FACULDADE DE FARMACIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACIA - PPGFAR

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA ?

INFECCAO POR S. stercoralis
EM PACIENTES
IMUNOCOMPROMETIDOS

Salvador
2013



JOELMA NASCIMENTO DE SOUZA

INFECCAO POR S. stercoralis EM PACIENTES
IMUNOCOMPROMETIDOS

Salvador
2013

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Farmacia, Faculdade
de Farmacia, Universidade Federal da
Bahia, como requisito parcial para
obten¢do do grau de Mestre.

Orientador: Profa. Dra. Neci Matos
Soares



Sistema de Bibliotecas - UFBA

Souza, Joelma Nascimento de.

Infecgéo por S. stercoralis em pacientes imunocomprometidos / Joelma Nascimento
de Souza. - 2013.

65 f.

Inclui anexos.

Orientadora: Prof?. Dr?. Neci Matos Soares.

Dissertagédo (mestrado) - Universidade Federal da Bahia, Faculdade de Farmécia,
Salvador, 2013.

1. Strongyloides. 2. Diagnostico. 3. Teste imunoenzimatico. 4. Lupus eritematoso
sistémico. 5. Infecgdes por HIV. |. Soares, Neci Matos. |l. Universidade Federal da Bahia.
Faculdade de Farméacia. lll. Titulo.

CDD - 592.3
CDU - 595.1




sstusss |||V ERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE FARMAGIA :
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FARMACIA

TERMO DE APROVAGAO
JOELMA NASCIMENTO DE SOUZA

INFECCAO POR S. stercoralis EM PACIENTES
IMUNOCOMPROMETIDOS

Dissertagdo submetida ao Programa de P6s-Graduacdo em Farmacia (nivel
Mestrado Académico) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da Bahia,
como requisito parcial para a obtengao do titulo de Mestre em Farmacia.

Aprovada em 03 de julho de 2013.

BANCA EXAMINADORA

7/7%( " /%J; Swars,

/ Dr2/Neci Matos Soares
Universidade Federal da Bahia
QOrientadora

>

V — e =

Dre=Farnanda Washington de Mendonga Lima
Universidade Federal da Bahia

(A/\,Otn A fxf?r\ F,cmvmn[m

Dr2. Luciana Santos Cardoso
Universidade Federal da Bahia




Financiamento:

Bolsa concedida pela Coordenagido de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e
Financiamento do projeto pela FAPESB, através do edital PPSUS, sob o n® 4782/2009



Dedico este
trabalho a todos aqueles que me acompanharam

durante a minha vida: minha familia, meus professores e meus amigos.



AGRADECIMENTOS

A minha mae (Luzia), meu pai (Pedro) e aos meus irmaos (Adilson, Adelson e Sergio), pelo

apoio em todas as situacdes.

A Prof. Neci Matos Soares, cuja orientacdo foi além do ambito académico, propiciando meu

amadurecimento intelectual, profissional e pessoal.

A Prof. Marcia Aquino, pela boa vontade e disposi¢do para ajudar, sempre.

A Prof. Léda, que foi a primeira a me ensinar o que ¢ a parasitologia e muito mais.

A Joelma e a Robson, por me acolherem e me ensinarem muito.

A Bete e a Monica, por estarem comigo nos bons e maus momentos.

Aos meus amigos Fernanda, Bruna, Andre, Tharcila, Dalila e Quele, pelas boas memorias.

A equipe do laboratério de pesquisa e extensdo em parasitologia: Eliene, Dona Silvéria,
Rosana, Marcos, Elda, Luana, Adson, Silvia, Renata e Flavia pelo suporte e ajuda nas mais

diversas situagdes.

Ao Prof. Ajax Atta e a Rodrigo Oliveira, pelo apoio com a coleta de amostras dos pacientes

com LES.

As institui¢des parceiras e aos Doutores Mittermayer Santiago, Cibele Maria Dourado, Leila

Azevedo e Paulo Machado, que ao encaminharem os pacientes possibilitaram este trabalho.

A todos aqueles os quais eu ndo mencionei, mas que contribuiram direta ou indiretamente

para este trabalho.

A Deus, por possibilitar tudo.



“Eu vou lhe desdizer, aquilo tudo que eu lhe disse antes. Eu prefiro ser essa metamorfose
ambulante, do que manter aquela velha opinido formada sobre tudo.”

Raul Seixas



RESUMO

SOUZA, Joelma Nascimento de. Infeccido por S. stercoralis em pacientes
imunocomprometidos. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Farmadcia, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, 2013.

A estrongiloidiase humana é causada, principalmente, pelo Strongyloides stercoralis, parasito
que infecta cerca de 100 milhdes de pessoas em todo o mundo. Usualmente, as infec¢des
causadas pelo S. stercoralis sao cronicas e assintomaticas, podendo persistir por décadas sem
serem diagnosticadas. No entanto, em individuos imunocomprometidos, a infec¢do pode se
desenvolver para quadros de hiperinfec¢cdo e/ou disseminagdo. Assim, o diagnostico precoce €
essencial para prevenir as formas graves da doenca. Os objetivos deste trabalho foram: (1)
avaliar a frequéncia da infec¢do por S. stercoralis em pacientes com Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) e portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), através de trés
métodos parasitologicos (Sedimentacdo Espontanea (SE), Baermann-Moraes (BM) e Cultura
em Placa de Agar(CPA));(2) determinar os niveis séricos de IgG e IgE especificos para S.
stercoralis através do ensaio imunoenzimatico (ELISA); (3) avaliar a infec¢do por S.
stercoralis e/ou a produ¢@o de anticorpos especificos correlacionando-os com a terapia com
glicocorticoides e (4) acompanhar a resposta terapéutica aos antiparasitarios utilizados pelos
pacientes com sindrome da hiperinfec¢do por S. stercoralis(SHS). Foram avaliados 75
pacientes com LES, 20 pacientes portadores do HIV e dois pacientes com SHS. A frequéncia
de parasitos intestinais nos pacientes com LES foi de 10,7% e nos pacientes infectados com o
HIV de 40% (p<0,05), sendo que a frequéncia de S. stercoralis nos pacientes com LES foi de
1,3% e nos pacientes com HIV de 10%. As sensibilidades dos ELISAs foram de 80% para
deteccdo de IgG e 76,9 % para o IgE. Ambos os ensaios apresentaram a mesma
especificidade, de 96,7%. A frequéncia de IgG e IgE reativos ao antigeno de S. stercoralis nos
pacientes com LES foi de 16% e 28%, respectivamente. No grupo de pacientes com HIV, a
frequéncia de anticorpos especificos foi de 10% para IgG e 20% para IgE. Oito pacientes (seis
com LES e dois com HIV) foram positivos tanto para deteccdo de IgG como para IgE. Entre
os pacientes com LES que apresentaram niveis de 1gG e IgE anti-S. stercoralis positivo, 75%
(9/12) e 81% (17/21), respectivamente, faziam uso de glicocorticoides. Durante o periodo de
execugdo deste trabalho, dois casos de hiperinfec¢do foram diagnosticados: o primeiro em um
paciente com hanseniase sob corticoterapia e o segundo em uma paciente infectada com o
HTLV-1. Ambos os pacientes foram tratados inicialmente com albendazol e, apds falhas
terapéuticas, com ivermectina. O tratamento foi avaliado durante o periodo de um ano e a cura
da infeccdo parasitaria foi confirmada através de exames parasitoldgicos e da sorologia. A
utilizagdo da CPA e da pesquisa de anticorpos especificos associadas aos achados
laboratoriais (como eosinofilia e niveis de IgE total) sdo fundamentais para a realiza¢do do
diagndstico e avalia¢do do tratamento da infec¢do pelo S. stercoralis, uma vez que a detecgdo
precoce da infec¢do pode alterar o curso da doenca, apds tratamento adequado, prevenido a
ocorréncia da estrongiloidiase grave.

Palavras-chave: Strongyloides stercoralis. SHS. Diagnostico. ELISA. LES. HIV



ABSTRACT

SOUZA, Joelma Nascimento de. S. stercoralis infection in immunocompromised patients.
Master Dissertation — Faculdade de Farmacia, Universidade Federal da Bahia, 2013.

The human strongyloidiasis is mainly caused by Strongyloides stercoralis, a parasite that
infects about 100 million people worldwide. Usually, the infections caused by S. stercoralis
are chronic and asymptomatic and may persist for decades undiagnosed. However, in
immunocompromised individuals, the infection can cause hyperinfection and / or
dissemination. Therefore, early diagnosis is essential to prevent the severe forms of the
disease. The aims of this work were: (1) to evaluate the frequency of S. stercoralis infection
in patients with Systemic Lupus Erythematous (SLE) and infected with Human
Immunodeficiency Virus (HIV), by spontaneous sedimentation (SS), Baecrmann-Moraes (BM)
and agar plates culture methods (ACP) methods, (2) to perform specific IgG and IgE
serological diagnosis by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), (3) to evaluate the
presence of S. stercoralis infection and/or production of specific antibodies associated with
the use of corticosteroids and (4) to follow up patients treatment with Strongyloides
hyperinfection syndrome (SHS). There were evaluated 75 patients with SLE, 20 patients
infected with HIV and two patients with SHS. The frequency of intestinal parasites was
10.7% in the SLE group and 40% in the HIV group (p <0.05), whereas the frequency of S.
stercoralis infection in SLE patients was 1.3% and 10% in HIV-infected patients. The
sensitivity of the ELISA was 80% to detect IgG and 76.9% to IgE anti-S. stercoralis. Both
assays presented the same specificity, of 96.7%. The frequency of IgG and IgE anti-S.
stercoralis in patients with SLE was 16% and 28%, respectively. In patients with HIV, the
frequency of specific antibodies was 10% for IgG and 20% for IgE. Eight patients (six with
LES and two with HIV) were positive for both ELISAs. Among the patients with LES under
corticotherapy, there were 75% (9/12) and 81% (17/21) positive for detection of IgG and IgE
anti-S. stercoralis antibodies, respectively. While performing this work, two cases of
hyperinfection were diagnosed: the first one was a leprosy patient under corticosteroid
regimen and the second was a patient infected with HTLV-1. Both patients were initially
treated with albendazole and after treatment failures, the patients were successfully treated
with ivermectin. In one-year follow up of both patients was observed the cure of infection by
parasitological and serological methods. A diagnostical approach using the APC method and
the detection of specific antibodies associated with laboratory findings (such as eosinophilia
and total IgE) are essential for the diagnosis and follow-up of S. stercoralis infected patients.
Early detection of the infection can alter the course of the disease, after appropriate treatment,
preventing the occurrence of severe strongyloidiasis.

Keywords: Strongyloides stercoralis. SHS. Diagnosis. ELISA. SLE. HIV
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1 INTRODUCAO

A estrongiloidiase humana ¢ causada por duas espécies de helmintos do género
Strongyloides: Strongyloides stercoralis e Strongyloides fuelleborni. S. stercoralis ¢
considerado a espécie mais comum e de maior importancia clinica para o homem, infectando
cerca de 100 milhdes de pessoas em todo o mundo (BETHONY et al., 2006; GENTA, 1989;
MARCOS et al., 2011; SIDDIQUI; BERK, 2003), enquanto a infec¢do pelo S. fuelleborni
ocorre esporadicamente na Africa e no Sudeste da Asia (KECHAGIA et al., 2012).

Usualmente, as infec¢des causadas pelo S. stercoralis sdo cronicas e assintomaticas,
podendo persistir por décadas sem serem diagnosticadas. No entanto, em individuos
imunocomprometidos, a infec¢do pode se desenvolver e causar quadros graves, como a
hiperinfeccdo e/ou disseminacdo (BASILE et al., 2010; SIEGEL, SIMON, 2012). Estes
quadros estdo associados, principalmente, a pacientes coinfectados com o Virus T-
Linfotréopico Humano 1 (HTLV-1), ao uso cronico de corticosteroides e a pacientes
alcodlicos. Estudos da estrongiloidiase disseminada em pacientes transplantados
(SNYDMAN et al., 2009), asmaticos (WEHNER et al., 1994) e em pacientes com doengas
autoimunes (ALTINTOP et al., 2010; MOHANASUNDARAM et al., 2012) tém demonstrado
que a corticoterapia é o denominador comum no desenvolvimento da infec¢io severa.

