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RESUMO

Introducdo: A estrongiloidiase humana € uma parasitose negligenciada considerada um
problema de salde publica. O risco da infeccdo por Strongyloides stercoralis tem sido
associado a grupos especificos de pacientes, entre os quais se incluem os alcoolistas.
Objetivo: Detectar anticorpos 1gG e IgA anti-Strongyloides, imunocomplexos IgG circulantes
e indice de avidez de anticorpos IgG em amostras de soro em individuos alcoolistas e nao
alcoolistas. Material e Métodos: Foram analisadas amostras de fezes e soro de 140
individuos de Uberlandia, MG, sendo 70 alcoolistas atendidos no Centro de Atencéo
Psicossocial Alcool e outras drocas (CAPS-ad) e 70 n&o alcoolistas atendidos na Unidade de
Atencdo Primaria a Saude (UAPS) Custddio Pereira. Utilizou-se os métodos parasitologicos
de Cultura em Placa de Agar (CPA) e Hoffman, Pons e Janer (HPJ) para anélise de cada uma
das trés amostras de fezes disponibilizadas pelos pacientes e o método enzyme linked-
immunosorbent assay (ELISA) para detec¢do de anticorpos IgG e IgA anti-Strongyloides,
imunocomplexos (IC) e avidez de anticorpos IgG em amostras de soro. Os dados foram
analisados utilizando o programa computacional GraphPad Prism. Significancia estatistica
foi considerada com um valor de p<0,05. Resultados: A presenca de larvas de S. stercoralis
nas fezes foi observada em 12 (17,1%) individuos alcoolistas e em 1 (1,4%) individuo néo
alcoolista. A frequéncia de resultados positivos, considerando no minimo uma amostra de
fezes positiva para S. stercoralis, foi maior pelo método de CPA [28/34 (82,3%)] do que pelo
método de HPJ [14/34 (41,2%)]. Nas amostras de soro, as frequéncias de positividade de
anticorpos 1gG anti-Strongyloides e de imunocomplexos foram maiores entre individuos
alcoolistas do que entre individuos ndo alcoolistas. A detec¢do de anticorpos IgA anti-
Strongyloides foi menor em individuos alcoolistas quando comparado aos ndo alcoolistas. O
valor da mediana em relagdo a IgG anti-Strongyloides e imunocomplexos 1gG entre
alcoolistas foi maior do que entre ndo alcoolistas. No entanto, o valor da mediana em relacao
a deteccdo de anticorpos IgA anti-Strongyloides foi menor em amostras de soro de individuos
alcoolistas quando comparado aos ndo alcoolistas. Entre os 12 individuos alcoolistas com
exames parasitologicos positivos para S. stercoralis, 1 (8,3%) ndo apresentou anticorpos 1gG
anti-Strongyloides, 5 (41,7%) foram negativos para imunocomplexos e 9 (75,0%) néo
apresentaram anticorpos IgA anti-Strongyloides nas amostras de soro. Alcoolistas tiveram
correlacdo positiva entre os niveis de 1gG anti-Strongyloides e IC; entre os niveis de IgG anti-
Strongyloides e IgA anti-Strongyloides e entre os niveis de IC e IgA anti-Strongyloides. No
entanto, entre os individuos ndo alcoolistas ndo houve correlagdo positiva entre 0s niveis de
anticorpos. A média do indice de avidez nas amostras de soro entre alcoolistas foi maior do
que entre ndo alcoolistas. Em relagdo ao indice de avidez, entre os 11 individuos alcoolistas
com exames parasitologicos positivos para S. stercoralis e que apresentaram anticorpos 1gG
anti-Strongyloides, 10 (90,9%) apresentam indice de avidez acima de 75%. Concluséo: O
aprimoramento dos métodos diagnosticos € necessario para melhorar os estudos
epidemioldgicos e as medidas de controle e prevencao da estrongiloidiase, principalmente em
individuos imunocomprometidos. Com base neste conceito, a deteccdo de anticorpos 1gG
anti-Srongyloides, de imunocomplexos circulantes e a determinagdo do indice de avidez em
amostras de soro se mostraram uma alternativa potencial para o diagnostico precoce da
estrongiloidiase em individuos alcoolistas.

Palavras-chave: Strongyloides stercoralis, alcoolistas, imunodiagnostico, diagndstico
parasitologico.



ABSTRACT

DETECTION OF CIRCULATING ANTIBODIES AND IMMUNE COMPLEXES FOR
STRONGYLOIDIASIS DIAGNOSIS IN ALCOHOLICS

Introduction: Human strongyloidiasis is a neglected parasitic disease considered a
public health problem. The risk of infection by Strongyloides stercoralis has been associated
with specific groups of patients, including alcoholics. Objective: Detect anti-Strongyloides
IgG and IgA antibodies, circulating immune complexes and IgG avidity antibodies in serum
samples of alcoholic and nonalcoholic subjects. Material and Methods: Samples of feces
and serum of 140 individuals from Uberlandia, MG, were analyzed: 70 alcoholics from the
Centro de Atencéo Psicossocial Alcool e outras drogas (CAPS-ad) and 70 nonalcoholics from
the Unidade de Atencdo Priméria a Saude (UAPS) Custodio Pereira. The parasitological
methods used were Agar Plate Culture (APC) and Hoffman, Pons and Janer (HPJ) for
analysis of the three stool samples provided by the patients and the enzyme linked-
immunosorbent assay (ELISA) method for the detection of anti-Strongyloides IgG and IgA,
immune complexes and avidity of IgG antibodies in serum samples. Data were analyzed using
the computer program GraphPad Prism. Statistical significance was considered when P
<0.05. Results: The presence of S. stercoralis larvae in stool was observed in 12 (17.1%)
alcoholic individuals and 1 (1.4%) non-alcoholic individual. Frequency of positive results,
considering at least one positive stool sample for S. stercoralis, was greater by the APC
method [28/34 (82,3%)] than by HPJ [14/34 (41,2%)]. In serum samples, anti-Strongyloides
IgG and immune complex positivity was higher among alcoholics than non-alcoholics.
Detection of anti-Strongyloides IgA was lower in alcoholic individuals when compared to
non-alcoholics. The median value for anti-Strongyloides IgG and immune complex in
alcoholics was higher than in non-alcoholics. However, the median value in relation to anti-
Strongyloides IgA was lower in serum samples of alcoholic individuals. Among the 12
alcoholic subjects with positive parasitological tests for S. stercoralis, 1 (8.3%) did not
present anti-Strongyloides 1gG antibodies, 5 (41.7%) were negative for immune complexes
and 3 (75.0%) had no present anti-Strongyloides IgA antibodies in serum samples. Alcoholics
had a positive correlation between anti-Strongyloides 1gG and IC; anti-Strongyloides 1gG and
IgA and IC and anti-Strongyloides IgA. However, within non-alcoholic subjects no
correlation was observed. The mean avidity index in serum samples was higher in alcoholics
than in non-alcoholics. As for the avidity index, among the 11 alcoholic individuals with
positive parasitological tests for S. stercoralis who also presented anti-Strongyloides 1gG, 10
(90.9%) presented avidity index above 75%. Conclusion: Improvement of diagnostic
methods are paramount to improve epidemiological studies and control measures in order to
prevent strongyloidiasis, especially in immunocompromised patients. Based on this concept,
the detection of anti-Strongyloides IgG antibodies, circulating immune complexes and
determination of antibody avidity in serum samples have shown themselves as a potential
alternative for an early diagnosis of strongyloidiasis in alcoholic individuals.

Key-words: Strongyloides stercoralis, alcoholics, immunodiagnostic, parasitological

diagnostic.
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1 INTRODUCAO

A estrongiloidiase, causada pelo nematodeo Strongyloides stercoralis € uma parasitose
negligenciada considerada um problema de saude publica global (WHO, 2017). A baixa
sensibilidade dos métodos parasitoldgicos utilizados para o seu diagnostico na rotina
laboratorial, que ndo incluem métodos especificos para deteccdo de larvas, pode apresentar
resultados falso-negativo e, consequentemente os dados sobre a incidéncia e prevaléncia da
infeccdo sdo subestimados (BISOFFI et al., 2013; COSTA-CRUZ, 2016; MENDES et al.,
2017). Essa parasitose apresenta distribuicdo mundial heterogénea com maiores prevaléncias
em regides tropicais e subtropicais. Estima-se que em todo mundo entre 30 e 100 milhdes de
pessoas encontram-se infectadas por S. stercoralis (SIDDIQUI; BERK, 2001; OLSEN et al.,
2009; PAULA, COSTA-CRUZ, 2011; SCHAR et al., 2013).

Strongyloides stercoralis apresenta ciclo evolutivo complexo, como também, a
particularidade de desenvolver um ciclo de autoinfeccéo interna, o que pode contribuir para a
gravidade desta helmintiase (COSTA-CRUZ, 2016). Geralmente causa infeccOes
assintomaticas e cronicas em individuos imunocompetentes (GROVE, 1996), no entanto, a
hiperinfeccdo e/ou doenca disseminada ocorrem mais frequentemente em pacientes
imunodeprimidos que apresentam resposta imune celular comprometida (MARCOS et al.,
2011; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; GONCALVES et al., 2012a; McDONALD; MOORE,
2017).

O risco da infeccdo por S. stercoralis tem sido associado a grupos especificos de
pacientes, tais como, os portadores do virus linfotropico humano (GOTUZZO et al., 1999;
CHIEFFI et al., 2000; PORTO et al., 2002; CARVALHO; PORTO; 2004; HIRATA et al.,
2006; FURTADO et al., 2013), individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana
(VIH)/sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (CIMERMAN et al., 2002, 2006;
PINLAOR et al.,, 2005; SILVA et al., 2005; GETANEH; MEDHIN; SHIMELIS, 2010;
VASQUEZ GUILLAMET et al., 2017), portadores de doengas neoplasicas (GRAEFF-
TEIXEIRA et al., 1997; MACHADO et al.,, 2008; VELOSO; PORTO; MORAES, 2008),
pacientes transplantados (DULLEY et al., 2009; VILELA et al., 2009; FERREIRA et al.,
2012; MAZHAR; ALI; AGUDELO HIGUITA, 2017) e alcoolistas (OLIVEIRA et al., 2002;
ZAGO-GOMES et al., 2002; MARQUES et al., 2010; SILVA et al., 2016).
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1.1 Aspectos morfoldgicos de Strongyloides stercoralis

As espécies do género Strongyloides pertencem ao reino Animalia, filo Nematoda,
classe Secernentea, ordem Rhabdiasoidea, familia Strongyloididae que & composta por
parasitos de interesse médico e veterinario (BLAXTER et al., 1998). Ha pelo menos 52
espécies descritas do género Strongyloides, entre elas apenas duas sdo consideradas
infectantes para o homem: S. stercoralis (BAVAY, 1876) e S. fuelleborni (VON LINSTOW,
1905). A primeira espécie com distribuicdo mundial, também infecta cdes, gatos e macacos, e
a segunda parasita macacos e os casos de infecgdo em humanos foram encontrados na Africa
e na Asia (GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2016; THANCHOMNANG et al., 2017).

Seis formas evolutivas foram identificadas: fémea partenogenética parasita, fémea de
vida livre, macho de vida livre, ovos, larvas rabditoides e filarioides (GROVE, 1996;
TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015; COSTA-CRUZ, 2016). A fémea
partenogenética apresenta corpo cilindrico de aspecto filiforme. Mede em torno de 1,7 a 2,5
mm de comprimento e 0,03 a 0,04 mm de largura com extremidade anterior arredondada e a
posterior afilada. Possui revestimento formado por uma cuticula fina e transparente, com
estriaces transversais. O aparelho digestivo é simples e formado por boca com trés labios,
esdfago filariforme e longo (ocupando 25% do tamanho corporal) e orificio anal na
extremidade posterior em posicdo transversal. A vulva ventral esta posicionada no terco
médio do corpo; dela, parte o Utero anfidelfo; seguem-se ovarios e ovidutos, com 0s ovos
enfileirados em seu interior; estes 6rgaos formam o sistema reprodutor que ocupa até 2/3 do
organismo (GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2016).

A fémea de vida livre, menor que a fémea partenogenética, é fusiforme e mede em
torno de 0,8 a 1,2 mm de comprimento por 0,05 a 0,07 mm de largura. Possui cuticula fina,
translicida com finas estriagbes. Apresenta extremidade anterior arredondada e posterior
afilada. Nessa forma evolutiva, o aparelho digestivo é simples, formado por boca contendo
trés labios. Esdfago curto e dividido em trés porcBes, uma anterior, cilindrica e alongada, uma
intermediaria estreita e uma posterior globulosa (bulbo). Intestino simples e anus préximo a
extremidade posterior. O aparelho genital é organizado em vulva na regido mediana do corpo.
Utero anfidelfo, ocupando grande parte do corpo do helminto, ovarios, ovidutos e receptaculo
seminal (MORAES, 1948; GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2016).

O macho de vida livre possui corpo fusiforme e mede cerca de 0,07 mm de
comprimento por 0,04 mm de largura. Apresenta extremidade anterior arredondada e posterior

recurvada ventralmente. Tem revestimento similar ao das fémeas. Boca trilabiada, esdfago
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com morfologia analoga a da fémea e intestino simples terminando em cloaca. A cauda é
recurvada ventralmente e apresenta dois espiculos copulatorios, sustentados pelo gubernaculo.
A genitalia é constituida pelos testiculos, vesicula seminal e canais deferente e ejaculador
(REY, 2001; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015; COSTA- CRUZ, 2016).

As larvas rabditoides (L1 e L2) s&o os primeiros estadios larvais, medem em torno de
0,2 a 0,3 mm de comprimento por 0,015 mm de largura. As oriundas das fémeas de vida livre
ou parasita sdo semelhantes. Apresentam cuticula fina e hialina recobrindo-as. Possuem
vestibulo bucal curto e es6fago rabditoide. O aparelho digestivo € continuado pelo intestino,
que termina em abertura anal espacada da extremidade posterior. Observa-se um primérdio
genital desenvolvido e localizado no meio do corpo formado por agregado de células.
Terminam em cauda pontiaguda, sdo encontradas nas fezes e nos fluidos intestinais, porém
nas formas disseminadas sdo encontradas no escarro ou nos liquidos duodenal, pleural e
liquor (REY, 2001; TOLEDGO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015; COSTA-CRUZ, 2016).

Ap0s a segunda muda, as larvas diferenciam-se em L3, que sdo as larvas filarioides.
As L3 sdo alongadas e finas e medem de 0,35 a 0,50 mm de comprimento por 0,01 a 0,03 mm
de largura. Apresentam cuticula fina e hialina. A porcdo anterior é ligeiramente afilada e a
posterior afina-se gradualmente terminando em duas pontas, conhecida como cauda
entalhada. O vestibulo bucal é curto, o es6fago filarioide e o intestino longo e estreito com
anus posterior. Dois tipos distintos de L3 sdo descritos, a larva infectante derivada dos ciclos
direto ou indireto, vistas no meio ambiente e capaz de penetrar a pele ou mucosas; e a L3
autoinfectante que evolui no interior do hospedeiro, ocasionando os casos de autoinfeccao
interna (MORAES, 1948; LEVINE, 1979; REY, 2001; COSTA-CRUZ, 2016).

Ovos das fémeas parasitas e de vida livre assemelham-se, com diferenca apenas no
tamanho, sendo os da ultima maiores. Sdo elipticos, de parede translicida que permite
visualizar no momento da oviposicdo o embrido parcial ou totalmente desenvolvido
(MORAES, 1948; GROVE, 1996). Normalmente os ovos ndo séo observados nas fezes dos
individuos, porém em alguns casos no qual o paciente apresenta diarreia grave eles podem ser
visualizados (REY, 2001; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015; COSTA-CRUZ,
2016).
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1.2 Aspectos bioldgicos e vias de transmissao de Strongyloides stercoralis

As espeécies de Strongyloides apresentam complexa biologia com dois ciclos de vida
distintos: um direto ou partenogenético, e o indireto, sexuado ou de vida livre, ambos
monoxémicos (REY, 2001; THOMPSON et al., 2005; COSTA-CRUZ, 2016). As fémeas
parasitos podem produzir, simultaneamente, trés tipo de ovos, dando origem a trés tipos de
larvas rabditoides (COSTA-CRUZ, 2016).

A transmissdo desse parasito ocorre pela penetracdo ativa de larvas filarioides
infectantes (L3) na pele integra, ou ocasionalmente, através da mucosa oral, esofégica e
gastrica do hospedeiro por meio da ingestdo de agua e alimentos contaminados. Essas larvas
secretam metaloproteases, enzimas que auxiliam, tanto na penetracdo quanto na migragédo
através dos tecidos (GROVE, 1996; MARUYAMA et al., 2006). As larvas alcancam a
circulacdo linfatica e venosa, seguindo para coracdo e pulméo entrando nos alvéolos a partir
dos capilares pulmonares, onde se transformam em larvas filarioides de estddio L4. Essas
larvas atravessam o endotélio alveolar, migram pela arvore brénquica até a faringe, podem ser
expelidas pela expectoracdo ou deglutidas, chegando ao intestino delgado, onde se
diferenciam em fémeas partenogenéticas que depositam poucos ovos por dia na mucosa
intestinal. Esses ovos eclodem liberando larvas rabditoides que amadurecem, alcangam a luz
intestinal e sdo liberadas com as fezes do hospedeiro, constituindo na forma diagnéstica
(MORAES, 1948; PUTHIYAKUNNON et al., 2014; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI;
ESTEBAN, 2015; COSTA-CRUZ, 2016).

