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RESUMO

Introducdo. Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876) é um nematdide intestinal que pode proliferar
no hospedeiro, produzir autoinfeccdo e persistir por décadas, sem nova exposicdo a infeccdo
exogena. A prevaléncia do parasita no Estado é mal conhecida. Prevaléncia mais elevada de S.
stercoralis em pacientes alcoolistas cronicos do que em ndo alcoolistas, atendidos no mesmo
hospital, tem sido relatada, mas existem dlvidas se existe maior infeccdo nos alcoolistas, por maior
exposicao ao parasito ou se a maior sobrevivéncia e fecundidade das fémeas no duodeno aumentaria
a chance de encontro de larvas nas fezes. Objetivos. Avaliar: (a) a prevaléncia de S. stercoralis no
Estado em amostras de escolares de 7 a 14 anos e amostras de pacientes atendidos nos diferentes
ambulatérios do Hospital Universitario C. A. Moraes (HUCAM) e do Hospital Concérdia em Sta.
Maria de Jetibg; (b) a prevaléncia do parasito em amostras de alcoolistas e ndo alcoolistas no Servico
de Gastroenterologia do HUCAM e do Hospital Concérdia; () o nimero de larvas rabditoides de S.
stercoralis nas fezes de alcoolistas e ndo alcoolistas; (d) os anticorpos IgG anti-S. stercoralis no soro
e os linfocitos Treg (Treg) no sangue periférico de alcoolistas e ndo alcoolistas; (e) a utilizagdo do
método da PCR convencional em amostras de fezes de alcoolistas e ndo alcoolistas para confirmar a
diferenca da prevaléncia observada entre os dois grupos. Métodos. Amostras de fezes foram
analisadas ou pelo método de Baermann-Moraes ou HPJ, em amostras dos quais foi feita a contagem
de larvas; a pesquisa de anticorpos anti-S. stercoralis soro foi feita por ELISA (AccuDiag™
Strongyloides 1gG ELISA Kit, Diagnostic Automation/Cortez Diagnostics, Inc, California, USA); a
pesquisa de LTreg no sangue periférico foi feita por citometria de fluxo; e a PCR com utilizag8o de
sondas para amplificar sequéncias especificas do DNA ribossémico (nimero de acesso Gene Bank:
AF279916). Resultados. Prevaléncia de S. stercoralis foi de 0,47% nos escolares e 1,17 nas amostras
dos pacientes atendidos nos dois Hospitais. Maior prevaléncia de exame parasitologico de fezes
positivo para S. stercoralis foi evidenciada nas duas amostras de alcoolistas e ndo alcoolistas pelas
técnicas parasitologicas ou por deteccdo de DNA do parasito nas fezes. Foi maior a prevaléncia de
sorologias positivas para S. stercoralis em alcoolistas do que em néo alcoolistas. Nos alcoolistas
infectados com S. stercoralis, a eliminacdo de larvas nas fezes foi significativamente maior do que
em ndo alcoolistas; nos pacientes infectados com S. stercoralis, alcoolistas ou ndo, houve aumento de
LTreg no sangue periférico, comparados com o grupo controle, mas sem diferenca entre o0s
alcoolistas e ndo alcoolistas. Conclusdo. O Estado do Espirito Santo pode ser considerado uma
regido endémica para S. stercoralis. Maior prevaléncia de exames parasitolégicos positivos,
confirmada pela PCR e maior prevaléncia de anticorpos anti-Strongyloides em alcoolistas, do que em
ndo alcoolistas, confirma que o uso abusivo do etanol favorece a infeccdo com S. stercoralis. A
maior eliminacdo de larvas pelos alcoolistas sugere maior carga parasitaria ou maior fecundidade das
fémeas no duodeno. Pacientes, alcoolistas ou ndo, com S. stercoralis e alcoolistas sem o parasita
mostraram aumento de LTreg no sangue periférico, mas o uso abusivo do etanol ndo potencializou

esse aumento nos alcoolistas com o parasito.

Palavras chaves: Strongyloides stercoralis; alcoolismo cronico; linfécitos T reguladores, PCR em

fezes.



ABSTRACT

Introduction. Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876) is an intestinal nematode that can proliferate
in the host by autoinfection, and persist for decades without further exposure to exogenous infection.
The prevalence of the parasite is poorly known in the state. Higher prevalence of S. stercoralis in
chronic alcoholic patients than in non-alcoholics, attended at the same hospital, has been reported,
but there are doubts about if there is a greater exposure to the parasite or greater survival and
fecundity of females in the duodenum would increase the chance of encountering larvae in the feces.
Objectives. To evaluate: (a) the prevalence of S. stercoralis in the state on samples of schoolchildren
aged 7 to 14 years and samples from patients attended at the different outpatient clinics of the
Hospital C.A. Moraes (HUCAM) and Hospital Concérdia at Sta. Maria de Jetiba; (b) the prevalence
of the parasite on samples of alcoholics and non-alcoholics in the Department of Gastroenterology of
HUCAM and Hospital Concordia; (c) the number of S. stercoralis rabditoid larvae on stools of
alcoholics and non-alcoholics patients; (d) the anti-S. stercoralis antibodies on serum and Treg
lymphocytes (Treg) in peripheral blood in alcoholics and non-alcoholics; (e) the use of the
conventional PCR method on stool samples of alcoholic and non-alcoholic patients, to confirm the
difference in prevalence observed between the two groups. Methods. Stool samples were analyzed
either by the Baermann-Moraes method or HPJ, and the larval count was made; the search for anti-S.
stercoralis antibodies was done by ELISA (AccuDiag™ Strongyloides IgG ELISA Kit, Diagnostic
Automation/Cortez Diagnostics, Inc, California, USA); Treg research on peripheral blood was done
by flow cytometry; the PCR using probes to amplify specific ribosomal DNA sequences (Gene Bank
access number: AF279916). Results. Prevalence of S. stercoralis was 0.47% on stool samples of
schoolchildren and 1.17 on samples of the patients attending the two Hospitals. Higher prevalence of
positive faecal examinations for S. stercoralis was evidenced on two samples of alcoholics and non-
alcoholics by parasitological techniques and by DNA detection of the parasite on feces. The
prevalence of positive serology for S. stercoralis was higher in alcoholics than in non-alcoholics. In
alcoholics infected with S. stercoralis, the elimination of larvae on feces was significantly higher
than in non-alcoholics; in S. stercoralis infected patients, alcoholics or not, and in alcoholics without
Strongyloides infection, there was an increase in the peripheral blood Treg, compared to the non-
alcoholic, non-infected control group; but with no difference between alcoholics and non-alcoholics
infected groups. Conclusion. The state of Espirito Santo can be considered an endemic region for S.
stercoralis. Higher prevalence of positive parasitological examinations in alcoholics, confirmed by
PCR and a higher prevalence of anti-Strongyloides antibodies than in non-alcoholics, confirms that
the abusive use of ethanol favors infection with S. stercoralis. Greater elimination of larvae on feces
of alcoholics suggests a greater parasitic load or greater fecundity of females in the duodenum.
Patients, alcoholics or not, with S. stercoralis and alcoholics without the parasite showed increased
Treg in the peripheral blood, but the abusive use of ethanol did not potentiate this increase in

alcoholics with the parasite.

Keywords: Strongyloides stercoralis; Chronic alcoholism; Regulatory T lymphocytes, PCR in feces.
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INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA

1. INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876) é um nematdide intestinal de grande
importadncia por ser um dos Unicos enteroparasitos que pode proliferar no
hospedeiro, produzindo autoinfeccdo (LAM et al., 2006). Dessa forma, a
estrongiloidiase pode persistir por decadas, sem a necessidade de uma nova
exposicdo a infeccdo exdgena (PRENDKI et al., 2011). A prevaléncia mundial da
estrongiloidiase esta estimada em 370 milhGes de individuos infectados (GREAVES
et al., 2013; REQUENA-MENDEZ et al., 2013). Contudo, a acur4cia dessa
estimativa € incerta devido a baixa sensibilidade dos métodos de triagem e
diagnostico, tratamentos incorretos e a falta de acompanhamento dos pacientes
infectados pelo parasito. O acompanhamento desses pacientes é essencial, pois, a
recorréncia da estrongiloidiase em pacientes previamente diagnosticados e tratados
para o parasito tem sido relatada (MONTES et al., 2010; DE SOUZA et al., 2014).

No Brasil a prevaléncia observada ou estimada da infeccdo com S. stercoralis é
muito variavel, com regiGes de baixa (<1%) média (1-5%) e alta endemicidade
(>5%) segundo a classificacdo de Pires e Dreyer (1993). No Espirito Santo, a
prevaléncia é mal conhecida e as observacgdes existentes se referem a prevaléncia em
pacientes atendidos no Hospital Universitario Cassiano Anténio Moraes. Existe uma
observacdo em Cachoeiro de Itapemirim mostrando prevaléncia de 0,47% em
escolares de 8 a 15 anos de idade (CASTRO et al., 2004). A prevaléncia no
HUCAM tem sofrido variagdes com a mudanca do perfil dos pacientes atendidos.

Embora a maioria das pessoas infectadas sejam oligo ou assintomaticas, em
condicdes especiais de imunossupressdo, a autoinfeccdo pode aumentar e induzir
formas graves e disseminadas da doenca. Em individuos submetidos a terapias com
corticosterdides, com outros imunossupressores ou co-infectados com o HTLV-1 e
S. stercoralis, pode haver hiperinfeccdo ou infeccdo disseminada podendo levar a
morte (GROVE, 1996; KEISER e NUTMAN, 2004, MARQUES et al., 2010;
BUONFRATE et al., 2012).

Outros fatores predisponentes ou de risco para infeccdo com S. stercoralis sdo: (a)
morar em uma regido endémica; (b) desnutricdo cronica; (c) neoplasias malignas;

(d) transplante de 6rgdos; (e) doenga pulmonar obstrutiva crénica; (f) alcoolismo;
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(9) insuficiéncia renal cronica e (h) amamentacdo em maes infectadas (OLIVEIRA
et al., 2002; ZAGO-GOMES et al., 2002; DADA-ADEGBOLA e BAKARE, 2004;
SAFDAR et al., 2004; SILVA et al.,, 2005, MOTA-FERREIRA et al., 2009;
MONTES et al., 2010).

Prevaléncia mais elevada de S. stercoralis em pacientes alcoolistas cronicos do que
em nao alcoolistas, atendidos no mesmo hospital, foi observada em Uberlandia, MG
(OLIVEIRA et al.,, 2002) e em Vitoria, ES (ZAGO-GOMES et al., 2002;
MARQUES et al., 2010). Nesses trabalhos, a comparacdo foi feita com controles
atendidos no mesmo Hospital, admitindo-se que tenham a mesma procedéncia dos

alcoolistas, mas sem confirmacéo desta procedéncia.

Existem observacdes anteriores que também relataram maior prevaléncia de S.
stercoralis em pacientes alcoolistas, mas 0s autores ndo comentaram 0s possiveis
efeitos do uso abusivo de etanol na infeccdo com S. stercoralis, ou ndo utilizaram
controles. Gaburri e colaboradores (1997) relataram uma alta prevaléncia de larvas
de S. stercoralis no exame parasitoldgico de fezes de pacientes com cirrose hepatica
associada com alcoolismo cronico, em um estudo realizado em Juiz de Fora, MG.
Avendaiio e colaboradores (1999) detectaram 5% de S. stercoralis em amostras de
fezes de 106 alcoolistas cronicos na Costa Rica, observando uma alta prevaléncia
deste nematdide quando comparada com a prevaléncia obtida em um inquérito
nacional de parasitos intestinais. Adedayo e colaboradores (2002) reportaram 27
casos de estrongiloidiase disseminada na Dominica, observando que o alcoolismo
cronico foi um fator relevante associado a infeccdo em 12 (44,4%) pacientes.

Estudando a prevaléncia de infec¢do com S. stercoralis em pacientes HIV/AIDS em
Uberlandia, Silva e colaboradores (2005) ndo encontraram diferenca significativa na
prevaléncia entre HIV positivos e negativos. No entanto, os autores demonstraram
que a prevaléncia de S. stercoralis foi significativamente maior em pacientes
HIV/AIDS que faziam uso abusivo de etanol em relacdo aos pacientes HIV/AIDS
ndo alcoolistas. Resultado semelhante foi observado em estudo prospectivo sobre
prevaléncia do S. stercoralis em pacientes HIV positivos, atendidos no HUCAM em
Vitdria, nos quais se investigou o etilismo crénico e a infeccdo pelo HIV
(GONGALVES, 2011).
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Teixeira e colaboradores (2010) descreveram um caso de hiperinfeccdo por S.
stercoralis em paciente do sexo masculino, 51 anos, sem sintomas gastrointestinais
ou pulmonares, mas com historico de anemia e alcoolismo crénico hd mais de 20
anos. O paciente ndo fazia tratamento com corticoides e era negativo para HTLV e
para HIV. O grande nimero de larvas de S. stercoralis observadas no exame

parasitoldgico de fezes chamou a atengédo dos pesquisadores.

Em contraste com pacientes infectados pelo HIV que raramente apresentam
hiperinfeccdo por S. stercoralis, pacientes co-infectados com S. stercoralis e HTLV-
1 frequentemente desenvolvem hiperinfeccdo. Uma diferenca importante nas duas
infeccdes é que o HTLV-1 ativa as células T CD4" e induz sua proliferacdo através
do aumento de IL-2 e seus receptores, criando um ambiente imunitario inverso ao
que ocorre na infeccdo pelo HIV. O aumento da populacdo de linfécitos T
reguladores (CD4*, CD25" e Foxp3™) foi demonstrado em pacientes com HTLV-1
co-infectados com S. stercoralis, admitindo os autores que esse aumento de
linfocitos T reguladores seja responsavel pela facilitagdo da infeccdo através da
reducdo da diferenciacdo de eosinéfilos imposta pela reducdo de IL-5 relacionada a
maior atividade desses linfocitos (MONTES et al., 2009). E possivel que uma
desregulacdo imunitaria decorrente de alteragbes em linfécitos T reguladores
induzida pelo etanol possa estar relacionada com aumento da sobrevivéncia ou

fecundidade do parasito em alcoolistas cronicos.

Embora Oliveira e colaboradores (2002), Zago-Gomes e colaboradores (2002) e
Marques e colaboradores (2010) tenham discutido possiveis mecanismos que
justifiguem a maior prevaléncia de S. stercoralis em alcoolistas cronicos, deixam
claro que, na realidade, o que se demonstra é maior frequéncia de exames positivos
para S. stercoralis em alcoolistas cronicos. Esse achado mais frequente de larvas do
parasito nas fezes de alcoolistas crénicos poderia ser resultado de maior prevaléncia
da infeccdo, mas poderia também ser consequéncia de maior sobrevivéncia e
fecundidade das fémeas no duodeno e facilitacdo da autoinfeccdo decorrente de

efeitos do uso abusivo do etanol.

Tendo em vista que a prevaléncia de S. stercoralis na populagdo do Espirito Santo

ndo seja bem conhecida e que os mecanismos envolvidos na maior prevaléncia da
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infeccdo desse parasito em alcoolistas crénicos sdo ainda obscuros, planejamos a
presente investigacdo com a finalidade de: (a) avaliar prevaléncia da infecgdo com
S. stercoralis em uma amostra aleatdria de escolares de 7 a 14 anos, e nos pacientes
atendidos em dois hospitais gerais do Estado, um na capital e outro no interior, para
estimar a prevaléncia do parasito no Estado e para comparacdo com os alcoolistas
atendidos nesses Hospitais; (b) avaliar a prevaléncia de S. stercoralis em alcoolistas
e ndo alcoolistas em um servi¢co que atenda pacientes de mesma procedéncia, em
uma cidade do interior do Estado e no servico de Gastroenterologia do HUCAM em
um periodo de dois anos; (c) quantificar as larvas rabditoides eliminadas nas fezes,
realizar sorologia para pesquisa de anticorpos 1gG anti-S. stercoralis e avaliar 0s
linfocitos T reguladores em alcoolistas e ndo alcoolistas e (d) utilizar o método da
PCR convencional em fezes de alcoolistas e ndo alcoolistas para confirmar a

diferenca da prevaléncia observada entre os dois grupos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A estrongiloidiase é uma helmintiase intestinal causada por duas espécies de
parasito: Strongyloides stercoralis e Strongyloides fulleborni, sendo S. stercoralis a

espécie de maior importancia médica no Brasil.

Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876) é um nematOide pertencente a familia
Strongyloididae  (Classe  Secernentea, Ordem Rhabditida, Superfamilia
Rhabditoidea), que é formada por trés géneros, Strongyloides, Parastrongyloides e
Leipernema. Os membros desta familia, também chamados vermes filiformes, séo
heterogbnicos, com geracdo parasitaria e de vida-livre e compreendem, pelo menos,
52 espécies (GROVE, 1996).

A prevaléncia da estrongiloidiase na populacdo pode ser dividida em trés categorias:
esporadica (<1%), endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%) (PIRES e DREYER,
1993). O Brasil € considerado um pais hiperendémico com 5,5% de infeccdo com S.
stercoralis na populacdo em geral e 11,8% em individuos imunocomprometidos,
considerando o diagnostico parasitoldgico (PAULA e COSTA-CRUZ, 2011).

2.1. Strongyloides stercoralis: descoberta e historico

Este parasito foi descoberto em julho de 1876 por Louis Normand, médico do
Hospital Naval em Toulon (Franga), nas fezes de soldados franceses que retornavam
da Cochinchina (Vietnam) razdo pela qual, no passado, a doenca humana ter sido
conhecida como diarreia da Cochinchina (PESSOA, 1978; GROVE, 1996; NOLAN,
GENTA e SCHAD, 1998; CAMPOS e FERREIRA, 1999).

Os vermes foram enviados por Normand a Bavay, um professor de farméacia do
Hospital Naval em Toulon, que os descreveu com o nome de Anguillula stercoralis,
no mesmo ano. Bavay também reconheceu que quando as larvas eram mantidas nas
fezes por poucos dias sob condicdes favoraveis, se desenvolviam em vermes adultos
de vida livre (machos e fémeas). Na necropsia de alguns destes soldados que
retornavam da Cochinchina e que faleceram devido a diarreia, Normand encontrou
larvas por todo o intestino, canais biliares e pancreatico e fémeas adultas no

duodeno que, aparentemente, diferiam dos primeiros vermes adultos de vida livre
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observados. Pensando tratar-se de uma nova espécie, descreveu-0s com o nome de
Anguillula intestinalis. Isso se justifica pelo fato de que fémeas parasitas diferem
dos adultos de vida livre e os primeiros foram considerados uma espécie diferente.
Fortaleceu esta deducéo, a descoberta de um segundo tipo de larva, a larva filaridide
(posteriormente identificada como a forma infectante) que, na historia da
estrongiloidiase, foi considerada a larva da segunda espécie, A. intestinalis. Muitos
pesquisadores divergiram com relacdo as descobertas subsequentes, pois parecia que
havia duas espécies com diferentes ciclos de vida chamados de A. stercoralis, no
qual a larva rabditoide aparecia nas fezes e os vermes adultos no meio externo, e A.
intestinalis, no qual os vermes adultos eram parasitas intestinais e que geravam as
larvas filaridides (PESSOA, 1978; NOLAN, GENTA e SCHAD, 1998).