A Sindrome da Hiperinfec¢do por S. stercoralis (SHS), ou apenas hiperinfecgdo, ¢é
caracterizada pelo aumento do numero de larvas excretadas nas fezes e/ou no escarro, em
conjunto com a exacerbacdo dos sintomas nos tratos gastrointestinal e respiratério (KEISER,
NUTMAN, 2004). Nesta forma da estrongiloidiase, as larvas estdo confinadas nos sitios onde
o ciclo parasitario ocorre (pele-pulmao-intestino) (MARCOS et al., 2011; VADLAMUDI et
al., 2006).Quando as larvas s@o encontradas em outros 6rgaos, como cérebro, figado e rins, a
estrongiloidiase passa a ser conhecida como disseminada, sendo este o quadro mais grave e
com maior taxa de mortalidade (PORNSURIYASAK et al., 2004; SIMPSON et al., 1993;
STEWART et al., 2011).Desta forma, o diagndstico precoce ¢ essencial para prevenir os
quadros graves da estrongiloidiase, podendo ser feito através de métodos parasitologicos e/ou
imunoldgicos. Entre os métodos parasitoldgicos, a técnica mais sensivel é a cultura em placa
de agar (CPA), cuja sensibilidade é cerca de 2-3 vezes superior ao método de Baermann-
Moraes(BM) (ARAKAKI et al., 1990; INES et al., 2011). No entanto, apesar da sua elevada

sensibilidade, a CPA depende da eliminagdo das larvas nas fezes, o que ocorre de maneira
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intermitente, gerando a necessidade da andlise de varias amostras em dias alternados
(JONGWUTIWES et al., 1999). Uma alternativa que supera esta limitagdo ¢ o uso de métodos
imunoldgicos, entre os quais o mais comumente utilizado é o ensaio imunoenzimatico
(ELISA), que tem demonstrado elevadas sensibilidade e especificidade (CARROL et al.,
1981; GENTA et al., 1988; SCHAFFEL et al., 2001). No entanto, o ELISA também possui
algumas limitagdes, como a dificuldade na produgdo e padroniza¢do de um antigeno capaz de
fornecer boa reprodutibilidade dos ensaios e a presenga de reagdes falso-positivas, causadas
por infecgdes passadas, devido a memoria imunologica, e/ou pela presenca de reagdes
cruzadas com outros parasitos (VAN DOORN et al., 2007).Portanto, o diagndstico da
infecgdo por S. stercoralis deve ser realizado com base em técnicas parasitoldgicas de elevada
sensibilidade, com o auxilio, quando necessario, de métodos imunoldgicos, sempre tendo em
vista o quadro clinico e os resultados laboratoriais dos pacientes, para que o tratamento seja
realizado o mais breve possivel.

No passado, o tratamento da estrongiloidiase era realizado utilizando o tiabendazol, no
entanto a frequéncia e a gravidade dos efeitos adversos causados por este medicamento levou
a sua substitui¢ao pelo albendazol que, por sua vez, apresentava uma eficacia muito variavel,
apontando para a necessidade de um novo medicamento, com uma eficacia terapéutica similar
ao tiabendazol, mas com poucos efeitos adversos (ADENUSI et al., 2004; DATRY et al,
1994; GANN et al.,1994). Recentemente, a ivermectina (que tem sido utilizada hd anos no
tratamento da oncocercose) vem sendo empregada, com sucesso, no tratamento da
estrongiloidiase e, atualmente, ¢ o medicamento de escolha para o tratamento desta parasitose
(SUPUTTAMONGKOL et al., 2011; ZAHA et al., 2002; ZAHA et al., 2004). Deste modo, o
diagnostico precoce e o tratamento adequado s@o as principais medidas para prevenir a

estrongiloidiase grave em pacientes imunocomprometidos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

A estrongiloidiase tem uma distribui¢do mundial heterogénea e sua prevaléncia pode
ser classificada como esporadica (< 1% - Estados Unidos, Europa e Asia), endémica (1-5% -
regides subtropicais) e hiperendémica (> 5% - regides tropicais) (PIRES; DRYER, 1993). No
entanto, a aplicagdo de métodos de diagndstico pouco sensiveis contribui para que a
prevaléncia da infec¢do permaneca subestimada. Desta forma, muitos dos seus aspectos
epidemiologicos permanecem pouco entendidos ou desconhecidos, como a sua prevaléncia e
gravidade associada a faixa etaria, as condi¢des socioecondmicas e ambientais e a presenga de
coinfecgdes e/ou comorbidades (HERNANDEZ-CHAVARRIA, 2001; OLSEN et al., 2009;
PAULA, COSTA-CRUZ, 2011).

Apesar da elevada prevaléncia da infeccdo pelo S. stercoralis no mundo,
principalmente em paises subdesenvolvidos, apenas recentemente a estrongiloidiase foi
adicionada pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS) na lista das doengas parasitarias
negligenciadas (BUONFRATE et al., 2012; OLSEN et al., 2009). Em 2005, a OMS também
recomendou que a infec¢do por S. stercoralis, em areas endémicas, deveria ser incluida nos
Programas para Controle das Parasitoses, o que ainda ndo ocorreu efetivamente (PAULA,
COSTA-CRUZ, 2011). Em paises desenvolvidos, onde as condi¢gdes socioecondmicas €
sanitarias sdo adequadas, os principais fatores de risco para adquirir a infec¢do sdo o turismo e
a imigracdo (LIBMAN et al., 1993; MARCOS et al., 2008; SUDARSHI et al., 2003). Em um
estudo realizado por Sudarshi e colaboradores (2003) em um hospital de Londres, um total de
192 casos de infecgdo por S. stercoralis foram diagnosticados em um periodo de 10 anos.
Entre estes, 64 (33%) viajaram para areas endémicas e 128 (67%) imigraram de paises com
alta prevaléncia desta parasitose. Outro fator de risco de se adquirir estrongiloidiase em paises
desenvolvidos € o trabalho com agricultura e jardinagem (MARCOS et al., 2008). Em um
estudo realizado por Magnaval em 2000, em um total de 17 casos de estrongiloidiase
autdctone da Franga, 13 pacientes tinham contato direto com o solo devido as atividades de
jardinagem.

No Brasil, as desigualdades sociais, além do processo de urbanizacdo desordenada,
contribuem para as condi¢gdes de vida precarias de uma grande parcela da populagdo, o que
reflete na elevada prevaléncia das parasitoses intestinais (CAMPOS-FILHO et al., 2008;
FERREIRA-JUNIOR et al., 2006; GONCALVES et al., 2007). No periodo entre 1990 a 2009,
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a ocorréncia da infec¢do por S. stercoralis foi de aproximadamente 5,5% nas cinco regides
brasileiras, o que caracteriza o pais como uma area hiperendémica (PAULA; COSTA-CRUZ,
2011). Na cidade de Salvador, Bahia, a prevaléncia varia entre 4,6% a 6,6% (INES et al.,
2011; SANTOS et al., 2008). Em 2005, reconhecendo a elevada prevaléncia da infecgdo por
S. stercoralis no pais, o governo brasileiro incluiu a estrongiloidiase no “Plano Nacional de
Vigilancia e Controle das Enteroparasitoses” (BRASIL, 2005) e em 2007, no Programa de
Aceleragio do Crescimento (PAC) (MINISTERIO DA FAZENDA, 2007), programas que
fornecem agdes em saneamento basico, objetivando a melhoria da qualidade de vida da
populagdo(PAULA, COSTA-CRUZ, 2011).Mesmo assim, a prevaléncia do S. stercoralis

permanece elevada e carece de maior atencdo no conjunto das acdes de satde publica.

2.2 O PARASITO

A infecgdo pelo S. stercoralis ocorre através da via cutanea, pela penetragdo de larvas
filaridides (L3) através da pele e/ou mucosa. As larvas atravessam a pele dos pés, maos e
nadegas, atingindo a derme, circulacdo linfatica e sanguinea. A infeccdo também pode ocorrer
através da ingestdo de 4gua e alimentos contaminados com larvas filaridides e através da
autoinfec¢do (NEVES et al., 2011).As larvas L3 liberam metaloproteases que auxiliam na
penetracdo e migragdo através dos tecidos, atingindo pequenos vasos e chegando ao pulmao,
onde atravessam os capilares alveolares, adentram os alvéolos e os bronquiolos e sdo
transportadas passivamente, junto com as secre¢des bronquicas, até a traqueia e a laringe
(NEVES et al., 2011). Posteriormente, essas larvas (ja no estagio L4) sdo deglutidas e atingem
o trato gastrintestinal, alojando-se na mucosa intestinal (particularmente no duodeno e na
por¢do superior do jejuno) mergulhadas nas glandulas de Lieber Kuhn, onde se transformam
em fémeas partenogenéticas e iniciam a ovoposi¢do, dando origem as larvas rabditoides (nao
infectantes) (BENINCASA et al., 2007; CONCHA et al., 2005). As larvas ndo infectantes
eliminadas nas fezes podem se tonar infectantes ou dar origem a machos e fémeas de vida
livre. Isto ocorre porque as fémeas partenogenéticas, por serem triploides (3n), liberam
simultaneamente trés tipos de ovos, que dardo origem a trés tipos diferentes de larvas: larvas
haploides (n), que se transformardo em machos de vida livre; larvas diploides (2n), que
originardo fémeas de vida livre e larvas triploides (3n) que dardo origem as novas fémeas
partenogenéticas (BENINCASA et al., 2007; NEVES et al., 20011; REY, 2001). O duplo

ciclo evolutivo ¢ uma caracteristica peculiar do S. stercoralis e permite que o parasito
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sobreviva mesmo na auséncia de um hospedeiro, o que confere ao S. stercoralis uma
capacidade de sobrevivéncia superior aos demais nematodeos.

O processo conhecido como autoinfec¢do pode ser externa ou interna. A autoinfecc¢do
externa ¢ decorrente da transformacdo de larvas rabditoides em filaridides na regido anal e
perianal, seguido de penetracdo da mucosa retal e invasdo da rede venosa, ao qual se segue o
ciclo pulmonar. A autoinfec¢do interna ocorre quando as condi¢des locais promovem a ecdise
do parasito na luz do intestino, com invasdo direta da mucosa intestinal pelas larvas
(BRASITUS et al., 1980; CHACIN-BONILLA, 1991). A autoinfec¢do pode ocorrer a um
baixo nivel e permitir que a infec¢do permanega latente no hospedeiro por décadas (KEISER;
NUTMAN, 2004; SUDRE et al., 2006). No entanto, um desequilibrio da resposta imune
durante a infec¢@o cronica pode levar a um quadro de hiperinfec¢do e/ou disseminacdo, uma
vez que multiplas larvas se desenvolvem e podem invadir outros 6rgdos além do intestino e

pulmao, resultando em sepse e morte (GENTA, 1992; MARCOS et al., 2011).

2.3 MANIFESTACOES CLINICAS

Usualmente, as infec¢des causadas pelo S. stercoralis sdo cronicas e assintomaticas,
podendo persistir por décadas sem serem diagnosticadas. Nas infec¢des sintomaticas, 0s
pacientes geralmente apresentam problemas gastrointestinais, respiratdrios e dermatologicos
(SEGARRA-NEWNHAM, 2007). A estrongiloidiase pode ser classificada de acordo com as
manifestagdes clinicas apresentadas (KEISER; NUTMAN, 2004; MARCOS et al., 2011).
Esta classifica¢do varia muito na literatura, no entanto, de uma forma geral, pode ser dividida
em: (1) infeccdo aguda, que ¢ extremamente incomum de se diagnosticar na pratica clinica
(MARCOS et al., 2011). No entanto, alguns trabalhos descrevem sintomas como reacdo local
no sitio de entrada da larva (principalmente nas pernas), tosse e irritacdo traqueal
(mimetizando uma bronquite, devido a migragcdo das larvas através do pulmdo), diarreia
aquosa, colicas e inchagos abdominais e, em alguns casos, constipagdo devido ao alojamento
e maturacdo das larvas no intestino delgado (ANGHEBEN et al., 2011; FREEDMAN, 1991).
Como esses sintomas iniciais sdo inespecificos, geralmente a infeccdo ndo ¢ detectada e o
tratamento, quando realizado, ¢ sintomatico. Dessa forma, o hospedeiro continua infectado
com o parasito, que passa a eliminar larvas nas fezes 3 a 4 semanas apos a infeccdo
(FREEDMAN, 1991; KEISER; NUTMAN, 2004, SUDRE, 2006); (2)infec¢do cronica, que
geralmente ¢ assintomdtica. Entretanto, manifestagdes gastrointestinais (como vOmitos