Dependendo das condicdes encontradas estas larvas desenvolverdo o ciclo
homogdnico (direto) ou heterogdnico (indireto) (MORAES, 1948). No ciclo homogbnico, que
é o0 mais simples, as larvas rabditoides alimentam-se da microbiota das fezes, aumentam de
tamanho e em 24 horas diferenciam-se em larvas de segundo estadio e apos dois dias atingem
0 estadio de L3 que ndo ingerem alimento. Estas larvas morrem em uma a duas semanas, a
menos que infectem ou reinfectem o hospedeiro (MORAES, 1948; GROVE, 1996; COSTA-
CRUZ, 2016). No ciclo heterogbnico, mais complexo, as larvas rabditoides sofrem quatro
diferenciacbes no solo e apds 18 a 24 horas, produzem fémeas e machos de vida livre
(MORAES, 1948; COSTA-CRUZ, 2016). O encontro dos adultos maduros favorece o
acasalamento e na sequéncia ocorre a postura de ovos larvados, dos quais eclodem L1 que
desenvolvem para L3 (YAMADA et al, 1991; THOMPSON et al., 2005;
PUTHIYAKUNNON et al., 2014; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015). Os
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ciclos diretos e indiretos se completam pela penetracdo ativa de larvas L3 na pele ou em
mucosa oral, esofagica ou gastrica do hospedeiro (COSTA-CRUZ, 2016).

Entre as infeccdes humanas causadas por nematodeos, S. stercoralis possui a
habilidade de autoinfeccdo, tanto externa ou exdgena quanto interna ou endogena. Na
autoinfeccdo externa as larvas rabditoides presentes na regido perianal de individuos
infectados diferenciam-se em larvas filarioides infectantes e ai penetram, completando o ciclo
direto, e na autoinfeccdo interna larvas rabditoides presentes na luz intestinal (ileo ou colon)
de individuos infectados, diferenciam-se em larvas filarioides e ocorre invasdo direta das
larvas pela mucosa. Estes mecanismos sdo 0s principais responsaveis pela manutencéo da
doenga, mesmo que ndo ocorram novas infec¢bes (LIU; WELLER, 1993; GROVE, 1996;
COSTA-CRUZ, 2016; NUTMAN, 2017). A autoinfec¢do interna pode provocar a elevacgéo
do nimero de parasitos de S. stercoralis no intestino e nos pulmdes, quadro conhecido como
hiperinfeccdo. O termo disseminagdo é utilizado para infecgbes nas quais parasitos sao
encontrados em sitios ectopicos, ou seja, quando as larvas migram para outros 6rgdos e
sistemas (LIU; WELLER, 1993; RAMACHANDRAN et al., 1998; SIDDIQUI; BERK, 2001;
SIEGEL; SIMON, 2012; SCHAR et al., 2013; COSTA-CRUZ, 2016).

1.3 Epidemiologia da estrongiloidiase humana

O conhecimento das taxas de infeccdo por S. stercoralis regionalmente e globalmente,
como também em grupos especificos de populacdes, é de alta importancia epidemioldgica e
clinica, uma vez que individuos infectados apresentam alto risco de desenvolver quadro
clinico de hiperinfeccdo e/ou disseminacdo da infeccdo quando a imunidade apresenta-se
comprometida (REQUENA-MENDEZ et al., 2013; SCHAR et al., 2013). De acordo com a
prevaléncia, a estrongiloidiase € dividida em trés categorias denominadas: casos esporadicos
(prevaléncia <1%), endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%) (PIRES; DREYER, 1993). Em
areas consideradas ndo endémicas tém sido publicados casos isolados sobre a infeccdo por S.
stercoralis e muitos desses casos se associam com quadros de imunossupressao
(PUTHIYAKUNNON et al., 2014).

Maiores prevaléncias sdo observadas no Sudeste da Africa, na Africa Subsaariana,
América Latina, oeste da Asia, e em algumas regides dos Estados Unidos da América
(SCHAR et al., 2013; PUTHIYAKUNNON et al., 2014). Estima-se que a infeccdo pelo S.
stecoralis atinja de 10 a 40% da populacdo em muitos paises tropicais e subtropicais (SCHAR
et al., 2013; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015; COSTA-CRUZ, 2016), & em
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paises com precérias condi¢des sanitarias e socioecondmicas a taxa de infeccdo pode chegar a
60% (SCHAR et al., 2013; COSTA-CRUZ, 2016). O nimero de casos da infeccdo pelo S.
stercoralis vem aumentando em paises desenvolvidos devido ao crescente numero de
imigrantes, viajantes, refugiados e veteranos de guerra (PUTHIYAKUNNON et al., 2014;
TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015; BEKNAZAROVA; WHILEY, ROSS,
2016; OSTERA; BLUM, 2016; PAGE; SPEARE, 2016). Na Europa e nos Estados Unidos da
Ameérica, a estrongiloidiase é frequente em trabalhadores do campo ou mineradores
(SAMMET et al., 2013). Na Africa, a prevaléncia varia de 0,1% na Africa Central a 91,8%
em Gabon (SCHAR et al., 2013). Na Asia, a prevaléncia tem sido estudada em varios paises,
com taxas alcancando 41% na populacao geral (KHIEU et al., 2014).

Na América Latina as taxas de prevaléncia da estrongiloidiase variam de 0,02% a
83,3% dependendo do grupo populacional e area de estudo (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI;
ESTEBAN, 2015). Paises como Argentina, Equador, Venezuela, Peru e Brasil apresentaram
areas de alta prevaléncia (BUONFRATE et al., 2015). No Brasil, a estrongiloidiase tem
importancia na saude publica, com prevaléncia de 5,5% na populacdo geral, havendo uma
variacdo de 3,9% a 7,9% entre as diferentes regides do pais (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011).
As variacBes na prevaléncia desta infeccdo se devem a diversos fatores, tais como, baixas
condicBes socio-econémicas, educacionais e inadequadas condi¢Bes sanitarias e ambientais
(MASCARINI-SERRA et al., 2010; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011).

Em Minas Gerais, na cidade de Uberlandia, a prevaléncia da infeccdo por S.
stercoralis apresenta variagdes de acordo com a populagdo estudada. Em criangas
hospitalizadas a prevaléncia encontrada foi de 3,31% (PAULA et al., 2000); em pacientes
diabéticos a prevaléncia foi de 3,8% (MENDONCA et al., 2006) e em puérperas lactantes
4,4% (MOTA-FERREIRA et al., 2009). Maiores taxas de infeccdo foram encontradas em
pacientes com cancer gastrointestinal (9,1%) (MACHADO et al., 2008), pacientes infectados
por VIH/SIDA (12%) (SILVA et al., 2005), em escolares (13%) (MACHADO; COSTA-
CRUZ, 1998) e em alcoolistas (33,3%) (OLIVEIRA et al., 2002).

1.4 Manifestag0es clinicas da estrongiloidiase humana

H4 trés possibilidades de evolucdo da infeccdo: erradicacdo (eliminacdo do parasito),
cronicidade (resultante da manutencdo do ciclo por longos periodos) e complicagédo
(hiperinfeccédo e/ou disseminacdo) (GROVE, 1996; FARDET et al., 2007). Os sintomas € a

evolucdo da doenca sdo determinados pela interacdo entre o hospedeiro e o parasito (CORTI
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et al., 2011) e por isso a manifestacdo da infeccdo pelo S. stercoralis esta relacionada com a
capacidade do sistema imunoldgico desenvolver ou ndo uma resposta imune contra o parasito,
uma vez que a sintomatologia varia dependendo do grau de infeccdo (GROVE, 1996;
TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015). Na maioria dos casos, os individuos
infectados por S. stercoralis desenvolvem a forma cronica, que pode cursar de maneira
assintomética (PORTO et al., 2002).

A estrongiloidiase possui diversas manifestacGes clinicas e os sinais e sintomas da
infeccdo por S. stercoralis variam de acordo com a localizacdo da infeccdo, com o nimero de
larvas e se as larvas auto-infectantes carrearam bactérias para locais extra-intestinais (PAGE;
SPEARE, 2016). Sinais cutaneos, decorrentes da penetracdo de larvas infectantes na pele,
como larva migrans, lesdes maculopapulares e urticaria sdo manifestacdes tipicas
(VADLAMUDI; CHI; KRISHNASWAMY, 2006; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI;
ESTEBAN, 2015; PAGE; SPEARE, 2016). Os sintomas pulmonares, quando presentes, sdo
caracterizados por tosse com ou sem expectoragdo, dispnéia e crises asmatiformes. Em casos
graves pode ocorrer rompimento dos alvéolos devido a migracdo das larvas causando
hemorragia e infiltrado inflamatério constituido de linfocitos e eosinéfilos que podem ser
limitados ou em casos mais graves, provocar a sindrome de Loeffler, edema pulmonar e
insuficiéncia respiratéria As manifestacdes gastrointestinais mais frequentes incluem dor
abdominal, diarréia e/ou constipacdo e vomitos (POCHINENI et al., 2015; TOLEDO;
MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015; PAGE; SPEARE, 2016). Em casos graves a presenca
de ovos, larvas e parasitos adultos na mucosa do intestino delgado podem resultar em reacdo
inflamatdria, podendo ocorrer ulceracfes, sindrome de ma absorcdo, diarréia crénica com
perda protéica, hemorragia com desenvolvimento de quadros de hipoalbuminemia e anemias
(GROVE, 1996; SIDDIQUI; BERK, 2001; BOULWARE et al., 2007; FARDET et al., 2007;
JUCHEMS et al., 2008).

Em casos de imunossupressao, pode ocorrer aumento exacerbado da carga parasitaria
levando & sindrome de hiperinfecgdo e até mesmo a disseminacdo das larvas pelo corpo,
sendo esta ultima associada a um mal prognéstico, uma vez que 6rgdos como o figado e o
sistema nervoso central podem ser invadidos pelo parasito (VADLAMUDI et al., 2006;
MARCOS et al., 2008; ROXBY, GOTTLIEB, LIMAYE, 2009; BON et al., 2010). Na
infeccdo disseminada as manifestagdes clinicas podem variar de acordo com o0s 6rgaos
acometidos (KEISER; NUTMAN, 2004). Na hiperinfeccdo h& exacerbacdo dos sinais
pulmonares e gastrointestinais (YOSHIDA et al., 2006; MEJIA; NUTMAN, 2012).
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O risco de sepse existe e pode ser desencadeado nos casos de hiperinfeccdo e/ou
disseminacdo, uma vez que a penetracdo de grande numero de larvas através da parede
intestinal pode ser associada a organismos microbianos que estas carregam guando passam na
corrente sanguinea (NEWBERRY et al., 2005; MEJIA; NUTMAN, 2012; REYES et al.,
2017). Quando a integridade do sistema imune € severamente comprometida, a
estrongiloidiase pode tornar-se uma doenca fatal (MEJIA; NUTMAN, 2012).

1.5 Resposta imune do hospedeiro ao Strongyloides stercoralis

A longa permanéncia do parasito no hospedeiro humano (cronicidade) e a continua
passagem de larvas filarioides nos tecidos resultam em incessante exposicao sistémica aos
antigenos parasitarios. A maioria dos individuos desenvolve anticorpos das classes IgM, 1gG,
IgA e IgE especificos, sendo os anticorpos IgG os mais frequentemente detectados,
permanecendo por longo tempo apos a cura terapéutica (COSTA-CRUZ, 2016).

Anticorpos da classe IgM representam infeccdo recente e apresentam nivel maximo
uma semana apés a infeccdo, embora os niveis mantenham-se elevados entre duas a trés
semanas apods a infeccdo (GROVE, 1996; MARCOS et al., 2008). As imunoglobulinas da
classe IgE se ligam aos receptores das células efetoras e podem induzir a desgranulacdo e
liberacdo de mediadores de inflamacdo de mastdcitos e basofilos, com consequente expulsdo
do helminto (ATKINS et al., 1999). Elevados niveis de IgE sdo encontrados em individuos
imunocompetentes com diagndstico de estrongiloidiase, porém em casos de hiperinfeccdo em
individuos imunodeprimidos os niveis de IgE, total e especifica, podem estar dentro do
intervalo normal (RODRIGUES et al., 2007; MARCOS et al., 2008). IgG é a principal
imunoglobulina do soro, correspondendo entre 70-75% do total de anticorpos séricos e
podem ser detectados duas semanas apos a infecgdo e podem permanecer até 20 semanas apos
a infecgdo (GROVE, 1996; LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014). As subclasses de 1gG,
IgG1l e 1gG4, séo as mais frequentemente detectadas. Sabe-se que existe um balango entre a
presenca de IgE e IgG4, com niveis elevados de 1gG4 em casos graves da doenca e niveis de
IgE dentro da normalidade (ATKINS et al., 1997 e 1999; RODRIGUES et al. 2007; COSTA-
CRUZ, 2016). Assim, a estrongiloidiase crénica pode ser resultado da diminuicdo das
respostas de hipersensibilidade (IgE-mediadas) para a persistente autoinfeccdo, com
consequente redugdo dos efeitos imunopatolégicos da anafilaxia constante (ATKINS et
al., 1997).
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Na estrongiloidiase, pelo fato do ciclo bioldgico do parasito apresentar o envolvimento
de mucosas pulmonar e intestinal, o hospedeiro pode elaborar resposta local e sistémica
mediada por IgA (ATKINS et al.,, 1999; COSTA et al., 2003; MOTA-FERREIRA et al.,
2009). Pacientes com sintomatologia grave tem reducdo significativa da concentracdo de
IgA, que é o segundo anticorpo mais presente no soro e representa a classe mais proeminente
nas mucosas e suas secrecdes (van EGMOND et al., 2001; COSTA et al., 2003; COSTA-
CRUZ, 2016). A vida média da IgA serica € de trés a seis dias e seu catabolismo é
relativamente mais rapido quando comparado & 1gG (CORTHESY, 2007; BENCKERT et al.,
2011). Esta imunoglobulina apresenta propriedades que facilitam a sua funcdo na superficie
das mucosas, entre elas, a polimerizacao e interacdo com uma proteina (componente secretor)
gue permite que a mesma tenha maior capacidade de ligar-se a antigenos e aglutina-los
(SANDERSON; WALKER, 1999; WOOF; KERR; 2006). Outra propriedade consiste na
resisténcia a protedlise, uma vez que a IgA associada ao componente secretor forma a IgA
secretora, uma molécula menos susceptivel a digestdo proteolitica no ambiente intestinal.
Além disso, a IgA possui propriedade anti-inflamatoria, que consiste na porcdo Fc da IgA,
que é responsavel por inibir as fungdes fagociticas e liticas de neutrofilos e de células
fagociticas, como também, interfere na fixacdo de microorganismos as células epiteliais,
mantendo-os na camada de muco, impedindo a colonizacdo dos patdgenos, sem induzir
inflamacdo. A IgA também pode induzir efeitos inflamatdrios, com ativacao fagocitica pelo
receptor Fc (SANDERSON; WALKER, 1999; van EGMOND et al., 2001; WOOF; KERR,;
2006).

O equilibrio entre resposta imune T-dependente com perfil Th-2 e T-independente
desempenha um papel fundamental na resposta imune contra S. stercoralis (FINKELMAN et
al., 1997). Independente da extensa complexidade dos organismos, na maioria dos casos as
respostas imunes dos hospedeiros contra os parasitos sdo similares, sendo respostas T-
dependentes com perfil Th-2, com a producéo de citocinas, tais como as interleucinas-3 (IL-
3), IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, resposta humoral mediada por IgE e resposta celular
mediada por eosinofilos, baséfilos e mastocitos (FERREIRA; COSTA-CRUZ, 2003,
GAUSE; URBAN; STADECKER, 2003; NEGRAO-CORREA; TEIXEIRA, 2006:
RODRIGUES et al., 2009, ANURADHA et al., 2016). As IL-3 e IL-4 estimulam baséfilos,
como também, podem induzir o peristaltismo e a producdo de muco que facilita a expulsdo
dos helmintos (ONAH; NAWA, 2000). As IL-4 e 1L-13 modulam a producdo de classes de
imunoglobulinas pelas células B ativadas, resultando na maior liberacdo de IgE e IgG1l
(ATKINS et al., 1999; MOTA-FERREIRA et al., 2009), interferem também na resposta
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imune diretamente na fisiologia do intestino, aumentando o conteudo de fluido no trato
digestorio. Este aumento de fluido é decorrente do aumento da permeabilidade intestinal e
reducdo da absorcdo de liquidos (GOLDHILL et al.,, 1997). IL-5 é essencial para
diferenciacéo, ativacdo de eosinofilos, e também na inducdo e producdo de IgA; IL-6
promove a estimulacdo de granulécitos e de células B e T (FINKELMAN et al., 1997;
COSTA-CRUZ, 2016). Respostas T-dependentes com perfil Th2 sdo essenciais para evitar
hiperinfeccdo e disseminacédo de S. stercoralis, uma vez que, o declinio da resposta Th2 pode
causar aumento da suscetibilidade a infeccdo em individuos coinfectados com consequente
exacerbacdo da estrongiloidiase (GOTUZZO et al., 1999; PORTO et al., 2001; HIRATA et
al., 2006; IRIEMENAM et al., 2010; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015).

