 3 4 o o 2 o o 
3b 115 100 100 Sê 5 4 3 o o o o o o 

100 100 80 5 3 i o o o o o o 
• 1/20 100 100 100 5 4 4 10 o o 3 o o 

iOO 100 100 5 4 4 11 o 5 3 o 5 
• 1/80 93 92 92 4 4 4 o o o o o o 

95 95 90 4 4 3 o o o o o o 
16 11380 97 95 90 5 5 4 o o o o o o 

100 90 90 4 4 3 o o o o o o 
16 115 93 90 84 5 3 3 o o o o o o 

8i 80 80 5 ê ê o o o o o o 
1/20 100 96 91 5 3 3 o o o o o o 

100 90 90 5 3 3 o o o o o o 
1/80 100 100 100 5 5 5 5 o o 3 o o 

iOO 100 91 4 4 4 5 o o 3 o o 
11380 100 100 100 5 5 5 o o o o o o 

100 100 93 5 4 4 o o o o o o 
51-tjJH 100 92 90 5 5 5 13 o o 3 o o 

iOO 89 83 5 4 4 o o o o o o 
3 100 100 96 4 4 4 5 3 o ê 5 o 

100 100 94 5 4 ê 5 iê 11 4 8 5 
4 100 100 93 5 5 4 6 10 o 3 3 o 

100 95 92 5 3 3 o 8 o o 3 o 
cootinua . . . 



continuação 
TABELA 3.5 RESll.TADOS DO Cll.TIVO m lliBQ DE PUCR!FILARIAS DE WL baocrofti COM ~Lll.AS DE EXUDATO 

PERITMAL E SOOO II'I..N: 
====================================================================================================== 
Soro/di luiç:ão Viabilidade m l'lot i lidade (l) X Aderência NQ Cél. Aderentes 

11 31 71 1 3 7 1 3 7 1 3 7 
-------------------------------------------·--------------

5 100 91 86 5 5 3 10 o o 5 5 o 
100 90 82 5 5 3 13 o o 5 5 o 

6 100 100 100 5 5 3 o 10 13 o o 4 
81 b4 42 3 3 2 5 17 61 5 5 12 

7 100 100 100 5 5 4 o o 5 o o 2 
100 100 100 5 5 4 5 10 60 5 5 5 

8 100 100 100 5 5 5 5 o o 3 3 o 
100 100 100 5 3 3 o 5 12 3 3 7 

9 100 100 100 5 5 5 5 o o o o o 
100 94 88 4 3 3 48 o o 4 4 o 

10 100 100 95 5 5 4 5 o o 4 o o 
97 96 90 5 4 3 5 3 5 5 3 3 

11 100 100 100 5 5 5 o o o o o o 
88 87 82 5 4 4 o o 30 o o 5 

12 100 100 100 5 5 5 o o o o o o 
100 100 100 5 5 5 o 8 o o 10 o 

13 100 100 100 5 5 5 o o o o o o 
100 100 100 4 3 3 10 ê2 o 4 8 o 

14 100 100 100 5 5 5 5 5 o 3 2 o 
100 100 96 5 5 4 54 91 80 7 12 15 

15 100 100 98 5 5 4 o 10 54 o 8 15 
91 90 90 4 4 4 5 8 49 3 8 15 

31 92 90 84 3 2 1 o o o o o o 
80 80 72 3 2 1 5 12 80 5 6 7 

42 60 53 45 4 3 3 80 75 84 12 15 14 
o o o o o o o o o o o o 

60 100 100 100 5 5 5 o o o o o o 
100 85 84 4 4 4 o 5 48 o 4 6 

61 100 100 100 5 5 5 o o o o o o 
85 81 80 5 4 4 o 5 o o 10 o 

62 100 100 100 5 5 5 o 5 o o 10 o 
100 100 100 5 5 5 o 10 o o 10 o 

63 100 100 100 5 5 5 o 23 36 o 10 4 
100 100 100 5 5 5 o 20 81 o 10 12 

64 100 100 100 5 5 5 o o 10 o o 5 
100 100 100 5 5 5 o o 10 o o 5 

b5 96 93 90 5 5 4 21 78 10 10 10 5 
98 90 87 s 4 4 20 82 11 12 9 6 

bb 100 100 100 5 5 5 o o o o o o 
100 100 100 5 4 3 o 5 10 o 3 s 

67 ·100 100 96 5 5 5 5 8 12 3 4 5 
96 87 85 4 4 4 10 13 9 5 7 7 

bB 100 100 100 s 4 4 o o o o o o 
100 100 100 5 2 1 81 79 74 10 12 12 

continua ... 



continuação 
TABELA 3.5 RESll.TADOS DO Cll.TIVO IH W:BO DE I'IICR!FILARIAS DE M.. baocrofti 001 CEll.lAS DE EXUDATO 