intermitentes, prisdo de ventre e diarreia) e pulmonares (tosse e sintomas similares a asma)
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podem ocorrer (BRASITUS et al.,, 1980; CONCHA et al., 2005; RONAN et al., 1989).
Prurido anal e manifestacdes dermatologicas, como urticdria e larva currens sdo frequentes.
Sindrome nefrética também tem sido associada com a estrongiloidiase cronica (KEISER;
NUTMAN, 2004). Durante a fase cronica, um achado clinico comum ¢é a eosinofilia;
(3)sindrome da hiperinfec¢@o por Strongyloides (SHS), que esta associada a diferentes tipos
de imuncomprometimentos, sejam iatrogénicos (como por exemplo, o uso de corticoides
sistémicos para o tratamento de asma, Lupus Eritematoso Sistémico (LES), artrite reumatoide
e hanseniase) ou decorrente da associacdo da infec¢do por S. stercoralis com outras doengas,
como a infecgdo pelo virus linfotropico humano de células T 1(HTLV-I),
hipogamoglobulinemia, alcoolismo, doengas hematoldgicas e procedimentos que levem a
altera¢do da resposta imune, como o transplante de 6rgdos(CONCHA et al., 2005; GENTA,
1992; KEISER; NUTMAN, 2004; LAM et al., 2006; PORTO ¢t al., 2002; TEIXEIRA et al.,
2011). A hiperinfeccdo ndo ¢ exatamente definida, mas é caracterizada por uma alta carga
parasitaria, identificada nas fezes, associada com uma exacerbacdo dos sintomas
gastrointestinais (dor abdominal, anorexia, perda de peso, ndusea e vomito) e pulmonares
(tosse, chiado, dispneia e dores no peito) (KEISER; NUTMAN, 2004). Durante a SHS nao
disseminada, apesar do aumento da quantidade das larvas, elas estdo confinadas nos 6rgios
envolvidos no ciclo pulmonar de autoinfec¢do (isto é, os sistemas gastrointestinal e
pulmonar); (4) infec¢do disseminada, que ¢ o termo frequentemente usado para se referir a
migra¢do das larvas para os orgdos além do ciclo pulmonar de autoinfeccdo (KEISER;
NUTMAN, 2004; VADLAMUDI et al., 2006).0s parasitos podem ser encontrados no figado,
coracdo e sistema nervoso central (SCOWDEN et al., 1978). A estrongiloidiase disseminada
possui elevada taxa de mortalidade, que varia de 15 a 87% (LIM et al., 2004) e estad

geralmente associada a infec¢des bacterianas secundarias (VADLAMUDI et al., 2006).

2.4 RESPOSTA IMUNE

O desenvolvimento da infec¢do por S. stercoralis depende da interacdo entre o
hospedeiro e o parasito. Como na maioria das infecgdes helminticas, a resposta imune celular
dominante € a do tipo Th2. As interleucinas IL-4 e IL-5 estimulam a produc¢do de IgE, que por
sua vez induz a degranula¢do dos mastocitos e a secre¢do de muco pelas células caliciformes
(FINKELMAN et al, 1987; IRIEMENAM et al, 2010). O peristaltismo induzido pelas IL-4 ¢

IL-13, em conjunto com o muco, facilita a expulsdo dos helmintos, enquanto que os granulos
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liberados pelos mastocitos podem causar danos diretos ao parasito (ONAH, NAWA, 2000).
Além disso, a IL-4 e a IL-5 promovem a ativacdo dos eosinéfilos, os quais desempenham um
papel importante na defesa do hospedeiro. Eles estdo diretamente envolvidos ndo s6 na
resposta imune inata contra as larvas de helmintos, mas também na resposta imune adaptativa
(IRIEMENAM et al., 2010; PADIGEL et al, 2006; SHIN et al, 2009). Os eosinofilos atuam
como células apresentadoras de antigenos, aumentando a produ¢do de citocinas do tipo Th2,
como IL-4, IL-5 e IL-13 e, consequentemente, a produg@o de anticorpos especificos IgE, IgM
e IgG, favorecendo a eliminagdo do parasito(GALIOTO et al, 2006; PADIGEL et al., 2006;
PADIGEL et al., 2007). Além do mais, a degranulacdo dos eosinofilos na superficie do
parasito, através do mecanismo de citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC),
resulta em liberacdo de moléculas toxicas que induzem a eliminagdo do helminto (KLION,
NUTMAN, 2004; LIGAS et al., 2003).

Na infecg¢do por S. stercoralis, a eosinofilia pode ser mais frequente comparada a
outras parasitoses, isto se deve ao fato de que a fémea partenogenética habita dentro da
submucosa do intestino e ndo no limen intestinal, como nas demais parasitoses, provocando
uma reagdo eosinofilica mais intensa (REPETTO et al., 2010; REQUENA-MENDEZ et al.,
2013). No entanto, embora os mecanismos dependentes de eosindfilos possam causar a morte
de larvas filaridides de Strongyloides em diversos modelos animais, eles ndo sdo suficientes
para proteger completamente o hospedeiro contra a infec¢gdo (MARUYAMA, 2000a;
NEGRAO-CORREA, 2001). Apesar disso, a sua auséncia ¢ um sinal de mau progndstico para
a infec¢do por S. stercoralis, principalmente para os pacientes imunocomprometidos
(LAGACE-WIENS et al., 2007).

Os anticorpos também possuem um papel fundamental na resposta imune protetora
contra o S. stercoralis. Este papel tem sido demonstrado pela transferéncia de anticorpos anti-
S. stercoralis para animais naive (LIGAS et al., 2003). Além disso, nos casos de autoinfecgao,
a resposta imune humoral desempenha um papel importante no controle da infec¢do, uma vez
que a IgA controla a quantidade de larvas excretadas, provavelmente inibindo a fecundidade
do parasito e a viabilidade dos ovos. A ligagdo de IgE aos receptores das células efetoras,
especialmente aos mastdcitos e aos basdfilos, induz a degranulacdo e liberagdo de mediadores
da inflamacdo, induzindo a expulsio e morte do helminto. Além disso, os mastdcitos
presentes no intestino liberam proteoglicanas sulfatadas que dificulta a fixagdo do S.
stercoralis no epitélio intestinal e estimulam a contragdo muscular, contribuindo para a
expulsdo do parasito do intestino (DAWICKI, MARSHALL, 2007; MARUYAMA et al.,
2000a; MARUYAMA et al., 2000b). Por outo lado, a IgG4 pode bloquear a resposta imune
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mediada pela IgE, contribuindo para a persisténcia da estrongiloidiase assintomatica
(ATKINS et al., 1997). Alguns estudos demonstram que a infec¢do por Strongyloides pode
estimular as células T regulatorias (Treg) que por sua vez suprimem a resposta imune
protetora, como a ativagdo de eosinofilos dependente de IL-5, representando um mecanismo
de evasao do parasito (BLANKENHAUS et al., 2011).

Alteragdes das respostas imunes mediadas por células do tipo Th2 podem levar a
quadros de hiperinfec¢do e disseminagdo, principalmente em pacientes em uso de
glicocorticoides (BUONFRATE et al., 2013; FARDET et al, 2007; SEGARRA-
NEWNHAM, 2007). Estes farmacos possuem um amplo efeito inibitério na resposta imune
mediada por linfocitos T e B, bem como um potente efeito supressor das funcdes efetoras dos
mondcitos e neutréfilos (KEISER, NUTMAN, 2004; VADLAMUDI et al., 2006). A SHS tem
sido descrita em pacientes que fazem uso continuo de glicocorticoide, independentemente da
dose. Até mesmo regimes de pouca duragdo (6-17 dias), em pacientes imunocompetentes,
podem estar associados com a hiperinfec¢do e disseminacdo da doenga (GHOSH,
GHOSH,2007). Outras terapias imunossupressoras também podem estar associadas a SHS, no
entanto, geralmente estdo associadas com os glicocorticoides, tornando dificil comprovar a
associacdo direta de outras drogas imunossupressoras, que ndo sejam glicocorticoides, e a

hiperinfec¢do por S. stercoralis (MEJIA, NUTMAN, 2012).

2.5 ESTRONGILOIDIASE EM PACIENTES IMUNOCOMPROMETIDOS

Individuos imunocomprometidos s@o uma populagdo de risco para o desenvolvimento
da estrongiloidiase grave, apresentando quadros como a SHS e a estrongiloidiase
disseminada. Os primeiros relatos de infec¢do disseminada ou hiperinfec¢ao foram publicados
por Cruz e colaboradores (1966) e Rogers e Nelson(1966) que, independentemente,
documentaram a ocorréncia de estrongiloidiase fatal associada ao linfoma e ao uso de
corticoides, respectivamente. Entre as varias condi¢des imunossupressoras associadas com a
estrongiloidiase grave, o uso de esteroides, alcoolismo e a infec¢cdo pelo HTLV-1 sdo as mais
frequentes (KEISER; NUTMAN, 2004). Em todos os casos, os pacientes apresentam uma
redugdo da resposta Th2, sendo que na coinfeccdo com o HTLV ha uma exacerbagdo da
resposta imune do tipo Thl, com elevacdo da producdo basal de interferon-y (INF-y) e
reducdo dos niveis de IL-5 e IgE (IRIEMENAN et al., 2010; PORTO et al., 2002).

Em uma revisdo de literatura realizada por Paula e colaboradores (2011) no Brasil,

entre 1990 e 2009, foi encontrada uma prevaléncia de 11,8% de estrongiloidiase em pacientes
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imunocomprometidos. Outro estudo realizado com pacientes imunocomprometidos em um
hospital da Argentina, demonstrou uma prevaléncia de 70% (n=21) da coinfec¢@o entre HIV e
S. stercoralis (CORTI et al., 2011). Até a década de 80, a hiperinfec¢do pelo S. stercoralis era
considerada uma infec¢do oportunista em pacientes com AIDS. No entanto, devido a auséncia
de quadros graves da estrongiloidiase, o Centro de Controle e Prevencdo de Doengas, em
1987, excluiu a hiperinfeccdo por Strongyloides como um dos critérios de suspeita de
diagndstico da AIDS (CDC, 1986; CDC, 1987). A AIDS ¢ caracterizada por uma série de
disturbios que influenciam na regulagdo da expressdo de citocinas, podendo-se observar um
possivel aumento de citocinas do perfil Th2 e uma diminuicdo da expressdo de citocinas do
tipo Thl, devido a destrui¢do das células TCD4+ através do efeito citopatico do virus, ou
ainda, pela citotoxicidade mediada pela célula TCD8+. Dessa forma, o padrdo dominante da
resposta imune em pacientes infectados com HIV ¢ do tipo Th2, o que favorece infecgdes por
coccideos e ndo por helmintos. Além disso, Brown e colaboradores (2004) demonstraram que
ndo ha associagdo entre a infecgdo por S. stercoralis e o aumento da carga viral em pacientes
infectados com HIV. Talvez, o profundo estado de imunossupressdo desenvolvido na AIDS
possa, eventualmente, aumentar o risco para a SHS ou disseminagdo em alguns casos
(MEAMAR et al.,2007; OLMOS et al., 2004; VAIYAVATJAMALI et al., 2008). No entanto,
este risco ndo ¢ tdo elevado quanto em outras condi¢des imunossupressoras, como o uso de
glicocorticoides (OLMOS et al., 2004).

Como citado anteriormente, outro importante grupo de  pacientes
imunocomprometidos ¢ formado pelos individuos que fazem uso de farmacos
imunossupressores para o tratamento de linfoma, artrite reumatoide, polimiosite, hanseniase,
LES e para prevenir a rejei¢do de orgdos transplantados. Dentre todos os medicamentos
imunossupressores prescritos, os glicocorticoides sdo os mais frequentemente associados com
a transformacdo da estrongiloidiase cronica na SHS (KEISER; NUTMAN, 2004; MARCOS
et al, 2011).Dois principais mecanismos levam a esta associacdo: o primeiro, esta
relacionado ao aumento da apoptose de células Th2, o que reduz o nimero de eosindfilos e
inibe a resposta dos mastocitos, levando ao agravamento da infec¢do(CONCHA et al., 2005) e
o segundo ¢é a elevacdo da concentracdo de derivados de glicocorticoides, que por sua
similaridade com a ecdisona, hormonio que regula a  fecundidade das fémeas
partenogenéticas e a transformacdo das larvas rabditdides em filaridides infectantes, leva a
quadros de SHS(SIDDIQUI et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2010). O mesmo mecanismo ¢
observado em pacientes alcoolicos, provavelmente devido ao efeito do alcool no eixo

hipotalamo-pituitaria-adrenal, que eleva os niveis de corticosteroides endogenos (MARCOS
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et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2010). Além disso, o dlcool também altera a morfologia das
vilosidades intestinais e pode interferir na permeabilidade e na motilidade intestinal,
favorecendo a transformacdo das larvas rabditéides em filaridides, elevando o risco de
autoinfeccdo (ADDOLORATO et al.,1997).