Grassi e Parona (1878) demonstraram que a fémea parasita chamada de A.
intestinalis punha ovos que se rompiam rapidamente, dando origem a larvas
rabditoides que foram conhecidas como A. stercoralis. Aparentemente, eles tinham
uma cepa homogobnica do parasito porque todas as larvas rabditdides se
desenvolviam em larvas filaridides infectantes tal como foi descrito para A.
intestinalis. Grassi (1879) criou uma nova classe que chamou de Strongyloides (de
strongylos, redondo, e eidos, semelhante) e chamou o parasito de Strongyloides
intestinalis. Perroncito (1881) descreveu que a larva rabditoide se transformava em
machos e fémeas de vida livre e que estes produziam larvas filaridides, estagio
infectante do parasito. Ainda em processo de descoberta, Perroncito ndo sabia que
os diferentes estagios eram partes de um complexo ciclo de vida, alternando vida
parasitéria e geragdes de vida-livre (GROVE, 1996). Perroncito, em 1881, cultivou
o0 verme adulto de vida-livre e 0 denominou Pseudorhabditis stercoralis, a partir da
larva rabditoide (conceito ja aceito) idéntica a de A. stercoralis, descrita por
Normand. Leuckart (1883) demonstrou que todas essas formas eram diferentes fases
no ciclo de vida de um Unico parasito. Stiles e Hassal (1902) demonstraram que o

parasito deveria ser chamado de Strongyloides stercoralis (GROVE, 1996).

Durme (1902), Looss (1905), Ranson (1907) e Fulleborn (1914) mostraram que a
infeccd@o ocorria pela penetracdo ativa na pele e que a larva poderia migrar da pele
para intestinos, via circulagdo, pulmdes e traqueia. Gage (1911) demonstrou a
ocorréncia da autoinfecgdo (PESSOA, 1978; NOLAN, GENTA e SCHAD, 1998).
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Cram (1936-1939), utilizando o parasito Strongyloides ratti, introduziu o conceito

de que as fémeas parasitas sao partenogenéticas.

2.2. Morfologia e ciclo-bioldgico do parasito

O parasito S. stercoralis possui complexo ciclo de vida e diferentes formas
evolutivas. As larvas rabditoides ou de primeiro estadio (ndo infectantes) medem
cerca de 250 um de comprimento e distinguem pela extremidade anterior romba,
es6fago com dois bulbos, vestibulo bucal pequeno (10 pum) e primordio genital
evidente. As larvas filaridides ou de terceiro estadio (infectantes) medem cerca de
500 um de comprimento e se distinguem pela cauda “entalhada ou bifurcada”,
esdfago cilindrico e longo, correspondendo a metade do tamanho da larva e
vestibulo bucal curto. As fémeas parasitas, partenogenéticas, vivem nas criptas da
mucosa duodenal e s&o as maiores formas. Tém aspecto filiforme e medem cerca de
2 mm de comprimento. As fémeas de vida livre sdo menores do que as parasitas
medem cerca de 0,8 a 1,2 mm de comprimento e apresentam Utero desenvolvido
cheio de ovos. Os machos sdo menores do que as fémeas, e apresentam espiculas na
extremidade posterior (MORAES, 1948; GROVE, 1996; NEVES, 2009; NUTMAN,

2016). A Figura 1 mostra as diversas formas do parasito com as suas dimensdes.
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FIGURA 1. Formas adultas e larvais de Strongyloides stercoralis (copiado, com modificacGes, de Moraes,

1948).

O ciclo de vida do parasito € complexo e apresenta uma fase no hospedeiro humano

(ciclo direto, homogbnico ou ciclo parasitario) e uma fase no meio externo (ciclo

indireto, heterogbnico ou ciclo de vida livre) (Figura 2).
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FIGURA 2. Ciclo evolutivo de Strongyloides stercoralis. Copiado da Image Library na pagina da internet do
CDC com modificagbes (www.cdc.gov).

O ciclo de vida direto, homogonico ou parasitario comega com a maturacdo de ovos
nas fémeas partenogenéticas, no interior dos quais ja se desenvolvem as larvas
rabditoides; a postura dos ovos larvados € feita na mucosa duodenal e a eclosdo dos
0Vos € rapida, liberando as larvas rabditoides (L1) que séo eliminadas com as fezes.
No meio externo, as larvas L1 se alimentam de bactérias e ap6s 24-36 horas sofrem
duas mudas, evoluindo para larvas rabditoides de segundo estadio (L2) e finalmente
para larvas filaridides infectantes de terceiro estadio (L3). As larvas filaridides
infectantes (L3) ndo se alimentam e sobrevivem de reservas de glicogénio. Larvas
filarioides, em condicGes favoraveis, permanecerdo no solo até que entrem em
contato com o hospedeiro. Por acdo mecanica (movimentacdo ativa) e quimica
(melanoproteases), as larvas filaridides infectantes penetram na pele do hospedeiro,
atravessam 0s tecidos e caem na circulagdo venosa e linfatica, chegando aos
pulmdes via pequena circulacdo. Rompem os alvéolos pulmonares, ascendem por

via brénquica até a faringe, podendo ser expulsas com as secre¢des pulmonares ou
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deglutidas. Ao serem deglutidas, chegam ao intestino delgado onde se transformam
em fémeas adultas entre 17 e 21 dias ap0s a penetracdo através da pele do
hospedeiro. Em seguida, inicia-se a ovoposicdo pela fémea parasita (fémea
partenogenética). No entanto, ha também evidéncias de que as larvas L3 podem
migrar diretamente para o intestino via tecidos conectivos sem passagem pelos
pulmdes (BRELOER e ABRAHAM, 2016; NUTMAN, 2016).

Ainda no ciclo direto, homogdnico ou parasitério, a infeccdo pode ocorrer de forma
interna, denominando-se autoinfeccdo, ou seja, sem a necessidade de o parasito
sofrer as ecdises (L1—L2—L3) fora do corpo do hospedeiro. A ocorréncia da
autoinfeccdo depende da evolucdo de larvas rabditoides para filaridides na luz
intestinal, o que pode ser favorecido, por exemplo, por lentiddo no transito
intestinal, fornecendo tempo suficiente as larvas rabditéides (L1) a se transformarem
em larvas filaridides (L3) ainda no intestino delgado e grosso. As larvas filaridides
diferenciadas na luz intestinal podem penetrar a mucosa do intestino (autoinfeccao
interna) ou podem penetrar na pele da regido perianal (autoinfeccdo externa)
continuando o ciclo de vida dentro do hospedeiro. Ndo se conhece 0s mecanismos
que podem facilitar a diferenciacdo de larvas filaridides no intestino, mas a resposta
imunitaria do hospedeiro parece desempenhar papel importante no processo.
Autoinfeccdo, levando a quadros de hiperinfeccdo ou infeccdo disseminada é
descrita em algumas condic¢Bes de imunossupressdo. No entanto, como sera descrito
adiante, os mecanismos exatos da autoinfecgdo ndo séo ainda conhecidos. Esse fato
estd associado a doencas imunossupressoras, uso de medicamentos ou ingestao
abusiva de bebidas alcodlicas, que causam lentiddo no transito intestinal (GROVE,
1996; NEVES, 2009; NUTMAN, 2016).

No ciclo de vida indireto, heterogonico ou de vida livre as larvas rabditoides (L1)
sofrem quatro mudas e aquelas provenientes de ovos haploides (1n) dardo origem a
machos de vida livre, enquanto que as larvas rabditéides diploides (2n) originarao as
fémeas de vida livre. Apds copula, as fémeas de vida livre fardo postura de ovos
triploides (3n), que dardo origem a larvas rabditoides (L1), que sofrem duas mudas e
se transformam em larvas filaridides infectantes (L3). A partir dessa fase, o ciclo é

semelhante: ndo se alimentam, possuem sobrevida de uma a trés semanas, periodo
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em que estdo aptas a infectar novo hospedeiro (GROVE, 1996; NEVES, 2009;
NUTMAN, 2016).

Os casos de parasitismo muito intenso podem ser explicados por constantes
autoinfecgdes (GENTA, 1989; LIU E WELLER, 1993; GROVE, 1996;
ADEDAYO, GRELL e BELLOT, 2002).

O ciclo de vida do parasito bem como as causas de autoinfeccdo, hiperinfec¢do ou

disseminacdo, ainda ndo sdo ainda bem elucidados.

Fulleborn, (1916; apud Schad, Aikens e Smith, 1989) admitiu que a autoinfeccéo
ocorreria através da regido perianal de individuos infectados, na qual, larvas
rabditdides, albergadas em pelos das margens do anus, transformar-se-iam em larvas
filaridides infectantes, causando autoinfeccdo externa. Faust (1930; apud Schad,
Aikens e Smith, 1989) relatou que a autoinfeccdo interna se daria apds as larvas
rabditdides se transformarem em larvas filarioides infectantes ainda na luz intestinal,
promovendo reinfeccdo apOs penetrarem a mucosa do intestino e alcancarem 0s
pulmdes, dando continuidade ao ciclo de vida ja estabelecido. O mesmo autor
afirmou ainda que, em individuos com imunidade comprometida, as larvas

rabditoides poderiam invadir a mucosa intestinal e iniciar a reinfec¢éo.

Apesar dos mecanismos envolvidos na evolucdo das larvas rabditdides em
filaridides infectantes dentro do hospedeiro ainda serem desconhecidos, ja € bem
estabelecido que a autoinfeccdo ocorre com certa frequéncia, sendo facilitada por
variacbes do estado imunitario do hospedeiro. Schad e colaboradores (1993)
mostraram que em infec¢des estabelecidas (de evolucdo cronica) a velocidade de
maturacdo das larvas é reduzida e a maioria das larvas rabditoides chega ao meio
externo sem terem se transformado em filaridides infectantes, com pequena chance
de autoinfeccdo. No entanto quando animais imunologicamente “virgens” do
contato com o parasito sdo infectados da mesma maneira, as larvas rabditoides
eliminadas nas fases iniciais da infeccdo tem a velocidade de diferenciagdo em
filarioides infectantes aumentada, favorecendo assim uma verdadeira “explosdo” de
autoinfeccdo, com consecutivo aumento do numero de fémeas no duodeno; na
medida em que a infeccdo progride, a velocidade de diferenciacdo de larvas

rabditoide em larvas filaridides diminui e a maioria das larvas é eliminada na forma
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rabditoide com poucas larvas L3 disponiveis para autoinfeccdo. Possivelmente, o
estabelecimento da resposta imunitaria contra o parasito modula a diferenciacéo
endogena das larvas, diminuindo a chance de autoinfeccdo. De fato, em gerbilos
recém-nascidos, a infeccdo se estabelece e é seguida de evolucédo rapida de grande
numero de larvas rabditoides para filaridides infectantes, produzindo uma
“explosdo” de autoinfecgdo até 30 dias apoOs a inoculagdo das larvas infectantes
(NOLAN et al., 1999). Da mesma forma, em hospedeiros tratados com
corticosterdides ou outras drogas imunossupressoras ha um aumento explosivo de
autoinfeccdo, levando a hiper infeccdo, corroborando que a resposta imunitaria do
hospedeiro é importante no processo de evolucdo das larvas rabditoides ainda no
intestino (SCHAD, HELLMAN e MUNCEY, 1984; NOLAN et al., 1993).

Uma das caracteristicas da infeccdo com S. stercoralis é a sua cronicidade e a
permanéncia das fémeas partenogenéticas por longo tempo no duodeno, mesmo em
pacientes assintomaticos com baixa eliminacdo de larvas nas fezes. Esse fato é
sugerido quando se estuda a prevaléncia do parasito em diferentes faixas etarias: a
prevaléncia tende a aumentar com o avancgar da idade, sugerindo que: (a) o parasito
tem grande longevidade, (b) a reinfeccdo ocorre com facilidade ou ainda, (c) a
autoinfeccdo mantém o parasito no duodeno. A maioria dos autores sugere que a
autoinfeccdo seria 0 mecanismo mais importante na manutencdo de infeccbes
cronicas assintomaticas por longos periodos. Essas infecces tém sido demonstradas
em observacgdes em pacientes que adquiriram o parasito em uma area endémica e se
mudaram para area onde a infeccdo com o parasito é improvavel e décadas depois
ainda eliminavam larvas rabditoides nas fezes (GILL e BELL, 1979; GROVE,
1980). Recentemente, Prendki e colaboradores (2011) reportaram 0 caso de um
homem de 83 anos de idade que vivia em Paris e buscou o servi¢co de saude com
queixas de fadiga, perda de peso e com hipereosinofilia (2,4 x 10° células/L), cujo
diagnostico para S. stercoralis foi confirmado. O paciente relatou que ha 75 anos
morou no Vietnam e a Unica viagem realizada depois de mudar-se para Paris foi
feita &s Ilhas Canarias 15 anos antes de adoecer. Os autores afirmaram que néo
havia evidéncias da transmissao de S. stercoralis nas Ilhas Canérias, que o paciente
havia se hospedado em hotel de alto padrdo e que ndo tinha habito de andar

descalco. Concluiram, portanto, que se tratava de um possivel caso de infeccdo de
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grande duracdo, possivelmente mantida por autoinfeccdo. Casos semelhantes tém
sido relatados em ex-prisioneiros ingleses da segunda guerra mundial que

combateram no oriente, em zonas endémicas para S. stercoralis (GROVE, 1980).
2.2.1. Hiperinfecgéo e formas disseminadas da infec¢cdo com S. stercoralis

O termo hiperinfeccdo é empregado para denominar uma autoinfeccdo com grande
migracdo de larvas nos o6rgdos normalmente envolvidos no ciclo pulmonar do
parasito; geralmente se acompanha de manifestacGes gastrointestinais e pulmonares
e se caracteriza pela grande quantidade de larvas nas fezes ou no escarro. Como as
larvas podem carrear bactérias intestinais, pode ocorrer infeccdo sistémica e sepse
grave ou choque séptico (GROVE, 1996; GREAVES et al., 2013; BRELOER e
ABRAHAM, 2016; NUTMAN, 2016).

A expressao infeccdo disseminada é utilizada para indicar migracao de larvas para
Orgdos ectopicos, ou seja, fora do ciclo pulmonar do parasito. Essa disseminacao
pode se acompanhar de manifestaches sistémicas graves, especialmente as
relacionadas com a presenca de bactérias intestinais transportadas pelo parasito ou
que ganharam a circulacdo a partir das lesdes na mucosa, deixadas pelas larvas. No
entanto, existem formas de infeccdo disseminada onde as manifestacdes podem ser
discretas ou relacionadas a uma localizagdo das larvas. Meningite por gram
negativos, geralmente com eosinofilia no liquor, pode ser manifestacdo isolada de
estrongiloidiase disseminada (GROVE, 1996; NUTMAN, 2016). A disseminacao de
larvas sem manifestacdes evidentes € mal conhecida no homem, mas € bem
evidenciada na infeccdo experimental de cdes com S. stercoralis (SCHAD,
HELLMAN e MUNCEY, 1984).

Ainda que hiperinfeccdo e infeccdo disseminada sejam conceituadas como
diferentes, muitas vezes é dificil identificar o que estd ocorrendo em uma
estrongiloidiase grave, se ndo houver identificacdo da localizacdo das larvas. Por
isso, ha uma certa confusdo na identificacdo dessas situacbes e seria preferivel
denominar as hiperinfeccdes e as formas disseminadas como formas graves de
estrongiloidiase (GROVE, 1996). De fato, nas revisdes importantes que discutem o
assunto, ndo ha um consenso nos conceitos das duas situagdes: Greaves e

colaboradores (2013) e Breloer e Abraham (2016) relatam que na hiperinfeccdo
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ocorre disseminacédo de larvas incluindo figado e cérebro, o0 que na revisao feita por
Nutman (2016) se considera essa situagdo como infec¢do disseminada. Talvez seria
melhor considerar que uma autoinfeccdo acelerada pode resultar em hiperinfeccéo
(larvas migrando nos 6rgédos do ciclo pulmonar do parasito) ou com hiperinfeccao
associada com disseminacdo de larvas para orgaos fora do ciclo pulmonar do

parasito.

As duas situacdes — hiperinfeccdo e infeccdo disseminada — estdo, geralmente, mas
ndo exclusivamente, associadas com estados de imunossupresséo. No entanto, ndo
séo todos os estados de imunossupressao que induzem facilmente a exacerbagdo da
autoinfeccdo e disseminacdo de larvas do parasito. Tratamento com corticoides é a
condigdo que mais se associa a formas disseminadas do parasito que é relatada
também na quimioterapia antineoplasica, em pacientes transplantados, mas néo
ocorre com a frequéncia que seria esperada em pacientes com SIDA, apesar da
dréstica reducdo da imunidade celular nesses pacientes. Como sera discutido adiante
0s mecanismos imunitarios envolvidos na exacerbacdo da autoinfeccdo com
disseminacédo de larvas sdo ainda pouco conhecidos. Por exemplo, infeccdo com S.
stercoralis e disseminacdo de larvas em pacientes diabéticos tem sido descritas sem
esclarecimento dos mecanismos envolvidos (HAYS et al., 2015). Em estudo que
avaliou 78 pacientes portadores de diabetes tipo 2 no ambulatério de Endocrinologia
da Universidade Federal de Uberlandia, MG e em um grupo controle atendido no
mesmo ambulatério, Mendonca e colaboradores (2006) demonstraram maior
prevaléncia de sorologia positiva para Strongyloides em diabéticos do que em nao
diabéticos, mas admitem ndo existir uma explicacdo clara para a associa¢do da

infeccdo com o parasito com o diabetes.

2.3. Resposta imunologica a Strongyloides stercoralis

A resposta imunitaria a S. stercoralis no homem ndo é bem conhecida. As
informacdes disponiveis obtidas em poucos estudos transversais em humanos e em
estudos experimentais sugerem que ha participacdo efetiva da imunidade inata, de

anticorpos e de imunidade celular nos mecanismos de prote¢ao contra o parasito.

30



REVISAO DE LITERATURA

Os estudos em humanos mostram que ha inducao de resposta Th2 com producéo de
IgM, IgG, IgA e IgE anti diferentes antigenos existentes no extrato bruto do parasito
ou de suas larvas. Alguns estudos realizados em periodos recentes apés a infeccao
mostraram que ha uma elevacdo rapida de IgE, 1gG1l e IgG2, seguida mais
tardiamente de elevacdo de IgG4. IgE e 1gG4 sdo especificos para 0 mesmo grupo
de antigenos, sendo possivel que a 1gG4 atue como bloqueador da resposta efetora
da IgE, indispensavel para eliminar o parasito, modulando esta resposta e
permitindo maior sobrevivéncia das fémeas no duodeno (revisdéo em NUTMAN,
2016).

Observacdes mais recentes, com investigacdo de producdo de citocinas em
diferentes fases da infec¢do, demonstram que ha produgéo inicial de IFNy ¢ TNFa,
seguida de aumento progressivo de citocinas TH2 (IL-4, 5, 9, 10, 13), com redugéo
da resposta Thl (IFNy e TNFa) e Thl7, induzida pela IL-10. Apds o tratamento
com erradicacdo do parasito, as citocinas TH2 circulantes voltam aos seus niveis
normais (ANURADHA et al., 2015a e 2015b).

A participacdes de linfocitos T reguladores (Treg) ndo esta bem estabelecida na
infecgdo com S. stercoralis, mas o envolvimento dessas células na sobrevivéncia do
parasito € suspeitado porque tem sido demonstrado em outras helmintiases humanas
ou em modelos experimentais (WAMMES et al., 2012; BLANKENHAUS et al.,
2014). Ha evidéncias indiretas de que Treg possam ser importantes no controle do
parasito, deduzidas da observacao de que na infeccdo pelo HTLV-1, que se associa
frequentemente a formas disseminadas, ha um aumento significativo de Treg
induzido pelo virus e relacionada com a reducdo de IL-5, responsavel pela
eosinofilia, importante na resisténcia as larvas durante a migracdo tecidual
(MONTES et al., 2009).