No organismo humano desenvolve-se resposta T-independente com producdo de
moléculas pro-inflamatdrias inespecificas, secretadas por macrofagos, entre elas o fator de
necrose tumoral alfa e IL-1, os quais contribuem para a proliferacdo de células caliciformes e
provocam aumento na secre¢do de muco, que reveste os parasitos e facilitam sua expulsao
(MARUYAMA et al., 2000, NEGRAO-CORREA, 2001; COSTA-CRUZ, 2016). Assim,
proteinas do muco gastrointestinal, as mucinas, constituem uma barreira luminal que é a
primeira linha de defesa do hospedeiro contra helmintos. As mucinas sdo glicoproteinas
poliméricas ricas em residuos de aminoacidos que se ligam a sitios para oligossacarideos
presentes na superficie de parasitos, 0 que previne o estabelecimento na mucosa. No entanto,
se 0 helminto atravessa a primeira linha de defesa ocorre a producdo de citocinas
inflamatorias e moléculas coestimulatorias pelas células dendriticas e macrofagos, que fazem
parte da resposta imune inata (NEGRAO-CORREA, 2001; MONCADA;
KAMMANADIMINTI; CHADEE, 2003; KEREPESI et al., 2007; LINDEN, et al., 2008). A
IL- 12 e a IL-18, citocinas produzidas primariamente pelos macrdéfagos e outras células
acessorias, induzem a producéo de interferon-y que favorece a proliferacdo e a ativacdo das
células Th-1, modulando ou inibindo a resposta imune protetora dependente de Th2
(ARIZONO et al., 2007).

Além de estimular uma resposta tipicamente de perfil Th2, as infeccdes helminticas
sdo capazes de induzir populacbes de células T reguladoras (Treg) (WANG; CAO; SHI,
2008). Na estrongiloidiase, as Treg podem auxiliar no controle da morbidade, mas podem
atuar na diminuicdo da resisténcia a infecgdo, conforme demonstrado em modelos animais
(BLANKENHAUS et al., 2011). O aumento na populacdo de Treg retardou a expulséo de S.
ratti pela supressao de IL-9, ativadora de mastécitos (BLANKENHAUS et al., 2014); e, em

humanos com estrongiloidiase, correlacionaram-se a diminui¢cdo dos niveis de IL-5,



25

importante na resposta eosinofilica e estavam associadas a diminuicdo de IgE em células
adjacentes ao parasito (BARROS; MONTES, 2014).

Os eosindfilos sdo fundamentais para a resposta protetora contra helmintos
(TRAJMAN; MacDONALD; ELIA, 1997; ARIZONO et al., 2007; FERREIRA et al., 2007;
COSTA-CRUZ, 2016). Séo capazes de eliminar os parasitos por meio de proteinas catidnicas
que sdo sintetizadas e estocadas em granulos citoplasmaticos e sdo as responsaveis pelos
maiores danos teciduais atribuidos aos eosinéfilos. Apos a ativacdo celular sdo secretados
mediadores secundarios, como, leucotrienos, fator ativador de plaqueta, prostaglandinas e
citocinas, que provocam vasodilatacdo, aumento da secrecdo de muco e contracdo da
musculatura lisa e consequentemente aumento da resposta imune inflamatoria (KLION;
NUTMAN, 2004; MACHADO et al., 2005; KEREPESI et al., 2007). A eosinofilia € mais
frequente em pacientes infectados por S. stercoralis do que em outras infec¢bes parasitarias
(REPETTO et al., 2016).

1.6 Diagnostico da estrongiloidiase

O diagnostico clinico da estrongiloidiase pode ser suspeitado pelos sintomas e sinais
clinicos, porém, torna-se necessario realizar exames especificos para confirmagdo da doenca,
particularmente nos casos assintomaticos (LIU, WELLER, 1993; PAGE; SPEARE, 2016). A
sensibilidade dos métodos diagndsticos é influenciada pela fase da infeccdo, se aguda, crénica
ou disseminada (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015). Varias técnicas foram
desenvolvidas com o objetivo de diagnosticar a estrongiloidiase, como testes parasitologicos,
métodos imunoldgicos e técnicas de biologia molecular (LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ,
2014). Testes soroldgicos sdo eficazes na deteccdo de anticorpos na fase cronica da doenca,
enquanto que os metodos parasitoldgicos possuem alta sensibilidade durante a fase aguda e
disseminada da infeccdo (PAGE; SPEARE, 2016).

Os métodos de escolha para o diagnostico definitivo da estrongiloidiase sdo 0s
métodos parasitoldgicos, nos quais a confirmagdo dos parasitos deve ser realizada pela
morfologia (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015; PAGE; SPEARE, 2016). O
exame parasitologico tem a finalidade de detectar formas evolutivas do parasito e varias
técnicas foram descritas, tais como, método de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917);
Rugai (RUGAI; MATTOS; BRISOLA, 1954), Hoffman, Pons e Janer (1934); Faust, Sawitz e
Tobie (1939); Ritchie (1948) e Cultura em Placa de Agar (ARAKAKI et al., 1988). Entre elas,

a cultura em placa de agar demonstra maior sensibilidade e eficacia quando comparada aos
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demais testes (SATO et al., 1995; KOBAYASHI et al., 1996; INTAPAN et al., 2005; INES et
al., 2011; CAMPO-POLANCO; GUTIERREZ; ARIAS, 2014).

Métodos parasitoldgicos podem se tornar pouco confiaveis, uma vez que, na maioria
dos casos, a carga parasitaria € baixa e o padrdo de excrecao de larvas pode variar entre 0s
niveis de infeccdo, além da eliminagdo ndo ser diaria, 0 que torna necessario a coleta de
amostras de fezes em dias alternados (DREYER et al., 1996; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011,
TOLEDO; MUNOZ-ANTOLLI; ESTEBAN, 2015; PAGE; SPEARE, 2016). Coletas repetidas
de exames de fezes ao longo de dias consecutivos aumentam a sensibilidade em diagnosticar a
infeccdo (SATO et al., 1995; SIDDIQUI; BERK, 2001; SUDRE et al., 2006; HIRATA, et al.,
2007; SCHAR et al., 2014).

Os parasitos adultos e larvas filaridides sdo raramente vistos nas fezes, porém
ocasionalmente podem ser detectados em biopsias ou em fluidos de aspirado duodenal, pois
habitam o interior do tecido intestinal (GOKA et al., 1990; REY, 2001; VALAR et al., 2007;
KISHIMOTO et al., 2008; RIOS et al., 2015). Em pacientes com estrongiloidiase grave,
larvas rabditoides ou filaridides de S. stercoralis podem ser detectadas por métodos que néao
fazem parte da rotina laboratorial, como, broncoscopia (UPADHYAY et al., 2001; VALAR et
al., 2007; BASILE et al.,, 2010; WANG et al., 2013) e endoscopia (MITTAL; SAGI,
HAWARI, 2009; KAKATI et al., 2011; WANG et al., 2013). Nesses casos também tem se
observado a presenca de larvas em fluidos brocoalveolar (CIRIONI et al. 1996; ZHAO;
MALEKI, 2011), escarro (KIM et al., 2005) e fluido cérebro-espinhal (DUTCHER, et al.,
1990; ONUIGBO; IBEACHUM, 1991).

A utilizacdo de métodos de diagnostico imunologico na rotina laboratorial tem sido
uatil para avaliacdo da resposta imune do hospedeiro e em estudos soroepidemiolégicos
(FOGACA et al., 1990; SUDRE et al., 2006; COSTA-CRUZ, 2016). O aprimoramento desses
métodos representa um avanco na determinacdo da infeccdo em grupos de risco, como
pacientes imunocomprometidos (RIGO et al., 2008; PUTHIYAKUNNON et al., 2014).
Dentre os métodos imunoldgicos podem ser utilizados: enzyme linked-immunosorbent assay
(ELISA), para detectar anticorpos, antigenos e imunocomplexos no soro ou coproantigenos
nas fezes; immunoblotting, considerado uma técnica altamente sensivel e especifica na
identificacdo de proteinas imunodominantes de Strongyloides e reacdo de imunofluorescéncia
indireta, direcionada para pesquisa de diferentes classes de imunoglobulinas no soro ou na
saliva (LINDO et al., 1994; COSTA-CRUZ et al., 1997; RODRIGUES et al., 2007; RIGO et
al., 2008; BON et al., 2010; FELICIANO et al., 2010; BOSQUI et al., 2015).
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Tais métodos auxiliam no diagnostico clinico, principalmente na avaliagdo da resposta
imune em individuos assintomaticos, uma vez que apresentam maior sensibilidade quando
comparados com os metodos parasitologicos (BOSCOLO et al., 2007; GONCALVES et al.,
2012b; LEVENHAGEM; COSTA-CRUZ, 2014). Dentre esses métodos, o teste ELISA
utiliza como antigeno diferentes extratos de larvas filarioides, homologas ou heter6logas.
Amplamente utilizado por apresentar elevada sensibilidade e especificidade para pesquisa de
anticorpos especificos do parasito, é considerado superior aos outros testes soroldgicos no que
se refere a praticidade, seguranca e disponibilidade de reagentes (LIU; WELLER; 1993;
SCHAFFEL et al., 2001; RODRIGUES et al.,, 2007; van DOOR et al., 2007; MOTA-
FERREIRA et al., 2009; PUTHIYAKUNNON, et al., 2014).

Um dos desafios para o desenvolvimento de métodos baseados na deteccdo de
anticorpos é a dificuldade em se obter quantidades suficientes de larvas filarioides de S.
stercoralis para producédo de extrato antigénico homologo, devido a dificuldade de se manter
a cepa, como também, o risco de infec¢do dos manipuladores do antigeno (COSTA-CRUZ et
al., 1998; FELICIANO et al., 2010; GONCALVES et al., 2012a). Desta forma pesquisadores
vém utilizando antigenos heterdlogos, como Strongyloides ratti e Strongyloides
venezuelensis, como método alternativo no diagnostico da estrongiloidiase humana (COSTA-
CRUZ et al., 1998; SUDRE et al., 2006; MACHADO et al., 2008; RIGO et al., 2008,
GONZAGA et al., 2011).

Espécies como S. venezuelensis que se desenvolvem em roedores, possuem
determinantes antigénicos que apresentam reacdo cruzada com os antigenos de S. stercoralis
(SATO et al., 1990; MACHADO et al., 2008; RIGO et al., 2008; FELICIANO et al., 2010),
além disso, produz grande numero de larvas infectantes em cultura de fezes de ratos
experimentalmente infectados, simplificando a producéo de antigenos, com a possibilidade de
identificar fracdo antigénica Unica que pode ser reconhecida com precisdao e especificidade
por 1gG especificas contra estrongiloidiase (GONCALVES et al., 2008; MACHADO et al.,
2008).

Desta forma, extratos antigénicos heterélogos sdo descritos no diagndstico da
estrongiloidiase humana (MACHADO et al., 2003; FELICIANO et al., 2010; RIBEIRO et al.,
2010; GONCALVES et al., 2012b; BOSQUI et al., 2015). O que diferencia os varios métodos
ELISA é técnica utilizada e a preparacdo antigénica usada em cada teste (TOLEDO;
MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015). O emprego do extrato salino total (RIBEIRO et al.,
2010) e extrato alcalino (MACHADO et al., 2003) de larvas filarioides de S. venezuelensis,

tem sido relatada na literatura. Fragdes purificadas do extrato bruto larval de S. venezuelensis
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com Triton X-114 (TX-114), mostrou que a fragdo detergente do extrato salino apresentou
alta especificidade, indicando fonte de peptideos especificos para o imunodiagnostico
soroldgico humano (FELICIANO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2010).

Niveis de anticorpos ainda ndo diferenciam totalmente infeccdo ativa de resultado
sorologico falso positivo, como também, ndo é possivel diferenciar casos com exames
parasitologicos negativos para S. stercoralis, mas com resultados positivos em ensaios
soroldgicos (HIRA et al., 2004). Sendo assim, pesquisas estdo sendo realizadas com o
objetivo de melhorar o diagnostico sorolégico da estrongiloidiase (PUTHIYAKUNNON et
al., 2014). Ensaios baseados na avidez de anticorpos 1gG em amostras de soro definem o
conjunto de forcgas de ligacdo entre um anticorpo e um antigeno (GUTIERREZ; MAROTO,
1996) e sdo utilizados como marcadores da fase de infeccdo. Durante infeccdes primarias, o
estimulo antigénico, inicialmente, induz a producéo de anticorpos de baixa avidez, e em casos
cronicos ocorre producdo de anticorpos especificos de alta avidez (ABBAS; LICHTMAN;
POBER, 2003). A determinacédo de avidez tem sido proposta como ferramenta complementar
para detectar e discriminar infeccdo ativa em relacéo a casos suspeitos ou resultado sorolégico
falso positivo (GONZAGA et al., 2011; BOSQUI et al., 2017b), principalmente em casos em
que a diferenciacgdo de infeccBes recentes ou cronicas é necessaria (DZIEMIAN et al., 2008).

A deteccdo de imunocomplexos (IC) em amostras de soro também tem se mostrado
uma ferramenta diagndstica indicada na estrongiloidiase, principalmente por demonstrar a
infeccdo em atividade pela presenca de antigenos complexados a anticorpos, sendo altamente
relevante para deteccdo de doenca parasitaria, uma vez que, resultados positivos sao
indicativos de infec¢do. Imunocomplexos circulantes em amostra de soro parecem ser uma
alternativa para o diagndstico precoce da estrongiloidiase, principalmente em individuos
imunossuprimidos (GONCALVES et al., 2012b; BOSQUI et al., 2017a).

O método de diagnostico molecular, como o polymerase chain reaction, permite a
deteccdo do acido desoxirribonucleico do parasito em amostras fecais sem o risco de
reatividade cruzada com outros nematddeos ou patdgenos. Apresenta sensibilidade e
especificidade elevadas para o diagndstico de S. stercoralis (KRAMME et al., 2011; SITTA
et al., 2014; CHAVES et al., 2015; DACAL et al., 2018), pois permite 0 uso de antigeno
recombinante de larva filarioide em reacdo imunoenzimatica (RAVI et al., 2002;
GHASEMIKHAH et al., 2017). No entanto, 0 método é aplicavel apenas em situacdes de
pesquisa (REPETTO et al., 2016). A avaliacdo de antigenos recombinantes, obtidos por

tecnologia empregada em biologia molecular, tem demonstrado resultados de elevada
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sensibilidade e especificidade quando empregados no imunodiagnostico (COSTA-CRUZ,
2016; PAULA et al., 2016).

1.7 Estrongiloidiase humana e alcoolismo

O uso abusivo do alcool € um problema de saude publica em todo o mundo. No Brasil,
entre as drogas licitas e ilicitas, o uso de alcool configura-se como a principal substancia
psicoativa de consumo entre os usuarios do Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2015) e
seu uso esta relacionado a mais de 200 tipos de doengas (WHO, 2014). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 16% da populagdo mundial com mais de 15 anos
fizeram uso de bebidas alcodlicas no ano de 2010; no ano de 2012, esta porcentagem foi
estimada em 38%, e ao seu consumo foi atribuido 6% das mortes e 5% da carga global de
doencas e lesdes (WHO, 2014). No Brasil, hd& um aumento da prevaléncia de atendimentos
relacionados ao uso do alcool quando comparado ao uso de outras substancias psicoativas
(BRASIL, 2015), e seu consumo representa um dos fatores de risco de maior impacto para
mortalidade e morbidade no pais (MELONI; LARANJEIRA, 2004). No ano de 2012,
verificou-se que 50% da populagdo brasileira acima de 18 anos haviam feito uso de bebida
alcodlica, e que 10,5% dos homens e 3,6% das mulheres eram dependentes dessa substancia
(LARANJEIRA et al., 2014).