Uma revisao da literatura realizada por Mora e Colaboradores (2006)identificou nove
casos de SHS em pacientes com LES e uma taxa de mortalidade de 55%, provavelmente
devido ao uso continuo de glicocorticoides. Um fator agravante da associacdo entre a SHS e
o LES, ¢ o fato dos sintomas iniciais da estrongiloidiase ndo serem especificos e poderem
mimetizar uma exacerbacdo da doen¢a autoimune, induzindo o aumento da dose dos
imunossupressores e, consequentemente, o agravamento da helmintiase (SANTIAGO et al.,
2009). A corticoterapia também ¢ aplicada em pacientes com hanseniase e, apesar disso, ¢ do
nosso conhecimento apenas quatro relatos na literatura da coinfec¢do entre hanseniase e S.
stercoralis (AGRAWAL et al., 2009; CORTI et al., 2011; HAGELSKJAER, 1994; LEANG
et al., 2004). Esta escassez de informacdes pode ser atribuida a falta de investigagdo desta
coinfeccdo. Assim, o diagndstico adequado da estrongiloidiase assume um papel essencial na

prevengdo da estrongiloidiase grave em pacientes imunocomprometidos.

2.6 DIAGNOSTICO

O diagnéstico definitivo da infec¢do por S. stercoralis € feito através da pesquisa das
larvas nas fezes (INES et al., 2011; JONGWUTIWES et al., 1999; SIDDIQUI; BERK, 2001).
No entanto, este parasito libera poucas larvas e de uma maneira intermitente, o que torna
necessario o exame de varias amostras fecais em dias alternados (SATO et al., 1995a), o que
dificulta o diagnostico e traz graves consequéncias para os pacientes, especialmente aqueles
mais susceptiveis a hiperinfeccdo e a disseminacdo. Além disso, a sensibilidade dos métodos
parasitoldgicos depende de alguns fatores, como o numero de amostras analisadas, a
quantidade da amostra, a preservacdo, a manipulacio e o processamento adequado
(VALLADA, 1993).Existem métodos parasitologicos que sdo utilizados especificamente para
a pesquisa de larvas nas fezes, como o Baermann-Moraes (BM) (MORAES, 1948), a cultura
em placa de dgar (CPA) (ARAKAKI et al., 1988) e a cultura em papel de filtro (HARADA;
MORI,1955). Entre estes, o BM ¢ o mais utilizado na rotina dos laboratdrios clinicos, apesar
de ser menos sensivel do que a CPA (INES, et al., 2011). Estudos que comparam a eficiéncia
de métodos parasitologicos para deteccdo do S. stercoralis t€ém demonstrado que a CPA chega

a ser cerca de trés vezes mais sensivel que o método de BM (JONGWUTIWES et al., 1999;
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KOBAYASHI et al. 1996; SATO et al., 1995a). Além dos fins diagndsticos, a CPA ainda
pode ser utilizada no cultivo das larvas para a produgdo de antigenos, triagem de novos
medicamentos in vitro e em cultivo de vermes adultos para estudos da organizagdo do parasito
(SUDRE, 2006). No entanto, mesmo sendo o método mais sensivel, a CPA também depende
da liberacdo das larvas nas fezes, o que nem sempre coincide com a realizagdo do exame.
Além do mais, as dificuldades de realizagdo de varios exames de fezes, para elevar a
sensibilidade diagnostica, podem retardar o tratamento dos pacientes e, consequentemente,
agravar o quadro clinico da infec¢@o.

Os métodos soroldgicos tém sido utilizados no auxilio ao diagndstico da infec¢do por
S. stercoralis ¢ em estudos epidemiologicos (DE KAMINSKY, 1993; SATO et al., 1985;
SIDDIQUI; BERK, 2001). Entretanto, o uso de métodos imunolédgicos ¢ limitado, devido a
dificuldade na produ¢ido e padronizagdo de um antigeno com capacidade de reprodutibilidade
dos ensaios e a ocorréncia de reagdes cruzadas. Estas reacdes falso-positivas podem ser
causadas por infec¢des passadas, devido a memdria imunologica ou devido a semelhanga
antigénica entre os helmintos (COSTA-CRUZ et al., 2003; DE PAULA et al.,2000; VAN
DOORN et al, 2007). Em locais onde a ocorréncia de parasitoses ¢ incomum, a pesquisa de
anticorpos revela resultados mais fidedignos. Estudos soroepidemiologicos para pesquisa de
anticorpos anti-S. stercoralis da classe IgG conduzidos na regido sudeste brasileira,
demonstraram uma média de positividade de 21,7% e 29,2%, usando a imunofluorescéncia
indireta (IFAT) e o ELISA, respectivamente (COSTA-CRUZ et al., 1998; MACHADO et al.,
2007, MOTA-FERREIRA et al., 2008). Quando o ELISA ¢ aplicado para a pesquisa de
anticorpos da classe IgE hd uma diminui¢do no nivel de reagdes cruzadas, no entanto a
sensibilidade também diminui (COSTA-CRUZ et al., 2003). No entanto, nas coinfecgdes do
S. stercoralis com o HTLV, a pesquisa de IgE especifico, na maioria dos pacientes, ¢
negativa. Isso se deve ao fato da infeccdo pelo HTLV-1 suprimir a produ¢do de IgE (PORTO
etal., 2001).

Uma vez padronizado, o ELISA ¢ um teste com elevadas sensibilidade e
especificidade. Varios estudos demonstram que a sensibilidade do ELISA para
estrongiloidiase varia em torno de 68 a 97% e a especificidade de 90 a 100%, sendo superior a
maioria dos outros testes soroldgicos (CONWAY et al.,1993; LIU; WELLER, 1993;
SCHAFFEL et al.,, 2001, UPARANUKRAW et al., 1999). Além disso, o ELISA ¢
considerado superior aos demais métodos sorologicos, principalmente com relagdo a sua
praticidade, seguranca e disponibilidade de reagentes (SCHAFFEL et al., 2001; VAN
DOORN et al, 2007). Ademais, um grande numero de soros pode ser testado
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simultaneamente, o que facilita o seu uso em inquéritos epidemiolégicos (SUDRE, 2006). O
ELISA também pode ser aplicado para detec¢do de antigenos do S. stercoralis em amostras de
fezes (coproantigeno), embora estes ensaios ainda estejam em fase de desenvolvimento
(TAWEETHAVONSAWAT et al, 2002).Outra alternativa de diagndstico para o S.
stercoralis ¢ a reagdao em cadeia da polimerase (PCR), a qual pode facilitar o conhecimento da
real da prevaléncia da infeccdo e elevar a sensibilidade do diagnostico dos pacientes com
baixa carga parasitaria (VERWEILJ et al., 2009). No entanto, ndo exclui os resultados falso-
negativos, pelo fato de que os pacientes podem eliminar as larvas de maneira intermitente,
fazendo-se necessario a repeticdo de um procedimento de custo muito elevado.

Apesar dos diversos métodos utilizados no diagnoéstico da infecgdo por S. stercoralis,
ainda ndo existe um padrdo ideal. No Brasil, na maioria dos centros de saude, o diagndstico
desta parasitose ¢ realizado apenas pela pesquisa de larvas nas fezes, sendo que os métodos
para pesquisa de anticorpos sdo utilizados apenas em alguns laboratérios de pesquisas
(PAULA; COSTA-CRUZ, 2011). Pelo exposto, fica evidente a necessidade da utilizagdo de
mais de um método de diagndstico que possa contribuir para a realizacdo de um diagnostico

precoce e um tratamento eficaz, evitando, assim, a estrongiloidiase grave.

2.7 TRATAMENTO

Independente do estagio da infecgdo, todo paciente infectado com S. stercoralis deve
ser tratado, a fim de prevenir a ocorréncia de quadros graves. Durante muitos anos, o agente
quimioterdpico mais eficaz para o tratamento desta infec¢@o foi o tiabendazol, com uma taxa
de cura variando de 67 a 91% (GILL et al., 1979; GROVE et al., 1982). No entanto, devido a
elevada frequéncia de efeitos adversos como nausea, mau cheiro na urina, efeitos
neuropsiquiatricos, mal-estar e tontura, que chegaram a acometer até¢ 95% dos pacientes
tratados, o seu uso foi substituido por outro firmaco da classe dos benzimidazois, o
albendazol (GANN et al., 1994; GROVE et al., 1982), que demostrou possuir uma eficacia
inconstante, variando de 38% a 100% (DATRY, 1994, MAISONNEUVE, 1981; MARTI et
al., 1996; MBENDI, 1988; PUNGPAK, 1987). O mecanismo de a¢do dos benzimidazodis
envolve a inibi¢do da captacdo de glicose pelos nematddeos intestinais. Dessa forma, o
armazenamento de glicogénio dos parasitos se esgota gradualmente, resultando na morte lenta
do parasito devido a perturbagdo do seu metabolismo energético (LIU et al., 1991).

Atualmente, o uso de albendazol restringe-se a areas onde a ivermectina ainda ndo ¢
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amplamente utilizada, como no Paquistdo, na Roménia, em Taiwan, em Israel e no Kuwait
(BUONFRATE et al., 2013).

A ivermectina € uma lactona macrociclica semissintética derivada da avermectina B,
substancia que ocorre naturalmente a partir da fermentacdo do Streptomyces avermitilis e &,
atualmente, considerada a melhor opcdo terap€utica para o tratamento da infeccdo por S.
stercoralis. O seu modo de agdo envolve mecanismos que permitem a liberagcdo do acido y-
aminobutirico, o que resulta em paralisia, inibi¢cdo da alimentacdo e morte do parasito (KANE
et al., 2000; SHAN et al., 2001). Estudos comparando o uso da ivermectina e do albendazol
demonstrou eficacia insatisfatoria da ultima (DATRY et al., 1994, SUPUTTAMONGKOL et
al., 2008; SUPUTTAMONGKOL et al., 2011; ZAHA et al., 2002), enquanto que os ensaios
clinicos que compararam a ivermectina com o tiabendazol demonstram eficacias semelhante
entre ambos, no entanto menos efeitos adversos no tratamento com a ivermectina (ADENUSI
et al., 2003; BISOFFT et al., 2011; GANN et al., 1994). As reagdes adversas apds o tratamento
com ivermectina sdo consideradas raras, leves, transitorias, bem tolerada e ndo duram mais do
que 24 a 48 horas, nio exigindo descontinuagio da terapia (ADENUSI et al., 2003; DATRY
etal., 1994; ZAHA et al., 2004).

Desta forma, com base no que foi exposto e devido ao aumento do nimero de
pacientes imunocomprometidos em todo o mundo, se faz necessario o estabelecimento de

protocolos clinicos para o tratamento, diagnostico e prevengao da estrongiloidiase grave.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia da infeccdo por Strongyloides stercoralis, através de métodos
parasitolégicos e a presenca de anticorpos especificos, em pacientes com Lupus Eritematoso

Sistémico e portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Em pacientes com LES e HIV avaliar:

1.1.a frequéncia da infec¢do por S. stercoralis através de trés métodos
parasitolégicos (Sedimentagdo espontanea, Baermann-Moraes, Cultura em Placa
de Agar);

1.2. os niveis séricos de IgG e IgE especificos para S. stercoralis;

1.3.a terapia com glicocorticoides correlacionando-a com a infec¢do por S.

stercoralis e/ou a produgdo de anticorpos especificos.

2. Avaliar a resposta terapéutica aos antiparasitarios nos pacientes com SHS,
identificados durante o estudo, através do seguimento de pardmetros parasitologicos e

imunoldgicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Foram incluidos no estudo 75 pacientes com Lupus Eritematoso Sist€émico (LES),
diagnosticados segundo os critérios da American College of Rheumatology (ACR)
estabelecidos em 1982 (TAN et al., 1982) e revisados em 1997 (HOCHBERG, 1997),
atendidos no Ambulatorio de Reumatologia da Escola Bahiana de Medicina e Saide Publica e
20 pacientes portadores de HIV, com ou sem AIDS, diagnosticados através dos métodos de
ELISA e Western Blotting, atendidos no Centro Especializado em Diagndstico, Assisténcia e
Pesquisa (CEDAP). Os pacientes foram encaminhados no periodo de fevereiro de 2011 a
novembro de 2012 e foram devidamente informados acerca do estudo. Aqueles que
concordaram em participar, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(ANEXO A). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas CEP/FIOCRUZ sob o
numero 102/2006 (ANEXO B).

4.2 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

O diagnostico parasitologico da infecgdo por S. stercoralis foi realizado pelos métodos
de Sedimenta¢do Espontanea (SE), Baermann-Moraes (BM) e Cultura em Placa de Agar
(CPA). A CPA foi realizada segundo Arakaki et al., (1990). Resumidamente, no centro de
cada placa de Petri (didmetro de 9 cm e profundidade de 2,5 cm), contendo 5 ml de meio de
cultivo estéril (1,5% de agar, 1% de extrato de bife, 1% de peptona e 5% de cloreto de sodio),
foram semeadas cerca de 3 g de fezes. As placas foram seladas com fita adesiva, para evitar a
saida das larvas filaridides (KOGA et al, 1991) e incubadas a 32°C por até sete dias, com
observagio diaria da presenca dos caminhos (INES et al., 2011). As placas positivas foram
lavadas com formalina 10% para recuperacdo das larvas e a morfologia foi observada através

da microscopia, para confirmacdo do diagndstico.