As informacdes mais completas sobre 0 mecanismo de resisténcia as larvas de S.
stercoralis sdo decorrentes de observacGes experimentais nas quais larvas L3 do
parasito sdo colocadas em camaras de difusdo, implantadas no tecido subcutaneo de
camundongos. Esse modelo permite verificar a acdo de células sobre as larvas
(cdmaras com poros que permitem a passagem de leucdcitos) ou de mecanismos

exclusivamente humorais (camaras com poros que impedem a entrada de células).
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Os autores que utilizaram esse modelo, utilizaram-no nas mais diferentes condicdes
experimentais em camundongos previamente sensibilizados ou ndo, com diferentes
antigenos do parasito, em camundongos geneticamente modificados (nocauteados
ou transgenes para diferentes citocinas e moléculas da imunidade inata),
camundongos geneticamente modificados para inducédo de perda total ou parcial da
resposta adaptativa, camundongos submetidos a tratamentos que eliminam células
ou neutralizam moléculas, entre outros. As publica¢cdes com utilizacdo desse modelo
para estudo de S. stercoralis sdo numerosas e foram recentemente resumidas em
uma revisao sistematica por Breloer e Abraham (2016). Nessa revisdo, 0s autores
resumem, no fim de cada item as conclusdes que 0s experimentos permitiram

inferir.

O controle da sobrevivéncia de larvas L3 de S. stercoralis no modelo descrito
acima, tem participacdo da imunidade inata e da adaptativa. Breloer e Abraham
(2016) baseados na revisdo feita, propdem que as larvas L3 que migram no
hospedeiro sdo agredidas inicialmente pela resposta inata: Padrdes moleculares
associados a patdgenos ou PMAPs (Pathogen-associated Molecular Pattern)
liberados pelo parasito, sdo reconhecidos em TLRs em diversas células do tecido e
liberam quimiotéaticos e citocinas que atraem os primeiros leucdcitos; neutrofilos se
aderem as larvas e executam o processo de formacdo das armadilhas extracelulares
(NETs, Neutrophil Extracellular Traps) que aprisionam as larvas e liberam
quimiotaticos que atraem mais neutréfilos e eosindfilos, que liberam produtos dos
granulos sobre a larvas, com auxilio do complemento, matando-as. Os eosinofilos
tém a capacidade de endocitar antigenos e apresenta-los nos tecidos linfaticos para
montagem da resposta adaptativa. Segundo 0os mesmos autores, a resposta adaptativa
é iniciada pela apresentacdo de antigenos por eosindfilos estimulando linfocitos T
CD4 a produzir citocinas TH2 (IL-4, IL-5). A participacdo dos linfdcitos da
imunidade inata tipo 2 (ILC2, Innte Limphoid Cells), exsudados e estimulados
precocemente por acdo de IL-33 liberadas por células do tecido onde a larva penetra
(especialmente nos pulmdes), na inducéo da resposta Th2 tem sido demonstrada em
alguns experimentos com S. venezuelensis, mas ainda ndo para o S. stercoralis.
Linfécitos B produzem IgM que atua em colaboracdo com IgG, macrofagos

alternativamente ativados (M2) e neutrdfilos para matar as larvas. Eosinofilos nao
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sdo importantes na morte de larvas executada pela resposta adaptativa, mas sdo
indispensaveis para a produgdo de IgM. A ativacdo do complemento, especialmente
de C3, é importante nos mecanismos da resposta adaptativa envolvidos na morte das

larvas.

Os mecanismos imunitarios envolvidos na eliminacdo das fémeas adultas no
duodeno sdo pouco conhecidos na infeccdo humana com S. stercoralis. Em
infecgOes de roedores com S. venezuelensis e S. ratti se demonstra que a expulsdo
dos vermes depende de mastocitos que aumentam na mucosa apds o
estabelecimento do parasito, sendo indispensaveis para a sua expulsdo. A
mastocitose da mucosa € dependente da resposta Th2, especialmente de IL-3 que
induz proliferagdo de precursores de mastdcitos na medula 6ssea. A ativacdo dos
mastdcitos para expulsdo dos vermes depende de IL-3, IL-9 e anticorpos 1gG e IgE
especificos para antigenos do parasito. Os mastdcitos ativados liberam produtos
armazenados ou sintetizados ap6s estimulacdo (histamina, serotonina, proteases,
proteoglicanos; prostaglandinas, leucotrienos e algumas citocinas, entre outros) 0s
quais agem nos tecidos da mucosa aumentando a motilidade do musculo liso
intestinal, especialmente da muscular da mucosa e aumentando a permeabilidade
vascular, favorecendo a eliminacdo de macromoléculas para a luz intestinal, as quais
podem agir sobre o parasito. No entanto, as observacGes sobre esses mecanismos
sdo fragmentadas e ainda ndo permitem a compreensdo de todas as etapas do
processo. O que se sabe € que a reposta Th2 e a mastocitose sdo indispensaveis para
o0 processo (BRELOER e ABRAHAM, 2016).

Os mecanismos que permitem a sobrevivéncia das fémeas partenogenéticas de S.
stercoralis no duodeno séo pouco conhecidos. Algumas observagdes experimentais
na infec¢do com S. ratti ou S. venezuelensis em roedores mostram que a participacao
de Treg pode ser importante no retardo da expulsdo das fémeas, especialmente por
induzir reducdo na producdo de IL-9. No entanto, a partir de infecgdes em cepas
diferentes de camundongos, demonstrou-se que em camundongos C57BL/c a
deplecdo de Treg ndo alterou a carga parasitaria, ao contrario do observado na
infeccdo em camundongos BALB/c. Outros mecanismos reguladores devem estar
envolvidos e um deles é mediado pela expressdao de moléculas reguladoras de
linfocitos B e T (BTLA, B and T Lymphocytes Attenuator) ativadas por um ligante
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da familia TNF (HVEM, Herpes Virus Entry Mediator) que induz redugdo na
producdo de IL-9 (BRELOER e ABRAHAM, 2016).

2.4. Diagnostico laboratorial da infecgdo por Strongyloides stercoralis
2.4.1. Diagndstico coproparasitologico — exames diretos

O diagnostico da estrongiloidiase humana é feito, usualmente, pela deteccdo de

larvas nas amostras fecais com utilizacdo de técnicas coproparasitolégicas.

Na maioria das infecgdes por S. stercoralis, a carga parasitaria e a eliminacdo de
larvas nas fezes séo baixas (GENTA et al., 1986; NEVA, 1986; LIU e WELLER,
1993; UPARANUKRAW et al., 1999; SILVA et al.,, 2003; DE CARLI, 2007),
razdo pelo qual os exames coproparasitologicos de rotina ainda apresentam baixa
sensibilidade para a sua identificacdo (DREYER, 1996; DE PAULA et al., 2000;
SIDDIQUI e BERK, 2001; GREINER et al., 2008).

Em 1919, Lutz introduziu o método de sedimentacdo espontanea em calice
utilizando amostras de fezes filtradas em telas de arame ou musseline. Hoffman,
Pons e Janer (1934) modificaram a técnica de Lutz e introduziram o método baseado
na sedimentacdo espontanea, utilizando a gravidade como forma de concentracdo de
larvas apds diluicdo de pequena amostra fecal em 4&gua. Essa técnica €
rotineiramente utilizada nos laboratérios de analises clinicas, mas utiliza pouca
quantia de amostra e, ao final do processamento, apenas uma aliquota do sedimento

obtido é analisado. Por essa razdo, a sua sensibilidade é muito baixa.

A técnica de Baermann-Moraes descrita originalmente por Baermann (1917) para
deteccdo e isolamento de larvas do solo, foi em 1948 adaptada por Moraes para
diagnostico de larvas em fezes, método cujo principio se baseia em quatro
caracteristicas intrinsecas as larvas, sdo elas: termotropismo, hidrotropismo,
fototropismo e tigmotropismo positivos. Esse método é mais sensivel que a
sedimentagédo espontéanea, permite uma avaliacdo quantitativa das larvas eliminadas,
mas apresenta restricdes, que sdo utilizacdo obrigatoria de fezes frescas sem

conservantes e presenca de larvas viaveis na amostra.
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O cultivo de fezes em Agar para diagnéstico de larvas foi introduzido por Arakaki
em 1988 e modificado por Koga em 1991. Baseia-se no principio que as larvas
migram facilmente das fezes para o Agar, carreando bactérias da flora intestinal
presente na amostra, formando “caminhos e rastros” visiveis macroscopicamente ¢
confirmados microscopicamente. A sensibilidade desse método é semelhante a do
Baermann-Moraes, embora alguns autores admitem ser um pouco menos sensivel
(SUKHAVAT et al., 1994; SATO et al., 1995; STEINMANN et al., 2007; KNOPP
et al., 2008) e outros o consideram mais sensivel (SALAZAR et al., 1995; CAMPO-
POLANCO et al., 2014; POCATERRA et al., 2017).

A técnica de Harada-Mori (1955) baseia-se no principio da eclosdo de ovos e
migracdo de larvas. Consiste em colocar uma amostra de fezes (1 a 2 g) espalhadas
sobre uma tira de papel filtro de cerca de 150x15 mm que é colocado em tubo de
ensaio de 18x180 mm ou de 20x200 mm, contendo 7 mL de agua destilada, de
maneira que a agua nao togue nas fezes, mas que, por capilaridade, humedeca toda a
tira de papel e consequentemente as fezes. Em seguida, veda-se o tubo com plastico
ou papel celofane, conservando o tubo em posicdo vertical durante 24 a 48 h, a
temperatura de 24-28 °C. Por fim examina-se a agua do fundo do tubo, com uma
lupa, a fim de observar se existem larvas (PESSOA e MARTINS, 1978). Essa
técnica tem a desvantagem de examinar pequena quantidade de fezes e o tempo
minimo de observacdo (24 horas) permite que ovos de ancilostomideos sofram
eclosdo, levando a necessidade de exame morfolégico das larvas para sua

identificacao.
2.4.2. Métodos indiretos para diagnostico de S. stercoralis

Embora os métodos coproparasitolégicos sejam rotineiramente utilizados para o
diagndstico de S. stercoralis por terem boa sensibilidade e baixo custo, infec¢oes
com baixa carga parasitaria podem nao ser detectadas. Por esses motivos, métodos
indiretos de diagnostico tém sido investigados para identificacdo do parasito,
incluindo: (a) identificacdo de anticorpos parasito-especificos no soro e outros
liquidos corporeos, (b) intradermorreacfes de resposta imediata com uso de
antigenos do parasito e (c) identificacdo de antigenos do parasito nas fezes por

método imunolodgico ou por biologia molecular.
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2.4.2.1. Identificacdo de anticorpos anti-Strongyloides no soro

A identificacdo de anticorpos anti-antigenos de larvas de S. stercoralis no soro, pode
ser realizada pelos métodos de aglutinagdo, imunofluorescéncia indireta e ELISA
(Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay); utilizando antigenos das diversas formas

do parasito.

O teste de hemaglutinacdo indireta de particulas sensibilizadas com antigenos de
Strongyloides foi introduzido em 1987 por Gam e colaboradores, mas foi pouco
utilizado. A técnica foi novamente introduzida em 1991 por Sato e colaboradores
utilizando fracdo soltvel do extrato de larvas filaridides de S. stercoralis obtidas de
cultura de fezes. Quando comparado com ELISA, a hemaglutinagdo demonstrou boa
sensibilidade e especificidade, ambos utilizando antigenos semelhantes, sejam eles
de S. stercoralis ou S. ratti (SATO et al, 1991; HUAMAN et al., 2003;
SITHITHAWORN et al., 2005). Esse teste foi utilizado em alguns estudos de
prevaléncia do parasito, por ser de facil execugcdo, mas tem sido substituido pelo

ELISA nos ultimos anos.

A imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos anti-S. stercoralis foi
inicialmente proposta por Grove e Blair em 1981 e por Genta e Weil em 1982.
Posteriormente, Costa-Cruz e colaboradores (1997) propuseram a utilizacdo de
cortes em criostato de larvas de S. stercoralis e S. ratti para utilizacdo da técnica,

obtendo sensibilidade e especificidade acima de 90%.

O método de ELISA tem sido utilizado por diversos pesquisadores como metodo
diagnostico alternativo as técnicas coproparasitologicas desde a década de 1980. Os
antigenos mais utilizados para sensibilizacdo de placas nesse diagnostico sdo fracoes
soluveis obtidas de larvas filaridides de S. stercoralis; S. ratti ou S. venezuelensis,
extraidos com diferentes processos. De modo geral a sensibilidade e a especificidade
dos testes com antigenos extraidos de larva sdo boas, geralmente entre 70 e 90%.
Sensibilidades mais baixas foram observadas com antigenos extraidos de ovo, de
vermes adultos ou de antigenos de larvas extraidos com detergentes
(LEVENHAGEN e COSTA-CRUZ, 2014). Esse metodo possibilita a identificacdo
de diferentes isotipos de IgG, IgE e IgA, ndo s6 no soro como em saliva (COSTA-
CRUZ et al., 2003; RODRIGUES et al., 2007; RIBEIRO et al., 2010).

36



REVISAO DE LITERATURA

Uma técnica menos usual, mas mais especifica, € o Western blot para identificacdo
de fragdes antigénicas mais especificas dos antigenos sollveis de larvas do S.
stercoralis. Fragdes de 41, 31 e 28 KD de S. stercoralis foram melhor reconhecidas
por soros (IgG) de pacientes com o parasito ou com suspeita clinica
(reconhecimento acima de 88% dos soros) do que por soros de pacientes com outras
helmintiases dos quais apenas 17% reconheceram uma das fracbes (CONWAY et
al., 1993 e 1994).

Uma técnica recentemente introduzida utilizando antigenos recombinantes do S.
stercoralis conjugados com luciferase, a imunoprecipitacdo com luciferase,
(Luciferase Immunoprecipitation System, LIPS) tem mostrado resultados
promissores, com especificidade se aproximando de 100%. No entanto, 0 método é
trabalhoso, dispendioso e ainda necessita de padronizacdo para diagnostico da
estrongiloidiase humana (LEVENHAGEN e COSTA-CRUZ, 2014).

Testes rapidos imunocromatograficos embora estejam sendo desenvolvidos nédo sao
ainda padronizados e dependem de antigenos de S. stercoralis mais dificeis de
serem obtidos (LEVENHAGEN e COSTA-CRUZ, 2014).

Testes para deteccdo de imunocomplexos circulantes formados com antigenos do
parasito sdo importantes porque indicam infeccdo presente e podem ser muito Gteis
no diagnostico da doenca em pacientes imunocomprometidos. Entretanto, tém a
desvantagem de serem técnicas trabalhosas e dispendiosas (LEVENHAGEN e
COSTA-CRUZ, 2014).

2.4.2.2. Testes intradérmicos

Testes intradérmicos para diagnéstico de S. stercoralis foram introduzidos Brannon
e Faust (1949) com inoculagdo de antigenos de S. fulleborni. Entretanto, apesar da
boa sensibilidade obtida com antigenos de larvas filarioides, Neva e colaboradores
(2001) discutem a ocorréncia de resultados falso-positivos em pacientes infectados
com outros helmintos. Esses autores sugerem a utilizacdo de antigenos
recombinantes, mais especificamente reconhecidos por IgE e que aumentariam a

sensibilidade do teste.
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2.4.2.3. Testes imunoldgicos para deteccédo de antigenos fecais

Antigenos fecais (coproantigenos) do parasito podem ser detectados por ELISA de
captura. As placas sdo sensibilizadas com anticorpos de soros policlonais ou
monoclonais. Os resultados obtidos com soros policlonais para pesquisa de S.
stercoralis em humanos mostraram boa sensibilidade e especificidade — os autores
relatam que ndo foram observadas reacdes cruzadas. (EL-BADRY, 2009, SYKES e
MCCARTHY, 2011).

2.4.2.4. Métodos de biologia molecular

Um diagnostico mais sensivel e especifico da estrongiloidiase pode ser feito pela
deteccdo de DNA do parasito nas fezes (FORMENTI et al., 2016; NGUYEN et al.,
2016; PAULA et al., 2016). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo
investigada com esses propoésitos, demonstrando altas sensibilidade e especificidade.
(VERWEL et al., 2009; KRAMME et al., 2010; AHMAD et al., 2013; KNOPP et
al., 2014; SITTA et al.,, 2014). A PCR para identificar S. stercoralis pode ser
realizada como: (a) PCR convencional, cujo objetivo é apenas deteccdo qualitativa
de moléculas de DNA de S. stercoralis, (b) PCR Multiplex, com a finalidade de
deteccdo simultdnea de fragmentos de DNA de diferentes helmintos intestinais
(Ancylostoma, Necator americanus, Ascaris lumbricoides e S. stercoralis) e (c) PCR
em tempo real (Real-Time PCR), técnica quantitativa que consegue realizar a
avaliacdo do numero de moléculas de DNA amplificadas a cada ciclo. A PCR em
tempo real, apresenta maior reprodutibilidade, sensibilidade e precisdo quando
comparada com a PCR convencional. Estudos tém demonstrado bons resultados em
relacdo a sensibilidade e especificidade da técnica de PCR (BASUNI et al., 2011;
BECKER et al., 2015; INCANI et al., 2016; LLEWELLYN et al., 2016).
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3. OBJETIVOS

Tendo em vista que a prevaléncia de S. stercoralis na populacdo do Espirito Santo
ndo seja bem conhecida e que os mecanismos envolvidos na maior prevaléncia da
infeccdo desse parasito em alcoolistas crénicos sao ainda obscuros, planejamos a

presente investigacdo com a finalidade de:

3.1. Avaliar prevaléncia da infeccdo com S. stercoralis em uma amostra aleatéria de
escolares de 7 a 14 anos e em uma amostra de pacientes atendidos nos diferentes
ambulatorios do HUCAM e no Hospital Concérdia em Santa Maria de Jetiba, para
estimar a prevaléncia do parasito no Estado e para comparacdo com os alcoolistas
atendidos nos mesmos Hospitais;

3.2. Avaliar a prevaléncia de S. stercoralis em alcoolistas e ndo alcoolistas no

Hospital Concordia, que atende pacientes de mesma procedéncia;

3.3. Avaliar a prevaléncia de S. stercoralis em pacientes alcoolistas e ndo alcoolistas

atendidos no servico de Gastroenterologia do HUCAM;

3.4. Quantificar as larvas rabditoides de S. stercoralis eliminadas nas fezes; realizar
sorologia para pesquisa de anticorpos IgG anti-S. stercoralis e avaliar os linfocitos T

reguladores em alcoolistas e ndo alcoolistas;

3.5. Utilizar o método da PCR convencional em amostras de fezes de alcoolistas e
nédo alcoolistas para confirmar a diferenca da prevaléncia observada entre os dois

grupos.
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4, METODOS
4.1. Amostras

4.1.1. Amostras para avaliacdo da prevaléncia de S. stercoralis no estado do
Espirito Santo (2011-2013) e em pacientes atendidos nos diferentes ambulatérios do
HUCAM (2013-2015)

Amostras de fezes de escolares entre 7 e 14 anos de idade (N=5.701 amostras de
diferentes municipios; Quadro 1) provenientes do estudo epidemioldgico para
avaliacdo da prevaléncia de Schistosoma mansoni no estado do Espirito Santo,
realizado pelo Ministério da Saude, foram encaminhadas ao Laboratério de
Parasitologia do Centro de Ciéncias da Salde da UFES. Dessas amostras, 1.320
(23,15%) separadas aleatoriamente (com representacdo de todos 0s municipios onde
as amostras foram coletadas) e preservadas em formol a 5%, foram utilizadas para
pesquisa de helmintos e protozoarios intestinais pela técnica de sedimentacao

espontanea (HPJ) no setor de Parasitologia do Departamento de Patologia, UFES.

Amostras de fezes (N=3.611) de pacientes atendidos nos diferentes ambulatérios do
HUCAM foram separadas aleatoriamente e analisadas também pela técnica de HPJ,

no Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital.

QUADRO 1. Municipios sorteados e incluidos no estudo epidemioldgico para avaliagdo da prevaléncia de
Schistosoma mansoni no estado do Espirito Santo, nos quais amostras de fezes de escolares entre 7 e 14 anos de
idade foram coletadas e encaminhadas ao laboratério de Parasitologia do Departamento de Patologia, UFES,

para avaliagdo pela técnica de Hoffman, Pons e Janer (HPJ).