O uso excessivo de alcool leva a intoxicacdo cronica, o que pode ocasionar alteracao
na resposta imune inata e adaptativa (BARR et al., 2016) resultando em um estado de
imunossupressdo e, consequentemente, maior suscetibilidade as infeccbes por varios
patégenos (MARQUES et al., 2010; MOLINA et al., 2010). O etanol modula a funcéo dos
mondcitos e células dendriticas na resposta imune inata, inibindo a fagocitose e a producgéo de
fatores de crescimento (BROWN et al., 2006; SIGGINS et al., 2009; SZABO;
MANDREKAR, 2009; BARR et al., 2016). Alterac6es na permeabilidade intestinal (RAO et
al., 2004) e nas fungdes do sistema respiratorio (HOLGUIN et al., 1998; KERSHAW,
GUIDOR, 2008) também sdo consequéncias do uso abusivo de alcool. O consumo crdnico de
etanol pode resultar em uma diminuicdo de células linfoides do sangue periférico, bago e timo
associado a perda da funcdo dos linfocitos, especialmente da resposta imune celular T-
dependente, resultando em um aumento da incidéncia de infec¢Oes, principalmente infeccoes
oportunistas (JERRELS et al., 1990; JERRELS, 1991; GHEORGHIU et al., 2004; SZABO;
MANDREKAR, 2009). O alcoolismo também pode afetar varios tipos de células, incluindo

neutrofilos, mondcitos, macréfagos, porem o efeito nos linfécitos T € o fator que mais
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contribui para a imunossupressdao (GLASSMAN; BENNETT; RANDALL, 1985; BAGASRA
et al., 1987).

O uso cronico de alcool pode causar alteracbes em todos os componentes da resposta
imune adaptativa (PASALA; BARR; MESSAOUDI, 2015). A alteracdo na producdo de
algumas citocinas, como a IL-6, fator de necrose tumoral e IL-1 causam alteragbes no
equilibrio dessas citocinas e, consequentemente, um desequilibrio na funcdo das células
imunes (COOK, 1998; LI et al., 2006). A IL-2 que é uma citocina que tem papel importante
no crescimento e diferenciacdo das celulas T efetoras (BACHMANN; OXENIUS, 2007;
MALEK et al., 2008), tem sua producdo suprimida em pacientes alcoolistas, resultando em
baixos niveis circulantes (VICENTE-GUTIERREZ et al., 1991). A supresséo de IL-12 pode
estar relacionada a uma diminuicdo da resposta imune com perfil Thl e pode predispor o
organismo a uma resposta imune com perfil Th2 (MOLINA et al., 2010). Embora o consumo
cronico de alcool leve a reducdo do nimero de células B, em alcoolistas observa-se o0 aumento
dos niveis de imunoglobulinas séricas (MILI et al., 1992; COOK, 1998; GONZALES-
QUINTELA, 2008; PASALA; BARR; MESSAQOUDI, 2015), tais como, nos niveis de IgA
(MILI, et al., 1992; McMILLAN et al., 1997; GONZALES-QUINTELA et al., 2008), IgM
(MILI et al., 1992) e de IgE (DOMINGUEZ-SANTALLA, 2001; GONZALES-QUINTELA
et al., 2003). No entanto, alguns autores relatam que o consumo de alcool foi associado a
diminuicdo da concentracdo de IgG e IgM (McMILLAN et al., 1997). Apesar do aumento de
imunoglobulinas estar associado ao desenvolvimento de resposta imune especifica, pacientes
alcoolistas com elevados niveis de imunoglobulina sdo imunodeficientes, e isso pode ocorrer
devido a uma regulacdo anormal dos niveis de anticorpos e/ou uma manifestacdo auto-imune
(COOK, 1998).

O alcool leva a estimulacdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA), que por sua
vez pode elevar a quantidade de hormonio corticosterdide, como o cortisol endégeno humano
(ADINOFF et al., 1998; BADRICK et al., 2008; OBASI et al., 2015) e suprimir as fungdes da
célula T (CHOUDHRY; LI; CHAUDRY, 2006; THAYER et al., 2006; SILVA et al., 2016).
Estudos experimentais tém avaliado a relagcdo entre consumo de alcool e corticosteroides e
sugerem que niveis elevados deste horménio levam ao aumento dos niveis de IL-18, que
consequentemente contribui para alteracdes nas fungdes das barreiras intestinais, como
aumento da permeabilidade intestinal (LI et al., 2006) e comprometimento da imunidade
intestinal (CHOUDHRY; LI; CHAUDRY, 2006; LI et al., 2006). Esta desregulacdo no
sistema imune induzida pelo uso de alcool torna os individuos mais susceptiveis a agentes
infecciosos (MOLINA et al., 2010).



31

A associacdo entre alcoolismo e infeccdo por S. stercoralis tem sido relatada na
literatura, com taxas de prevaléncia variando de 20,5% a 33,3% (OLIVEIRA et al., 2002;
ZAGO-GOMES et al., 2002; MARQUES et al., 2010; SILVA et al., 2016). O uso crénico de
alcool tem sido associado a uma maior predisposi¢do a hiperinfec¢do e/ou disseminacao da
doenga (OUDE LASHOF et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2010). Em um estudo foi relatado
que a quantidade de alcool consumido seria proporcional ao aumento da frequéncia de
infeccdo por S. stercoralis, com variacdo de 9,5% a 20,5% entre alcoolistas que ingerem de
60-150g de alcool por dia e alcoolistas que ingerem acima de 450g de alcool por dia,
respectivamente (MARQUES et al., 2010).

Fatores relacionados as condicGes de vida dos pacientes alcoolistas, tais como,
precarias condicdes de higiene, condicdes sanitarias inadequadas e mal nutricdo, também
podem estar relacionados ao aumento do risco de infeccdo (ZAGO-GOMES et al., 2002;
MARQUES et al.,, 2010; BEKNAZAROVA; WHILEY; ROSS, 2016; SILVA et al., 2016;
TEIXEIRA et al., 2016). O risco de autoinfeccdo também pode ser associado aos efeitos do
etanol nas proteinas da parede intestinal diminuindo a motilidade e permeabilidade intestinal,
0 que permite a maior permanéncia das larvas rabditoides no limen do intestino favorecendo
assim a chance da sua maturacdo para larva filarioide (WEGENER et al., 1991;
ADDOLORATO et al., 1997; COOK, 1998; MAIER et al., 1999; MARQUES et al., 2010).

A associacdo entre elevados niveis de cortisol endégeno humano e maior risco de
estrongiloidiase tem sido relatada na literatura (FARDET et al., 2007), porém ndo ha
explicagBes sobre quais mecanismos estdo envolvidos nesta relagdo entre estrongiloidiase
grave e cortisol. Uma provavel explicacao seria a capacidade dos corticosterdides em deprimir
tanto a producdo de eosindfilos, como a ativacdo de linfécitos (TOLEDO; MUNOZ-
ANTOLI; ESTEBAN, 2015). Alguns autores sugerem que os metabdlitos produzidos pelos
corticosteroides se assemelham ao hormonio ecdisterdides do parasito. Este, por sua vez,
regula a fertilidade da fémea partenogenética de S. stercoralis e aumenta a transformacdo de
larvas rabditoides em larvas filarioides infectantes, aumentando a taxa de autoinfecgéo
(GENTA, 1992; REY, 2001; ZAGO-GOMES et al., 2002; MARCOS et al., 2011), desta
forma niveis elevados de cortisol em alcoolistas infectados por S. stercoralis podem levar a
uma alta carga parasitaria (SILVA et al., 2016). Além disso, 0 aumento do cortisol endégeno
humano, devido ao efeito do etanol sobre o eixo HPA, poderia ter um efeito direto sobre o
parasito, ao suprimir as funcdes da célula T, aumentando a fecundidade e sobrevivéncia dos
parasitos (CHOUDHRY; LI; CHAUDRY, 2006; THAYER et al., 2006; SILVA et al., 2016),

possivelmente induzindo a autoinfeccdo e consequentemente a hiperinfeccdo (GENTA,
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1992; KOTHARY; MUSKIE; MATHUR, 1999; REY, 2001). A imunossupressdo induzida
por corticosteroides também desencadeia a forma grave da doenca em pacientes
assintomaticos (FARDET et al., 2007).

O diagnostico e tratamento precoce da infecgdo por S. stercoralis em individuos
alcoolistas é essencial para a prevencao da hiperinfeccdo e disseminacdo da doenca. Desta
forma, a variabilidade de métodos diagndsticos com alta sensibilidade associada a diferentes
tipos de amostras biologicas, como fezes e soro, podem garantir resultados confiaveis e serem
Uteis para estudos soroepidemioldgicos, assim como para o controle, prevencao e tratamento

da estrongiloidiase, principalmente em pacientes imunodeprimidos, como os alcoolistas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Detectar anticorpos 1gG e IgA anti-Strongyloides e imunocomplexos circulantes em

amostras de soro de individuos alcoolistas e ndo alcoolistas.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a frequéncia da infeccdo por S. stercoralis, utilizando métodos
parasitoldgicos (Cultura em Placa de Agar e Hoffman, Pons e Janer) em amostras de fezes de
individuos alcoolistas e ndo alcoolistas;

- Correlacionar a deteccdo de anticorpos 1gG e IgA anti-Strongyloides e
imunocomplexos em individuos alcoolistas e ndo alcoolistas;

- Verificar indices de avidez de anticorpos IgG séricos anti-Strongyloides em
individuos alcoolistas e ndo alcoolistas que apresentaram anticorpos 1gG anti-Strongyloides

em amostras de soro;



34

3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Uberlandia (CEP-UFU), sob os nimeros de protocolo 840.852 e
974.357 (Anexos A e B). Os individuos que aceitaram o convite para a participagdo assinaram
0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo C) ap0s receberem todas as
informacBes e terem esclarecidas suas duvidas sobre os procedimentos do estudo. Ndo ha
conflitos de interesse dos autores em relacdo a este estudo. Os individuos receberam 0s
resultados dos exames de fezes e aqueles com infecgéo foram tratados para cada parasito, sem

nenhum custo para 0s pacientes.

3.2 Locais de estudo

Este estudo transversal foi realizado avaliando-se pacientes atendidos no Centro de
Atencdo Psicossocial Alcool e Outras Drogas (CAPS-ad) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), no CAPS-ad da Secretaria Municipal de Saude de Uberlandia e na
Unidade de Atencdo Priméria a Saude (UAPS) do bairro Custddio Pereira, localizados na
zona urbana da cidade de Uberlandia, estado de Minas Gerais, regido sudeste do Brasil. No
ano de 2010, este municipio possuia populacdo de 604.013 habitantes e indice de
desenvolvimento humano de 0,789 (alto), de acordo com dados do censo populacional do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010) e do Atlas do indice de
Desenvolvimento Humano Municipal do Brasil (IDHMB, 2013), respectivamente. No ano de
2015, o municipio apresentava cobertura de 100% de atendimento urbano de &gua tratada e
rede de esgoto, segundo dados do Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento (SNIS,
2016).

O CAPS-ad é um centro assistencial que faz parte do sistema de saude mental onde
sdo tratados pacientes portadores de dependéncia quimica. Funciona de segunda a sexta-feira
nos turnos manh@, tarde e noite. Sua equipe de profissionais é composta por médicos clinicos,
psiquiatras, psicologos, assistentes sociais, enfermeiras, entre outros. Desse modo, 0s
pacientes recebem tratamento integral as suas necessidades, podendo ainda serem internados
no Hospital das Clinicas de Uberlandia da Universidade Federal de Uberlandia (HCU-UFU),
quando necessario, para desintoxicacdo. No periodo em que o projeto deste estudo foi
elaborado (ano de 2014), a cidade de Uberlandia possuia 0 CAPS-ad UFU e CAPS-ad da
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Secretaria Municipal de Saude de Uberlandia localizados nos bairros Luizote (setor oeste) e
Umuarama (setor leste), respectivamente. De acordo com os dados das secretarias destas
instituicbes, o numero de individuos cadastrados € superior ao nimero dos que realmente
fazem parte da rotina de trabalho dos CAPS-ad, desta forma, durante segundo semestre do
ano de 2013, cerca de 195 pessoas realizavam acompanhamento diario para tratamento de
dependéncia quimica (alcool e outras drogas), porém somente cerca de 86 (44,1%) eram
usuarios somente de bebidas alcoolicas (45 pacientes CAPS-ad UFU e 41 pacientes do CAPS-
ad Municipal).

As UAPS sdo portas de entrada ao SUS e o eixo coordenador dos pontos de atencéo a
salde, articulados em rede, em que se supde a integracdo a rede de servigos mais complexos
(GIOVANELLA; MENDONCA, 2008). Nelas, é possivel receber atendimentos basicos em
Pediatria, Ginecologia, Clinica Geral, Enfermagem e Odontologia. Os principais servicos
oferecidos sdo consultas médicas, inalagGes, injecBes, curativos, vacinas, coleta de exames
laboratoriais, tratamento odontoldgico, encaminhamentos para especialidades e fornecimento
de medicacdo basica. As UAPS desempenham um papel central na garantia de acesso a
populacdo de sua area de abrangéncia, garantindo atencdo a salde de qualidade. No ano de
2014, o municipio de Uberlandia possuia 49 UAPS distribuidas nos setores leste, oeste, norte,

sul e central.

3.3 Selecdo dos locais de estudo

Com o objetivo de se obter a amostra para este estudo, composta por individuos
alcoolistas e ndo alcoolistas, no inicio do més de janeiro de 2014 foi realizada reunido com a
coordenadora do CAPS-ad UFU e com diretores do ambulatério de traumatologia e ortopedia
do HCU-UFU, locais onde inicialmente o estudo seria conduzido para formagéo do grupo de
alcoolistas e ndo alcoolistas, respectivamente. Foi enviada solicitagdo de autorizagdo ao
diretor do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU, local de realizagdo dos exames, para que
0s mesmos pudessem ser realizados. Apos explicar todas as etapas e objetivos da pesquisa 0s
responsaveis pelas unidades assinaram um Termo de Autorizacdo (Anexo D, E e F). Este
termo era um documento exigido pelo CEP-UFU para que o projeto deste estudo pudesse ser
submetido para sua apreciacdo. Entdo, o projeto de pesquisa foi encaminhado ao CEP-UFU
em fevereiro/2014 e o parecer final aprovando a realizacdo desta pesquisa foi emitido em
outubro/2014.
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ApOs esta data, os coordenadores, cujas autorizagdes constavam no projeto deste
estudo, foram novamente procurados para que autorizassem o inicio da coleta de dados, que
deveria iniciar em novembro de 2014. Na época da coleta de dados percebeu-se que ndo seria
possivel a inclusdo de pacientes do ambulatorio de ortopedia. A dificuldade de se obter o
ndmero necessario de alcoolistas também foi observada no CAPS-ad UFU, devido a
dificuldade de se conseguir a quantidade de amostras necessarias para a realizacdo desta
pesquisa. Desta forma, visando obter a casuistica estipulada, as coordenadoras do CAPS-ad da
Secretaria Municipal de Saude e da Unidade de Atencdo Primaria a Satde (UAPS) Custddio
Pereira foram procuradas para que recebessem todas as informagfes sobre os objetivos e
etapas da pesquisa. Ambas concordaram com a realizacdo da coleta de dados em suas
unidades e o Termo de Autorizacdo (Anexos G e H) foi assinado por elas. Posteriormente,
uma emenda foi enviada ao CEP-UFU em dezembro/2014 solicitando aprovacéo para inserir
no projeto pacientes atendidos no CAPS-ad da Secretaria Municipal de Satde de Uberlandia e
na UAPS. O parecer final aprovando a emenda deste estudo foi emitido no inicio de
mar¢o/2015. Apos esta data, as coordenadoras, cujas autorizacdes constavam no projeto e na
emenda deste estudo, foram novamente procuradas para que autorizassem o inicio da coleta
de dados em suas unidades. Optou-se por realizar o estudo na UAPS do bairro Custodio
Pereira, localizada no setor leste do municipio, pois os pacientes que consultavam nesta
unidade apresentavam as mesmas caracteristicas sociodemogréaficas dos individuos dos
CAPS-ad.

3.4 Critérios de incluséo e sele¢édo dos individuos

Apbs a permissao das coordenadoras para o inicio da coleta de dados foi realizada uma
reunido com os individuos alcoolistas que frequentavam e participavam da rotina de
atendimento dos CAPS-ad com a finalidade de explicar os objetivos e etapas da pesquisa,
como também, para conhecer a rotina dos pacientes daquelas Unidades. Considerando o
namero restrito de individuos que participavam da rotina de atendimentos dos CAPS-ad,
optou-se por convidar todos os individuos alcoolistas para participar da pesquisa. Desta
forma, para compor este grupo e serem incluidos neste estudo, os individuos deveriam ter 18
anos de idade ou mais, ser do sexo masculino e fazer consumo pesado de etanol (>60g/dia).
Para confirmagdo ou exclusdo do uso abusivo/dependéncia do alcool utilizaram-se
questionarios de rastreamento de abuso de alcool Cut-Down, Annoyed by criticism, Guilty,
Eye-opener - CAGE (EWING, 1984) (Anexo I) e Alcohol Use Disorder Identifications Test -
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AUDIT (BABOR et al., 2001) (Anexo J). Para evitar que os alcoolistas incluidos nesse estudo
estivessem em periodos de abstinéncia muito diferentes estabeleceu-se que nenhum deles
deveria estar abstinente por mais de 40 dias.