43 EXTRATO ANTIGENICO DE LARVAS FILARIOIDES DE S. stercoralis

O extrato antigénico foi produzido a partir de larvas filaridides de S. stercoralis

recuperadas da CPA (item 4.2). Resumidamente, as placas de agar, contendo cerca de 3
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gramas de fezes, foram incubadas por um periodo de cinco dias. Em seguida as larvas
recuperadas, a partir das placas com tampao salina fosfato (PBS) pH 7,6, foram lavadas por
cinco vezes e centrifugadas a 1,2 x g, por 7 min, a 4°C. O sedimento contendo as larvas foi
ressuspenso em 15 ml de hipoclorito de sédio a 0,25% e incubado a temperatura ambiente por
5 minutos. Apos a incubagdo, as larvas foram novamente lavadas por mais cinco vezes. Apods
as lavagens, as larvas foram quantificadas através da microscopia Optica, seguido da adicdo
dos seguintes inibidores de proteases: EDTA 5mM, fenil-metilsulfonil-fluoreto 1mM (PMSF,
Sigma), TPCK/TLCK 0,05 mM e Leupeptina 1 pg/mL. As larvas foram, entdo, armazenadas
a -20°C. No momento da preparagdo do antigeno as larvas foram descongeladas e sonicadas
em ultrassom (Branson Sonifier Cell Disruptor), usando nove ciclos de 80 segundos a 40Hz.
O material foi centrifugado a 17,530 x g por 30 min, a 4°C e o sobrenadante estocado a -

20°C, apos dosagem do conteudo proteico pelo método de Lowry et al. (1951).

4.4 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

4.4.1 Amostragem de soro

Para a pesquisa de anticorpos anti-S. stercoralis foram utilizados 75 soros dos pacientes
com LES, 20 soros de pacientes infectados com o HIV e 87 soros de pacientes atendidos pelo
Sistema Unico de Saude (SUS), no Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia
(LACTFAR), UFBA, entre fevereiro de 2011 a novembro de 2012, distribuidos da seguinte
forma: (1) 52 de pacientes infectados com S. stercoralis diagnosticados através do método de
Baermann-Moraes e (2) 35 de pacientes infectados com outros parasitos intestinais,
diagnosticados através da sedimentagdo espontdnea (11 soros de pacientes com
ancilostomideos, 15 com Schistosoma mansoni, 3 com Trichiuris trichiura ¢ 6 com Ascaris
lumbricoides). Como controle negativo foram utilizados 30 soros de individuos adultos sem
historia prévia de infeccdo parasitaria, com exame parasitologico negativo (estudantes e

professores, que fazem parte da equipe do laboratdrio).

44.2 ELISA

Para realizacdo do ELISA, as placas de microtitulagdo (placas de 96 pocos, Corning
Inc. Coastarpolystyrene EIA/RIA plates) foram sensibilizadas adicionando-se a cada pogo 100

uL do antigeno de S. stercoralis (obtido segundo o item 4.3) numa concentragdo del0 pg/ml,
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diluido em tampao carbonato bicarbonato 0,06 M, pH 9,6, conforme estabelecido em
experimentos previamente realizados no laboratorio (dados nio publicados). Em seguida, as
placas foram incubadas overnight, a 4°C e lavadas trés vezes com PBS (tampao salina
fosfato) a 0,15M, tween 20 a 0,05%, pH 7,2. As placas foram mantidas sob refrigeragdo até o

momento de uso.

4.4.2.1 ELISA para deteccio de anticorpos da classe IgG

As placas sensibilizadas de acordo com o item 4.4.2 foram bloqueadas com 100 pL de
PBS a 0,15 M, Tween 20 a 0,05%, pH 7,2 contendo 5% p/v de leite desnatado (tampao de
bloqueio), em cada pogo. As placas foram incubadas em camara umida durante uma hora a
37°C e em seguida foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem. Um volume de 100 pL
de cada amostra de soro diluido de 1:100, em tampao de bloqueio, foi aplicado aos pogos- em
duplicata - e as placas foram incubadas por mais uma hora a 37°C e lavadas como na etapa
anterior. Em seguida 100uL. do conjugado anti-IgG humano ligada a peroxidase (Sigma-
Aldrich Company, St. Louis, USA) diluido de 1:4000, em tampao de bloqueio, foi adicionado
em cada poco. Apds incubacdo e lavagem como descritos anteriormente, a reagdo foi revelada
com a adi¢do de 100uL do substrato (100 pL de tampao citrato-fosfato a 0,051 M, pH 5,0,
contendo p-fenilenodiamina a 0,0037 M e 4gua oxigenada 30 volumes a 0,04%). Apds um
periodo de 20 minutos de incubagdo, ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida com 20 pL de
acido sulfurico a 8 N, por poco. A leitura das densidades Opticas foi realizada em

espectrofotometro, utilizando o filtro de 450 nm (Awareness Tecnology Inc, USA).

4.4.2.2 ELISA para deteccio de anticorpos da classe IgE

As etapas de sensibilizagdo e lavagens foram feitas da mesma forma que o ELISA para
detecgdo de IgG (itens 4.4.2 e 4.4.2.1). Posteriormente, foram adicionados 100 puL. de PBS a
0,15 M, Tween 20 a 0,05%, pH 7,2 contendo 1% p/v de BSA para bloquear os sitios de
liga¢des inespecificas (tampao de bloqueio). As placas foram entdo incubadas a temperatura
ambiente, durante 1 hora, seguido de lavagem. Um volume de 100 pL dos soros diluidos de
1:2, em tampao de bloqueio, foi aplicado aos pocos, em duplicatas, e as placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 2 horas. Apos as lavagens, as placas foram incubadas a

temperatura ambiente com 100 pL/poco do anticorpo biotinilado de cabra anti-IgE
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(Kirkegaard & Perry Laboratories Inc, Gaithersburg, MD, USA), diluido 1:2000 em tampao
de bloqueio. Apds incubacdo, as placas foram lavadas como descrito anteriormente e foram
adicionados 100 upL/po¢o do conjugado estreptavidina-peroxidase (Kirkegaard& Perry
Laboratories Inc, Gaithersburg, MD, USA), diluido a 1:500 em tampao de bloqueio, seguido
de incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente. A reagdo foi revelada pela adicdo de
100 puL do substrato enzimatico 0,01M ABTS® (Kirkegaard& Perry Laboratories Inc,
Gaithersburg, MD, USA) seguida de incubagdo por 20 minutos, ao abrigo da luz. A leitura
das densidades opticas foi realizada em espectrofotdmetro (Awareness Tecnology Inc, USA),

utilizando o filtro de 405 nm.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram armazenados com o auxilio do programa SPSS 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) e os calculos estatisticos foram realizados utilizando o programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, Califérnia, EUA). As comparacdes
entre os grupos de soros de pacientes com estrongiloidiase, com outras parasitoses e de
individuos normais foram realizadas através do teste t. As comparacdes entre as frequéncias e
proporg¢des foram realizadas pelo teste de Fisher e o nivel de concordancia entre os ELISAs
para pesquisa de IgG e IgE especificos foi calculado através do Indice Kappa. Foram
consideradas diferencas estatisticamente significantes quando o valor de p foi menor que 0,05.
Todas as probabilidades dos testes foram feitas para um nivel de significancia de 95%.

A determina¢do do poder discriminatério dos ELISAs foi realizada através da curva
ROC, utilizando o programa GraphPad Prism 5.0, no qual a sensibilidade e especificidade sdo
calculadas como uma fung¢ao de diferentes pontos de corte. Sendo a sensibilidade calculada de
acordo com os valores de densidades oticas obtidos de pacientes infectados com S. stercoralis
(controle positivo) e a especificidade com base nos valores das amostras de individuos
saudaveis (controle negativo). Nesta andlise o valor de 1 menos o valor da especificidade (1-
especificidade) ¢ plotado contra o valor de sensibilidade, e em seguida o valor da area sob a

curva ¢ calculado (Figura 2).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO

Foram avaliados 95 pacientes imunocomprometidos. O primeiro grupo era composto
por 75 pacientes portadores de Lupus Eritematoso Sistémico (LES), sendo a maioria do sexo
feminino (90,7%), com uma média de idade de 35 £+ 12,6 anos, concentrados na faixa etaria
de 40 a 60 anos, com uma idade minima de 18 e maxima de 68 anos. O segundo grupo era
formado por 20 pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sendo 45%
(9/20) do sexo feminino e 55 % (11/20) do sexo masculino, com uma média de idade de 38 +

6 anos, sendo a idade minima de 28 anos e a maxima de 49 anos (Tabela 1).

Tabela 1-Caracteristicas da Populacdo

Grupo Sexo M¢édiade  Idade minima Idade maxima
(n) Feminino (%) Masculino (%) idade (anos) (anos) (anos)
LES (75) 68 (90,7) 7(9,3) 35+ 12,6 18 68
HIV (20) 9 (45) 11 (55) 38+ 6 28 49

5.1.1 Pacientes com LES

A média do tempo de doenga foi de 6,9 + 6,2 anos (tempo minimo de um més e o
tempo maximo de 22 anos), sendo que a maioria dos pacientes (55,8%) foram diagnosticados
a menos de 10 anos. Cerca de 87% (65/75) dos pacientes estavam sendo tratados com
prednisona, com doses variando de 5 a 20 mg/dia. Um total de 33 pacientes (44%)
apresentavam uma ou mais de uma doenga associada, como diabetes, tireoidite, vasculite e
hipo ou hipertensdo. Todos os pacientes que faziam corticoterapia foram tratados com anti-
helminticos (ivermectina), para fins profilaticos, antes e durante o tratamento com corticoides,
com doses e periodos de tratamento variando de acordo com a situacdo clinica de cada

individuo.
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5.1.2 Pacientes portadores do HIV

Um total de seis pacientes (30%) eram sintomaticos e apresentavam febre, diarreia,
suores noturnos e emagrecimento ¢ 10 (50%) faziam uso de antirretrovirais. Além de ser
portadores do virus do HIV, trés pacientes (15%) eram alcodlicos. Em relagdo a contagem de
células CD4+, cinco pacientes (25%) possuiam uma contagem inferior a 200 células/mm?,
trés pacientes (15%) possuiam uma contagem acima de 200 e abaixo de 500 células/mm’ e
trés pacientes (15%) possuiam uma contagem acima de 500 células/mm’. Em nove casos
(45%), os dados referentes a contagem das células CD4+ ndo foram fornecidos. Com relagao
aos valores de células CD8+, dois pacientes (10%) possuam uma contagem abaixo da faixa de
referéncia (330 a 1.450 células/mm’), seis pacientes (30%) possuiam valores dentro da faixa
de referéncia e trés pacientes (15%) apresentavam uma contagem de células CD8+ acima dos
valores de referéncia, sendo que em 9 (45%) casos os dados referentes a contagem das células
CD8+ nao foram fornecidos. Os pacientes com HIV incluidos nesse estudo ndo faziam uso
continuo de corticosteroide e apenas um deles foi medicado com drogas antiparasitarias

(metronidazol).