PERIT!J..Hi.. E 5000 IIUE 
===================================================================================================--== 
Soro/diluição Viabilidade m 11ot i !idade (X) X Aderencia NQ Cé L Aderentes 

!f 31 71 1 3 7 1 3 7 1 3 7 
------------------------------------------------------------------------------------------------------

69 100 100 9ê 5 5 4 5 o 10 10 o 5 
100 94 87 4 4 4 5 52 53 10 6 8 

70 100 100 100 5 5 s 10 4 o 3 3 o 
100 100 100 4 4 4 12 3 o 3 3 3 

7i 100 100 96 5 5 4 6 5 o 5 3 o 
100 97 91 5 4 4 9 6 5 4 8 6 

72 100 100 9ê 5 5 5 o 54 67 o 12 12 
100 Sê 79 5 5 5 o 51 59 o 12 16 

73 100 100 90 5 4 4 o 20 35 o 5 5 
100 93 90 5 3 2 o Si 84 o 15 17 

74 100 100 91 s s s o 28 42 o 8 9 
100 82 79 4 4 4 o 31 48 o 8 8 

75 iOO iOO 100 5 5 4 o 28 33 o 3 4 
100 iOO 100 5 5 4 o Si 59 o 5 12 

76 100 100 100 5 5 s o 19 22 o 5 6 
100 iOO 100 5 4 4 o 44 50 o 8 9 

77 100 87 86 5 5 5 o o o o o o 
100 81 BO 5 4 4 o o o o o o / 

78 100 100 9ê 5 5 4 o o o o o o 
100 93 90 3 3 2 10 12 16 7 3 6 

79 100 100 90 5 5 5 o êi 28 o 5 7 
100 9i 88 4 3 3 o 72 BO o 15 17 

80 100 100 100 5 5 5 o o 10 o o 8 
100 100 100 5 5 5 o 42 49 o 10 12 

106 100 100 100 5 5 5 o o o o o o 
100 100 91 5 5 5 o o o o o o 

107 100 100 100 5 5 5 o o o o o o 
9ê 90 90 4 4 4 o 5 10 o 5 5 

110 100 100 100 5 5 5 o o 12 o o 3 
100 100 100 5 5 5 o 21 27 o 8 i O 

115 100 84 81 5 5 5 o o o o o o 
100 81 79 5 4 4 o o o o o o 

116 100 9ê 90 4 4 4 o o o o o o 
100 70 65 4 3 2 o o o o o o 

118 9ê 85 BO 5 5 5 o o o o o o 
90 84 84 4 4 4 o o o o o o 

119 100 90 90 5 5 5 o o o o o o 
100 89 85 3 3 2 o o o o o o 

121 iOO iOO 100 3 3 3 o o o o o o 
iOO 100 9ê 3 3 3 o o o o o o 

122 100 100 100 5 5 5 o o o o o o 
100 93 90 5 4 4 o o o o o o 

123 100 100 100 5 5 5 o o o o o o 
100 100 100 5 4 4 o 52 61 o 8 lê 

continua . . . 



continuação 
TAIELA 3.5 RESLlTAOOS 00 Cll.TIVO m lliBQ DE !HOO"Il.MIAS DE ll baomlli CfJII CS.ll.AS DE EXUDATO 

PER ITIMAL E SffiO I !'~.H: 
====================================================================================================== 
Soro/diluição Viab i 1 idade (I) l'lot i 1 idade ();) I Aderencia Nº Cé 1. Aderentes 

11 31 71 1 3 7 1 3 7 1 3 7 
------------------------------------------------------------------------------------------------------

124 100 90 88 5 5 4 o o 12 o o 3 
100 94 92 5 4 4 o 41 53 o 4 7 

127 100 100 93 5 5 5 5 7 b 4 3 3 
100 95 91 5 4 4 o 5 10 o 3 4 

128 100 100 100 5 5 5 12 4 9 4 4 4 
100 100 93 5 5 5 11 b 14 4 4 4 

132 94 91 97 5 5 5 o o o o o o 
91 90 90 5 4 4 o 10 9 o 7 b 

138 100 100 92 5 5 5 o 4 5 o 4 3 
100 89 83 5 5 5 o 5 7 o 4 3 

======--===============================================--=============================================== 
I Dias após o início do experi.ento. 

*' OCa, Soro de caiiUildongo não iiiUrle . 

*'' 51-fl, Soro hllllano noraal (individuo nor1al de área não endêeical 
CX>s : Para cada soro, a primeira linha mostra o resultado da cultura sem a adição do CQIPlemento, 

enquanto na segunda o complemento foi adicionado . Os soros hUIIanos foraa testados ee diluição de 
1/20. 
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