N&o foram incluidos individuos que se recusassem a assinar o TCLE, aqueles com
qualquer alteracdo mental que prejudicasse sua tomada de decisdo e/ou 0s portadores de
doenga cronica debilitante, aqueles em uso de medicamentos imunossupressores e 0s
portadores de cirrose hepatica clinicamente evidente. Para afastar a possibilidade de cirrose
hepética clinicamente evidente utilizaram-se critérios clinicos, laboratoriais e de imagens. A
principio ndo seriam incluidos os individuos que nao realizassem exames parasitolégicos de
fezes com coleta de no minimo trés amostras de fezes, no entanto, posteriormente optou-se
por incluir aqueles que coletaram apenas uma amostra de fezes, mas que esta foi positiva para
S. stercoralis.

Com a finalidade de compor um grupo controle com namero de individuos semelhante
ao do grupo de alcoolistas, individuos que participavam do Grupo de Saude do Homem na
UAPS Custédio Pereira ou que aguardavam consulta na recep¢do da unidade foram
convidados a participar desta pesquisa. Desta forma, realizou-se uma reunido com o0s
pacientes do Grupo, e 0s que aguardavam na recepcao foram abordados individualmente com
0 objetivo de esclarecé- los sobre as etapas e objetivos da pesquisa. Foram incluidos neste
grupo individuos com 18 anos de idade ou mais, do sexo masculino e que ndo faziam
consumo de risco de etanol. Para afastar a possibilidade do abuso de alcool entre eles,
associou-se a historia clinica os questionarios de rastreamento de abuso de alcool, CAGE e
AUDIT. Nao foram incluidos individuos que se recusaram a assinar o TCLE, aqueles
portadores de doenca cronica debilitante e/ou em uso de medicamentos imunossupressores.
Também ndo foram incluidos aqueles que ndo realizaram exames parasitologicos de fezes
com coleta de no minimo trés amostras de fezes, no entanto, semelhante aos individuos
alcoolistas, individuos ndo alcoolistas que apresentassem uma amostra de fezes positiva para
S. stercoralis seriam incluidos no estudo.

Durante a coleta de dados, os individuos dos dois grupos foram abordados durante o
periodo em que estavam nas instituicbes, em uma sala reservada disponibilizada pela
coordenacao de cada Unidade. Todos forneceram amostras de fezes e sangue para a realizagdo
de exames laboratoriais, conforme descrito no item 3.6. Os dois grupos deveriam apresentar

as mesmas caracteristicas socioecondmicas.
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3.5 Instrumentos para coleta de dados

Durante a coleta de dados foram utilizados trés questionarios. Primeiramente, foi
aplicado um questionario para coleta de dados sociodemogréaficos (Apéndice A), elaborado
pelos pesquisadores, com sete questdes, com a finalidade de se obter a idade, renda mensal
familiar em salarios minimos, escolaridade, tratamento de doenca, uso de medicacdo, inicio
do uso de bebida alcoolica e tempo de abstinéncia. Posteriormente, foram aplicados o0s
questionarios para rastreamento de abuso de alcool, CAGE e AUDIT (Anexos | e J).

O questionario CAGE ¢é um instrumento de auto-relato (EWING, 1984), composto por
quatro perguntas visando o rastreamento do uso excessivo/provavel dependéncia de alcool.
Sdo considerados CAGE-positivo 0s entrevistados que responderem afirmativamente a pelo
menos duas, das quatro questdes. O questionario AUDIT foi desenvolvido em 1982 pela
OMS (BABOR et al., 2001) para identificar os diferentes padrdes de consumo alcodlico. E
um instrumento com alta sensibilidade que avalia o0 uso de alcool nos ultimos 12 meses. O
AUDIT foi traduzido e validado para o portugués pela equipe do Programa de Acdes
Integradas para Prevencdo e Atencdo ao Uso de Alcool e Drogas na comunidade do Nucleo de
Pesquisa em Psiquiatria Clinica e Psicopatologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo. Composto por 10 questdes, seu resultado permite avaliar o nivel
de consumo alcodlico do entrevistado e classifica-lo em: uso de baixo risco (pontuacédo de O-
7), uso de risco (pontuacdo de 8-15), uso nocivo (pontuacdo de 16-19) e provavel dependéncia

(pontuacdo de 20 ou mais).

3.6 Aplicacdo do instrumento de coleta de dados e coleta de amostras para exames

laboratoriais

Durante todo o periodo da coleta de dados (novembro/2014 a junho/2015), a
doutoranda compareceu as Unidades de atendimento incluidas neste estudo para abordar e
orientar os pacientes. Inicialmente, apresentava-se aos individuos convidados e esclarecia 0s
objetivos e etapas da pesquisa, orientando que a participacdo era voluntaria e andnima. Os
instrumentos para coleta de dados foram aplicados individualmente em uma sala
disponibilizada pelos coordenadores das unidades. As perguntas e opgdes de respostas foram
lidas e marcadas pela doutoranda e os individuos respondiam verbalmente a cada item. Todos
0s pacientes tiveram a oportunidade de questionar em caso de duvidas. O tempo médio gasto

para aplicacdo dos questionarios foi de 15 minutos.
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Ap0s aplicacdo dos questionarios, foi disponibilizado aos individuos trés recipientes
para coleta de amostras de fezes, devidamente identificados. Eles foram orientados a coletar
uma amostra de fezes por dia e que tais amostras ndo poderiam ser armazenadas em geladeira,
pois teriam que ser analisadas no maximo em 6 horas ap0s a coleta. As amostras deveriam ser
deixadas nos CAPS-ad e na UAPS - Custddio Pereira, locais onde os pacientes estavam em
atendimento, pois seriam recolhidas pela aluna. Visando facilitar a coleta das amostras, uma
caixa de isopor, devidamente identificada, foi deixada em cada Unidade, para que o0s
pacientes colocassem seus recipientes acondicionados. Nos casos em que 0 paciente nao
compareceu a Unidade para seu retorno ou acompanhamento médico, a doutoranda entrava
em contato com os mesmos por telefone para combinar o melhor horério para realizar a busca
ativa das amostras. Posteriormente, no final do periodo da manhd e quando necessario, no
final do periodo da tarde, as caixas com as amostras de fezes foram coletadas e levadas ao
Laboratdrio de Diagnoéstico de Parasitoses do Instituto de Ciéncias Biomédicas, UFU, onde
foram realizados os exames parasitologicos pelos métodos de Hoffman, Pons e Janer (HPJ) e
Cultura em Placa de Agar (CPA). Os dois métodos foram realizados para cada uma das trés
amostras de fezes disponibilizadas pelos pacientes.

Apos a coleta da terceira amostra de fezes, os pacientes foram convidados a realizar a
coleta de sangue para 0s exames imunoldgicos. Aqueles que tiveram a primeira amostra de
fezes com resultado positivo para S. stercoralis e ndo disponibilizaram mais amostras,
também foram convidados a realizar os demais exames. Em uma sala de coleta de exames
disponibilizada por cada Unidade, foi realizada a coleta de uma amostra de 5 ml de sangue,
com material estéril, por meio de venopuncao periférica e utilizando-se tubos a vacuo com gel
separador e sem anticoagulante.

Todas as amostras foram transportadas, em caixa térmica, ao Laboratério de
Diagnostico de Parasitoses do Instituto de Ciéncias Biomedicas, UFU, para preparo e
armazenamento. As amostras de sangue foram centrifugadas a 350 x g por 10 minutos para
obtencdo do soro. O material obtido da centrifugacdo foi armazenado em duas aliquotas a -
20°C até o momento do uso. As amostras de soro foram utilizadas para pesquisa de anticorpos

das classes 1gG e IgA anti-Strongyloides e de imunocomplexos IgG.
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3.7 Métodos de exames parasitologicos
3.7.1 Método de Hoffmann, Pons e Janer (1934)

Aproximadamente 2 g de fezes de cada amostra foram colocadas em um becker com
cerca de 5 ml de formol a 10% e homogeneizadas com bastdo de vidro. Em seguida foi
acrescentado 20 ml de agua destilada, filtrando a suspenséo resultante para um céalice conico
de 200 ml de capacidade, utilizando-se uma tela de nailon com cerca de 80 a 100 malhas por
cm? com gaze cirdrgica dobrada em quatro. Os residuos contidos na gaze foram lavados com
20 ml de agua sob agitacdo constante em bastdo de vidro, sendo o liquido da lavagem
recolhido no mesmo calice e completado para o volume de 200 mL de agua. Esta suspensao
de fezes permaneceu em repouso durante 24 horas. Ao final deste tempo, foi retirado o
excesso de agua e deixado somente um pellet com as fezes a serem observadas. Uma gota
desse sedimento foi colocada em uma Iamina de microscopia e corada com lugol, coberto por
uma laminula (24 x 24 mm) e examinado em microscopio éptico (Olympus CH-2, Japdo) em
objetivas de 10 e 40x. Trés laminas foram preparadas referentes ao material colhido de cada

paciente e analisadas por trés examinadores.
3.7.2 Método de Cultura em Placa de Agar

O método de cultura em Placa de &gar foi realizado segundo Arakaki et al. (1988).
Para a preparacdo das placas, utilizou-se o agar bacteriologico (Kasvi, Sdo José dos Pinhais,
PR, Brazil). Uma quantidade de 20 g do agar foi medida e colocada em um frasco erlenmeyer
de 2 L, em seguida foi adicionado 1 L de agua destilada, a solugdo foi homogeneizada, 0
frasco foi vedado com papel pardo e fita adesiva e esterilizado em autoclave vertical
(Fanem mod. 415, Guarulhos, SP, Brasil). Apds esse procedimento, em uma cabine de fluxo
laminar (Pachane mod. PA 040, Piracicaba, SP, Brasil), as placas de Petri foram preenchidas
com aproximadamente 20 ml de agar por placa. Posteriormente a solidificacdo do &gar,
aproximadamente 2 g de fezes frescas de cada amostra foram distribuidas em cada placa de
agar (10 cm de diametro) em uma cabine de fluxo laminar. Em seguida as placas de agar
foram tampadas e seladas com fita adesiva, para prevenir uma infeccdo acidental, e
permaneceram por 4 dias a temperatura de 27°C a 28°C em estufa Biochemical Oxigen
Demand (BOD) (TE 390, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Apés este periodo as placas foram

examinadas a olho nu e em lupa, com o intuito de encontrar caminhos percorridos pelas
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larvas, pois elas movem-se lentamente sobre o &gar, arrastando as enterobactérias, criando
uma visivel trilha na superficie dele. As placas com presenca de caminhos foram consideradas
positivas. Posteriormente a essa observacdo para confirmacdo da presenca dos parasitos, a
superficie do agar das placas positivas foi lavada com formol 10%, o volume recolhido e
examinado em microscopio optico (Olympus CH-2, Japdo) em objetiva de 10 e 40x para
identificacdo das espécies. Trés laminas foram preparadas referentes ao material colhido de

cada paciente e analisadas por trés observadores diferentes

3.8 Producéo da fragdo detergente obtida a partir do extrato salino de Strongyloides

venezuelensis

3.8.1 Obtencdo de larvas filarioides de S. venezuelensis

As larvas filarioides (L3) utilizadas foram obtidas por coprocultura das fezes de ratos
Wistar (Rattus norvegicus) experimentalmente infectados com S. venezuelensis. As fezes
coletadas foram mantidas em cultura de carvao animal, de acordo com Loos (IN: NEVES et
al., 2016), por 3 dias a 28°C em estufa BOD (TE 390, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil), e
recuperadas pelo método de Rugai, Matos e Brisola (1954). As L3 de S. venezuelensis depois
de recuperadas e contadas foram mantidas a -20°C para producdo das preparacoes

antigénicas.

3.8.2 Extrato salino total de S. venezuelensis

O extrato salino total foi produzido a partir de larvas L3 de S. venezuelensis de acordo
com Gonzaga et al. (2011). Aproximadamente 300.000 larvas de S. venezuelensis foram
ressuspendidas em 2 mL de solucéo salina tamponada com fosfato (PBS, 0,01 mol/L, pH 7,2)
com adicdo de inibidores de protease (mini, ULTRA-completa, Roche, Mannheim,
Alemanha) e rompidas em cinco ciclos de maceracdo manual com a utilizagdo de nitrogénio
liquido. A suspensdo foi submetida a centrifugacdo a 12.400 x g a 4°C por 30 minutos. O
sobrenadante, extrato salino total (ES), foi quantificado pelo método de Lowry et al. (1951) e

estocado a -20°C até o momento do uso.
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3.8.3 Fragdo detergente do extrato salino total

Extrato salino total de S. venezuelensis foi submetido a separacdo de proteinas por
meio do fracionamento com Triton X-114 (TX-114) (Sigma Chem. Co., EUA), de acordo
com Feliciano et al. (2010). O processo de fracionamento partiu de uma massa protéica de 3
mg de ES na qual foi adicionada 600 pL de Tris (10 mM Tris-HCL, pH 7,4, 150 mM de
NaCl) e 1% de TX-114. A solucdo foi homogeneizada e mantida em banho de gelo por 10
minutos (12 etapa). Para separacdo das proteinas um gradiente de 6% de sacarose, 10 mM
Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM de NaCl e 0,06% de TX-114 foi adicionado, na proporcéo de 2:3
(v) e incubado a 37°C por 10 minutos (22 etapa). A solugéo foi entdo centrifugada por 10
minutos a 3000 x g a 4°C (3% etapa). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
fundo conico e a fracdo mais densa (detergente) foi armazenada no mesmo tubo (42 etapa). Ao
sobrenadante obtido na 42 etapa foi adicionado (1:1) Tris acrescido de 4% de TX-114. Esta
solugéo foi homogeneizada e mantida em banho de gelo por 10 minutos, posteriormente a
37°C por 10 minutos, e centrifugada a 3000 x g a 4°C por 10 minutos (5% etapa). O
sobrenadante desta etapa constituiu a fracdo aquosa, sendo os sedimentos descartados. O
sedimento obtido na 4° etapa constituiu a fracdo detergente que foi precipitada em acetona PA
(Merck, RJ, Brasil) na proporgéo de 1:2 (v/v), a 4°C por 18 horas e centrifugadas a 3000 x g a
4°C, por 30 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o precipitado
ressuspendido em 300 uL de PBS. A dosagem proteica foi realizada pelo método de Lowry et
al. (1951), utilizando como padrdo de referéncia a soroalbumina bovina a 2000 pg (Sigma
Chem. Co., EUA). A fracdo detergente foi estocada em aliquotas a -20°C até 0 momento de

uso.

3.9 Producéo de soro imune em coelhos

A lgG anti-S.venezuelensis purificada foi produzida e padronizada por Gongalves et al.
(2010). Para producdo de anticorpo policlonal, dois coelhos machos da espécie Oryctolagus
cuniculus foram imunizados com 500ug/mL de extrato alcalino de larvas filarioides de S.
venezuelensis via subcutanea emulsificado com adjuvante completo de Freund na primeira
imunizacdo. A cada duas semanas ap6s a primeira imunizacdo, foi realizado um reforgo,
utilizando adjuvante sem Mycobacterium sp, adjuvante incompleto de Freund. Apds trés

meses de acompanhamento, ao atingir o titulo ideal (1:20.000), amostras de sangue foram
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coletadas e o soro obtido por centrifugacdo foi armazenado a -70°C. Posteriormente para
obtencdo de gamaglobulina imune foi realizada a precipitacdo salina onde em 5 mL do
anticorpo policlonal produzido em coelho, foi adicionado gota a gota 5 mL de solucdo de
sulfato de aménio 3,12 M pH 6,5 em banho de gelo, sob agitacdo. Apds 18 horas a 4°C a
solucdo foi centrifugada a 3000 x g por 30 minutos a 4°C e o sedimento lavado trés vezes em
solugéo de sulfato de amonio 1,56 M pH 6,5, sob agitagédo. O sedimento foi dissolvido em
solucdo de sulfato de amonio na metade do volume original e dialisado por 24 horas a 4°C
contra PBS com frequentes trocas de banho, apds centrifugacdo a 3000 x g por 30 minutos, o
sobrenadante foi armazenado a -20°C. O contetdo proteico do sobrenadante foi dosado pelo
método de Lowry et al. (1951). A IgG anti-S.venezuelensis purificada foi utilizada para

deteccdo de imunocomplexos em amostras de soro.