Municipios N° amostras analisadas
Barra de Sao Francisco 228
Bom Jesus do Norte 25
Cachoeiro de Itapemirim 39
Domingos Martins 97
Jaguaré/Sooretama 26
Linhares 69
Marechal Floriano 164
Mimoso do Sul 15
Mucurici 20
Muniz Freire 164
Rio Bananal 120
Serra 164
Viana 33
Vila Velha 111
Vitéria 45
Total 1.320
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4.1.2. Amostras obtidas de pacientes atendidos no Hospital Concordia em Santa
Maria de Jetiba, ES (2012-2013)

Para avaliar a prevaléncia de S. stercoralis em alcoolistas e ndo alcoolistas de
mesma procedéncia, foram coletadas amostras de fezes em Santa Maria de Jetiba,
ES. Em 50 alcoolistas e 50 ndo alcoolistas as fezes foram examinadas pelos métodos
HPJ e Baermann-Moraes. Dessa amostra de 100 pacientes foi coletado sangue
periférico para deteccdo de anticorpos anti-Strongyloides. Também, aliquotas de
fezes frescas foram armazenadas a -20° C.

Para avaliar melhor a prevaléncia do parasito no municipio, foram examinadas
somente pelo HPJ, no mesmo periodo, 1.803 amostras originadas dos diferentes
ambulatorios do Hospital Concérdia; hospital referéncia do municipio, sem

identificacdo de presenca ou auséncia de alcoolismo.

4.1.3. Amostras obtidas de pacientes alcoolistas e ndo alcoolistas atendidos no
Ambulatério de Atendimento a Alcoolistas e nas enfermarias do Servico de
Gastroenterologia do Hospital Universitario Cassiano Anténio Moraes

Foram coletadas amostras fecais de 250 pacientes atendidos nos ambulatérios ou
internados nas enfermarias do Servi¢o de Gastroenterologia, dos quais 132 eram
alcoolistas e 118 ndo alcoolistas, analisadas pelos métodos Baermann-Moraes e
HPJ. De um grupo desses pacientes, foi coletado sangue periférico para separagado e
armazenamento do soro (ver adiante) e foi coletada amostra de sangue total para
analise quantitativa de linfocitos T reguladores circulantes (ver adiante). Amostras

fecais frescas foram aliquotadas e armazenadas a -20 °C, de todos o0s pacientes.

4.1.4. Amostras utilizadas para deteccdo do DNA de S. stercoralis nas fezes de

pacientes alcoolistas e ndo alcoolistas

A reacdo da PCR foi realizada em 127 amostras fecais de pacientes sendo 59
alcoolistas e 68 néo alcoolistas provenientes das amostras do HUCAM e do Hospital
Concordia de Santa Maria de Jetiba descritas anteriormente. Todas as amostras
eram de fezes frescas, e foram aliquotadas e conservadas a -20 °C até 0 momento da
realizacdo do teste.

41



METODOS

4.2. Métodos coproparasitoldgicos utilizados
4.2.1. Sedimentacao espontanea em calice (Hoffman, Pons e Janer)

Uma aliquota de fezes (de 5 a 10 g) foi preparada para a sedimentacdo em calice de
200 mL. A amostra foi homogeneizada com &gua filtrada e passada por gaze
dobrada em 4 vezes para o calice. O volume completado e o sobrenadante
descartado apds uma hora de sedimentacdo. Este processo foi repetido 2 vezes a fim
de clarificar o material. Para cada sedimento, 3 lIaminas (laminula de 24 x 32 mm)
foram examinadas sob microscopio 6tico no mesmo dia e pelo mesmo examinador,
utilizando lugol como corante (HOFFMAN et al., 1934). Em uma amostra de casos

as larvas eram quantificadas.
4.2.2. Método de Baermann-Moraes

Para realizacdo da técnica de Baermann-Moraes, utilizou-se aparato especifico
(suporte, funil de vidro, pinca de Mohr, gaze, tubos cénicos, centrifuga) a
temperatura ambiente. Para execucdo, o funil de vidro foi preenchido com 4gua a
45°C. A pinca de Mohr era aberta, ap6s o preenchimento com agua, com o objetivo
de deixar escorrer uma pequena quantia de agua para evitar a formacéao de bolhas de
ar na haste e no tubo de borracha. Foram colocadas de 8 a 10 g de fezes da amostra
sobre uma gaze dobrada em quatro, formando-se uma pequena trouxa que foi
levemente pressionada sobre uma folha de papel, achatando-se a base a fim de
aumentar a superficie de contato coma &agua. A trouxa era posicionada sobre a
superficie da dgua sem provocar sua imersao, objetivando formar duas zonas com
temperaturas diferentes: a agua a 45° e as fezes a temperatura ambiente. O conjunto
era deixado em repouso durante 60 minutos e, apds esse tempo, todo liquido foi
coletado em tubo conico tipo Falcon® e centrifugado a 1.500 rpm durante um
minuto. O sedimento recolhido (mesmo quando ndo ha& formacgdo de sedimento
visivel a olho nu) e trés laminas foram observadas a microscopio 6tico com objetiva
no aumento de 10x (MORAES, 1948). As larvas (rabditoides e/ou filari6ides)
detectadas foram quantificadas para comparacdo entre os grupos (alcoolistas e

controles n&o alcoolistas).
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4.3. Coleta do sangue para obtencéo dos soros

Uma aliquota de 10 mL de sangue periférico foi coletada por puncdo venosa em
tubo de coleta a vacuo (Tubo Vacutainer®) contendo EDTA no dia que o paciente
trouxe a primeira amostra de fezes. Todas as amostras de sangue/soro foram testadas
para HIV, Hepatites A, B e C e HTLV 1 e 2. Ap6s coagulacdo, 0 sangue era

centrifugado e o soro aliquotado e armazenado a -20 °C até sua utilizacao.

4.4. PCR convencional para deteccdo de DNA de S. stercoralis nas amostras de

fezes

A execucdo da PCR foi realizada segundo protocolo descrito por Sitta e
colaboradores em 2014,

Extracdo de DNA. O DNA foi extraido utilizando o QlAamp Fast DNA Stool Mini
Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA) de acordo com as instrucdes do fabricante. O
QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit é concebido para purificacdo rapida de DNA
total a partir de até 220 mg de fezes e é apropriado para amostras frescas e
congeladas. O procedimento foi realizado com o0s seguintes passos: (a) Lise de
amostras de fezes em Tampédo ASL,; (b) apds lavagem, era realizada a adsor¢édo de
impurezas da amostra em coluna matriz InhibitEX; (c) apds lavagem, era feita a

purificacdo de DNA em colunas de centrifugacdo QlAamp Mini.

Primers utilizados. As sequéncias de DNA de S. stercoralis analisadas, e 0s
iniciadores especie-especificos utilizados, foram copiados no GenBank, com
numero de acesso AF279916 (Quadros 2 e 3).

QUADRO 2. Sequéncias oligonucleotidicas de primers obtidos no GenBank com numero de acesso
AF279916, utilizados para deteccdo do DNA de Strongyloides stercoralis nas fezes.

Tamanho

Primers Sequéncia oligonucleotidica esperado do Objetivo da
amplificaco
produto
Stro18S-1530F 5-GAATTCCAAGTAAACGTAAGTCATTAGC-3 . 5
101 pb Confirmagéo do
Stro18S-1630R 5-TGCCTCTGGATATTGCTCAGTTC-3’ diagndstico
SS-F-18S-rRNA 5'- ACC GTAAAC TAT GCC TACTAGA-3' .
244 pb Sequenciamento

SS-R-18S-rRNA 5'- AAC CAC TAA ATC ATG AAAGAGCTA -3’
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QUADRO 3. Sequéncia de bases do DNA ribossémico de Strongyloides stercoralis na qual estdo inseridas as sequéncias
dos primers (azul e vermelho) utilizadas para a PCR convencional e aquelas utilizadas para sequenciamento (verde e rosa)
(NUmero de Acesso no GenBank: AF279916).

TNAAGATTNAGCCAAGCANGTGTAAGGACAATGTTTTAAAACATGAAACCGCGGAA
AGCTCATTATAACAGCTATAGACTACACGGTAAATATTTTAGTTGGATAACTGAGGTA
ATTCTTGAGCTAATACACGCTATTTATACCACATTAGTGGTGCGTTTATTTGATTAAA
CCATTTTATATTGGTTGACTCAAAATATCCTCGCTGATTTTGTTACTAAAACATACCGT
ATGTGTATCTGGTTTATCAACTTTCGATGGTAGGGTATTGGCCTACCATGGTTGTGAC
GGATAACGGAGAATTAGGGTTCGACTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCA
CATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGAAAATTACCCAATTTTAGTTAAAAGAGGTAGTG
ACGAAAAATGACAACCAAATATTATTATTAATATTTGGATTGAAAATCTTCAAGTTTA
AATAACTTGTTGGTAAAGGAAAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACCA
GCTTTCCAAGTGCATAAAATGATTGTTGTGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTATAAA
GATTGTATAATGAGCATCTTGGATGTTATTTAATCATTATCATCTTATATTTTTATTAT
ATTAGAAATAATATAATAACTGTTACTTTGAATAAATCAGAGGGTTTAAACCAGACA
TTATATGTTTGTATGGTCTAGCATGGAATAACACTATAGAAAAATTTAGTGTGGTTTC
ACTTAATTTTTCATGATTAATAGGAACAAACGGGGGCATTCGTATCGCTACGTTAGAG
GTGAAATTCTTGGACCGTAGCGAGACGTCCTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGAATGT
TTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGT
TCTAACCGTAAACTATGCCTACTAGATGTATGAATTATTAGTTATAATAATTTATG
CATCTTCTCGGAAACGAAAGTCTTTCGGTTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGC
TGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGLCT
TAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCCGGGCCGGACACTATAAGGATTGAC
AGATTGATAGCTCTTTCATGATTTAGTGGTTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTC
GTGGATATGATTTGTCTGGTTGATTCCGATAACGAGCGAGACTTTTATGTTATATTAA
ATATTATTATTTTGTTTATTTTAATATAAATAATTAATATTTTAATAACAGATTAATAG
TGTTTAACTATTTGAGAGAGAGCGATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGG
GCTGCACGCGCGCTACAATGTAGTGATCATTATGTTCCTGTTTAGAGATAAATGGGTA
AACATTGAAAACATTACGTAACTGGGAATGAAAATTGCAATTATTTTTCATGAACGA
GGAATTCCAAGTAAACGTAAGTCATTAGCTTACATTGATTACGTCCCTGCCCTTT
GTACACACCGGCCGTCGCTGCCCGGAACTGAGCAATATCCAGAGGCAGGAAGAG
ATGTAATAAATTTTTAATTTTTTTTATATTAAATCCTTCCAATCGCTGTTGTTTGAACC
GGGCAAAAGTCGTAACAAGGTTTTCGTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCATCA
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Execucdo da reacdo. A reacdo foi realizada em volume final de 25 puL contendo: 10
mM de dNTPs, 20 pmol de cada primer, 1.5 mM de MgClz, 50 mM KCI pH 8.4, 0.5
U de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), 100 ng de DNA extraido. Os microtubos foram inseridos no Termociclador
Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific®) para
realizacdo dos ciclos: (a) desnaturagéo inicial a 95 °C por 5 minutos; (b) 40 ciclos a
95 °C por 30 segundos (desnaturacdo), 55 °C (anelamento dos primers) por 30
segundos e (c) 72 °C por 30 segundos (extensdo). Apos o ultimo ciclo foi realizada a
extensdo a 72 °C por 5 minutos. Em seguida, o produto da PCR foi aplicado em gel
de agarose a 2% contendo Brometo de Etidio e submetido a eletroforese em tampéo
TBE (tampédo Tris-Borato-EDTA). A visualizagdo das bandas foi feita com luz
ultravioleta em equipamento Mini Bis Pro Image Analysis Systems (DNR Bio
Imaging Systems®). No mesmo gel, eram adicionadas amostra controle negativo
(mix da PCR sem adicdo do DNA extraido das fezes) e os marcadores de tamanho
do DNA (DNA Ladder, com intervalo de 50pb — Promega). O produto da PCR

esperado, consistiu em um fragmento de 101 pb.

4.5. Sequenciamento do DNA

A amostra referéncia utilizada como padrdo positivo na PCR foi purificada
utilizando o QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA)
diretamente do tubo de PCR. O produto de PCR purificado foi submetido ao
sequenciamento génico com dois iniciadores, o forward SS-F-18S-rRNA (5'-
ACCGTAAACTATGCCTACTAGA-3") e 0 reverse SS-R-18S-rRNA (5'-
AACCACTAAATCATGAAAGAGCTA-3") separadamente, utilizando o kit Big
Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems®) no sequenciador automatizado ABI
Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) (FREITAS et al., 2014). Todo
procedimento de sequenciamento foi realizado no Laboratério de Virologia e

Gastroenterite Infecciosa do Departamento de Patologia da UFES.
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4.5.1. Edicdo, avaliacédo da qualidade e analise das sequéncias geradas a partir da

amostra de DNA selecionada para identificagdo

As sequéncias geradas foram editadas manualmente no programa Sequencher DNA
Sequence Assembly Software 4.1.4 (Gene Codes Corporation, EUA). As sequéncias
geradas por cada um dos iniciadores utilizados no sequenciamento de um dado
fragmento de DNA foram analisadas separadamente e, em seguida, agrupadas com
as demais sequéncias do mesmo fragmento, a fim de gerar seu contig ou sequéncia
consenso. Posteriormente, as sequéncias foram analisadas para corre¢do de
ambiguidades. A partir de entdo, as sequéncias foram investigadas quanto a sua

composicao de bases.

Apds edicdo completa dos contigs, estes foram submetidos ao National Center for
Biotechnology Information (NCBI) utilizando a ferramenta Basic Local Alignment
Search Tool (Blast), a fim de investigar a correspondéncia na identificacédo da
espécie entre as sequéncias geradas e as sequéncias do banco de dados. Os critérios
utilizados para a certificacdo da qualidade do alinhamento e interpretacdo correta da
identificacdo da espécie foram: (a) a identidade das sequéncias, que representa a
percentagem de similaridade entre as sequéncias de DNA armazenadas no banco de
dados do GenBank e (b) o Valor Esperado (E-value), que corresponde a
probabilidade ao acaso da sequéncia em questdo alinhar-se com outras sequéncias
no banco de dados. Quanto menor o E-value, ou mais préximo de zero, menor a
chance de o resultado do alinhamento ser consequéncia do acaso e, assim, mais

significativo ¢ o alinhamento dessas sequéncias (SCHAFFER et al., 1999).

A sequéncia de nucleotideos obtida foi submetida ao GenBank (numero de acesso
KX906372).

4.6. ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Strongyloides no soro

Foi utilizado kit comercial ELISA, que utiliza antigenos de Strongyloides stercoralis
(AccuDiag™ Strongyloides 1gG ELISA Kit, Diagnostic Automation/Cortez
Diagnostics, Inc, California, USA) de acordo com as instrucgdes do fabricante.
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O kit é utilizado para triagem de casos suspeitos de estrongiloidiase humana, para
deteccdo de infecgdes cronicas assintomaticas ou latentes em areas endémicas e em
pacientes imunocomprometidos. O kit também ¢é utilizado para avaliacdo da eficacia

de pacientes tratados e curados.

Segundo as informac6es do fabricante esse teste tem sensibilidade e especificidade
de 100%. Como o kit é de fabricacdo americana, os resultados sobre a sensibilidade
e especificidade foram provavelmente obtidos com soros de pacientes de baixo risco
para helmintiases e em regides com baixa prevaléncia. O kit ndo informa a

sensibilidade e especificidade para areas onde helmintiases sdo endémicas.

A sorologia foi realizada da seguinte maneira: (a) as amostras de soro foram
diluidas na proporcéo 1:64; (b) apos incubacdo dos soros na placa a temperatura
ambiente (15 a 25 °C) por 10 minutos, a placa foi lavada trés vezes com solucédo de
lavagem (detergente); (c) em seguida foram adicionados 100 pL do conjugado a
cada poco; (d) as amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente e
apos isso, novamente lavadas com solucdo de lavagem; (e) foram adicionados 100
puL do cromdgeno (TMB Substrate Solution) a cada poco e incubados por 5 minutos
a temperatura ambiente; por fim, foram adicionados 100 pL da solucdo Stop a cada
poco, homogeneizados por 15 minutos e a leitura realizada em leitora de
microplacas de ELISA (Thermo Plate TP-READER®).

4.7. Analise da frequéncia das populagdes de linfocitos T reguladores no sangue

periférico de pacientes alcoolistas e ndo alcoolistas com ou sem S. stercoralis

Para a andlise da frequéncia das populagdes de linfécitos T reguladores no sangue
periférico, foram pesquisados marcadores extracelulares para os receptores CD4 e
CD25 e um marcador intracelular para o fator de transcricdo nuclear foxp3. A
expressdo conjunta desses marcadores (CD4"CD25"Foxp3™) define a populacdo de
linfocitos T reguladores do estudo. Para verificagdo de ligacOes inespecificas,
utilizamos anticorpos murinos, especificos para imunoglobulinas de camundongo. O
controle da técnica foi realizado através das definicbes de compensagdo e
otimizacdo do aparelho BD FACS Calibur (Becton Dickinson, San José, CA, EUA)

a fim de retirar a interferéncia e sobreposicédo espectral dos fluorocromos utilizados.
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Assim, para cada experimento, o sangue foi colhido por puncdo venosa num tubo de
vacutainer EDTA (BD Vacutainer tube, Becton Dickison Co, Reino Unido). Para
primeira etapa da fenotipagem, foram adicionados ao sangue, 0,02 mL de cada
anticorpo, sendo Anti-CD4 conjugado com isotiocianato de fluoresceina e Anti-
CD25 conjugado com ficoeritrina-cianina 5 (SK3 e BC96, respectivamente, BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA) em tubos de polipropileno, especificos para
citometria de fluxo. Esses permaneciam incubados por 30 minutos a 4 °C e ao abrigo
da luz. Apo6s essa incubacdo, os eritrocitos foram lisados com 0,1 mL de solucédo de
lise (BD FACS lysing solution), diluida 10 vezes, por 15 minutos em temperatura
ambiente. Entdo, os tubos foram centrifugados a 1.400 rpm por 7 minutos e o
sobrenadante descartado. A suspensédo de célula obtida depois da lise foi lavada com
1 mL de PBS (phosphate buffered saline) gelado e centrifugada a 1.400 rpm por 7
minutos. A partir desse ponto, os tubos identificados para o controle isotipico foram
suspendidos em Macs Facs, onde as células permaneciam fixadas e aguardavam a

leitura.

A segunda etapa da fenotipagem é intracelular e exclusiva para o fator de
transcricdo nuclear foxp3. Desta forma, aos tubos identificados para caracterizacdo
das células T reguladoras adicionava-se, 0,1 ml de solucéo de fixacdo (eBioscience
IC Fixation Buffer). Essas permaneciam incubadas por 30 minutos e foram lavadas
com 0,1 ml de solucdo de permeabilizacdo BD (eBioscience 10x Permeabilization
Buffer). O sobrenadante obtido foi descartado apds uma centrifugagdo a 1.400 rpm
por 5 minutos e as células foram suspendidas em 0,1 ml de solucdo de
permeabilizacdo BD (ebioscience 10x Permeabilization Buffer) e 0,02 ml do
anticorpo anti-foxp3 conjugado com ficoeritrina (236A/E7). Esses permaneciam
incubados por 30 minutos a 4 °C e ao abrigo da luz, foram novamente lavados com 1
mL de solucdo de permeabilizagcdo BD (eBioscience 10x Permeabilization Buffer),
centrifugados a 1.400 rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado. Por fim, as
células foram suspendidas em solucdo de fixacdo (Macs Facs-34 paraformaldeido
1%) e aguardavam 2 horas para leitura no aparelho FACScalibur (BD Biosciences).
A aquisicdo e leitura das células foram realizadas através do programa BD
CELLQUEST Pro e os resultados obtidos foram analisados pelo programa
FLOWJO (TreeStar, San Carlos, CA, EUA) versdo 7.6.5. A analise das
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caracteristicas fenotipicas da populacdo estudada foi realizada através dos
parametros de tamanho (FSC - Foward Scatter), granulosidade (SSC — Side Scatter)
e intensidade de fluorescéncia dos anticorpos marcados com fluorescein
isothiocyanate (FITC), Phicoerithrin (PE) e Phycoerythrin-Cy5 (PE-Cy5). Foram
adquiridos para essa avaliagdo 100.000 eventos para analise da populacdo
caracterizada como CD4"CD25"Foxp3* e 25.000 eventos para o controle isotipico
da marcacéo celular (COVRE, 2013).