5.2 INFECCOES POR PARASITOS INTESTINAIS

A frequéncia de enteroparasitos investigada através dos métodos parasitoldgicos (SE,
BM e CPA), foi 10,7% (8/75) no grupo de pacientes com LES e 40% (8/20) no grupo de
pacientes infectados com o HIV (p<0,05) (Figura 1). A frequéncia de S. stercoralis foi de
1,3% (1/75) nos pacientes com LES e 10% (2/20) nos pacientes com HIV. Os dois pacientes
portadores do HIV infectados com S. stercoralis diagnosticados neste estudo, eram do sexo
masculino, na faixa etdria entre 40 a 49 anos e eram alcodlicos. Todos os pacientes com S.
stercoralis ndo apresentavam elevada carga parasitaria e foram tratados com ivermectina na

dose padrio.
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Figura 1 - Frequéncia de parasitoses intestinais em pacientes com LES e portadores do HIV

5.3 DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-S. stercoralis ATRAVES DO ELISA

5.3.1 Sensibilidade e especificidade do ELISA para detec¢io de IgG e IgE anti-S.
stercoralis

Para estabelecer a sensibilidade e especificidade do ensaio imunoenzimatico (ELISA)
para detec¢do de anticorpos IgG anti-S. stercoralis foram testados 110 soros: 45 de pacientes
infectados com S. stercoralis, 35 de pacientes monoparasitados com outros parasitos intestinais e
30 controles negativos. Para detec¢ao de IgE foram testados 104 soros: 52 de pacientes infectados
com S. stercoralis, 22 de pacientes monoparasitados com outros parasitos intestinais e 30
controles negativos. As sensibilidades dos ELISAs para deteccdo de IgG foi de 80% (36/45) e
para o IgE foi de 76,9 % (40/52). Ambos os ensaios apresentaram a mesma especificidade, de
96,7% (1/30). A presenca de reagdes cruzadas observada através dos soros de pacientes
monoparasitados com outros helmintos foi de 17,1% (6/35) e 4,5% (1/22) no ELISA para
detecgdo de IgG e IgE, respectivamente. A figura 2 mostra as curvas ROC obtidas na
padronizagdo dos ELISAs. A érea calculada sob a curva foi de 0, 97 ¢ 0, 91 no ELISA para

detecgdo de IgG e IgE, respectivamente.
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Figura 2 - Curva ROC obtida na padronizagdo da técnica de ELISA para detec¢do
de IgG (grafico A) e IgE (grafico B) anti-S. stercoralis

No ELISA para deteccdo de IgG, a diferenca entre as médias das absorbancias das
amostras de soro dos pacientes com S. stercoralis (0,099+ 0,006) em comparagdo com a
média das DO’s dos soros dos controles negativos (0,029+0,003), foi estatisticamente
significante (p< 0,05), bem como a média dos soros dos pacientes com S. stercoralis (0,099+
0,006) comparado aos soros dos pacientes infectados com outros parasitos intestinais (0,047+
0,006) (p< 0,05). O mesmo ocorreu no ELISA para deteccdo de IgE, quando a média das
absorbancias dos soros dos pacientes com S. stercoralis (0,7747+0,0745) foi comparada a
média das DO’s dos soros dos controles negativos (0,1682+ 0,0158) e dos soros dos pacientes

infectados com outros parasitos intestinais (0,1733+ 0,0171) (p< 0,05).

5.3.2 Deteccio de anticorpos anti-S. stercoralis através do ELISA nos pacientes
imunocomprometidos

A frequéncia de IgG e IgE especificos reativos ao antigeno de S. stercoralis nos pacientes
com LES foi de 16% (12/75) e 28% (21/75), respectivamente. No grupo de pacientes com HIV, a

frequéncia de anticorpos especificos foi de10% (2/20) para IgG e 20% (4/20) para IgE (Figura 3,
Tabela 2).
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Figura 3 - Niveis séricos de IgG e IgE anti-S. stercoralis detectados no ELISA

(A) Niveis séricos de IgG anti-S. stercoralis detectados no ELISA. Reagdes de 205 soros diluidos 1:100: 30
soros controles negativos (#); 35 de pacientes com outras parasitoses intestinais (m); 45 soros de pacientes
com estrongiloidiase (*); 75 soros de pacientes com LES (¥) e 20 soros de pacientes infectados com HIV (
+). (B) Niveis séricos de IgE anti-S. stercoralis detectados no ELISA. Reagdes de 192 soros diluidos 1:2:
30 soros controles negativos (#); 22 de pacientes com outras parasitoses intestinais (m); 52 soros de
pacientes com estrongiloidiase (*); 75 soros de pacientes com lupus (¥) e 20 soros de pacientes infectados
com HIV (#). *Comparac¢do das médias, utilizando o teste t, entre os grupos de soros de pacientes com S.
stercoralis e os controles negativos e entre os soros de pacientes com S. stercoralis e soros de individuos
com outras parasitoses (p < 0,05).

Tabela 2 - Frequéncia da infecgdo por S. stercoralis em pacientes com LES e HIV
diagnosticados pelos métodos parasitologicos (SE, BM e CPA) e pela detecc¢do de anticorpos
anti-S. stercoralis

Método
Grupo de
ELISA

pacientes . .

- Deteccido de Deteccido de Parasitologico (%)

n

IgG (%) IgE(%)

LES (75) 12 (16) 21(28) 1(1,3)
HIV (20) 2 (10) 4(20) 2(10)

Total 14 25 3
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5.4 INDICE DE CONCORDANCIA ENTRE A DETECCAO DE ANTICORPOS IgG
E IgE ANTI-S. stercoralis

O indice de concordancia entre a detec¢do de anticorpos IgG e IgE foi considerado
razoavel para os pacientes com LES (K=0,226) e boa para os pacientes infectados com HIV
(K=0,615). Sendo que, seis pacientes com LES e dois pacientes infectados com HIV
apresentaram ELISA positivo tanto para IgG quanto para IgE (Tabela 02). Entre estes casos,
foi confirmada a infec¢do pelo exame parasitologico em trés pacientes (um com LES e dois

com HIV).

Tabela 3 — Deteccdo de anticorpos da classe IgG e IgE anti-S. stercoralis em 75 pacientes
com LES e 20 pacientes infectados com HIV.

Pesquisa de Pesquisa de Anticorpos da classe IgE
anticorpos Pacientes com LES Pacientes com HIV
da classe - _ Indice - _ Indice
Positivo  Negativo Total Positivo Negativo Total
IgG Kappa Kappa
Positivo 6 5 11 2 0 2
‘ 0,226 0,615
Negativo 15 49 64 2 16 18
(razoavel) (boa)
Total 21 54 75 4 16 20

5.5 EOSINOFILIA E DETECCAO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS

Os niveis de eosinéfilos foram elevados (>600 células /mm’) em 9,7% (6/62) dos
pacientes com LES e em 46% (6/13) dos pacientes com HIV. Do total de seis pacientes com
LES que apresentaram eosinofilia, 16,7% (1/6) foram positivo para IgG e 50% (3/6) foram
positivos para IgE. Cerca de 30% (2/6) dos pacientes foram positivos para ambos os
anticorpos. Dos seis pacientes com HIV que apresentaram eosinofilia,16,7% (1/6) foram
positivo para a pesquisa de anticorpos da classe IgG e 16,7% (1/6) para IgE. Apenas um
paciente deste grupo que apresentava eosinofilia foi positivo para ambos os anticorpos. Nao
houve uma correlagdo significativa entre a presenga de anticorpos especificos € a ocorréncia

de eosinofilia (p>0,05)
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5.6 USO DE GLICOCORTICOIDES PELOS PACIENTES COM LES E NiVEIS DE
ANTICORPOS SERICOS ANTI-S. stercoralis

Entre os pacientes com LES, 87% (65/75) usavam glicocorticoides. Dentre eles,
13,8% (9/65) foram positivos para a pesquisa de anticorpos da classe IgG e 26,1% (17/65)
foram positivos para a pesquisa de IgE. Apenas trés pacientes (4,6%) foram positivos para

ambos os anticorpos.

5.7 CASOS DE HIPERINFECCAO POR 8. stercoralis

Durante o periodo de execugdo deste trabalho, dois casos de hiperinfeccdo foram
diagnosticados entre os pacientes atendidos na rotina laboratorial do Laboratorio de Analises
Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farméacia da UFBA (LACTFAR-UFBA): o
primeiro, de um paciente com hanseniase sob corticoterapia (artigo submetido para
publicagdo) e o segundo, de uma paciente sem historico prévio de imunossupressdo, que apos

o diagnoéstico da SHS, foi diagnosticada com HTLV-1.

5.7.1 Relato de caso 1

Em agosto de 2003 um homem de 30 anos foi internado com febre alta (40°C),
sudorese noturna, dores nos membros inferiores e superiores e dificuldade em andar. O
paciente ainda relatou dor na mao esquerda, principalmente no quarto € quinto metatarso,
reducdo da forga muscular, dorméncia e algia no brago esquerdo e edema no tornozelo. O
diagndstico da hanseniase foi realizado através de exames histopatoldgicos e do método de
Ziehl-Neelsen, onde foram observadas lesdes eritematosas infiltradas e a presenca de bacilos
alcool-acido resistentes, respectivamente, indicando a presenca de Mycobacterium leprae.
Desde entdo, o paciente vem sendo tratado com talidomida, numa dose que variou entre 50 e
100 mg por dia, e prednisona oral, cuja dose foi reduzida gradativamente de 60 mg/dia até
uma dose de manutengdo de 5 mg/dia e ocasionais interrup¢des do tratamento com
corticoides durante a remissdo dos sinais e sintomas. Antes de iniciar a terapia
imunossupressora, o paciente fez uso de albendazol (400 mg em dose Unica) para fins

profilaticos.
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Cinco anos ap6s o diagndstico da Hanseniase (2008), o paciente apresentou elevada
contagem de eosinofilos, variando de 19 a 26,3% e, apesar da auséncia de exames
parasitoldgicos positivos, foi tratado com mebendazol 200mg/dia por trés dias. Em maio de
2010 o paciente foi diagnosticado com S. stercoralis, pela primeira vez. O tratamento foi
realizado com albendazol 400 mg/dia, por trés dias, e a cura parasitoldgica foi observada. No
momento do tratamento, o paciente estava fazendo uso de corticoides (prednisona 5 mg/dia) e
a contagem de eosindfilos foi de 2,016/ mm’ (14%). Dez meses apos o tratamento com
albendazol (margo de 2011), o paciente relatou dor abdominal, nduseas, falta de ar e tosse. O
exame das fezes através do método de Baermann-Moraes revelou um grande nimero de
larvas de Strongyloides stercoralis (4.000 larvas/g de fezes), caracteristica de hiperinfec¢do, e
a pesquisa de anticorpos IgG anti-S. stercoralis foi positiva.

Os exames laboratoriais demonstraram um nivel de hemoglobina (Hb) de 135 g/, um
total de leucécitos de 10,3x10°/mm’, com uma pronunciada eosinofilia (3,914/mm’ - 38%) ¢
uma contagem de plaquetas normal (335x10°/mm®). O paciente foi tratado com uma dose
unica de ivermectina 6 mg e, apds um més, ndo foi observada cura parasitologica, mas uma
significante reducdo na quantidade de larvas eliminadas nas fezes (96,3% - 150 larvas/ g de
fezes). Neste momento, o paciente ainda apresentava elevada contagem de eosinofilos (3.042
células/mm® - 26%) e as fungdes do figado e rins estavam normais. Os niveis de
imunoglobulinas totais das classes A (345 mg/dl) e G (1.800 mg/dl) estavam levemente
alteradas e os niveis de IgE estavam marcadamente acima do normal, apresentando um valor
superior a 700 IU/ml (normal < 150 IU/ml). Os niveis de IgM foram normais (62,9 mg/dl),
bem como as proteinas do complemento C3 (107 mg/dl) e C4 (17,6 mg/dl). A avaliagdo da
resposta celular através da contagem do nimero de células CD4 (1.382 Cell/ul) e CD8 (1.430
Cell/ul) foi normal. Os testes para HTLV (I e II); HIV (I e II); hepatite A, B e C e sifilis
foram negativos. Além disso, os exames parasitologicos de todos os membros de suas
familias foram negativos. O tratamento com ivermectina foi repetido, resultando em cura
parasitologica confirmada pela analise de trés amostras de fezes através dos métodos de
Baermann-Moraes e CPA. O paciente nao relatou efeitos adversos ao uso de ivermectina.

O acompanhamento ao tratamento foi realizado durante um ano para confirmar a
auséncia da infeccdo por S. stercoralis. Durante este periodo, a cada visita (um, quatro e doze
meses), trés amostras de fezes foram examinadas pelos métodos de BM e CPA ¢ a cura
parasitoldgica foi confirmada. Um ano apds o tratamento com ivermectina, a detec¢do de IgG
anti-S. stercoralis foi negativa e a contagem de ecosindfilos e os niveis de IgE total

apresentaram valores normais (Quadro 1).



41

5.7.2 Relato de caso 2

Paciente do sexo feminino, 47 anos, empregada doméstica, procedente de Salvador,
Bahia, foi encaminhada em dezembro de 2010 ao LACTFAR - UFBA para realizagdo de
exames de rotina. A paciente relatava tosse, dor abdominal, nauseas e vomitos. Ao exame
parasitolégico (BM) foi constatada infeccdo com S. stercoralis, com uma quantidade de 2.500
larvas/g de fezes. Foram realizados exames parasitologicos em todos os membros de suas
familias e nenhum apresentou infec¢ao por S. stercoralis. Uma vez que a paciente ndo possuia
relato prévio de nenhuma imunodeficiéncia, uma investigagdo foi conduzida a fim de se
esclarecer a causa da hiperinfec¢do e o diagndstico do HTLV-1 foi confirmado através dos
métodos de ELISA e Western Blotting.