3.10 Métodos imunolégicos

3.10.1 ELISA indireto para deteccdo de anticorpos IgG e IgA em amostras de soro

A deteccdo de anticorpos IgG anti-Strongyloides foi conduzida de acordo com
Feliciano et al. (2010) e a deteccdo de anticorpos IgA anti-Strongyloides foi conduzida de
acordo com Ribeiro et al. (2010). Experimentos preliminares foram realizados para
determinar as condicdes ideais para a concentracdo do antigeno, diluicdo do soro e conjugado.
Placas de microtitulagdo de poliestireno (Greiner, Bio-one, Alemanha) de baixa afinidade
foram sensibilizadas com 50 uL de fracdo detergente de S. venezuelensis na concentracao de
10 pg/mL diluidas em tampéo carbonato-bicarbonato (0,06M, pH 9,6) e incubadas em camara
umida por 18 horas a 4°C. Em seguida as placas foram lavadas trés vezes por 5 minutos em
PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T), bloqueadas com 50 ul. de PBS-T a 0,05%
contendo leite desnatado a 3% e incubadas por 30 minutos a 37°C em camara umida. As
placas foram novamente lavadas trés vezes por 5 minutos em PBS-T. Posteriormente, foi
adicionado 50 pL por pogo de amostra de soro na diluicéo de 1:80 para deteccéo de IgG e na
diluicdo de 1:20 para detecgdo de IgA. Em todas as placas foram incluidas trés amostras de
soro padrdo positivo e oito amostras de soro padrdo negativos para 1gG e IgA anti-
Strongyloides como amostras de referéncia. Apos incubacdo por 45 minutos a 37°C e trés
lavagens de 5 minutos com PBS-T foi adicionado 50 pL de conjugado anti-lgG humana
marcada com peroxidase (Sigma-Aldrich Co., EUA), na diluicdo de 1:2000 para deteccao de
IgG ¢ 50 pL de conjugado anti-lIgA humana marcada com peroxidase (Sigma-Aldrich Co., St.
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Louis, EUA), na diluicdo de 1:1000 para deteccdo de IgA. Apos incubacdo de 45 minutos a
37°C, as placas foram lavadas trés vezes por 5 minutos com PBS-T, e a reacdo foi revelada
pela adicdo de 50 uL do substrato peroxido de hidrogénio (H,0;) (Merck, Rio de Janeiro,
Brasil) e solucdo cromogena de orto-fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
EUA) preparado no momento do uso (10 mg de OPD + 25 mL de tampao citrato fosfato pH
5,0 + 10 puL H,0, 30%). Apbs 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reacdo
foi interrompida pela adicdo de 25 pL de solucdo de H,SO,4 (2N) (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil). Os valores de densidade oOptica (DO) foram determinadas a 492 nm em leitor de
ELISA (Titertek Plus, Flow Laboratories, McLean, USA). Os resultados foram expressos em
indice ELISA (IE) de acordo com o descrito no item 3.11.

3.10.2 ELISA para deteccdo de imunocomplexos em amostras de soro

A deteccdo de imunocomplexos foi conduzida de acordo com Gongalves et al.
(2012a). Placas de microtitulacdo de poliestireno de alta afinidade (Corning-Coastar,
Laboratory Sciences Company, New York, NY) foram sensibilizadas com 50 pL de IgG anti
S. venezuelensis produzida em coelhos na concentragdo de 40 pug/mL diluidas em tampao
carbonato-bicarbonato (0,06M, pH 9,6) e incubadas em cdmara Umida por 18 horas a 4°C. Em
seguida as placas foram lavadas 3 vezes em PBS-T por 5 minutos; a seguir foram adicionados
50 pL por pogo de amostra de soro na diluicdo de 1:80 em PBS-T. Em todas as placas foram
incluidas trés amostras de soro padrdo positivo e oito negativas para IgG anti-S. stercoralis
como amostras de referéncia. Apos incubacdo por 45 minutos a 37°C e trés lavagens de 5
minutos com PBS-T foi adicionado 50 puL de conjugado anti-lgG humana marcada com
peroxidase (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EUA), na diluicdo de 1:2000. Apos incubacdo de
45 minutos a 37°C, as placas foram lavadas como descrito anteriormente e a reacdo foi
revelada como descrito no item 3.10.1. Os valores de densidade Optica (DO) foram
determinadas a 492 nm em leitor de ELISA (Titertek Plus, Flow Laboratories, McLean,
EUA). Os resultados foram expressos em indice ELISA (IE) de acordo com o descrito no item
3.11.

3.10.3 ELISA avidez para detecgéo de IgG anti-Strongyloides em amostras de soro

As amostras utilizadas na avidez foram definidas com base no resultado positivo de

IgG (IE > 1,0), conforme item 3.10.1 totalizando 39 amostras de individuos alcoolistas e 23
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amostras de individuos ndo alcoolistas. O ensaio de avidez de anticorpos 1gG foi conduzido
de acordo com Gonzaga et al. (2011). As placas de microtitulacdo de baixa afinidade (Kasvi,
Sdo José dos Pinhais, PR, Brazil) foram sensibilizadas com extrato salino (ES) diluido a uma
concentracdo de 5 pg/mL em tampéo carbonato-bicarbonato (0,06M, pH 9,6) e incubadas em
camara Umida por 18 horas a 4°C. A seguir foram lavadas, por trés ciclos de cinco minutos
cada, com PBS-T. As amostras de soro diluido em PBS-T (1:80, 1:160) foram adicionadas as
placas em quadruplicata e incubadas por 45 minutos a 37°C. Em seguida, metade das
amostras de soro foram tratadas com ureia (6 M) diluida em PBS (PBS-U+) e 0s pocos
restantes foram incubados com PBS-T, durante 10 minutos em temperatura ambiente, seguido
por ciclo de lavagem como anteriormente mencionado. Subsequentemente, adicionou-se o
conjugado enzima-anticorpo (anti IgG humana conjugada com peroxidase Fc especifica,
Sigma Chemical, EUA), na diluicdo de 1:2000 em PBS-T, e as placas foram incubadas por 45
minutos a 37°C. Apds incubacdo, as placas foram lavadas e a reacdo foi revelada como
descrito no item 3.10.1. Os valores de densidade 6ptica (DO) foram determinadas a 492 nm
em leitor de ELISA (Titertek Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA). A média de cada
duplicata forneceu resultados dos pocos tratados com ureia (DOy.) ou sem ureia (DO,.). A

avidez dos anticorpos IgG para cada amostra foi calculada como o descrito no item 3.11.

3.11 Andlise estatistica

As variaveis foram analisadas com os testes especificos, paramétricos ou ndo
paramétricos, segundo a distribuicdo dos dados. A significancia estatistica foi considerada
com um valor de P < 0,05.

Os testes qui-quadrado e exato de Fisher foram utilizados para comparar o perfil
sociodemografico/econémico, as frequéncias dos testes parasitologicos e imunoldgicos
positivos e o0s resultados positivos entre os métodos parasitologicos entre individuos
alcoolistas e ndo alcoolistas.

O indice ELISA (IE) foi calculado segundo a formula, IE = DO amostra/ DO cut off,
sendo o cut off calculado pela média das DO obtidas das amostras de soro controles negativos
(n = 8; média da replicata nas placas testadas) acrescidas de 3 desvios padrdes (SILVA et al.,
2002). As amostras foram consideradas positivas quando IE > 1. O teste de Mann Whitney foi
aplicado para comparar as medianas de IE IgG e IgA anti-Strongyloides, e de

imunocomplexos entre individuos alcoolistas e ndo alcoolistas.
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As correlagdes entre os niveis de anticorpos 1gG e IgA anti-Strongyloides, e de
imunocomplexos, foram determinadas utilizando o coeficiente de correlacdo de Sperman (rs).

O indice avidez (IA) foi calculado considerando a formula: 1A = (DOux+ diligio ¥/ DOu-
diluicao x) X 100%. A avidez de cada amostra foi apresentada como IA médio, interpretado a
partir dos 1A de cada diluigéo positiva (duas testadas - 1:80 e 1:160; IE > 1,0). Foi utilizada a
formula: 1A= 1A giwicio 1:80 + A gilicao 1:160)/2. Valores definidos como baixa (IA<75%) e alta
avidez (IA>75%), seguiram o proposto por Gonzaga et al. (2011) para distincdo de
grupos/diagnostico diferencial. O teste t de Student foi utilizado para comparar I1A médio
entre individuos alcoolistas e ndo alcoolistas.

Os dados foram analisados utilizando o programa computacional com pacotes
estatisticos GraphPad Prism Versao 5-0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA).

3.12 Normas de biosseguranca

Todo o processo de coleta, manuseio dos materiais bioldgicos e reagentes, bem como
a utilizacdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de biosseguranca

descritas por Mineo et al. (2005).
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4 RESULTADOS

Inicialmente, foram convidados a participar deste estudo, 86 individuos alcoolistas,
entre eles, 2 (2,3%) eram portadores de doenca cronica e 14 (16,3%) coletaram apenas uma
amostra de fezes, que foi negativa para o parasito S. stercoralis, portanto, eles ndo foram
incluidos neste estudo.

Com a finalidade de compor um grupo controle com o mesmo ndmero de individuos
do grupo de alcoolistas, individuos ndo alcoolistas foram convidados a participar do estudo
consecutivamente, conforme chegavam a UAPS, até se obter a mesma frequéncia de
participacdo entre os dois grupos. Desta forma, 94 individuos ndo alcoolistas foram
convidados a participar da pesquisa, entre eles, 3 (3,2%) eram usuarios de corticoides, 16
(17,0%) coletaram apenas uma amostra de fezes, que foi negativa para o parasito S.
stercoralis e 5 (5,3%) eram portadores de doenca cronica, e por isso ndo foram incluidos no
estudo. Houve a mesma frequéncia de participacdes entre os dois grupos, que foram divididos

em: 70 individuos alcoolistas e 70 individuos nédo alcoolistas.
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N&o houve diferencga significante entre a média de idade dos alcoolistas [49,4 + 7,3
(média * desvio padrdo); intervalo 31-63 anos] e nao alcoolistas [48,9 + 8,4 (média + desvio
padrdo); intervalo 28-63 anos]. Nos dois grupos, os individuos participantes
predominantemente apresentaram renda mensal familiar entre um a trés salarios minimos e

escolaridade de 5% a 8° série (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo dos individuos alcoolistas (n=70) e ndo alcoolistas (n=70), de

acordo com perfil sociodemografico. Uberlandia-MG, Brasil, 2014-2015.

Variéveis Alcoolistas N&o alcoolistas Valor de P
N % n %
Faixa etaria (anos)
28 H 37 05 71 07 10,0 0,7641
38 H47 21 300 23 32,8 0,8555
48 H 57 33 4711 27 38,6 0,3932
58 H 63 11 15,7 13 18,6 0,8226
Renda mensal (Salario Minimo)
<1 22 314 19 27,1 0,7103
>1e<3 38 543 37 52,9 1,0000
>3e<b 10 143 14 20,0 0,5011
Escolaridade
Analfabeto 02 2,9 02 2,9 1,0000
< 4% série (fundamental) 18 25,7 20 28,6 0,8493
5% a 8% série (fundamental) 31 443 26 37,1 0,4914
1° a0 3° ano (ensino médio)** 16 228 19 27,1 0,6963
Ensino superior** 03 4,3 03 4,3 1,0000

*teste qui-quadrado ou exato de Fisher; **completo ou incompleto
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A frequéncia da infeccdo por S. stercoralis, diagnosticada pelos métodos
parasitologicos utilizados, foi maior entre individuos alcoolistas (17,1%) do que entre
individuos ndo alcoolistas (1,4%). N&o houve diferenca estatistica significante na frequéncia

de outros parasitos diagnosticados entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo da frequéncia de enteroparasitoses em individuos alcoolistas (n=70) e
ndo alcoolistas (n=70). Uberlandia-MG, Brasil, 2014-2015.

Parasitos Alcoolistas N&o alcoolistas Valor de P*
n % n %
Strongyloides stercoralis *° 12 17,1 1 1,4 0,0022
Entamoeba histolytica/dispar " 3 4,3 0 0 0,2446
Enterobius vermicularis ° 0 0 1 1,4 1,0000
Ancilostomatideos *° 0 0 1 1,4 1,0000
Hymenolepis nana ° 1 1,4 0 0 1,0000

n = frequéncia absoluta; % = porcentagem; *teste exato de Fisher; ®cultura em placa de &gar; ° Hoffman, Pons e
Janer.
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Entre os 140 individuos alcoolistas e ndo alcoolistas, foram obtidas 418 amostras de
fezes, pois um individuo alcoolista levou somente uma amostra de fezes. Pelo método de
Cultura Placa de Agar (CPA) observou-se a presenca de caminhos em 28 placas de individuos
alcoolistas e em duas placas de individuos ndo alcoolistas, os conteudos das placas foram
examinados por trés diferentes examinadores, resultando em 90 laminas de microscopia
analisadas por esse método. Pelo método de Hoffman, Pons e Janer (HPJ) foram analisadas
1254 laminas (418x3).

Entre os individuos alcoolistas, quando considerada a analise de trés amostras de fezes,
ndo houve diferenca estatisticamente significante na frequéncia do diagndstico de
estrongiloidiase entre os dois métodos utilizados. No entanto, quando considerado pacientes
com no minimo uma amostra de fezes positiva para S. stercoralis pelos métodos
parasitologicos utilizados, a frequéncia de resultados positivos foi maior pelo método de CPA
(82,3%) do que pelo método de HPJ (41,2%) (Tabela 3).



51

Tabela 3. Resultados dos exames parasitoldgicos pelos métodos de Cultura em Placa de
Agar e Hoffman, Pons e Janer no diagnostico da estrongiloidiase humana em individuos
alcoolistas (N=70). Uberlandia-MG, Brasil, 2014-2015.

Métodos Parasitologicos

Cultura em Placa de Agar Hoffman, Pons e Janer
] Amostras Amostras
Alcoolistas
1° 2° 3t 18 28 3?
1 + + + - - +
2 + + + + + +
3 + + + + - -
4 + + + + + +
5 + + + + + -
6 + + + - - -
7 + + + - - -
8 - + + - - +
9 - + + - - +
10 - - + - - -
11 - - + - - +
12 + NR NR + NR NR
13-70 - - - - - -
Total [n (%)] 8(114) 9(129) 11(157) 5 (71) 3(43) 6(8,6)
NUmero de pacientes com * 9/70 (12.9)"
resultados positivos [n/N (%)] 12/70 (17.1) (12.9)
Numero de amostras positivas 28/34 (82,3)" 14/34 (41,2)"

[n/n” (%)]

*P=0,4777 teste qui-quadrado; **P=0,0012 teste qui-quadrado; ® nimero de amostras de fezes analisadas entre
individuos com pelo menos uma amostra de fezes positiva em qualquer um dos dois métodos utilizados; n =
frequéncia absoluta; % = porcentagem; NR: ndo realizado



52

Nas amostras de soro, as frequéncias de positividade de anticorpos 1gG anti-
Strongyloides e de imunocomplexos foram maiores entre individuos alcoolistas do que entre
individuos nédo alcoolistas. A deteccdo de anticorpos IgA anti-Strongyloides foi menor em

individuos alcoolistas quando comparado aos ndo alcoolistas (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de positividade da deteccao de anticorpos IgG e IgA anti-Strongyloides
e de imunocomplexos, em amostras de soro, entre individuos alcoolistas (n=70) e ndo

alcoolistas (n=70). Uberlandia-MG, Brasil, 2014-2015.

Alcoolistas Né&o alcoolistas Valor de P*
n % n %
IgG anti-Strongyloides * 39 55,7 23 32,9 0,0104
Imunocomplexo ? 27 38,6 12 17,1 0,0078
IgA anti-Strongyloides * 03 4,3 24 34,3 0,0001

n = frequéncia absoluta; % = porcentagem; *teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher; ® método ELISA.
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Em amostras de soro, o valor da mediana dos resultados do indice ELISA (IE) em
relacdo a 1gG anti-Strongyloides entre alcoolistas (1,105) foi maior (U=1,542; P=0,0002) do
que entre ndo alcoolistas (0,8283). O valor da mediana dos resultados do IE em relacdo ao
imunocomplexo foi maior (U=1.505; P=0,0001) entre alcoolistas (0,9028) do que entre ndo
alcoolistas (0,7262). O valor da mediana dos resultados do IE em relagcdo a deteccdo de
anticorpos IgA anti-Strongyloides foi menor (U=853,5; P=0,0001) em amostras de soro de
individuos alcoolistas (0,5662) quando comparado aos ndo alcoolistas (0,8542). Entre os 12
individuos alcoolistas com exames parasitoldgicos positivos para S. stercoralis, 1 (8,3%) nao
apresentou anticorpos IgG anti-Strongyloides, 5 (41,7%) foram negativos para
imunocomplexos e 9 (75,0%) ndo apresentaram anticorpos IgA anti-Strongyloides nas

amostras de soro (Figura 1).
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Figura 1. Comparacdo entre indice ELISA (IE) IgG anti-Strongyloides, imunocomplexos (IC) e IgA anti-
Strongyloides em amostras de soro de individuos alcoolistas (n=70) e ndo alcoolistas (n=70). Linha tracejada
indica o cut-off (IE = 1), considerou-se positivo quando IE > 1. As barras horizontais indicam a mediana e as
verticais os intervalos interquartis. Calculo de diferenga estatistica entre os grupos realizado pelo teste de
comparacdo de Mann Whitney (* P<0,05). Os quadrados representam individuos com presenca de S. stercoralis

nos exames parasitoldgicos.
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Individuos alcoolistas apresentaram correlacdo positiva entre os niveis de 1gG anti-
Strongyloides e imunocomplexos (rs=0,3156; P=0,0078). Entre os 12 individuos alcoolistas
com exames parasitologicos positivos para S. stercoralis, 7 (58,3%) apresentaram resultados
duplo positivo (IgG+/IC+) nos ensaios sorolégicos, 4 (33,3%) foram positivos somente para
IgG anti-Strongyloides e 1 (8,3%) foi negativo nos dois testes soroldgicos (IgG-/IC-) (Figura
2A). Entre os individuos ndo alcoolistas ndo houve correlacdo positiva entre 0s niveis de IgG
anti-Strongyloides e imunocomplexos (rs= -0,1523; P=0,2082), e o individuo com exames
parasitologicos positivos para S. stercoralis ndo apresentou anticorpos IgG anti-Strongyloides

e foi positivo para imunocomplexos (Figura 2B).