4.8. Diagnostico do alcoolismo crénico

O diagnostico de alcoolismo crénico foi realizado de acordo com os critérios da
OMS (F10.2, ICD 10, 2002) e os pacientes foram diagnosticados com alcoolismo
crénico quando sua ingestdo de etanol excedeu 80 g por dia (homens) ou 40 g por

dia (mulheres) por dez anos ou mais.

4.9. Analise estatistica

Os dados foram armazenados no programa Microsoft Office Excel 2013, versdo
para Windows XP e os calculos estatisticos foram realizados utilizando o0s
programas Epilnfo versdo 6.04, SPSS 11.5 versdo para Windows e GraphPad
Prisma 6. Foram utilizados testes paramétricos ou ndo paramétricos de acordo com a
distribuicdo das varidveis.Valores de p menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.

4.10. Aspectos éticos

Todos 0s pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE, Anexo ). Este estudo foi aprovado pelo comité de ética do HUCAM-UFES
(Protocolo nimero 03586812.1.0000.5071).
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo da prevaléncia de S. stercoralis em amostras de escolares do
estado do Espirito Santo (2011-2013) e em pacientes atendidos nos diferentes
ambulatérios do HUCAM (2013-2015)

Das 1.320 amostras de escolares analisadas apenas 6 (0,45%) eram positivas para
larvas de S. stercoralis. A prevaléncia dos outros parasitos intestinais, incluindo

protozoarios e helmintos esta resumida na Tabela 1.

Das 3.611 amostras aleatérias de fezes de pacientes atendidos nos diferentes
ambulatérios do HUCAM no periodo entre 2013 a 2015, analisadas pela técnica de
sedimentacdo espontanea em célice (HPJ), foram detectadas larvas de S. stercoralis
em 42 (1,17%). A frequéncia dos demais parasitos intestinais na amostra esta

apresentada na Tabela 2.

TABELA 1. Prevaléncia de protozoarios e helmintos em 1.320 amostras de fezes de escolares de 7 a 14 anos de
idade provenientes de diferentes municipios do estado do Espirito Santo, coletadas no periodo entre dezembro

de 2011 a margo de 2013 e analisadas pela técnica de Hoffman, Pons e Janer (HPJ).

Protozoarios & Helmintos N (%; 1C 95%)

Protozoarios
Blastocystis hominis 34 (2,57;1,72 — 4,42)
Endolimax nana 107 (8,10; 6,62 —9,47)
Entamoeba coli 127 (9,62; 8,00 — 11,24)
lodamoeba bustchilli 2 (0,15; 0,0 - 0,36)
Entamoeba histolytica/dispar 3(0,22;0,03-0,47)
Giardia lamblia 38(2,87; 1,38 -4, 35)

Helmintos
Ancilostomideos 12 (0,90; 0,64 — 2,44)
Ascaris lumbricoides 17 (1,28; 0,60 — 1,88)
Enterobius vermicularis 22 (1,66; 0,97 — 2,34)
Hymenolepis nana 04 (0,30; 0,07 — 0,51)
Schistosoma mansoni 03 (0,22; 0,03 -0,47)
Strongyloides stercoralis 06 (0,45; 0,08 - 0,81)
Trichuris trichiura 09 (0,68; 0,23 — 1,12)
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TABELA 2. Prevaléncia de protozoarios e helmintos em 3.611 amostras de fezes de pacientes atendidos nos
diferentes ambulatérios do HUCAM, Espirito Santo, coletadas no periodo entre maio de 2013 a julho de 2015 e

analisadas pela técnica de Hoffman, Pons e Janer (HPJ).

Protozoarios & Helmintos N (%; IC 95%)

Protozoarios
Blastocystis hominis 18 (0,50; 0,49 — 0,51)
Endolimax nana 211 (5,84; 5,83 —5,85)
Entamoeba coli 164 (4,64; 4,63 — 4,65)
lodamoeba bustchilli 02 (0,05; 0,04 —0,06)
Entamoeba histolytica/dispar 18 (0,5; 0,40 - 0,60)
Giardia lamblia 41 (1,13;1,12-1,14)

Helmintos
Ancilostomideos 55 (1,52; 1,50- 1,53)
Ascaris lumbricoides 23 (0,64; 0,63 — 0,65)
Enterobius vermicularis 11 (0,30; 0,20 - 0,40)
Hymenolepis nana 02 (0,05; 0,00 — 0,06)
Schistosoma mansoni 31 (0,86; 0, 85 -0,87)
Strongyloides stercoralis 42 (1,17; 1,16 - 1,18)
Trichuris trichiura 10 (0,28; 0,27 — 0,29)

5.2. Avaliacdo da prevaléncia de S. stercoralis em amostras de fezes de
pacientes alcoolistas e controles ndo alcoolistas atendidos no Hospital
Concordia de Santa Maria de Jetiba — ES

Dos 50 individuos alcoolistas, 12 (24%) foram positivos para S. stercoralis com a
utilizagdo dos métodos de Baermann-Moraes e HPJ. Destes, 7 (14%) foram
positivos no HPJ. Dos 50 pacientes atendidos na rotina do hospital, tomados como
controle e que tiveram as amostras também analisadas pelas técnicas de HPJ e

Baermann-Moraes, nenhum foi positivo para S. stercoralis.

Das 1.803 amostras provenientes dos diferentes ambulatorios do Hospital Concordia
e analisadas apenas pela técnica de HPJ, 21 (1,17%) foram positivas para S.

stercoralis.

A Tabela 3 mostra os resultados relativos a pesquisa de S. stercoralis nos 50

alcoolistas e nos 50 controles pelos métodos de Baermann-Moraes e HPJ e das
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1.803 amostras de pacientes atendidos nos diferentes servicos do Hospital
Concordia. Como pode ser observado a prevaléncia de S. stercoralis em alcoolistas
é significativamente maior do que em ndo alcoolistas atendidos no mesmo Hospital.
Se compararmos a prevaléncia do parasito diagnosticado pela técnica de HPJ em
amostras de fezes dos 50 alcoolistas, com a prevaléncia observada no Hospital
(N=1.803) e investigada com a mesma técnica, a prevaléncia é, também,
significativamente maior nos alcoolistas (14 e 1,17% respectivamente; p<0,0005).

TABELA 3. Prevaléncia de Strongyloides stercoralis em amostras de fezes de 50 pacientes alcoolistas, 50 néo
alcoolistas e 1.803 pacientes atendidos nos diferentes ambulatérios do mesmo hospital (Hospital Concérdia) e no
mesmo periodo, entre maio de 2013 a julho de 2015, no municipio de Santa Maria de Jetiba, ES. As amostras
foram analisadas pelas técnicas de Baermann-Moraes (BM) e Hoffman, Pons e Janer (HPJ).

S. stercoralis

GRUPOS BM (+) N (%) BM (-) N (%) HPJ (+) N (%) HPJ (-) N (%)
IC 95% IC 95% IC 95% IC 95%
Alcoolistas 12 (24) 38 (76) 7 (14) 43 (86)
(N=50) 12,1-35,4 52,1-79,0 4,3-233 76,3 —95,6
N&o Alcoolistas 0,0 (0,0) 50 (100) 0,0 (0,0) 50 (100)
(N=50) - - - -
Ambulatérios? NR NR 21 (1,17) 1.782 (98,83)
(N=1.803) - - 0,67 — 1,66 97,7-98,9

3pacientes atendidos nos diferentes ambulatorios do Hospital. Alcoolistas versus ndo alcoolistas, método de

Baermann-Moraes ou HPJ: p<0,01; alcoolistas método HPJ versus pacientes atendidos no ambulatério, método
HPJ, p<0,001.

5.3. Avaliagdo da prevaléncia de S. stercoralis em pacientes atendidos no servico
de Gastroenterologia do HUCAM

Amostras de fezes de 241 pacientes atendidos no Servigo de Gastroenterologia do
HUCAM foram analisadas pelas técnicas de HPJ e Baermann-Moraes (Tabela 4). A
frequéncia do exame positivo foi significativamente maior nos pacientes alcoolistas,

embora com valor de p proximo ao limite da significancia.
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TABELA 4. Prevaléncia de Strongyloides stercoralis, diagnosticado por Hoffman, Pons e Janer e Baermann-
Moraes, em amostras de fezes de pacientes alcoolistas (N=125) e controles ndo alcoolistas (N=116), atendidos

no setor de Gastroenterologia do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes, Vitoria, ES.

S. stercoralis

GRUPOS Positivo Negativo Valor de p
N (%; IC 95%) N (%; IC 95%)
Alcoolistas (N=125) 19 (15,2%; 13,1 - 17,3) 106 (84,8%; 78,5 — 91,1) 0.05
< y
Controles (N=116) 9 (7,7%;2,8-125) 107 (92,3%; 87,4 —97,1)

5.4. Avaliacdo da pesquisa de anticorpos anti-S. stercoralis (IgG) no soro,
utilizando ELISA com antigenos de larvas L3 de S. stercoralis

A pesquisa de anticorpos (IgG) anti-Strongyloides foi realizada em 148 amostras de
soros de pacientes alcoolistas (N=77) e ndo alcoolistas (N=71). Em 139 havia o
resultado da pesquisa de larvas nas fezes. A frequéncia de sorologia foi

significativamente maior nos alcoolistas (Tabela 5).

TABELA 5. Resultado do teste ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Strongyloides (IgG) em amostras de

soros de pacientes alcoolistas (N=77) e controles ndo alcoolistas (N=71).

ELISA

*
GRUPOS Positivo N (%; IC95%)  Negativo N (%; IC950)  valordep
Alcoolistas (N=77) 25 (32,4%; 29,5 — 35,2) 52 (67,6%; 57,1 — 78,1)
<0,05
Néo alcoolistas (N=71) 8 (11,2%: 4,1 — 18,2) 63 (88,8%; 81,7 — 95.8)

Comparagdo estatisticamente significativa (p<0,05) de acordo com teste Exato de Fischer.

Nos 139 casos com amostras pareadas de fezes e soro, a comparacdo dos resultados
da sorologia nos casos positivos ou negativos para S. stercoralis, independente do
uso abusivo do etanol, mostrou sensibilidade de 72,7% (IC 95%: 54,1 — 91,3) e
especificidade de 86,3% (IC 95%: 80,1 — 92,5). O indice kappa foi de 0,499 (Tabela
6). Os resultados mostraram que, embora a sensibilidade tenha sido razoavel, o

indice de concordancia foi considerado moderado.
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TABELA 6. Resultado do teste ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Strongyloides (IgG) em soros de

pacientes com presenca (Strongyloides +) ou auséncia (Strongyloides -) de larvas de Strongyloides stercoralis,

detectadas pelo exame parasitologico de fezes.

SOROLOGIA EXAME PARASITOLOGICO DE FEZES TOTAL
Strongyloides (+) Strongyloides (-)
Positiva 16 16 32
Negativa 6 101 107
TOTAL 22 117 139

indice kappa=0,499 (IC 95%: 0,320 — 0,677). Forca de concordancia moderada.

A distribuicdo dos resultados da sorologia de acordo com densidade Optica

observada no ELISA esta representada na Figuras 3. Como pode ser observado a

frequéncia de resultados positivos com densidades Opticas acima de 0,500 é maior

no grupo de alcoolistas (2/8 no grupo ndo alcoolista e 12/25 nos alcoolistas).

Densidade Optica

PONTE DE CORTE DO KIT (DO=0.2)

n
vY
v
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[ e

EtOH(-) Ss(-)
(N=63)

EtOH(-) Ss(+)
(N=8)

EtOH(+) Ss(-) EtOH(+) Ss(+)
(N=52) (N=25)

FIGURA 3. Distribuicdo das densidades opticas do ELISA para Strongyloides stercoralis em pacientes

alcoolistas (N=77) e néo alcoolistas (N=71), com exame parasitolégico positivo ou negativo para o parasito.

EtOH(-) Ss(-): ndo alcoolistas, S. stercoralis negativos; EtOH(+) Ss(-): alcoolistas, positivos para S. stercoralis;

EtOH(-) Ss(+): ndo alcoolistas, positivos para S. stercoralis; EtOH(+) Ss(+): alcoolistas, positivos para S.

stercoralis.
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5.5. Diagnostico de S. stercoralis por PCR convencional em amostras de fezes de

pacientes alcoolistas e n&o alcoolistas

Os resultados da PCR convencional, realizada em amostras de fezes de 125
pacientes (57 alcoolistas e 68 nédo alcoolistas) estdo resumidos na Tabela 7. Como
pode ser observado, resultado de PCR positivo foi significativamente mais frequente

nos pacientes alcoolistas.

Na Tabela 8 estdo os resultados da PCR em relacdo ao resultado do exame
parasitologico de fezes. Como pode ser observado, a sensibilidade do PCR foi de
93,3% (1C95%: 80,6 — 100,0) e a especificidade foi de 100%, considerando o0 exame
parasitoldgico como padréao ouro.

Os resultados com a PCR confirmam a maior prevaléncia do parasito em alcoolistas

do que em ndo alcoolistas.

TABELA 7. Comparacédo dos resultados da PCR convencional para o diagnéstico de Strongyloides stercoralis

em amostras de fezes de pacientes alcoolistas (N=57) e controles ndo alcoolistas (N=68).

PCR
GRUPOS S. stercoralis (+) N (%; 1C95%) S. stercoralis (-) N (%0; 1C95%)
Alcoolistas (N=57) 10 (17,5%; 7,6 — 27,3) 47 (82,5%; 72,3 - 92,3)
N&o alcoolistas (N=68) 4 (5,9%; 0,3 — 11,5) 64 (94,1%; 88,4 —99,7)

Teste Exato de Fischer: p<0,05.

TABELA 8. Resultado do teste PCR convencional para o diagndstico de Strongyloides stercoralis em amostras
de fezes de pacientes alcoolistas e controles ndo alcoolistas, com presenga (Strongyloides +) ou auséncia

(Strongyloides -) de larvas de S. stercoralis, detectadas pelo exame parasitolégico de fezes.

PCR EXAME PARASITOLOGICO DE FEZES TOTAL
Strongyloides (+) Strongyloides (-)
Strongyloides (+) 14 0 14
Strongyloides (-) 1 110 111
TOTAL 15 110 125

indice kappa=0,961 (IC 95%: 0,884 — 1,000). Forca de concordancia quase perfeita.
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5.6. Numero de larvas eliminadas nas fezes de pacientes alcoolistas cronicos e

controles ndo alcoolistas

A andlise quantitativa do nimero de larvas nos exames coproparasitolégicos foi
realizada em amostras de fezes de 15 pacientes alcoolistas e 10 controles ndo
alcoolistas. Os resultados estdo dispostos na Figura 4. A mediana do numero de
larvas observadas foi significativamente maior nos alcoolistas (respectivamente, 290
e 9 em 13 alcoolistas e 10 controles pela técnica de Baermann-Moraes, p<0,05; 30 e
1 em 15 alcoolistas e 9 controles no HPJ, p<0,05). A Figura 4 mostra o grafico de
dispersdo das larvas contadas pelos dois métodos coproparasitologicos utilizados,
demonstrando que, no HPJ, método usado de rotina, € raro o achado de mais de uma
larva no grupo controle, enquanto que, em amostras de alcoolistas, mesmo
utilizando a técnica de HPJ, o achado de grande quantidade de larvas é comum. E
interessante ressaltar que, em amostras de fezes de dois alcoolistas, nas quais o
numero de larvas detectadas pela técnica de HPJ foi muito baixo (uma larva), 0s

pacientes estavam em abstinéncia alcodlica por mais de um ano.
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FIGURA 4. Distribuicdo do nimero de larvas detectadas em cada exame coproparasitologico em alcoolistas e
ndo alcoolistas. Em A, pelo método de Baermann-Moraes e em B, pelo Hoffman, Pons e Janer (HPJ).
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5.7. Avaliacao da populacdo de linfocitos T reguladores no sangue periférico de
pacientes alcoolistas e controles nédo alcoolistas, positivos ou ndo para S.

stercoralis

Para avaliacdo quantitativa da populacdo de linfocitos T reguladores
(CD4"CD25"Foxp3™) no sangue periférico, foram utilizadas 19 amostras de sangue
de pacientes alcoolistas e 17 amostras de pacientes controles ndo alcoolistas,

atendidos no HUCAM. Os resultados estdo resumidos na Figura 5.

Como pode ser observado, a frequéncia de linfécitos Treg no grupo de alcoolistas
sem Strongyloides, n&o alcoolistas com Strongyloides e nos alcoolistas com
Strongyloides, foi significativamente maior do que no grupo controle (néo
alcoolista, negativos para Strongyloides). No entanto, a frequéncia de linfécitos T
reguladores no grupo de alcoolistas com Strongyloides ndo diferiu
significativamente do grupo ndo alcoolista com Strongyloides ou do grupo de

alcoolistas sem Strongyloides.
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FIGURA 5. Frequéncia de células T reguladoras no sangue periférico de pacientes alcoolistas e controles ndo
alcoolistas, com ou sem infecgdo com Strongyloides stercoralis. EtOH(-) Ss(-): grupo néo alcoolista, negativos
para S. stercoralis; EtOH(+) Ss(-): grupo alcoolista, positivo para S. stercoralis; EtOH(-) Ss(+): grupo ndo
alcoolista, positivo para S. stercoralis; EtOH(+) Ss(+): grupo alcoolista, positivo para S. stercoralis. *** p

<0,0005.
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6. DISCUSSAO

6.1. Analise da prevaléncia de S. stercoralis em escolares (7 a 14 anos de idade)

no estado do Espirito Santo e em pacientes atendidos na rotina do HUCAM

Os resultados do exame coproparasitoldégico por sedimentacdo espontanea em
amostras aleatorias de fezes de escolares entre 7 e 14 anos de idade de todo o estado
(0,45%) e em pacientes atendidos na rotina do HUCAM e no Hospital Concérdia em
Santa Maria de Jetiba (ambas 1,17%) mostraram que a prevaléncia da infeccdo com
S. stercoralis no estado esta nos valores que o classificam como area endémica para
0 parasito, segundo Pires e Dreyer (1993). De acordo com esses autores, S.
stercoralis € considerado parasito esporadico se a prevaléncia € menor do que 1%,
endémico quando maior do que 1 e menor do 5% e hiperendémico quando acima de
5%. Esses autores consideraram  resultados obtidos com  metodos
coproparasitolégicos convencionais e ndo especificos para larvas de helmintos,
utilizados na rotina de laboratdrios de analises clinicas. E possivel que com a
utilizacdo de métodos especificos para deteccdo de larvas, a prevaléncia observada
no estado seja maior do a observada nas amostras aqui estudadas, embora a
diferenca ndo deva ser superior a 100%, ja que a utilizacdo do método de Baermann-
Moraes melhora a sensibilidade do diagndstico em torno de 60% em relacdo aos
métodos de sedimentacdo (SUKHAVAT et al., 1994; SATO et al., 1995;
STEINMANN et al., 2007; KNOPP et al., 2008).