A paciente foi encaminhada ao médico e o tratamento da SHS foi realizado com
albendazol 400mg/dia, por trés dias, com repeti¢do do mesmo regime apos quinze dias. Apds
cerca de um més, novos exames parasitoldgicos demonstraram que a paciente ainda estava
infectada com S. stercoralis, todavia com uma redug¢do de 95% da carga parasitaria (200
larvas/ g de fezes). O hemograma demonstrou que a paciente possuia uma contagem de
leucécitos acima do normal (12.700 células/mm’) e, no entanto, ndo apresentava eosinofilia
(contagem de eosindfilos igual a 127 células/mm’® — 1%). A paciente ainda apresentava
valores de imunoglobulinas totais G (1.420 mg/dL), M (40,2 mg/dL) e E (9,45 mg/dL) dentro
do nivel de normalidade e valores de IgA(72,6 mg/dL) abaixo do normal. O ELISA para
pesquisa de anticorpos da classe IgG anti-S. stercoralis apresentou resultados positivos. Em
nova consulta médica, a paciente foi novamente tratada com albendazol, na mesma dose que a
anterior. Cerca de trés meses apos o ultimo tratamento a paciente ainda apresentava infec¢ao
por S. stercoralis. Nao se obtendo a cura parasitolégica com o tratamento com albendazol, foi
prescrito ivermectina 6 mg, dose Unica, e apds um més do tratamento, os exames periddicos
de fezes (BM e CPA) ndo demonstraram a presenca de larvas de S. stercoralis. O
acompanhamento do tratamento foi realizado por cerca de um ano. Ao fim deste periodo, a
paciente ainda apresentava exames parasitologicos negativos e a pesquisa de anticorpos IgG

anti-S. stercoralis também foi negativa.



Quadro 1- Resumo dos dados laboratoriais e do tratamento dos pacientes hiperinfectados com S. stercoralis.
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Numero

Pesquisa de

Pesquisa de
anticorpos

Fator de risco de larvas | Falha da Eﬁmenclla anticorpos 1eG Eosinofilia | Bosinofilia Niveis de | Niveis de
) Sexo para . da terapia IgG , . IgE total IgE total
Pacientes o (por terapia com . especifico antes do apds o .
estrongiloidiase com especifico . antes do apos o
grama de | albendazol | . . apos um tratamento | tratamento
grave ivermectina | antes do tratamento | tratamento
fezes) ano de
tratamento
tratamento
Uso de Duas doses
1 Masculino | corticoide/ 4.000 400 mg/dia, || de 6 mg em Positiva Negativa Sim Nao Elevado Normal
portador de por 3 dias um intervalo
hanseniase de um més)
Duas doses
de 400
mg/dia, por
ni 3 dias, com Dose tUnica
2 Feminino | gLV 2.500 intervalo de Positiva Negativa Nio Nio Normal Normal
. (6 mg)
15 dias
(tratamento
realizado

por 3 vezes)
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6 DISCUSSAO

As enteroparasitoses constitui-se um sério problema de satde publica, especialmente
em paises do terceiro mundo. Neste trabalho, a frequéncia de parasitos intestinais encontrada
nos pacientes com LES foi de 10,7%, um valor inferior ao demonstrado por Paula e
colaboradores (2000), em varios grupos de pacientes imunocomprometidos, ¢ por Botero e
colaboradores (2003) em um estudo com pacientes portadores de desordens hematoldgicas e
com HIV, que demonstraram uma prevaléncia de 23 e 32,4%, respectivamente. Um dos
fatores que pode estar associado a menor frequéncia de enteroparasitos nos pacientes com
LES ¢ o uso de terapia anti-helmintica, para fins profilaticos, antes e durante a corticoterapia.
Todavia, a frequéncia de enteroparasitos encontrada no grupo de pacientes portadores de HIV
foi de 40% (8/20), confirmando dados de outros estudos, onde a prevaléncia variou de 30 a
44% (FEITOSA et al., 2001; MOHANDAS et al., 2002; STENSVOLD et al., 2011). Em
ambos os grupos, destaca-se a alta taxa de infeccdo por protozodrios ndo patogénicos como
a E. nana e a E. coli, parasitos marcadores de contaminagdo fecal-oral (LODO et al., 2010).

O LES ¢ uma doenca multissistémica, inflamatéria e autoimune, que acomete
majoritariamente o sexo feminino (PETRI, 2000). No Brasil, apenas dois estudos sobre a
epidemiologia do LES foram realizados, demonstrando uma variagdo de incidéncia de 4,8 a
8,7 casos/100.000 habitantes/ano (NAKASHIMA et al., 2011; VILAR, SATO, 2002). Dados
em outros paises apontam uma incidéncia que varia entre 1,15 a 9,3 casos a cada 100.000
habitantes/ano (NAKASHIMA et al., 2011). Os esteroides possuem um papel essencial no
tratamento e manejamento do LES, especialmente nos pacientes que possuem a forma ativa e
severa da doenga e sdo usados por uma grande parcela destes pacientes. Os dados deste
trabalho mostram que a maioria dos pacientes foram tratados com prednisona (cerca de 87%),
o que estd de acordo com os dados encontrados por Nakashima et al. (2011), onde 92,9% dos
pacientes com LES faziam uso de corticoides. Este achado também estd de acordo com o
Consenso Brasileiro para o tratamento do LES que aponta os corticosteroides, juntamente com
os antimalaricos, como os medicamentos mais utilizados no tratamento do LES (SATO et al.,
2002).

Apesar da bem estabelecida relacdo entre o uso de glicocorticoides em pacientes com
LES e a infecg@o por S. stercoralis, uma pesquisa na base de dados Scopus usando as palavras
chaves “Strongyloides”, “strongyloidiasis”, “lupus” e “SLE” ndo demonstrou nenhum estudo

de frequéncia deste parasito nestes pacientes, seja através de métodos parasitologicos ou
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imunologicos. Neste estudo apenas uma paciente portadora de LES estava infectada com S.
stercoralis. A baixa prevaléncia (1,3%) da infec¢do por Strongyloides encontrada se deve,
provavelmente, ao fato dos pacientes terem sido regulamente tratados com anti-helminticos
para fins profilaticos ou, também, devido a dificuldades no diagndstico parasitologico.

Por outro lado, varios estudos tem demonstrado uma alta prevaléncia da infeccdo por
S. stercoralis em pacientes HIV positivos (ASSEFA et al., 2009; CIMERMAN et al., 1999;
LINDO et al., 1998), o que suscita a necessidade de um acompanhamento criterioso,
especialmente dos pacientes que sdo provenientes de areas endémicas para o S. stercoralis
e/ou fazem uso de glicocorticoides (MARCOS et al.,, 2011). Dessa maneira, apesar do
pequeno numero de amostras de pacientes portadores do HIV analisadas neste estudo, foi
observada uma frequéncia de S. stercoralis de 10%, o que estd de acordo com outros dados
publicados na literatura, onde a frequéncia de S. stercoralis em pacientes HIV positivos
variou entre 10 a 11% (BLATT et al., 2003; MASCARELLO et al., 2011).

Os métodos imunoldgicos sdo uma ferramenta de suporte importante no diagnostico
da infecgdio por S. stercoralis (INES et al., 2011; MARCOS et al., 2011). Os resultados aqui
obtidos para a pesquisa de IgG anti-S. stercoralis demonstraram uma sensibilidade de 80% e
especificidade de 96,7%, o que estd de acordo com outros estudos, onde os valores de
sensibilidades e especificidades variaram de 80 a 94,6% e 89 a 100%, respectivamente
(CONWAY et al., 1993; GENTA, 1988; LINDO et al., 1994; SCHAFFEL et al., 2001;
SUDARSHI et al., 2003). Um dos maiores obstaculos a serem superados na detec¢do de
anticorpos especificos ¢ a existéncia de reagdes cruzadas entre antigenos de diferentes
espécies de parasitos, principalmente quando se trata de dareas endémicas para
enteroparasitoses (LIU, WELLER, 1993). No ELISA para deteccao de IgG, a percentagem de
reagdes cruzadas foi de 17,1%, o que estd de acordo com os dados da literatura, que
demonstraram valores variando de 10 a 77,8% (INES et al., 2013; YORI et al, 2008).

A frequéncia de anticorpos IgG anti-S. stercoralis nos pacientes com LES demonstrou
um aumento de cerca de 15 vezes quando comparada ao encontro das larvas nas fezes. Este
resultado estd de acordo com outros estudos, onde a frequéncia de anticorpos anti-S.
stercoralis aumentou em torno de 10 vezes quando comparados a detec¢do do parasito (DE
PAULA et al., 2000, MACHADO et al., 2007; MACHADO et al., 2008; MENDONCA et al.,
2006; SCHAFFEL et al., 2001). Possivelmente, a elevada presenca de IgG anti-S. stercoralis
nestes pacientes se deve a sua exposi¢do prévia a infeccdo e/ou a uma baixa carga parasitaria
ndo diagnosticada pelo exame das fezes (ATKINS et al., 1998; CARVALHO; PORTO, 2004;
HAYASHI et al., 1997). No entanto, nos pacientes portadores do HIV tanto a pesquisa de IgG

anti-S. stercoralis, quanto a pesquisa de larvas demonstraram a mesma frequéncia, nos
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mesmos pacientes. Isto pode ser atribuido ao pequeno niimero de amostras investigadas
quando comparado aos pacientes com LES. Existem poucos estudos que avaliam a frequéncia
de anticorpos anti-S. stercoralis. Os dados se tornam ainda mais escassos quando se trata de
pacientes imunocomprometidos. A frequéncia de anticorpos IgG anti-S. stercoralis
encontradas neste trabalho, em ambos os grupos, foi mais elevada do que a demonstrada por
Llenas-Garcia e colaboradores (2012) em pacientes infectados com HIV (5,5%). Nos
pacientes com LES, a frequéncia de anticorpos IgG anti-S. stercoralis estd de acordo com
outros autores em diferentes grupos de pacientes imunocomprometidos, onde as frequéncias
variaram de 12,05 a 24,2% (ABDUL-FATTAH et al., 1995; MACHADO et al., 2008;
MENDONCA et al., 2006; PAULA et al., 2000; SCHAFFEL et al., 2001).

Dados da literatura indicam que a presenga de IgE circulante pode ser um marcador de
infec¢do recente (ATKINS et al., 1997). Além disso, a pesquisa de IgE tem mostrado maior
especificidade em relagdo a de IgG, com reducdo do numero de reatividade cruzada com
outros parasitos intestinais (CONWAY et al., 1993). O ELISA para deteccdo de IgE anti-S.
stercoralis realizado neste trabalho demonstrou uma sensibilidade e especificidade de 76,9 e
96,5%, respectivamente, concordando com outros estudos (CONWAY et al., 1993; NEVA et
al.,1981; SCHAFFEL et al., 2001; UPARANUKRAW et al., 1999). Além disso, houve uma
reducdo nos niveis de reacdo cruzada em cerca de 74%, quando comparada ao ensaio para
detec¢do dos niveis de IgG especificos, o que estd de acordo com os dados na literatura
(CONWAY et al., 1993; SCHAFFEL et al., 2001). Nao existe, de nosso conhecimento,
nenhum estudo anterior que avalie a frequéncia de anticorpos IgE anti-S. stercoralis nos
grupos de pacientes estudados.

Entre os pacientes com LES que faziam uso de glicocorticoides, 13,8% e 26,1% foram
positivos para a pesquisa de anticorpos da classe IgG e IgE, respectivamente. Este achado
pode estar relacionado com a alteracdo da resposta imune pelo uso de glicocorticoide e,
possivelmente, maior predisposicao a infec¢do por S. stercoralis (GENTA; 1989; RIVERA, et
al.,, 1970; WURTZ et al., 1994). Portanto, nestes casos, um acompanhamento clinico e
laboratorial mais rigoroso se faz necessdrio, uma vez que além do desenvolvimento de
quadros graves da estrongiloidiase a propria infeccdo por S. stercoralis pode levar a
reativag@o e complicacdo do LES (CARAMASCHI et al., 2010)

Dentre os pacientes avaliados, cinco individuos com LES apresentaram o perfil de
anticorpos anti-S. stercoralis 1gG+/1gE-, o que pode indicar uma infec¢do cronica com baixos
niveis de eliminagdo de larvas ou uma infec¢do passada. Quinze pacientes com LES e dois
pacientes com HIV apresentaram IgG-/IgE+, o que pode indicar uma infec¢do recente, com

baixos niveis de larvas, que ainda ndo foi diagnosticada por exames parasitoldgicos. Oito
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pacientes eram IgG+/IgE+, seis com LES e dois com HIV. Entre eles, a infeccdo por S.
stercoralis foi confirmada em apenas um paciente com LES e dois pacientes com HIV. Desta
forma, trés pacientes com perfil de anticorpos especificos IgG+/IgE+ possuiam trés
indicadores de infec¢do: niveis elevados de anticorpos IgG e IgE anti-S. stercoralis e
eosinofilia. Apesar da pesquisa de larvas ter sido negativa em um caso, se tratando de
pacientes imunocomprometidos, a terapia anti-helmintica é recomendada a fim de se prevenir
os quadros graves de estrongiloidiase. Em um relato de caso apresentado por Vadlamudi e
colaboradores (2006), um paciente apresentando sintomas respiratorios (como tosse), altos
niveis de anticorpos IgG anti-S. stercoralis ¢ uma forte eosinofilia foi tratado com
ivermectina, na dose padrdo, apesar da auséncia de larvas nas fezes. Apds quatro meses, 0
paciente relatou melhora dos sintomas e a pesquisa de anticorpos especificos foi negativa
indicando que provavelmente o paciente estava infectado com S. stercoralis.