56

A.
20 (28,6%) § 19 (27,1%)
o !
- o o
E_J/ ° | o rs=0,3156
° O _
@ : p =0,0078
° @ o ¢
S O g% P,
5 g
S L -'--'---fga;.-!o ----------------------
P N ot
c :
S i
O] !
=) :
23 (32,9%) . 8 (11,4%)
1
B IC (IE)
20 (28,6%) : 3 (4,3%)
.
m . |
o ® e re=-0,1523
o) % p =0,2082
o L & ¢
> 1
g l_ """"""" '.":}'&','.' ,"."“'.“@‘ """"""""
g .Q oqln®
U.) o. 0.
= i
@ :
@) :
= :
38 (54,3%) § 9 (12,8%)
|
1
IC (IE)

Figura 2. Correlacdo entre os niveis de anticorpos IgG anti-Strongyloides e imunocomplexos (IC) em amostras
de soro de individuos alcoolistas (A) (n=70) e n&o alcoolistas (B) (n=70). indice ELISA (IE). Linhas tracejadas
indicam o cut-off (IE = 1), considerou-se positivo quando IE > 1. Coeficiente de Correlacdo de Spearman (rs).
Resultados positivos e negativos sdo indicados nos quadrantes correspondentes. Os circulos vazios representam

individuos com presenca de S. stercoralis nos exames parasitoldgicos.
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Individuos alcoolistas apresentaram correlacdo positiva entre os niveis de 1gG anti-
Strongyloides e IgA anti-Strongyloides (rs=0,4904; P<0,0001). Entre os 12 individuos
alcoolistas com exames parasitologicos positivos para S. stercoralis, 3 (25,0 %) apresentaram
resultados duplo positivo (IgG+/IgA+) nos ensaios soroldgicos, 8 (66,7%) foram positivos
somente para IgG anti-Strongyloides e 1 (8,3%) foi negativo nos dois testes soroldgicos
(IgG-/1gA-) (Figura 3A).

Entre os individuos nédo alcoolistas ndo houve correlacdo positiva entre os niveis de IgG
e IgA anti-Strongyloides (rs=-0,01766; P=0,8846), e o individuo com exames parasitoldgicos
positivos para S. stercoralis ndo apresentou anticorpos 1gG anti-Strongyloides, porém
apresentou anticorpos IgA anti-Strongyloides (Figura 3B).
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Figura 3. Correlacdo entre os niveis de anticorpos IgG anti-Strongyloides e IgA anti-Strongyloides em amostras
de soro de individuos alcoolistas (A) (n=70) e ndo alcoolistas (B) (n=70). indice ELISA (IE). Linhas tracejadas
indicam o cut-off (IE = 1), considerou-se positivo quando IE > 1. Coeficiente de Correlagcdo de Spearman (rs).
Resultados positivos e negativos sdo indicados nos quadrantes correspondentes. Os circulos vazios representam

individuos com presenca de S. stercoralis nos exames parasitoldgicos.
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Os individuos alcoolistas também apresentaram correlacdo positiva entre os niveis de
imunocomplexos e IgA anti-Strongyloides (rs=0,4200; P=0,0003). Entre os 12 individuos
alcoolistas com exames parasitologicos positivos para S. stercoralis, 3 (25,0%) apresentaram
resultados duplo positivo (IC+/IgA+) nos ensaios sorologicos, 4 (33,3%) foram positivos
somente para imunocomplexos e 5 (41,7%) foram negativos nos dois testes sorolégicos (IC-
/IgA-) (Figura 4A).

Entre os individuos ndo alcoolistas ndo houve correlacdo positiva entre os niveis de
imunocomplexos e IgA anti-Strongyloides (rs=0,1038; P=0,3926), e o individuo com exames
parasitolégicos positivos para S. stercoralis foi duplo positivo (IC+/IgA+) nos ensaios

sorologicos (Figura 4B).
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Figura 4. Correlagdo entre os niveis de imunocomplexos (IC) e IgA anti-Strongyloides em amostras de soro de

individuos alcoolistas (A) (n=70) e n&o alcoolistas (B) (n=70). indice ELISA (IE). Linhas tracejadas indicam o

cut-off (IE = 1), considerou-se positivo quando IE > 1. Coeficiente de Correlacdo de Spearman (rs). Resultados

positivos e negativos sdo indicados nos quadrantes correspondentes. Os circulos vazios representam individuos

com presenca de S. stercoralis nos exames parasitologicos.



61

A média (£ desvio padrdo) do indice de avidez (IA) médio entre alcoolistas (83,65 +
8,90) foi maior (P=0,0006) do que entre ndo alcoolistas (74,60 = 10,41). Entre os 11
individuos alcoolistas com exames parasitologicos positivos para S. stercoralis e que
apresentaram anticorpos IgG anti-Strongyloides, 10 (90,9%) apresentam indice de avidez
acima de 75% (Figura 5).
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Figura 5. Comparacdo do indice de avidez (IA) entre individuos alcoolistas (n=39) e ndo alcoolistas (n=23),
calculado no 1A médio de duas dilui¢ces séricas (1/80; 1/160) com resultado positivo na titulacdo das amostras.
Linha tracejada indica o limiar para diferenciacdo entre os grupos (IA>75% - alta avidez). As barras horizontais
indicam a média e as verticais o desvio padrdo. Célculo estatistico entre os grupos realizado pelo teste de t de
Student (* P<0,05). n: nimero de amostras analisadas. Os quadrados representam individuos com presenca de S.

stercoralis nos exames parasitologicos.
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5 DISCUSSAO

O conhecimento das taxas de infeccdo por S. stercoralis nos ambitos nacionais,
regionais e em populacdes de risco é mais relevante clinica e epidemiologicamente do que as
estimativas de prevaléncia global (SCHAR et al., 2013). Neste sentido, além do aspecto
epidemiolégico da estrongiloidiase, faz-se necessaria a elucidacdo do perfil/resposta
imunoldgica de pacientes pertencentes aos grupos considerados de risco, entre eles, 0s
alcoolistas. O alcoolismo crénico tem sido associado a uma maior predisposicdo a infecgéo,
hiperinfeccdo e/ou disseminacdo da estrongiloidiase (OUDE LASHOF et al., 2007;
TEIXEIRA et al., 2010).

No presente estudo foram avaliados individuos alcoolistas e ndo alcoolistas que
apresentaram semelhante perfil socioedemografico, tais como, faixa etaria, renda mensal
familiar e escolaridade, uma vez que tais fatores podem influenciar na predisposicdo a
adquirir a infeccdo pelo S. stercoralis. Para este estudo, como ha poucas mulheres alcoolistas
em tratamento nos CAPS-ad optou-se por convidar a participar da pesquisa apenas individuos
do sexo masculino, uma vez que homens e mulheres apresentam tolerancia diferente ao uso de
alcool. O organismo feminino pode ser mais susceptivel aos efeitos deletérios do alcool
devido a fatores, tais como, menores niveis das enzimas metabolizadoras do alcool no
estdmago (alcool desidrogenase) e menor quantidade de agua corporea, o que diluiria menos o
alcool ingerido (MASTERS, 2003; OGA, 2003). Consequentemente, homens e mulheres
poderiam ter influéncia do alcool de formas diferentes sobre o sistema imunoldgico e isso
representaria um viés no estudo. Além disso, € descrito que a concentracdo de
imunoglobulinas no soro pode variar de acordo com o0 sexo (GONZALES-QUINTELA et al.,
2008). Também ndo foi aplicado qualquer teste para avaliar o estado imunolégico dos
pacientes avaliados, pois o interesse era conhecer a validade dos testes sorologicos utilizados
neste estudo para a avaliagdo dos pacientes alcoolistas que habitualmente procuram por
atendimento de saude.

A média de idade dos individuos alcoolistas e ndo alcoolistas foi de 49,4 +7,3 e 48,9
18,4 anos, respectivamente. Esta media de idade foi proxima aquela observada em outros
estudos que pesquisaram a associacao entre estrongiloidiase e alcoolismo (OLIVEIRA et al.,
2002; ZAGO-GOMES et al., 2002; MARQUES et al., 2010; SILVA et al., 2016). Neste
estudo, os resultados mostraram que a frequéncia da infecgdo por S. stercoralis diagnosticada
pelos exames parasitoldgicos foi maior entre alcoolistas do que entre ndo alcoolistas, 0 que
estd de acordo com estudos prévios realizados (OLIVEIRA et al., 2002; ZAGO-GOMES et
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al., 2002; MARQUES et al., 2010; SCHAR et al., 2013; SILVA et al., 2016). Os exames
parasitologicos mostraram frequéncia de infeccdo por outros parasitos semelhantes entre os
dois grupos, também concordando com dados da literatura (ZAGO-GOMES et al., 2002;
MARQUES et al., 2010).

O aumento da frequéncia da infeccdo por S. stercoralis em alcoolistas pode ser
atribuida a véarios motivos. Alcoolistas podem frequentar ambientes com inadequadas
condicdes sanitarias, o que aumenta a possibilidade de heteroinfeccdo (MARQUES et al.,
2010; BEKNAZAROVA; WHILEY; ROSS, 2016), além disso, higiene pessoal deficiente
aumenta as chances do processo de autoinfecgdo exdgena, no qual larvas rabditoides presentes
na regido perianal de individuos infectados se diferenciam em larvas filarioides infectantes
(MARQUES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2002). O aumento do risco de autoinfeccédo
enddgena também pode ser atribuido a diminuicdo da motilidade intestinal causada pelos
efeitos do &lcool nas proteinas musculares intestinais (WEGENER et al., 1991) possibilitando
a transformacdo de larvas rabditoides em larvas filarioides infectantes devido ao maior tempo
de permanéncia das larvas na luz intestinal (TEIXEIRA et al., 2016).

Mas talvez, 0 motivo mais importante para essa maior prevaléncia da estrongiloidiase
entre alcoolistas seja o fato que o alcoolismo crénico é capaz de afetar todos 0s componentes
do sistema imune inato e adaptativo (BARR et al., 2016). O etanol modula a fungdo dos
monacitos e células dendriticas na resposta imune inata, inibindo a fagocitose e a producéo de
fatores de crescimento (BROWN et al.,, 2006; SIGGINS et al., 2009; SZABO;
MANDREKAR, 2009; BARR et al., 2016), como também, leva a diminuicao e alteracBes das
fungdes de células B e T periféricas aumentando o risco de infecgdes (PASALA; BARR;
MESSAOUDI, 2015).

As alteragOes induzidas pelo uso cronico de alcool podem resultar em diminuigdo na
defesa imune para eliminagdo do parasito e, consequentemente, pode ocorrer aumento da
liberacdo de larvas nas fezes, resultando em maior facilidade de sua identificagdo nos exames
parasitologicos (OLIVEIRA et al., 2002; ZAGO-GOMES et al., 2002; SILVA et al., 2016). O
uso abusivo de etanol pode levar a alteragdes do metabolismo dos corticoides, aumentando a
quantidade de metabolitos que podem mimetizar os hormonios ecdisteroides do parasito,
desta forma, aumentam a fecundidade da fémea de S. stercoralis e a sobrevivéncia das larvas,
refletindo em um aumento da carga parasitaria (SILVA et al., 2016) e, consequentemente,
também em maior positividade no exame parasitologico (GENTA, 1992; ZAGO-GOMES et
al., 2002).



64

Entre os métodos parasitoldgicos utilizados neste estudo observou-se que a frequéncia
de resultados positivos para S. stercoralis foi maior pelo método de cultura em placa de agar
do que pelo método de Hoffman, Pons e Janer. Estudos prévios demonstraram que a cultura
em placa de agar apresenta maior sensibilidade e eficacia quando comparada a outros métodos
parasitoldgicos, como, os métodos de Baerman-Moraes (INES et al., 2011; CAMPO-
POLANCO; GUTIERREZ; ARIAS, 2014) e de Hoffman, Pons e Janer (ARAKAKI et al.,
1990; KOGA et al., 1991; DE KAMINSKY et al., 1993; INES et al., 2011), inclusive entre
individuos imunocomprometidos (LUVIRA et al., 2016).

Mesmo com a utilizagdo de métodos parasitologicos de alta sensibilidade, a liberacdo
irregular de larvas de S. stercoralis nas fezes pode levar a resultados falsos negativos.
Portanto, a auséncia de visualizacdo de larvas nas fezes ndo significa necessariamente
auséncia da infeccdo (SATO et al., 1995; INES et al., 2011). Desta forma, a abordagem
diagndstica utilizando métodos imunoldgicos faz-se necessaria para o diagnéstico da
estrongiloidiase (SIDDIQUI; BERK, 2001; LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014),
particularmente em individuos imunocomprometidos e com risco de hiperinfeccdo e/ou
disseminacdo (VADLAMUDI; CHI; KRISHNASWAMY, 2006; TEIXEIRA et al., 2010;
CORTI, 2016).

A ocorréncia do ciclo de autoinfecgédo pelo S. stercoralis pode permitir que a infeccao
permaneca latente no hospedeiro por décadas, mesmo na auséncia de novas infeccoes
(KEISER; NUTMAN, 2004; SUDRE et al., 2006). Individuos cronicamente infectados,
podem manter por décadas a carga parasitaria com niveis ndo detectaveis nos exames
parasitologicos ou podem manter a infeccdo ativa por autoinfeccdo ou reinfeccédo. (LIU;
WELLER, 1993; FARDET et al.,, 2007). A infeccdo cronica ocasiona uma exposi¢do
constante dos antigenos do parasito aos componentes celulares e humorais do sistema imune
do hospedeiro (GONCALVES et al., 2008: RODRIGUES et al., 2009) mantendo a producao
de anticorpos (SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2016).

Desta forma, o0s métodos imunoldgicos detectam diferentes classes de
imunoglobulinas especificas anti-Strongyloides e podem ser utilizados como métodos
alternativos no diagnéstico da estrongiloidiase por apresentarem elevadas sensibilidade e
especificidade, que sdo maiores do que aquelas dos métodos parasitologicos (van DOOR et
al., 2007; BOSQUI et al., 2015; COSTA-CRUZ, 2016; SILVA et al., 2016). Exames com
maiores sensibilidades sdo importantes, pois a estrongiloidiase na sua forma cronica pode
manter-se de maneira assintomatica ou oligossintomatica e em individuos imunossuprimidos

pode evoluir com hiperinfeccao ou disseminacdo (MARUYAMA et al., 2006).
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A obtencdo e a identificacdo de antigenos de altas especificidades e sensibilidades por
meio do fracionamento de extratos totais de S. venezuelensis subsidiam os estudos de
diagnostico sorologico da estrongiloidiase (MACHADO et al., 2003; FELICIANO et al.,
2010; RIBEIRO et al., 2010; GONCALVES et al., 2012a; INES et al., 2013) e podem
melhorar a sensibilidade e especificidade dos métodos soroldgicos o diagndstico da
estrongiloidiase (INES et al., 2013). A fracdo detergente obtida do extrato salino total de
S.venezuelensis € considerada eficiente no diagnostico da estrongiloidiase humana
(FELICIANO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2010).

Inicialmente, neste estudo hipotetizou-se que individuos alcoolistas crénicos, devido as
possiveis alteragcdes no sistema imune causada pelo alcool, poderiam ter menor producdo de
anticorpos especificos contra o parasito S. stercoralis e assim, possivelmente, os métodos
imunoldgicos para o diagnéstico desta infeccdo poderiam apresentar menores sensibilidades.
No entanto, observou-se neste estudo que tanto a frequéncia de positividade quanto o valor da
mediana do indice ELISA para anticorpos IgG anti-Strongyloides foi maior entre individuos
alcoolistas do que entre individuos ndo alcoolistas, 0 que mostrou que independentemente de
possiveis imunossupressdes, alcoolistas apresentaram producdo de anticorpos especificos
contra o parasito S. stercoralis.