Em uma revisdo sobre prevaléncia de S. stercoralis no Brasil (PAULA e COSTA-
CRUZ, 2011) os autores publicam uma tabela com dados mais recentes que
mostram prevaléncia muito variavel nas diferentes regides do pais. Nessa tabela, o
Espirito Santo aparece classificado como infeccdo esporadica, com base em dados
obtidos em um estudo em Cachoeiro de Itapemirim (CASTRO et al., 2004) no qual
foi investigado o parasito nas fezes de escolares de 8 a 15 anos de idade, utilizando a
técnica de HPJ. A prevaléncia encontrada (0,47%) foi semelhante a observada na
amostra mais abrangente para o estado aqui relatada (0,45%). Portanto, embora as
prevaléncias baixas sejam subestimadas devido aos meétodos empregados na
deteccdo do parasito, elas devem refletir a prevaléncia real do parasito nesse grupo
etario, considerando o tamanho e a representatividade da amostra analisada. A

amostra de escolares ndo é a melhor para avaliar a prevaléncia do parasito no estado,
58



DISCUSSAO

ja que a prevaléncia de S. stercoralis aumenta com a idade nas quatro primeiras
décadas da vida (MINE e ROSA, 2008). Dessa forma, a prevaléncia observada em

escolares subestima a prevaléncia na populagéo em geral.

As amostras de pacientes atendidos no HUCAM e no Hospital Concdrdia séo de
adultos, e podem ser consideradas representativas da populacdo que usa o sistema
tnico de saude (SUS), incluindo, na sua maioria, pessoas de renda familiar
média/baixa. Portanto, as prevaléncias encontradas nessas duas amostras, muito
semelhantes, permitem admitir que o estado pode ser considerado endémico para o
S. stercoralis, com prevaléncia menor do que a média de 5,5% relatada por Paula e
Costa-Cruz (2011) para o Brasil.

Uma analise da publicacdo de Zago-Gomes e colaboradores (2002) e Marques e
colaboradores (2010), que utilizaram levantamento dos exames parasitoldgicos
realizados no Laboratério de Anélises Clinicas do HUCAM no periodo entre 2000 e
2003 para avaliar a prevaléncia do S. stercoralis em alcoolistas crénicos, mostra que
a prevaléncia observada nessa época foi maior do que a que esta relatada na presente
pesquisa (4,1% e 1,17%, respectivamente), indicando que tem havido uma
reducdo na ocorréncia do parasito entre os pacientes atendidos no hospital. Essa
aparente reducéo na prevaléncia de S. stercoralis se justifica pela mudanca de perfil
de atendimento do Hospital Universitario, que teve grande reducdo no atendimento
ambulatorial, com reducdo também nas internacGes. Além disso, houve reducdo
mais acentuada de pacientes de consulta primaria, que passaram a ser atendidos nos
servigos de saude dos municipios vizinhos de Vitoria. Essa reducdo na prevaléncia
de S. stercoralis acompanha a reducdo acentuada na prevaléncia de helmintiases
intestinais no nosso meio decorrente da melhoria das condi¢Ges sanitérias, de

educacéo e de atencdo a saude.

6.2. Analise da prevaléncia de S. stercoralis em alcoolistas e ndo alcoolistas
oriundos do municipio de Santa Maria de Jetiba, ES e atendidos no setor de
Gastroenterologia do HUCAM

Os resultados observados na amostra de alcoolistas atendidos no Hospital

Concordia, em Santa Maria do Jetiba (ES), confirmam as observagGes anteriores de
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maior prevaléncia do parasito nesses pacientes do que em ndo alcoolistas ou na
populagdo em geral atendida no mesmo Hospital. Esse dado confirma a maior
prevaléncia do parasito em alcoolistas crénicos, mesmo quando a observacéo ¢ feita
em um Hospital que atende uma populagdo mais homogénea, composta dos
habitantes da cidade e dos distritos rurais vizinhos a essa cidade. Nos estudos
realizados em Uberlandia (OLIVEIRA et al., 2002) e em Vitdria (Zago-Gomes et
al., 2002) os controles ndo eram absolutamente pareados aos casos, mas eram

tomados entre os pacientes atendidos nos diferentes setores do Hospital.

A influéncia do grupo controle é muito importante quando analisamos a prevaléncia
de S. stercoralis em alcoolistas, observada em uma amostra colhida de pacientes
atendidos no Servico de Gastroenterologia do HUCAM, onde a probabilidade de
encontrarmos pacientes positivos para Strongyloides é muito maior do que se
tomarmos uma amostra de pacientes atendidos em todos os ambulatorios do
Hospital. Mesmo nessa amostra, na qual os controles mostraram prevaléncia maior
do parasito do que a dos pacientes originados de todos os ambulatérios e
enfermarias do hospital, a prevaléncia em alcoolistas foi significativamente maior,
embora com nivel de significancia menor do que observado quando se usa a
prevaléncia geral do hospital como prevaléncia controle. O grupo controle dos
servigos de Gastroenterologia inclue pacientes com queixas gastrointestinais e com
hepatopatias cronicas, que representam fatores que podem estar associados a
infeccdo com S. stercoralis (GABURRI et al., 1997).

6.3. Pesquisa de anticorpos anti-Strongyloides (IgG) no soro de pacientes
alcoolistas e controles ndo alcoolistas, utilizando ELISA com antigenos de

larvas L3 de S. stercoralis

Os resultados mostraram que ha uma maior prevaléncia de sorologias positivas nos
pacientes alcoolistas do que nos ndo alcoolistas. Essa é a primeira observagdo que
mostra maior prevaléncia de sorologia positiva para S. stercoralis em alcoolistas
cronicos, confirmando, assim, as observacdes feitas por Oliveira e colaboradores
(2002) e Zago-Gomes e colaboradores (2002) que mostraram maior frequéncia de

exames parasitoldgicos positivos para S. stercoralis em alcoolistas cronicos.
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Quando analisamos a distribuicdo das densidades Opticas nos alcoolistas e nao
alcoolistas com a sorologia positiva, as densidades mais elevadas (acima de 0,600)
foram mais frequentes nos alcoolistas. 1sso pode representar a maior prevaléncia do
parasito nesse grupo, mas também pode ser consequéncia de parasitismo mais
intenso, como foi demonstrado pelo maior nimero de larvas detectadas nas fezes.
No entanto ndo foi possivel detectar uma relagéo entre a densidade Optica no ELISA
e a carga parasitaria, pelo nmero pequeno de casos analisados.

A deteccdo de anticorpos anti-Strongyloides com o método utilizado, comparado
com o0 exame parasitoldgico de fezes, embora tenha mostrado boa sensibilidade,
teve indice kappa de concordancia moderada. Ha duas razGes para essa menor
concordancia: (a) a presenca de anticorpos circulantes pode representar presenca do
parasito ou cicatriz sorolégica que permanece apos a eliminacdo do parasito, (b)
reacdo cruzada com outros parasitos intestinais. O teste empregado, segundo o
fabricante, tem alta sensibilidade e especificidade, indicadas como 100%. No
entanto, ndo informa como esse teste foi validado, ou seja, se as amostras negativas
utilizadas foram de pessoas que vivem em zonas onde as helmintiases sdo
endémicas ou ndo. Portanto, podemos admitir que o teste utilizado resulte em
reacOes falso-positivas devido a rea¢do cruzada com outros enteroparasitos. No
entanto, é muito dificil inferir reacdo cruzada no paciente que: (a) tem outro
parasito, (b) PCR negativo para Strongyloides e (c) tem sorologia positiva para
Strongyloides, porque ndo temos como investigar se esse paciente teve uma infeccéo
passada com Strongyloides. De qualquer modo, o teste empregado pode ser utilizado
como teste para rastrear casos positivos nos quais se fara a pesquisa de larvas nas
fezes, conforme sugerem varios autores (CARROLL et al., 1981; BIGGS et al.,
2009; MARCOS et al., 2011; LEVENHAGEN e COSTA-CRUZ, 2014).

6.4. Pesquisa do DNA de Strongyloides stercoralis nas fezes de pacientes

alcoolistas e ndo alcoolistas

Os resultados obtidos com a PCR mostraram que h& maior prevaléncia de exames
positivos para S. stercoralis em amostras de pacientes alcoolistas do que em néo

alcoolistas, confirmando, assim, o que foi observado com a utilizagdo de outros

61



DISCUSSAO

métodos para identificar o parasito. Apesar de ndo ser considerada padrao ouro para
o0 diagndstico da estrongiloidiase, a técnica de PCR tem sido relatada como técnica
de altas sensibilidade (entre 85 e 100%) e especificidade (100%) (VERWELW et al.,
2009; KRAMME, 2010; AHMAD et al., 2013; KNOPP et al., 2014; SITTA et al.,
2014), razdo pela qual ela seria importante para detectar, especialmente no grupo de
nédo alcoolistas, casos com poucas larvas eliminadas nas fezes. A sensibilidade da
PCR nesse material foi de 93,3%, o que esta de acordo com observacGes de outros
autores que ndo encontraram sensibilidade de 100% (VERWEIJ) et al., 2009;
KNOPRP et al., 2014; SITTA et al., 2014). Pode-se inferir que 0s casos negativos na
PCR tenham sido casos falsos positivos no exame parasitologico. Na amostra aqui
estudada a pesquisa de larvas nas fezes foi rigorosa, com dois métodos, razdo pela
qual admite-se que casos falsos positivos (identificacao incorreta da larva) no exame
parasitologico devem ter sido pouco frequentes. Além disso, na amostra aqui
estudada o caso que foi falso negativo na PCR teve identificacdo de larvas nos dois
métodos e tinha sorologia positiva com densidade Gptica trés vezes acima do ponto
de corte. E possivel que o resultado ndo esperado da PCR tenha sido decorrente de
problemas no armazenamento da amostra aliquotada ou na execucao da técnica. Foi
impossivel identificar se houve problema na colheita e armazenamento da amostra e

em uma repeticdo da PCR com o0 mesmo material — o resultado continuou negativo.

6.5. Anélise da populacéo de linfdcitos T reguladores no sangue periférico de
pacientes alcoolistas e controles ndo alcoolistas, positivos ou ndo para S.

stercoralis

Nossos resultados demonstraram que a frequéncia de células Treg no sangue
periférico de pacientes alcoolistas crénicos foi significativamente maior do que em
pacientes ndo alcoolistas quando ambos os grupos ndo estavam infectados por S.
stercoralis. Esses resultados diferiram daqueles reportados em pacientes com
hepatite alcodlica (ALMEIDA et al., 2013) e em pacientes com cirrose alcoolica
descompensada (KASZTELAN-SZCZERBINSKA et al., 2015).

Em pacientes com doenga hepatica alcoolica, a resposta imune é mais inflamatoria,
resultando em um aumento da atividade de Th17 (KASZTELAN-SZCZERBINSKA
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et al., 2015), o que induz maior leséo hepética. Na verdade, em pacientes alcoolistas
sem doencga hepatica, como reportado por Almeida e colaboradores (2013), a
frequéncia de células Treg demonstrou uma tendéncia clara de aumento; achado
similar foi reportado em pacientes cirrGticos por Kasztelan-Szczerbinska e
colaboradores (2015). Reducdo significativa de células Treg foi observada em
pacientes com formas mais severas dessas doengas. Os pacientes alcoolistas
arrolados nesse estudo ndo tinham evidéncias clinicas ou laboratoriais de doenca
hepatica. Dessa forma, sugere-se que o uso abusivo de etanol pode induzir o
aumento de células Treg, o que pode reduzir o efeito potencialmente nocivo do
etanol sobre o figado, reduzindo, assim, a resposta inflamatéria no figado, como
mostrado em pacientes com hepatites alcoolicas (ALMEIDA et al., 2013) e cirrose
hepatica descompensada (KASZTELAN-SZCZERBINSKA et al., 2015).

O aumento da frequéncia de células Treg nao tem sido reportado em humanos
infectados com S. stercoralis, na auséncia de outros fatores associados. Os
resultados apresentados nesse estudo demonstraram que maior frequéncia de células
Treg foram observadas em pacientes ndo alcoolistas infectados com Strongyloides.
E possivel que, como observado em outros helmintos em humanos e modelos
experimentais (WAMMES et al.,, 2012; BLANKENHAUS et al., 2014), os
linfécitos Treg também participem dos mecanismos de facilitacdo da sobrevivéncia
de Strongyloides no duodeno. O aumento da frequéncia de células Treg observadas
em alcoolistas sem doenca hepatica pode ser um fator que promove a sobrevida de
S. stercoralis nesses pacientes, como foi identificado em pacientes nos quais a
infeccdo com o parasito estava associada com a infecgéo pelo HTLV-1 (MONTES
et al., 2009). No entanto, as frequéncias de células Treg em pacientes alcoolistas e
infectados com Strongyloides, embora significativamente maiores do que nos
pacientes do grupo controle, ndo diferiram significativamente de pacientes
alcoolistas sem S. stercoralis ou de pacientes ndo alcoolistas infectados com S.
stercoralis. Adicionalmente, ao contrario dos pacientes ndo alcoolistas infectados
com S. stercoralis, observou-se uma tendéncia decrescente nas frequéncias de
células Treg em pacientes alcoolistas e infectados com S. stercoralis. Assim, o
etanol ndo pareceu induzir o aumento de células Treg no grupo de pacientes

alcoolistas infectados com S. stercoralis. A auséncia de evidéncias que apoiem um
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possivel efeito estimulante do etanol nas frequéncias de células Treg detectadas em
pacientes alcoolistas infectados com S. stercoralis pode estar relacionada ao fato de
que, neste grupo, todos os pacientes tinham doenca hepéatica compensada, enquanto
que os pacientes alcoolistas sem S. stercoralis ndo apresentavam sinais de doenca
hepatica. O agravamento da doenca hepatica € acompanhado por uma redugdo na
frequéncia de células Treg no sangue circulante de pacientes com hepatite
(ALMEIDA et al.,, 2013) e cirrose hepéatica descompensada (KASZTELAN-
SZCZERBINSKA et al., 2015).

6.6. Considerac0es finais

Os resultados mostrados nas diferentes amostras estudadas demonstram que o
Espirito Santo pode ser considerado area endémica para S. stercoralis, baseado na
prevaléncia observada em duas grandes amostras de pacientes atendidos em dois

hospitais gerais, um na capital (Vitoria) e outro no interior (Santa Maria de Jetiba).

Os resultados observados nas diferentes amostras de alcoolistas e ndo alcoolistas,
confirmaram que a prevaléncia do parasito € sempre significativamente maior em
alcoolistas do que em ndo alcoolistas, independentemente do método utilizado para
identificar o parasito. Constatou-se, também, que mesmo quando a amostra controle
(ndo alcoolista) foi originada de pacientes atendidos em um servico de
Gastroenterologia, onde se espera maior prevaléncia do parasito, a prevaléncia de S.

stercoralis foi maior nos pacientes alcoolistas.

Uma observacdo constatada foi a de que o numero de larvas eliminadas pelos
alcoolistas é frequentemente maior do que em néo alcoolistas. Essa informacéo é
importante, pois, mesmo se admitirmos que a maior prevaléncia do parasito relatada
em alcoolistas possa ndo ser real (os grupos controles ndo foram pareados
adequadamente), a observacdo mostrou que o alcoolista elimina mais larvas. 1sso
indica que pacientes alcoolistas ttm maior nimero de fémeas no duodeno ou as
fémeas existentes tém maior fecundidade. Inclusive, é possivel que a flutuacédo na

eliminacéo de larvas, com periodos de eliminagdo minima, seja menor.
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A possibilidade de que a prevaléncia de Strongyloides em alcoolistas seja realmente
maior pode ser decorréncia dos habitos de higiene dos pacientes, o que favorece a
infecdo externa ou a autoinfestacdo externa. Por outro lado, pode-se admitir,
também, que a maior frequéncia de exames parasitoldégicos observados nos
alcoolistas sejam consequéncia do maior nimero de larvas eliminadas por esses
pacientes, facilitando o diagndstico parasitologico, mesmo em métodos rotineiros de
sedimentacdo espontinea. Desse modo é mais fécil diagnosticar o parasito em
alcoolistas do que em ndo alcoolistas. Em ndo alcoolistas, a possibilidade de
eliminacdo menor de larvas e de flutuacdo na eliminacdo de larvas é maior,

facilitando resultados falsos negativos.

Quanto aos possiveis mecanismos relacionados com o aumento da eliminacdo de
larvas nos alcoolistas, eles sdo, ainda, muito obscuros. Vérias hipoteses tém sido
propostas pelos autores que relataram maior prevaléncia de S. stercoralis em
alcoolistas do que em ndo alcoolistas atendidos no mesmo hospital. Marques e
colaboradores (2010), Oliveira e colaboradores (2002), Zago-Gomes e
colaboradores (2002) discutiram alguns possiveis mecanismos, especialmente
ligados a imunossupressao induzida pelo etanol e aos precarios habitos de higiene
que podem estar relacionados com o etilismo crénico. Além desses mecanismos,
Marques (2010) e Zago-Gomes (2002) discutem outros possiveis fatores, entre 0s
quais: (a) o alcool induz imunossupressdo que favoreceria a instalacdo e
sobrevivéncia do parasito; no entanto 0s mesmos autores questionam esse
mecanismo, pois, o etilismo cronico induz reducdo da resposta Thl com
manutencdo ou até exacerbacdo da Th2, o que aumentaria a resisténcia ao parasito;
portanto a supressdo ou reducdo da resposta imunitaria responsavel pela resisténcia
ao parasito ndo parece um mecanismo evidente. Como sera discutido adiante, um
desequilibrio da resposta imunitaria poderia estar envolvido; (b) o etanol altera a
resposta imunitria inata especialmente a funcdo de neutrdfilos, os quais sdo
importantes na resisténcia as larvas, principalmente no pulméo o que favoreceria a
instalacdo de maior nimero de fémeas no duodeno. Essa hipotese € plausivel porque
as observagOes experimentais (BRELOER e ABRAHAM, 2016) mostram a
importancia da imunidade inata na resisténcia as larvas L3 e é bem conhecido que o

alcoolismo altera a funcdo de neutrofilos e macrdfagos, reduzindo o seu poder
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microbicida, especialmente nas intoxicacdes agudas. E comum que etilistas tenham
periodos de ingestdo intensa e, nesses periodos e embriagados, estariam mais
expostos as larvas (higiene) e a resisténcia as mesmas estaria diminuida, com
aumento da chance de infeccdo (MESSINGHAM et al., 2002; PASALA et al.,
2015; SZABO e SAHA, 2015; TEIXEIRA et al., 2016); (c) o etanol diminui a
motilidade intestinal, o que favoreceria a maior permanéncia das larvas rabditoides
na luz intestinal, com maturagdo para larvas filaridides infectantes e a autoinfeccéo;
de fato ha algumas observacGes que mostram reducdo da motilidade intestinal em
alcoolistas cronicos (WEGENER et al., 1991; ADDOLORATO et al., 1997; SILVA
et al., 2016), mas essa alteracdo nédo parece ser muito evidenciada nesses pacientes.
(d) O etanol aumenta a liberagdo de ACTH (hormdnio adrenocorticotréfico),
aumentando a producéo de corticoides (SILVA et al., 2016), e altera 0 metabolismo
destes esteroides, podendo gerar metabdlitos com funcdo ecdisona simile,
favorecendo a muda das larvas e a fecundidade das fémeas (as ecdisonas séo 0s
hormonios que controlam o desenvolvimento das larvas do parasito). Essa é uma
hipbtese proposta por Genta (1992) para explicar a alta frequéncia de
estrongiloidiase disseminada em pacientes tratados com corticoides. No entanto é
uma hipdtese que precisa ser melhor testada, especialmente pela avaliacdo de
metabolitos ecdisona simile em alcoolistas. Por fim, (e) o uso abusivo do etanol
pode alterar a resposta imunitaria, criando um ambiente que altere e favoreca a
diferenciacdo de larvas filaridides, aumentando assim a chance de autoinfeccao;
haveria uma alteracdo em relacdo as respostas aos antigenos do parasito, criando
uma desregulacdo imunitaria, que ndo seria uma imunossupressao simples, mas um
desequilibrio entre as respostas que induzem resisténcia e as que facilitam a
sobrevivéncia do parasito. Essa hipotese é baseada na observacdo de Viney e
colaboradores (2004), que demonstraram em cultura de fezes de pacientes HIV
positivos e infectados com S. stercoralis que a diferenciacdo das larvas rabditoides
para formas de vida livre ou para larvas filaridides infectantes se relacionou com o
namero de linfocitos T CD4™: quanto menor esse nimero, maior a frequéncia de
diferenciacdo de formas de vida livre, havendo, portanto, menor diferenciagdo de
larvas infectantes, o que reduz a chance de autoinfeccdo. Essa influéncia da resposta
imunitaria na diferenciacao de larva rabditoides em filarioides infectantes ou de vida

livre é reforcada por observacbes experimentais com S. ratti (HARVEY et al.,
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2000). Nestes experimentos, ratos com imunossupressdo (atimicos ou ratos
convencionais tratados com cortisona), ratos previamente infectados com uma, dez
ou cinquenta larvas (ratos previamente sensibilizados) e ratos controles, foram
infectados com larvas L3 infectantes e as fezes cultivadas em diferentes dias para
avaliacdo da evolucgdo das larvas rabditoides em filaridides infectas (L3i) ou machos
e fémeas de vida livre. Os resultados mostraram que nos animais previamente
sensibilizados houve aumento da diferenciacdo para machos e fémeas de vida livre
e, nos imunossuprimidos, houve reducdo significativa dessa diferenciacdo. Os
autores concluiram que um fator enddgeno importante na determinacdo da
diferenciacdo das larvas de S. ratti € a resposta imunitaria do hospedeiro aos
antigenos do parasito. Os resultados de Viney e colaboradores (2004) mostram que a
reducdo da imunidade celular favoreceu a diferenciacdo de formas de vida livre,
resultado aparentemente oposto ao observado experimentalmente por Harvey e
colaboradores (2000). No entanto, nesses estudos foram avaliadas duas espécies
diferentes, que podem diferir na resposta das larvas as respostas imunitarias do
hospedeiro frente aos antigenos do parasito. Pode-se admitir, também, que no
modelo experimental e na AIDS, ambos com imunossupressdo, pode existir uma
desregulacdo imunitaria semelhante, ou seja, a relacéo entre as diferentes respostas
do hospedeiro (Thl, Th2, Th17 e Treg) possa ser parecida. Uma investigacdo mais
detalhada ndo é facil de ser feita porque o modelo experimental mais proximo da

infeccdo humana com S. stercoralis é a infeccdo em cdes.