A eosinofilia ¢ um importante pardmetro hematoldgico e quando associada a outros
parametros de diagnostico deve ser considerada como um marcador de suspeita da infeccdo
por S. stercoralis, embora neste estudo ndo se tenha encontrado uma correlacdo positiva entre
a deteccdo de anticorpos anti-S. stercoralis e a eosinofilia. No entanto, a presenca de
eosinofilia ndo é um critério de diagndstico, uma vez que pode ocorrer em outras situagoes,
como alergias, doencas autoimunes e em outras doengas parasitarias.

Durante o periodo de execugdo deste trabalho, dois casos de hiperinfec¢do foram
diagnosticados entre os pacientes atendidos no LACTFAR. Estes pacientes ndo faziam parte
dos grupos de pacientes com LES ou portadores de HIV. O primeiro caso refere-se a um
paciente com hanseniase que fazia uso intermitente de prednisona desde o momento do
diagnostico da infecgdo. A hanseniase ¢ uma infec¢do granulomatosa cronica com um amplo
espectro de manifestagdes clinicas e histopatologicas (LIENHARDT, FINE, 1994). O Brasil ¢
o pais com a segunda maior incidéncia de hanseniase do mundo, depois da India
(MAGALHAES, ROJAS, 2007). No entanto, a SHS ¢ raramente associada a hanseniase, o
que pode ser devido a subnotificacdo ou a auséncia de diagnostico (LEANG et al., 2004). No
Brasil, ndo existe nenhum protocolo de procedimentos adotados em caso de infec¢do por S.
stercoralis em pacientes imunocomprometidos, mas de forma geral, antes do inicio de uma
terapia com corticoides, o tratamento com anti-helminticos é recomendado para prevenir a
SHS, inclusive em pacientes com hanseniase (SANTIAGO et al., 2009). Este relato € o quinto
caso, de nosso conhecimento, de hiperinfec¢do por S. stercoralis em um paciente com
hanseniase. Nos outros casos descritos, dois pacientes foram a obito (AGRAWAL et al.,

2009; CORTI et al., 2011; HAGELSKJAER, 1994; LEANG et al., 2004).
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O segundo caso clinico refere-se a uma paciente com hiperinfec¢do por S. stercoralis
infectada com o virus linfotrépico humano 1 (HTLV-1). No Brasil existem aproximadamente
2,5 milhdes de pessoas infectadas pelo HTLV-I, o que torna o pais com maior nimero
absoluto de casos do mundo (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002). A associagdo entre o
HTLV-1 e a infec¢do por S. stercoralis ja estd bem estabelecida na literatura. Na Bahia, um
estudo realizado em 2004 demonstrou uma frequéncia de 15,7% desta coinfecgdo
(CARVALHO; PORTO, 2004). Neste relato de caso, o diagndstico da hiperinfec¢do por S.
stercoralis levou a suspeita da infeccdo pelo HTLV, posteriormente confirmada através do
ELISA e do Western Blotting.

Em ambos os relatos de caso apresentados, os pacientes com hiperinfeccdo foram
tratados inicialmente com albendazol e, devido a falha terapéutica, outros regimes foram
adotados. Os pacientes relataram baixa exposi¢do a fatores de risco de reinfec¢do exdgena e
os exames parasitologicos de todos os membros de suas familias foram negativos, o que nos
leva a crer que houve um quadro de resisténcia ao tratamento por albendazol, o que levou ao
uso da ivermectina. Um estudo realizado por Zaha e colaboradores (2004), demostrou que a
ivermectina foi mais eficaz apds um regime de duas doses de 200 pg/kg, em um intervalo de
duas semanas. Isso se ocorre, provavelmente, porque a ivermectina é mais eficaz quando as
larvas estdo localizadas no intestino delgado do que quando elas estdo em movimento. Uma
vez que o ciclo de autoinfec¢do dura cerca de 3 a 4 semanas, ¢ importante que ao menos duas
doses do tratamento sejam aplicadas, com uma diferenca de ao menos duas semanas, a fim de
que a infec¢do seja completamente curada (BISOFFI et al., 2011; ZAHA et al., 2002; ZAHA
et al., 2004). No primeiro relato, o paciente recebeu uma unica dose de 6 mg de ivermectina,
sendo observada uma redugdo na quantidade de larvas nas fezes (de 4.000 larvas por grama de
fezes para 150 larvas por grama de fezes), mas ndo uma cura parasitolégica. Um més depois,
quando uma segunda dose de ivermectina foi administrada, a cura parasitoldgica foi
observada.

No segundo relato de caso, apesar da paciente receber apenas uma dose Unica de
ivermectina, a infecgdo foi tratada com sucesso. Provavelmente devido ao fato da paciente ter
feito dois regimes de terapia com albendazol em um periodo de seis meses, diminuindo a
carga parasitaria, o que permitiu a cura parasitoldgica apds o tratamento com uma dose tnica
de ivermectina. Pornsuriyasak e colaboradores (2004) relataram um caso de um paciente com
estrongiloidiase disseminada tratado com sucesso apds administragdo de albendazol e
ivermectina. A ivermectina atualmente faz parte da lista de medicamentos essenciais da
Organizagdo Mundial da Sauade (OMS) e deve ser registrada e avaliada em todo o mundo,

particularmente em areas endémicas para S. stercoralis ( BUONFRATE et al., 2013).
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Apds o uso aparentemente eficaz das drogas anti-helminticas, a infeccdo pelo S.
stercoralis pode persistir pela auséncia de um diagndstico eficaz, devido a baixa sensibilidade
dos métodos empregados, uma vez que os exames parasitologicos ndao sdo prova de
erradicacdo da infeccdo (OLSEN et al.,, 2009; SIDDIQUI et al., 2001). Métodos de
diagndstico parasitologicos mais sensiveis e outros pardmetros complementares s3o
necessarios para avaliar o sucesso do tratamento da infecgdo por S. stercoralis. A deteccdo de
anticorpos especificos anti-S. stercoralis, frequentemente por meio do ELISA (CARROL et
al., 1981; SATO et al., 1995b), pode ser utilizada para auxiliar o diagndstico da
estrongiloidiase, um vez que suas sensibilidade e especificidade sdo elevados e os niveis de
anticorpos da classe IgG declinam cerca de seis meses apos um tratamento eficaz (MEJIA,
NUTMAN, 2012). Em um estudo realizado por Page e colaboradores (2006), avaliando o
tratamento da estrongiloidiase, foram observados valores negativos para a pesquisa de
anticorpos especificos em 83% dos pacientes um ano apos a terapia.

Além dos métodos de diagnostico, o periodo de seguimento do paciente € essencial
para determinar o sucesso da terapia, uma vez que frequentes recaidas apds o tratamento da
infec¢do por S. stercoralis t€m sido relatadas (SHIKIYA et al., 1994). Num estudo realizado
por Toma em 1993, duas semanas apds o tratamento com o albendazol, a taxa de exames
parasitoldgicos negativos foi de 88,9%. No entanto, esta taxa diminuiu para 62,5% nos
exames realizados 6 e 12 meses apos o tratamento, sugerindo que havia muitos resultados
falsos-negativos. Em ambos os casos de hiperinfec¢do relatados neste trabalho, os pacientes
foram acompanhados durante um ano apo6s o tratamento. Para confirmar a cura parasitologica,
os exames de fezes foram realizados em trés periodos durante o seguimento, utilizando trés
amostras de fezes, em dias alternados, por trés métodos diferentes. Também, apds um ano do
tratamento, foi observada que os niveis de anticorpos especificos, de eosinéfilos e de IgE total
retornaram ao padrdo de normalidade. Mesmo assim, permanece a necessidade de continuar
realizando os exames laboratoriais enquanto o paciente mantiver o estado de

imunodeficiéncia.



49

7 CONSIDERACOES FINAIS

Todo paciente imunocomprometido com histérico de exposi¢do a infeccdo por S.
stercoralis deve ter um acompanhamento clinico e laboratorial periddico para prevenir a
hiperinfeccdo e/ou disseminacdo da estrongiloidiase. No entanto, ndo existe um método
diagnostico ideal, o que torna a infeccdo dificil de ser detectada. A utilizacdo de métodos
parasitoldgicos mais sensiveis, incluindo a CPA, juntamente com a pesquisa de anticorpos, €
achados laboratoriais (como eosinofilia e niveis de IgE total) ¢ uma abordagem mais segura
para o diagnostico e acompanhamento do tratamento. Desta forma, a detec¢do precoce da
infec¢do pode alterar o curso da doenca, apos tratamento adequado, prevenido a ocorréncia da

estrongiloidiase grave.
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ANEXOS

ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

(Obrigatorio para Pesquisa Cientifica em Seres Humanos — Resolu¢do n° 01 de
13.6.1988 — CNS)

Instituicdo: Laboratorio de Parasitologia Clinica, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal da Bahia. Avenida Bardo de Geremoabo, Campus Universitario de
Ondina, s/n. Ondina, Salvador-BA.

Projeto: Desenvolvimento e implantacdo de métodos parasitologicos e imunoldgicos
para o diagnostico da estrongiloidiase

Pesquisadores responsaveis:

Neci Matos Soares

O Laboratorio de Parasitologia da Faculdade de Farmacia estad realizando uma
pesquisa para melhorar os métodos de diagnostico de uma parasitose intestinal, chamada
estrongiloidiase. Esta doenca ¢ transmitida por um verme que pode causar problemas
gastrointestinais e respiratorios, mas também, pode ndo causar nenhuma doenga.

Este estudo pode contribuir para melhorar a saude da populacdo a sua participacdo ndo
traz nenhum prejuizo ou risco para a sua pessoa, uma vez que as amostras utilizadas na
pesquisa sdo as mesmas solicitadas pelo seu médico, para a realizagdo dos seus exames. Se o
Sr (a) concordar em participar deste estudo serdo utilizada as suas fezes € o seu soro. A sua
participacdo podera trazer beneficios imediatos ao seu problema, auxiliando no seu
tratamento, pois os resultados dos testes serdo encaminhados para o médico ou ao proprio
paciente.

O Sr (a) podera recusar-se a participar do estudo agora, ou em qualquer momento, sem
que isto lhe traga qualquer constrangimento ou penalidade da institui¢do que esta realizando
esta pesquisa. Sua identidade serd preservada e nenhum resultado obtido com esta pesquisa
conterd o seu nome.

Os pesquisadores responsaveis por este projeto estardo a disposi¢do para esclarecer
qualquer duvida ou questdo que o Sr (a) tenha em relagdo a este estudo.

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisas que garantiu sua
aprovacao quanto ao contetido ético deste trabalho.

Declaro que li este consentimento e que de livre e espontanea vontade, concordei em
participar desta pesquisa.

Nome:

Assinatura:

Salvador (BA),
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundac¢ao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

PARECER N° 102/2006
Protocolo: 203

Projeto de Pesquisa: Desenvolvimento e Implantacao de Meétodos
Parasitolégicos e Imunolégicos para o Diagndstico da Estrongiloidiase

Pesquisador Responsavel: Dra. Neci Matos Soares

Instituicio ou Departamento : Laboratério de Parasitologia- Faculdade de
Farmacia (UFBA)

Consideracoes:

Apods analise ética do projeto e realizagéo dos esclarecimentos solicitados pelo
responsavel, o CEP considera que o projeto atende aos principios éticos de
autonomia, beneficiéncia, nao maleficié€ncia, equidade e justica.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz da Fundacao Oswaldo Cruz (CEP-CPgGM/FIOCRUZ), conforme
atribuicées conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta Doc.32/04/97), com base na
Resolucao 196/96, julga aprovado o projeto supracitado.

Salvador, 09 de outubro de 2006. e

Comité de Etica em Pesquisa - Rua Waldemar Falcao, n® 121, Candeal, Salvador, Bahia
CEP 40296-710, Brasil
Tel: (71) 3176-2239 Fax: (71) 3176-2327
e-mail: cep@cpggm.fiocruz.br