Dos mecanismos acima discutidos acreditamos que a hipotese de desregulacdo da
resposta imunitaria, induzida pelo etanol, deve ser um mecanismo importante na
sobrevivéncia do parasito, no aumento da fecundidade das fémeas e na maior
frequéncia de diferenciagéo das larvas L3 infectantes ainda no tubo digestivo nos
alcoolistas cronicos, aumentando a chance de autoinfeccdo e de encontro de larvas

nas fezes desses pacientes.
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7. CONCLUSAO

Os resultados permitiram concluir que:

1.

O estado do Espirito Santo pode ser considerado uma regido endémica para

S. stercoralis.

Houve maior prevaléncia de S. stercoralis em amostras de fezes de
alcoolistas do que ndo alcoolistas, seja por métodos coproparasitologicos,
seja pela deteccdo de DNA do parasito nas fezes pela PCR.

Houve maior prevaléncia de sorologias positivas para S. stercoralis em
alcoolistas do que em néo alcoolistas, confirmando que a infec¢cdo com o

parasito nestes pacientes € mais frequente.

Houve maior namero de larvas eliminadas nas fezes de alcoolistas do que em
ndo alcoolistas, sugerindo maior carga parasitaria ou maior fecundidade das

fémeas.

Em alcoolistas cronicos, sem manifestacdes evidentes de hepatopatia, ha

maior frequéncia de linfécitos T reguladores no sangue circulante.

Nos pacientes infectados com S. stercoralis, alcoolistas ou ndo, houve
aumento de linfécitos T reguladores no sangue periférico, mas o uso abusivo

do etanol ndo foi um fator potencializador desse aumento nos alcoolistas.
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8. PROPOSICOES FUTURAS

1.

3.

Pesquisar IgA secretora anti-S. stercoralis na saliva e nas fezes de alcoolistas
e ndo alcoolistas infectados com S. stercoralis (e em amostras de respectivos
controles). Como a IgA secretora é importante na resisténcia contra parasitos

intestinais, o etanol pode interferir na sua excrecao.

Avaliar a evolucdo de larvas rabditdides fecais de S. stercoralis de
individuos alcoolistas e ndo alcoolistas em meio de cultura para comparar a
frequéncia de diferenciacdo de machos e fémeas de vida livre nos dois
grupos. Com isso, poderemos inferir se ha algum mecanismo interferindo na

diferenciacéo das larvas.

Avaliar quantitativamente a producdo de IL-5 em cultura de sangue total, de
alcoolistas cronicos com e sem S. stercoralis, apds estimulacdo com antigeno
solavel de S. stercoralis, para verificar se ha relacdo dos niveis séricos dessa

citocina com a prevaléncia do parasito.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO: “Alcoolismo e Strongyloides stercoralis: investigacdo de possiveis fatores

associados a maior prevaléncia do nematoide em alcoolistas cronicos”.
Entidade executora: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

Coordenador: Prof. Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira (27) 3335-7210
Doutorando: Steveen Rios Ribeiro

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa sobre um parasito intestinal
denominado Strongyloides stercoralis, que pode produzir doenca.

Para identificar o parasito, vocé coletara suas fezes, sem conservante, para serem examinadas e
receberd o resultado desse exame. Também serdo coletados 10 ml de sangue e 5 ml de saliva,

por profissionais, seguindo todas as normas de biosseguranca.
A sua participagdo ndo envolve nenhum risco para a sua saude.

A sua participacdo voluntaria ndo Ihe dara nenhum privilégio, seja ela de carater financeiro ou
de qualquer natureza. Serdo garantidos o sigilo e privacidade dos dados, e vocé podera
abandonar o projeto em qualquer momento, sem nenhuma penalizagdo ou prejuizo. Qualquer

duvida entrar em contato com o coordenador do projeto.

Confirmo ter conhecimento do conteldo deste termo. A minha assinatura abaixo indica que

concordo em participar desta pesquisa e por isso dou meu consentimento.

Nome legivel:

Data de Nacimento: / /

Assinatura:

Nicleo de Doencas Infecciosas — UFES
Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe, Vitéria — ES
CEP: 29.040-091
Tel.: 55 (27) 3335-7210
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Strongyloides stercoralis

GRUPO DE PACIENTES ALCOOLISTAS E CONTROLES NAO ALCOOLISTAS ATENDIDOS NO HUCAM (VITORIA) E NO HOSPITAL CONCORDIA (SANTA MARIA DE JETIBA), ES

ALCOOLISTAS | N° Registro | Iniciais | Situagdo | Idade | Sexo | N°® Amostras | Fezes Alig | Soro Aliq | EPF + Hel | EPF + S.s | HPJ | Média Larvas/HPJ | BM | Média Larvas/BM | Citometria | Sorologia | Sorol/DO | PCR -1 | HTLV 1/2
1 Al MMC AH 70 1 1 1 1 0 1 1 ++ 1 ++ NR 1 0,950 1 0
2 A2 WHA AH 53 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0,329 0 0
3 A3 EPR AH 50 1 0 0 1 NR NR NR NR NR NR 1 0 0,089 NR 0
4 Ad SCO AH 50 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0,213 0 0
5 A5 AGP AH 53 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,085 0 0
6 A6 JBT AH 65 1 0 0 1 NR NR NR NR NR NR 1 0 0,116 NR 0
7 A7 CAVP AH 45 1 2 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,105 0 0
8 A8 JBBS AH 48 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0,292 0 0
9 A9 JR AH 49 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0,258 0 0
10 Al0 AC AH 56 1 1 1 1 0 1 1 90 1 3300 1 1 1,259 1 0
11 All LLGB AH 29 0 0 0 1 NR NR NR NR NR NR 1 0 0,145 NR 0
12 Al2 LCAS AH 52 1 1 1 1 0 0 NR NR 1 0 1 0 0,107 0 0
13 Al3 ES AH 47 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,178 0 0
14 Al4d VS AH 46 1 0 0 1 NR NR NR NR NR NR 1 1 0,220 NR 0
15 Al5 JDPN AH 50 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,124 NR 0
16 Al6 DL AH 54 1 1 1 1 Anci 0 1 0 1 0 1 1 0,233 0 0
17 Al7 JEH AH 47 1 1 0 1 0 0 1 0 NR NR 1 1 0,287 NR 0
18 Al8 AJD AH 72 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,159 0 0
19 Al19 VMB AH 47 1 0 0 1 NR NR NR NR NR NR NR 0 0,074 NR 0
20 A20 MCP AH 46 1 1 1 1 0 1 1 1500 NR NR 1 1 2,395 1 0
21 A21 NJSR AH 33 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,064 0 0
22 A22 GCV AH 43 1 1 0 1 0 0 1 0 NR NR 1 0 0,147 NR 0
23 A23 ARV AH 63 1 0 0 1 NR NR NR NR NR NR NR 0 0,119 NR 0
24 A24 OoP AH 63 1 0 0 1 NR NR NR NR NR NR 1 0 0,186 NR 0
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ALCOOLISTAS | N° Registro | Iniciais | Situagdo | Idade | Sexo | N°® Amostras | Fezes Alig | Soro Aliq | EPF + Hel | EPF + S.s | HPJ | Média Larvas/HPJ | BM | Média Larvas/BM | Citometria | Sorologia | Sorol/DO | PCR -1 | HTLV 1/2
25 A25 MRSM AH 54 0 1 1 1 0 0 1 0 NR NR 1 0 0,140 0 0
26 A26 PRR AH 44 1 1 1 1 0 1 1 5] NR NR 1 1 2,974 1 0
27 A27 JP AH 40 1 1 0 1 0 1 1 NR NR NR 1 1 1,316 NR 0
28 A28 LCJ AH 51 0 1 1 1 0 1 1 114 NR NR 1 0 0,119 1 0
29 A29 JAS AH 54 1 1 1 0 0 1 1 11 1 290 NR NR NR 1 NR
30 A-SMJ 1 MAP ASMJ 40 1 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,101 0 0
31 A-SMJ 2 AL ASMJ 40 1 2 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,137 0 0
32 A-SMJ 3 DD ASMJ 43 1 2 1 1 Anci 0 1 0 1 0 NR 0 0,111 0 0
33 A-SMJ 4 DR ASMJ 28 1 2 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,159 0 0
34 A-SMJ 5 GM ASMJ 35 1 2 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,097 0 0
35 A-SMJ 6 LS ASMJ 38 0 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,092 0 0
36 A-SMJ 7 IM ASMJ 32 0 1 1 1 Anci 1 1 & 1 0 NR 0 0,133 0 0
37 A-SMJ 8 LFR ASMJ 32 0 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,128 0 0
38 A-SMJ 9 RAM ASMJ 42 1 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,079 0 0
39 A-SMJ 10 JB ASMJ 32 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,141 0 0
40 A-SMJ 11 MJLS ASMJ 38 1 3 1 1 Anci 0 1 0 1 0 NR 0 0,112 0 0
41 A-SMJ 12 | LFPM | ASMJ 48 1 3 1 1 0 1 1 & 1 & NR 1 0,419 1 0
42 A-SMJ 13 BS ASMJ 43 1 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,107 0 0
43 A-SMJ 14 FMW ASMJ 45 1 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,108 0 1
44 A-SMJ 15 DD ASMJ 41 0 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,120 0 0
45 A-SMJ 16 JPS ASMJ 51 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 1 0,259 0 0
46 A-SMJ 17 AT ASMJ 53 1 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,085 0 0
47 A-SMJ 18 ZS ASMJ 46 1 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,142 0 0
48 A-SMJ 19 AV ASMJ 51 1 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,094 0 0
49 A-SMJ 20 EW ASMJ 50 1 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,104 0 0
50 A-SMJ 21 WK ASMJ 74 1 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,115 0 0
51 A-SMJ 22 CBL ASMJ 38 0 3 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,110 0 0
52 A-SMJ 23 1L ASMJ 38 1 1 1 1 0 1 1 0 1 + NR 0 0,128 0 0
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ALCOOLISTAS | N° Registro | Iniciais | Situagdo | Idade | Sexo | N°® Amostras | Fezes Alig | Soro Aliq | EPF + Hel | EPF + S.s | HPJ | Média Larvas/HPJ | BM | Média Larvas/BM | Citometria | Sorologia | Sorol/DO | PCR -1 | HTLV 1/2
53 A-SMJ 24 FP ASMJ 60 1 1 1 1 0 1 1 + 1 + NR 1 2,912 1 0
54 A-SMJ 25 VH ASMJ 42 1 1 1 1 0 1 1 0 1 + NR 1 0,770 0 0
55 A-SMJ 26 JH ASMJ 49 1 1 0 1 0 1 1 0 1 + NR 0 0,131 NR 0
56 A-SMJ 27 EM ASMJ 48 1 1 0 1 0 1 1 + 1 + NR 1 1,100 NR 0
57 A-SMJ 28 1S ASMJ 30 1 2 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,110 0 0
58 A-SMJ 29 ZS ASMJ 39 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,092 0 0
59 A-SMJ 30 EW ASMJ 70 1 1 1 1 0 1 1 & 1 & NR 1 0,363 1 0
60 A-SMJ 31 AW ASMJ 48 1 1 0 0 0 1 1 0 1 + NR NR NR NR NR
61 A-SMJ 32 AS ASMJ 41 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,135 0 0
62 A-SMJ 33 GV ASMJ 50 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 1 0,339 0 0
63 A-SMJ 34 | DWM ASMJ 38 0 1 1 1 0 1 1 + 1 + NR 1 1,107 1 0
64 A-SMJ 35 LNQ ASMJ 33 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,147 0 0
65 A-SMJ 36 wQ ASMJ 33 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,099 0 0
66 A-SMJ 37 EF ASMJ 47 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,131 0 0
67 A-SMJ 38 SZ ASMJ 46 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,083 0 0
68 A-SMJ 39 DF ASMJ 64 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,095 0 0
69 A-SMJ 40 GB ASMJ 40 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 1 0,528 0 0
70 A-SMJ 41 AV ASMJ 42 1 1 0 1 0 1 1 0 1 + NR 1 1,156 NR 0
71 A-SMJ42 | MDSR | ASMJ 32 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,103 NR 0
72 A-SMJ 43 CM ASMJ 31 1 1 1 1 Anci 0 1 0 1 0 NR 0 0,111 0 0
73 A-SMJ 44 ET ASMJ 61 1 2 0 1 Anci 0 1 0 1 0 NR 1 0,670 NR 0
74 A-SMJ 45 DS ASMJ 47 1 2 0 1 0 1 1 + 1 + NR 1 0,838 NR 0
75 A-SMJ 46 VW ASMJ 33 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,083 NR 0
76 A-SMJ 47 VH ASMJ 41 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 1 0,343 0 0
7 A-SMJ 48 NBS ASMJ 30 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,113 0 0
78 A-SMJ 49 AK ASMJ 31 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,131 NR 0
79 A-SMJ 50 DP ASMJ 38 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 NR 0 0,089 0 0




CONTROLES | N° Registro | Iniciais | Situacdo | Idade | Sexo | N° Amostras | Fezes Aliq | Soro Aliq | EPF + Hel | EPF +S.s | HPJ | Média Larvas/HPJ | BM | Média Larvas/BM | Citometria | Sorologia | Sorol/DO | PCR | HTLV 1/2
1 Cl LDO CH 51 1 1 1 1 0 0 1 0 NR 0 1 0 0,077 0 0
2 C2 CMPO CH 40 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,116 0 0
3 c3 AP CH 58 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,075 0 0
4 C4 LM CH 51 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,074 0 0
5 c5 SE CH 60 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,105 0 0
6 C6 HJ CH 24 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,118 0 0
7 c7 HI CH 51 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0,244 0 0
8 C8 JS CH 57 1 0 0 1 NR NR NR NR NR NR 1 0 0,161 NR 0
9 c9 JSL CH 28 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,063 0 0
10 C10 HP CH 25 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,108 0 0
11 C11 1AV CH 50 1 1 1 1 0 1 1 5 1 13 1 1 3,188 1 0
12 C12 RBO CH 48 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,080 0 0
13 C13 YLF CH 27 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,096 0 0
14 Cl4 AGS CH 45 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,105 0 0
15 C15 RDA CH 50 1 1 1 1 S. mansoni 0 1 0 1 0 1 0 0,163 0 0
16 C16 BCCL CH 33 1 0 0 1 NR NR NR NR NR NR 1 0 0,125 NR 0
17 C17 AHR CH 37 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0,091 0 0
18 C18 JLV CH 55 1 1 1 1 0 1 1 0 1 28 1 0 0,160 1 0
19 C19 CTB CH 52 0 1 1 1 0 1 1 678 1 2400 1 NR NR 1 NR
20 C20 ET CH 58 0 1 0 1 0 1 1 0 1 6 1 1 0,548 NR 0
21 C21 DMA CH 64 0 1 1 1 0 1 1 1 1 9 1 1 0,361 1 0
22 C22 VMA CH 58 0 1 0 1 0 1 1 1 NR NR NR 0 0,140 NR 0
23 C-sMJ 1 EAS csMmJ 60 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 1 0,311 0 0
24 C-SMJ 2 RM CSMJ 22 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,128 0 0
25 C-SMJ3 | MCSR | CSMJ 62 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,082 0 0
26 C-SMJ 4 CH CSMJ 24 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,127 0 0
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CONTROLES | N° Registro | Iniciais | Situacdo | Idade | Sexo | N° Amostras | Fezes Aliq | Soro Aliq | EPF + Hel | EPF +S.s | HPJ | Média Larvas/HPJ | BM | Média Larvas/BM | Citometria | Sorologia | Sorol/DO | PCR | HTLV 1/2
27 C-SMJ 5 EN csMmd 24 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,056 0 0
28 C-SMJ 6 PRP CSMJ 12 0 1 1 1 G. lamblia 0 1 0 0 0 NR 0 0,092 0 0
29 C-sMJ 7 DK csMmd 32 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,111 0 0
30 C-SMJ 8 DLCS CSMJ 54 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,095 0 0
31 C-sMJ 9 EPB csMmd 79 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,118 0 0
32 C-SMJ 10 EB CcsMmJ 54 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,117 0 0
33 C-sMJ 11 RLC CcsMmJ 28 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,067 0 0
34 C-SMJ 12 BB CSMJ 25 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,125 0 0
35 C-SMJ 13 LE CcsMmJ 9 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,083 0 0
36 C-SMJ 14 LLD CSMJ 41 0 1 1 1 Anci 0 1 0 0 0 NR 0 0,057 0 0
37 C-SMJ15 | ALVL | CSMJ 9 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,084 0 0
38 C-SMJ 16 cB csMmJ 25 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,193 0 0
39 C-SMJ 17 AS CSMJ 20 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,126 0 0
40 C-SMJ 18 LS csMmJ 28 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,113 0 0
41 C-SMJ19 | CCV csMmJ 17 0 1 1 1 E. histolytica 0 1 0 0 0 NR 0 0,069 0 0
42 C-SMJ20 | SMLN | CsSMJ 36 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,089 0 0
43 C-SMJ 21 JHB CSMJ 20 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 1 1,349 0 0
44 C-SMJ 22 ABS CSMJ 45 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 1 0,298 0 0
45 C-SMJ 23 LCS CcsMJ 27 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,093 0 0
46 C-SMJ 24 JFP CSMJ 24 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,085 0 0
47 C-SMJ 25 TF CSMJ 47 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,123 0 0
48 C-SMJ 26 TSJ CSMJ 18 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,106 0 0
49 C-sMJ 27 TSG csMmJ 58 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,081 0 0
50 C-SMJ 28 MG CSMJ 57 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,127 0 0
51 C-SMJ 29 HHB CSMJ 63 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,058 0 0
52 C-SMJ 30 WV csMmJ 17 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,068 0 0
53 C-SMJ 31 BN CSMJ 11 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,087 0 0
54 C-SMJ 32 DB csMmy 21 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,080 0 0
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CONTROLES | N° Registro | Iniciais | Situacdo | Idade | Sexo | N° Amostras | Fezes Aliq | Soro Aliq | EPF + Hel | EPF +S.s | HPJ | Média Larvas/HPJ | BM | Média Larvas/BM | Citometria | Sorologia | Sorol/DO | PCR | HTLV 1/2
55 C-SMJ 33 JLW CSMJ 58 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,118 0 0
56 C-SMJ 34 GV csM) 24 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,115 0 0
57 C-SMJ35 | MBT | CSMJ 57 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 1 0,234 0 0
58 C-SMJ36 | AGT csM) 56 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,129 0 0
59 C-SMJ 37 AKB CSMJ 42 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,057 0 0
60 C-SMJ 38 | OPDB CSMJ 47 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,082 0 0
61 C-SMJ 39 EF CSMJ 28 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,128 0 0
62 C-SMJ40 | ACVL CSMJ 31 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,097 0 0
63 C-SMJ 41 | MABP CSMJ 36 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,129 0 0
64 C-SMJ 42 ES CcsSMJ 55 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,148 0 0
65 C-SMJ 43 J CSMJ 35 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,120 0 0
66 C-SMJ 44 IRSS CSMJ 36 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,153 0 0
67 C-SMJ 45 DJ csMJ 27 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,078 0 0
68 C-SMJ 46 | MCSS CSMJ 52 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,087 0 0
69 C-SMJ47 | LTB csMJ 72 0 1 1 1 Anci 0 1 0 0 0 NR 0 0,132 0 0
70 C-SMJ 48 | SAGR CSMJ 38 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,090 0 0
71 C-SMJ49 | EAB csMJ 30 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,143 0 0
72 C-SMJ 50 NKJ CSMJ 55 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 NR 0 0,168 0 0

Legenda Situagdo Sorologia / HTLV 1/2
Masculino 1 AH Alcoolista HUCAM Positivo 1
Feminino 0 ASMJ Alcoolista Santa Maria Negativo 0

Sim 1 CH Controle HUCAM N&o Realizado | NR
Néao 0 CSMJ Controle Santa Maria
NR Néo realizado
? Néo € sabido Positivo Exame Parasitologico de Fezes
Exame N&o Realizado
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Comparative study of cultivation of feces in vermiculite or
charcoal to obtain larvae of Strongyloides venezuelensis

Steveen Rios Ribeiro™, Caroline Ohnesorge Maia', Fausto Edmundo Lima Pereira™
and Narcisa Imaculada Brant Moreira™

[1]. Programa Pés-Graduagdo em Doengas Infecciosas, Nucleo de Doengas Infecciosas, Universidade Federal de Espirito Santo, Vitéria, ES. [2]. Departamento
de Patologia, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria, ES.

ABSTRACT

Introduction: We compared feces culturing in charcoal or vermiculite to obtain Strongyloides venezuelensis larvac. Methods:
Feces (5g) from infected rats was mixed with vermiculite (10g) or coal (10g) in plastic cups and incubated at 28°C for 48h.
Larvae were recovered using Baermann-Moraes method. Results: Significantly higher number of positive larval cultures were
recovered from vermiculite than from charcoal (15/17 and 4/17, respectively; p < 0.001; 990.6 &= 307.5 and 215 + 78.1 larvae,
p = 0.027). Conclusions: Vermiculite yields more larvae and provides cleaner pellets, improving larvae identification and
facilitating their use for other purposes.

Keywords: Charcoal. Strongyloides. Vermiculite.

Cultivation of stool to obtain helminthic larvae is generally
carried out with addition of different substrates or by spreading
feces on plates containing solidified agar nutrients'2. The most
commonly used culture medium is coal, which must be pure,
lacking additives, and, in particular, being free from colloidal
silver. Moreover, visualization of the larvae or adult worms is
rendered difficult due to the presence of coal particles. Agar
culture is laborious and requires appropriate growth medium,
adequate glassware, and sterilization systems.

Vermiculite is a compound formed by hydration of basaltic
mineral; it has been used as a substrate for fecal culture,
particularly in veterinary parasitology, as it has the advantages
of being similar to soil and costing less*”. It has also been used
for growing insect® or nematodes larvae in order to evaluate the
larvicidal effects of fungi®!'2.

Very few reports have compared the culturing of stools in
vermiculite vs. that with addition of other media. Steffan et al.!?
compared the addition of vermiculite or polystyrene pellets to
cultivate cattle feces and found that both significantly improved
growth of larvae of Ostertagia ostertagi and Cooperia oncophora
as compared to the cultivation of feces without additives.

Agyei'* compared the addition of vermiculite or sawdust
to cultivate cattle feces to obtain L3 larvae of Haemonchus,
Trichostrongylus, Cooperia, and Oesophagostomum and
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concluded that the number of L3 larvae obtained from sawdust
cultures was significantly higher than those obtained by other
techniques; the former also did not require further elaborate
apparatus.

As there have been no reports comparing the cultivation of
feces in vermiculite and charcoal, we here compared vermiculite
with charcoal as growth medium for larvae of Strongyloides
venezuelensis. Feces of Wistar albino rats infected with
S. venezuelensis (900 larvae, subcutaneously) were collected
using an anticoprophagic cage. The eggs were quantified with
a McMaster chamber. Two identical samples (in terms of
weight and eggs per gram) of feces were homogenized with
vermiculite (Vermiculite Insulation Thermo-Acoustic Ltd., Belo
Horizonte, MG; granulation 1) or coal (Tobasa Bioindustrial,
Tocantino6polis, TO; granulation 4) in disposable plastic cups
(200ml) at a ratio of two parts of vermiculite or charcoal to
one part stool (e.g., Sg of feces and 10g of vermiculite or
charcoal). The cultures were incubated at 28°C for 48h, and
were humidified daily with distilled water. The incubation time
was based on the time used for cultivation of feces on coal for
recovery of larvae of Strongyloides stercoralis®. Larvae were
collected from the plastic cups using the Baermann-Moraes
technique and counted in one aliquot of 50uL. The results
of culturing in both media are summarized in Table 1. Of 17
cultures grown in vermiculite, 15 were positive, with recovery
of filarial larvae and, exceptionally, free-living forms of the
worm. In contrast, among the 17 cultures on coal, only four
were positive. The two negative cultures in vermiculite were
also negative in coal. When comparing the positive cultures,
the mean number of larvae recovered was significantly higher
in cultures containing vermiculite (Table 1).

In conclusion, data presented here demonstrated that
fecal cultures in the presence of vermiculite, assessed
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TABLE 1 - Comparison of feces culture in vermiculite or charcoal. Feces of rats infected with Strongyloides venezuelensis were mixed
with vermiculite or charcoal and incubated at 28°C for 48h.

Positive/total cultures (17) Larvae (n)**

Culture medium n % p* mean + SD Pk
Vermiculite 15 88.2 990.6 +307.5
Charcoal 4 23.5 <0.001 215+ 78.1 0.027

*Fisher’s exact test; **number of larvae in positive cultures; ***unpaired 7-test with Welch’s correction.
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48h after cultivation, yielded significantly better results than 6.
cultures grown in the presence of coal, allowing recovery of
a larger number of larvae. In addition, the pellet obtained by
the Baermann-Moraes method is cleaner, greatly facilitating
the identification of larvae and their evolutionary forms, and
improving their application for other purposes, such as obtaining
antigens and inoculation into experimental animals.
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Abstract An increased number of regulatory T (Treg) cells
has been reported in patients with HTLV-1 and Strongyloides
stercoralis co-infection, suggesting the contribution of these
cells to worm survival. As Strongyloides infections have been
found to be highly prevalent in chronic alcoholics, we inves-
tigated the effect of abusive ethanol ingestion on the induction
of Treg cells in alcoholic patients with Strongyloides infection.
Treg cells were assessed by flow cytometry in the peripheral
blood of 12 healthy non-alcoholic (control) and 14 alcoholic
patients (alcoholic) without Strongyloides infection and five
non-alcoholics (controlSs) and five chronic alcoholics
(alcoholSs) with Strongyloides infection. The results showed
significantly higher frequencies of Treg cells in the alcoholic,
controlSs and alcoholSs group patients than in the control
group patients. However, the frequencies of Treg cells did
not differ between the alcoholSs and controlSs groups. In
conclusion, our results demonstrate that ethanol consumption
induced an increase in the number of circulating Treg cells in
chronic alcoholics in this study but was unable to potentiate
the induction of these cells in alcoholics with Strongyloides
infection.
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Chronic alcoholism is associated with reduced immune re-
sponses, favouring some bacterial and viral infections
(Szabo and Mandrekar 2009). In addition, higher prevalence
of Strongyloides stercoralis infection has been reported in
chronic alcoholic than in non-alcoholic patients admitted to
the same hospital (de Oliveira et al. 2002; Zago-Gomes et al.
2002). S. stercoralis is the only human metazoan parasite with
potential for autoinfection and multiplication within the host.
Infective filariform larvae developed in environment penetrate
the intact human skin and, by various often random routes,
migrate to the duodenum. More commonly, the infective lar-
vae migrate to the lungs by the blood stream, ascending the
tracheobronchial tree to enter the gastrointestinal tract.
However, larvae also can reach the small intestine directly
via connective tissues. Only adult females develop in the du-
odenum. They reproduce by parthenogenesis originating eggs
that quickly hatch releasing rhabditiform larvae. These are
eliminated with the faeces, and in the external environment,
they originate as free-living males and females or infective
filariform larvae. In autoinfection, some rhabditiform larvae
become filariform infective larvae before being excreted,
which can penetrate either the intestinal mucosa (internal au-
toinfection) or the perianal skin area (external autoinfection).
In either case, the filariform larvae reach the duodenum via the
same pathway of infective larvae coming from environment
(Nutman 2016).

Although the hygiene profile of chronic alcoholics may be
associated with increased exposure to this parasite, it has been
assumed that the immune modulation induced by abusive eth-
anol ingestion may be involved in the increased survival of
S. stercoralis observed in alcoholics (de Oliveira et al. 2002;
Marques et al. 2010). However, factors mediating the higher
prevalence of S. stercoralis in alcoholics remain unclear.
Although the mechanisms involved in resistance to
S. stercoralis infection have not yet been fully elucidated,
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studies using experimental rodent models have shown that
innate and adaptive immune responses play a role in these
mechanisms (Breloer and Abraham 2016). Studies in humans
have shown that once an infection is established, a predomi-
nance of Th2 response is observed, resulting in the production
of anti-inflammatory cytokines and a reduction in the activity
of Thl and Th17 responses (Anuradha et al. 2015). Higher
parasite burden and low eosinophil counts have been reported
in patients with S. stercoralis and human T leukaemia virus 1
(HTLV-1) co-infection, in which there was low production of
IL-5 after in vitro stimulation of peripheral blood mononucle-
ar cells with the S. stercoralis antigen. These patients have an
increased number of peripheral blood Treg cells suggesting
that Treg cells play a role in susceptibility to S. stercoralis
infection (Montes et al. 2009; Barros et al. 2012). The role
of Treg cells in increasing the survival of female S. stercoralis
in human hosts is further supported by findings suggesting
that these cells promote the survival of other helminths in
human and experimental models (Blankenhaus et al. 2014;
Wammes et al. 2012).

A reduction in the number of Treg cells in peripheral blood
has been reported in patients with alcoholic hepatitis (Almeida
et al. 2013). However, in that study, while the group of alco-
holics without liver disease had a higher number of Treg cells
than did healthy individuals, the difference did not reach sta-
tistical significance. This finding points to the possibility that
abusive ethanol ingestion induces Treg cell activation.
Moreover, in mice chronically intoxicated with ethanol, den-
dritic cells transfected with HCV antigens were able to induce
Treg cells when transferred to control mice, suggesting a re-
lationship between the consumption of ethanol and Treg in-
duction (Ortiz and Wands 2014).

Taking into account the increased susceptibility to
S. stercoralis infection observed in alcoholic patients and the
possibility that Treg cells play a role in this susceptibility, the
aim of this study was to evaluate the frequencies of Treg
cells in the peripheral blood of alcoholics and non-alcoholics,
both with and without S. stercoralis infection. Our hypothesis
was that ethanol may contribute to Treg induction in alco-
holics infected with S. stercoralis, similar to the contribution
of HTLV-1 in patients with HTLV-1 and S. stercoralis co-
infection.

The study sample included 12 non-alcoholic healthy con-
trols (eight males and four females; median age: 46.6 years)
who were negative for S. stercoralis and other helminth infec-
tion, five non-alcoholic patients with S. stercoralis infection
(two males, three females; median age: 55.0 years), 14 chronic
alcoholics negative for S. stercoralis infection (12 males and
two females; median age: 49.5 years) and five alcoholics pos-
itive for S. stercoralis infection (four male and one female;
median age: 46.0 years). All patients tested negative for hu-
man immunodeficiency virus, hepatitis B and C virus and
HTLV-1 and 2 infections. Parasitological examination was
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performed by the spontaneous sedimentation and Baermann-
Moraes methods (Melvin and Brooke 1982). The diagnosis of
chronic alcoholism was according to the WHO criteria (F10.2,
ICD 10, 2002) and patients were diagnosed with chronic al-
coholism when their ethanol ingestion exceeded 80 g per day
(men) or 40 g per day (women) for 10 years or longer.

Blood was collected by venous puncture into an EDTA
vacutainer tube (BD vacutainer tube, Becton Dickison Co,
UK). For the analysis of Treg cells, the Human Regulatory T
Cell Staining Kit (eBioscience, San Diego, CA, USA) was
used. First, cells were stained with fluorescein isothiocyanate-
conjugated anti-CD4 and phycoerythrin-cyanin 5-conjugated
anti-CD25 (SK3 and BC96, respectively; BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) in 200 pl of whole blood. After surface
staining, red blood cells were lysed and fixed with BD FACS
Lysing Solution (BD Biosciences, San Jose, CA) and then
permeabilized and stained with phycoerythrin-conjugated
FoxP3 (forkhead box P3) (236A/E7). Regulatory T cells were
analysed according to the manufacturer’s instructions. Isotype-
negative controls included a mouse isotype matched to a non-
relevant immunoglobulin. Data were collected using the BD
FACS Calibur flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) and analysed using FlowJo software (TreeStar,
San Carlos, CA, USA). All patients signed an informed consent
form, and this study was approved by the ethics committee of
CCS-UFES (protocol number 03586812.1.0000.5071).

The results are summarized in Fig. 1. As demonstrated,
there were significantly higher frequencies of Treg cells in
the alcoholic group than in the non-alcoholic group (control)
when both groups were negative for S. stercoralis infection.
Non-alcoholic group patients infected with S. stercoralis also
presented significantly higher frequencies of Treg cells than
did the control group patients; however, the frequencies ob-
served in this group did not differ significantly from those
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Fig. 1 Frequency of peripheral blood regulatory T cells in alcoholic and
non-alcoholic patients with or without Strongyloides stercoralis infection.
EtOH(—) Ss(—): non-alcoholic S. stercoralis negative group; EtOH(+
)Ss(—): alcoholic S. stercoralis positive group; EtOH(—)Ss(+): non-
alcoholic S. stercoralis positive group; EtOH(+)Ss(+): alcoholic
S. stercoralis positive group.***p < 0.0005
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observed in alcoholic patients without S. stercoralis infection.
The frequencies of Treg cells in alcoholic group patients with
S. stercoralis were also significantly higher than those detect-
ed in the control group patients. However, when compared to
alcoholic patients without S. stercoralis or with non-alcoholic
patients with S. stercoralis infection, the frequencies of Treg
cells in alcoholics with S. stercoralis infection were lower, but
this difference did not reach statistical significance.

Our results demonstrate that the frequency of Treg cells in
the peripheral blood of chronic alcoholic patients was signif-
icantly higher than in those of non-alcoholic group patients
when both groups were not infected with S. stercoralis. This
result is somewhat different from the findings reported for
patients with alcoholic hepatitis (Almeida et al. 2013) and
decompensated alcoholic cirrhosis (Kasztelan-Szczerbinska
et al. 2015). In patients with alcoholic liver disease, the im-
mune response is more inflammatory, resulting in an increase
in Th17 activity (Kasztelan-Szczerbinska et al. 2015), which
induces greater liver damage. In fact, in alcoholic patients
without liver disease, as reported by Almeida et al. (2013),
the frequencies of Treg cells showed a clear increasing trend;
similar findings were reported for cirrhotic patients by
Kasztelan-Szczerbinska et al. (2015). Greater reductions in
Treg cells were observed in patients with more severe forms
of these diseases. The alcoholic patients studied here included
alcoholics without clinical or laboratory evidence of liver dis-
ease. Thus, we suggest that abusive use of ethanol may induce
increased Treg cells, which may reduce the potentially harm-
ful effect of ethanol on the liver, thereby reducing the parallel
inflammatory responses in the liver, as shown in patients with
alcoholic hepatitis (Almeida et al. 2013) and decompensated
liver cirrhosis (Kasztelan-Szczerbinska et al. 2015).

Increased frequencies of Treg cells have not been reported
in humans infected with S. stercoralis in the absence of other
associated factors. The results presented here demonstrate
that increased frequencies of peripheral Treg cells were ob-
served in non-alcoholic patients with Strongyloides infection,
which is in accordance with previous observations regarding
the role of Treg cells in the survival of other helminths in
humans and experimental models (Blankenhaus et al. 2014;
Wammes et al. 2012).

The increased frequencies of Treg cells observed in alco-
holics without liver disease may be a factor that promotes the
survival of S. stercoralis in these patients, as this was identi-
fied in association with HTLV-1 infection (Montes et al.
2009). However, the frequencies of Treg cells in alcoholic
patients with Strongyloides infection, although significantly
higher than those in control group patients, did not differ sig-
nificantly from alcoholic group patients without S. stercoralis
or from non-alcoholic patients with S. stercoralis infection.
Additionally, unlike non-alcoholic patients infected with
S. stercoralis, a decreasing trend in the frequencies of Treg
cells was observed in alcoholic and S. stercoralis-infected

patients. Thus, ethanol did not appear to induce increased
Treg in the group of alcoholic patients infected with
S. stercoralis.

The lack of evidence supporting a possible enhancing ef-
fect of ethanol on the frequencies of Treg cells detected in
alcoholic patients infected with S. stercoralis may be related
to the fact that in this group, all patients had compensated liver
disease, whereas alcoholic patients without S. stercoralis did
not have signs of liver disease. Worsening of liver disease is
accompanied by a reduction in the frequency of Treg cells in
the circulating blood of patients with hepatitis (Almeida et al.
2013) and decompensated liver cirrhosis (Kasztelan-
Szczerbinska et al. 2015).

In conclusion, our results demonstrate that the abusive con-
sumption of ethanol is associated with increased regulatory T
cell frequencies in alcoholics without liver disease.
Additionally, the results demonstrate increased frequencies
of peripheral Treg cells in non-alcoholic patients infected with
S. stercoralis. However, there was no evidence of an effect of
abusive ethanol ingestion on increased induction of Treg cells
in alcoholic patients infected with S. stercoralis. Further in-
vestigations are necessary to clarify the role of ethanol abuse
in Treg induction and the impact of these cells on parasite
survival in alcoholic patients with S. stercoralis infection.
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