Anticorpos da classe 1gG correspondem a cerca de 75% do total de anticorpos
séricos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Entre as subclasses de 1gG, formam-se,
principalmente, IgG1 e IgG4 no desenvolvimento da resposta contra S. stercoralis (ATKINS
et al., 1999; RODRIGUES et al.,, 2007). Assim, a presenca do parasito S. stercoralis no
hospedeiro resulta em uma resposta imune mediada por anticorpos especificos da classe 1gG,
seguindo-se da deteccdo de anticorpos da classe IgA, IgM e IgE (GROVE, 1996). Na
estrongiloidiase os titulos de IgG podem ser detectados duas semanas pds-infecgdo, com um
pico em torno da sexta semana, que dura por até 20 semanas, e posteriormente had uma queda
(GROVE, 1996; IRIEMENAM et al., 2010; LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014). Esse
declinio dos niveis de anticorpos IgG anti-S. stercoralis também foi observado ap6s o
tratamento para estrongiloidiase, geralmente em um periodo inferior a um ano (LINDO et al.,
1996).

Niveis detectaveis de anticorpos IgG anti-Strongyloides também foram observados
entre individuos imunocomprometidos em outros estudos, tais como, pacientes com
neoplasias hematologicas (SCHAFFEL et al., 2001), pacientes diabéticos tipo 2
(MENDONCA et al., 2006) e criancas imunodeprimidas (PAULA et al., 2000). Nestes
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estudos, pode-se observar que apesar da imunodeficiéncia, a presenca da infeccdo pelo S.
stercoralis levou a producéo de anticorpos especificos contra o parasito.

No presente estudo foi observada a presenca de anticorpos IgG anti-Strongyloides
tanto em individuos alcoolistas quanto em individuos ndo alcoolistas que tiveram exames
parasitologicos negativos para S. stercoralis, o que poderia ser decorrente da maior
sensibilidade dos métodos imunoldgicos em relacdo aos parasitolégicos. O aumento da
sensibilidade dos exames parasitologicos de fezes esta associado ao niumero de amostras de
fezes coletadas e analisadas, com sensibilidade dos exames de fezes variando de 15 a 24%,
com uma amostra, aumentando para 55 e 78% quando utilizada trés amostras e podendo
alcangar 100% sensibilidade se sete amostras fecais frescas s80 examinadas
(UPARANUKRAW:; PHONGSRI; MORAKOTE, 1999; SIDDIQUI; BERK, 2001; HIRATA
et al., 2007). No entanto, a dificuldade do exame com varias amostras fecais reside no tempo
necessario para coleta e inconveniéncia para o paciente (HIRA et al., 2004).

A presenca de anticorpos IgG anti-Strongyloides em individuos com exames
parasitologicos de fezes negativos para S. stercoralis também pode estar associada a infec¢ao
ativa aguda ou cronica por S. stercoralis com baixa ou irregular eliminacdo de larvas nas
fezes (SCHAFFEL et al., 2001; SILVA et al., 2014; BUONFRATE et al., 2015; SILVA et al.,
2016) ou com infecgdo passada que foi naturalmente eliminada e manteve anticorpos de
memoria (YORI et al., 2006; AHMAD et al., 2013).

Por outro lado, a presenca de resultado imunolégico falso positivo também deve ser
considerada. ReacGes cruzadas com outros parasitos é considerada uma importante limitagéo
dos metodos imunoldgicos para o diagnostico da estrongiloidiase (SCHAFFEL et al., 2001;
INES et al., 2013; SILVA et al., 2014; LUVIRA et al., 2016) devido a complexidade
antigénica dos helmintos (ROSSI et al., 1993; SUDRE et al., 2006). Em testes como ELISA, a
reatividade cruzada nos testes sorologicos para estrongiloidiase podem ocorrer,
principalmente, com Schistosoma sp. e ancilostomatideos (LINDO et al. 1994; GROVE,
1996; BISOFFI et al., 2014). No entanto, neste estudo, poucos helmintos foram encontrados
nos métodos parasitolégicos utilizados entre os individuos avaliados.

Um individuo alcoolista e outro ndo alcoolista com exames parasitologicos positivos
para S. stercoralis foram negativos para IgG anti-Strongyloides. Em ambos os individuos, ndo
se pode descartar a hipotese de resultado falso negativo, considerando-se que a sensibilidade
do antigeno usado no método ELISA ndo alcanca 100%. Neste estudo, para deteccdo de

anticorpos especificos anti-Strongyloides utilizou-se como antigeno a fracdo detergente, e este
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antigeno apresenta valores de especificidade (97,5%) e sensibilidade (95%) superiores quando
comparado a outros extratos antigénicos (FELICIANO et al., 2010).

Como referido anteriormente, anticorpos IgG podem ser detectados duas semanas ap0s
a infeccdo (GROVE, 1996; IRIEMENAM et al., 2010; LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ,
2014), portanto resultado falso negativo pode ser associado a uma infeccdo na fase aguda,
sem ainda a producdo de anticorpos 1gG especificos em niveis detectaveis (SCHAFFEL et al.,
2001; BUONFRATE et al., 2015; SILVA et al., 2016). No entanto, a presenca de anticorpos
ndo diferenciam totalmente entre infeccdo ativa de infec¢bes anteriores ja tratadas e curadas,
ou mesmo, de resultados soroldgicos falsos positivos (LINDO et al., 1994; HIRA et al.,
2004). Além disso, em alcoolistas, as alteracdes na resposta imune induzida por metabdlitos
de corticoides podem modificar a producdo de anticorpos (MARQUES et al., 2010; SILVA et
al., 2016) o que justificaria a auséncia de anticorpos especificos em individuos alcoolistas
com exames parasitolégicos de fezes positivos.

Enquanto a detecgéo de anticorpos IgG sinaliza a cronicidade da doenca e/ou doenca
tratada com a presenca de anticorpos de memoria (LIU; WELLER, 1993; GROVE, 1996;
GONCALVES et al., 2012b), a deteccdo de imunocomplexos no soro demonstra que a
infeccdo est4d em atividade. Imunocomplexos sdo formados a partir da ligagdo de antigenos
parasitarios a anticorpos especificos produzidos pelo hospedeiro e sdo importantes para
ativacdo do sistema complemento (ITURRY-YAMAMOTO; PORTINHO, 2001; FRANK;
HESTER, 2009; GONCALVES et al., 2012b; DE CARVALHO et al., 2013). Ap6s o
estimulo antigénico, os anticorpos produzidos se combinam com 0s determinantes
antigénicos, formando entdo, imunocomplexos circulantes. Este processo € um importante
mecanismo de defesa do organismo, pois possibilita a neutralizagdo, eliminacdo e inativacéo
de antigenos impedindo que sejam depositados e que causem danos aos tecidos do hospedeiro
(MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 1997). A presenca de imunocomplexos
circulantes tem sido relatada em doencas parasitarias (OHYAMA et al., 2016), entre elas, a
estrongiloidiase (GONCALVES et al., 2016; BOSQUI et al., 2017a).

Em relacdo ao indice ELISA para imunocomplexos observou-se no presente estudo que
tanto a frequéncia de resultados positivos quanto o valor da mediana foram maiores entre
individuos alcoolistas do que entre individuos nédo alcoolistas, 0 que pode ser devido a maior
frequéncia de infeccdo pelo parasito S. stercoralis entre os alcoolistas e também pela boa
capacidade dos alcoolistas em produzir anticorpos IgG anti-Strongyloides.

No entanto, entre os 12 individuos alcoolistas positivos para S. stercoralis nos métodos

parasitologicos, cinco (41,7%) foram negativos para imunocomplexos. Os imunocomplexos
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promovem a ativacdo das vias classica e alternativa do sistema complemento, que por sua vez
participam dos principais mecanismos efetores da resposta imune humoral. Este sistema é
constituido por proteinas séricas e de membrana que participam de diferentes funcdes
efetoras, envolvidas com a eliminacdo dos antigenos, entre elas, o processamento de
imunocomplexos. Este processamento apresenta duas propriedades importantes, como a
inibicdo da precipitacdo imune e a solubilizacdo de imunocomplexos pré-formados, além de
contribuir para os mecanismos de transporte e eliminacdo dos complexos antigeno-anticorpo
(MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 1997).

A via cléssica é essencial para a inibicdo da precipitagdo imune (NAAMA et al., 1984),
ou seja, desempenha papel importante em prevenir a formagdo de imunocomplexos grandes,
0s quais podem se depositar nos tecidos (MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM,
1997). A inibicdo da precipitacdo imune sé é observada com complexos formados por 1gG ou
IgM (JOHNSON et al., 1987). A via alternativa € importante na solubilizacdo dos complexos
ja formados. A ineficiéncia destes mecanismos pode levar a deposicdo dos complexos
antigeno-anticorpo nos tecidos (MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 1997).

A auséncia de deteccdo de imunocomplexos entre individuos que apresentaram exames
parasitoldgicos positivos também pode ser justificada pelas propriedades imunoquimicas dos
complexos antigeno-anticorpo. O tamanho do imunocomplexo e a natureza do antigeno e do
anticorpo influenciam a habilidade dos imunocomplexos ativarem o complemento.
Imunocomplexos muito pequenos ou muito grandes sao facilmente eliminados, enquanto que
aqueles de tamanho intermediario podem, dependendo do antigeno e/ou anticorpo, ser mais
susceptiveis a deposicdo nos tecidos (MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM,
1997). Assim, em qualquer destas situacdes os IC ndo serdo detectaveis no soro. Além disso,
os niveis de complexos imunes circulantes podem ser influenciados por fatores tais como,
classe e quantidade de anticorpos; tamanho, quantidade e propriedades fisico-quimicas dos
antigenos; interacOes inespecificas entre antigeno e anticorpo e velocidade de formacéo, que é
determinada pela disponibilidade de antigeno e velocidade de sintese de anticorpo
(McDOUGAL; McDUFFIE, 1985; ROTHER; TILL; HANSCH, 1998).

A habilidade dos imunocomplexos ativarem o sistema complemento também é
influenciada pelas diferencas entre as classes e subclasses de imunoglobulinas, como
exemplo, pode-se citar as subclasses de IgG humana, que diferem quanto a habilidade para
ativar o complemento devido as caracteristicas estruturais que determinam as diferencgas
isotipo-especificas (TAO; SMITH; MORRISON, 1993). Outras propriedades como a

afinidade do anticorpo e as proporcdes antigeno-anticorpo também afetam a ativacdo do
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complemento (LUCISANO-VALIM; LACHMANN, 1991; MARZOCCHI; LUCISANO-
VALIM, 1996).

Em um estudo com ratos experimentalmente infectados por S. venezuelensis
demonstrou-se que a detec¢do de imunocomplexos em amostras de soro de animais nédo
imunossuprimidos foi possivel do 5° ao 13° dia pés-infecgdo e em animais imunossuprimidos,
a deteccdo foi possivel até o 21° pds-infeccdo, ou seja, ratos imunocompetentes foram capazes
de acelerar a eliminacdo de imunocomplexos (GONCALVES et al., 2016). Assim, a deteccdo
de imunocomplexos, que possibilita o diagndstico da infeccdo em atividade, pode ser
particularmente Gtil em condi¢des de imunossupressao, uma vez que sdo detectaveis por mais
tempo (GONCALVES et al., 2016). Este fato sinaliza a importancia da associacdo desse
método diagnostico para auxiliar a deteccdo da infeccdo por S. stercoralis em
imunodeprimidos (GONCALVES et al., 2012b).

Na estrongiloidiase, devido ao fato do ciclo do parasito envolver as mucosas
pulmonares e intestinal, o hospedeiro pode elaborar resposta local e sistémica mediada por
IgA (ATKINS et al., 1999; COSTA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2010). A IgA é o segundo
anticorpo mais presente no soro e representa a classe mais frequentes nas mucosas e secre¢des
(van EGMOND et al., 2001; YOO; MORRISON, 2005; MOTA-FERREIRA et al., 2009;
PASALA; BARR; MESSAOUDI, 2015). E descrito que uma associacdo negativa entre a
resposta imune mediada por IgA e a eliminacdo de larvas suporta a hipotese de um papel
efetor para a IgA na estrongiloidiase humana, uma vez que esta imunoglobulina modula a
eliminacdo de larvas, pois inibe a fecundidade do parasito e a viabilidade dos ovos na
estrongiloidiase humana (ATKINS et al., 1999).

Em alguns estudos foi observado que os niveis de anticorpos IgA no soro aumentam
com o consumo de alcool (MILLI et al., 1992; McMILLAN et al., 1997, GONZALES-
QUINTELA et al., 2008). No entanto, no presente estudo observou-se menor frequéncia de
positividade e de valores de mediana do indice ELISA para anticorpos IgA anti-Strongyloides
no soro de individuos alcoolistas quando comparado aos ndo alcoolistas. Além disso,
observou-se que entre individuos alcoolistas com exames parasitoldgicos positivos para S.
stercoralis, apenas um quarto deles tinham anticorpos IgA anti-Strongyloides detectaveis no
soro. Desta forma, a menor frequéncia de positividade de anticorpos IgA anti-Strongyloides
observada entre individuos alcoolistas, quando comparados aos individuos ndo alcoolistas
pode estar relacionada a maior frequéncia da infecgdo e/ou de detecgdo da infeccdo por S.

stercoralis neste grupo de individuos por meio dos métodos parasitoldgicos.
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Neste estudo foi observada uma associagdo moderada entre os métodos imunolégicos
utilizados, ou seja, a imunidade protetora contra larvas infectantes do S. stercoralis envolve
anticorpos especificos (IRIEMENAM et al., 2010) e a correlacdo positiva entre a producdo de
anticorpos especificos para Strongyloides em individuos alcoolistas pode tornar valida a
aplicacdo destes imunoensaios entre alcoolistas.

Os ensaios de avidez tém sido desenvolvidos como uma ferramenta complementar ao
ELISA cléssico para determinar a afinidade funcional da 1gG especifica para diversas doencas
parasitarias, entre elas a estrongiloidiase (GONZAGA et al., 2011; BOSQUI et al., 2017b). A
afinidade funcional define o conjunto de forgas de ligacdo entre um anticorpo e um antigeno.
E dependente da multivaléncia do antigeno e da afinidade antigeno-anticorpo. Esta afinidade
dos sitios no anticorpo para a ligacdo ao antigeno aumenta com tempo de desafio antigénico
(GUTIERREZ; MAROTO, 1996; KAHN et al., 2009).

A determinacdo da avidez de anticorpos IgG apresentou maior indice entre individuos
alcoolistas do que entre individuos ndo alcoolistas, assim como a deteccdo de anticorpos 1gG
especificos e imunocomplexos circulantes. Observou-se também a associacdo entre exames
parasitologicos positivos para S. stercoralis e dados de avidez (IA>75%). Testes soroldgicos
de avidez sdo conhecidos por discriminarem entre infecgfes agudas e cronicas, uma vez que,
durante as infecgbes primérias, o estimulo antigénico induz, inicialmente, a producdo de
anticorpos de baixa avidez. Nos casos cronicos ou de reinfeccdo, ocorre producdo de
anticorpos especificos de alta avidez (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).

Entre individuos alcoolistas foi observado maiores indices de avidez de anticorpos IgG
em relagdo aos ndo alcoolistas, ou seja, individuos alcoolistas respondem com anticorpos de
alta avidez. Este maior indice de avidez entre alcoolistas pode estar associado a uma
exposicao constante aos antigenos do parasito ou a casos de reinfecgdo. Observou-se também
que entre os alcoolistas com eliminacdo de larvas nas fezes, 91% deles apresentaram indices
de avidez maiores que 75%. O resultado concorda com Gonzaga et al. (2011) que concluiram
que a avidez de 1gG tem a habilidade de detectar a infeccdo ativa por S. stercoralis com
eliminacdo de larvas nas fezes. A maior deteccdo de IgG género-especifica combinada com a
maior avidez, mostrou que os alcoolistas produzem uma resposta humoral definida, ou seja, a
avidez de anticorpos IgG é um marcador valido para a infecgéo, sendo que a baixa avidez de
IgG nem sempre identifica uma infecgdo recentemente adquirida, mas a alta avidez pode
excluir infecgbes primarias (JENUN; STRAY-PEDERSEN; GUNDERSEN, 1997; BELA et
al., 2008; GONZAGA et al., 2011).
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A maturacdo da resposta de 1gG ap6s uma infeccdo priméria, determinada pela
capacidade de ligacdo, pode variar consideravelmente entre os individuos (BELA et al., 2008;
MANHANI et al., 2009). A explicacdo pode estar nas diferencas entre a gravidade da
infeccdo, grau de excrecdo larval, interacdo entre parasito e hospedeiro (UPARANUKRAW;
PHONGSRI; MORAKOTE, 1999) e maturacdo de avidez de diferentes subclasses de 1gG
(VIANA; RABELLO; KATZ, 2001).

Considerando que individuos alcoolistas sdao mais susceptiveis as formas graves da
estrongiloidiase, o aprimoramento dos métodos diagndsticos é necessario para melhorar a
sensibilidade nos estudos epidemioldgicos, as medidas de controle desta infecgdo e a sua
prevencdo, principalmente em individuos imunocomprometidos. Com base neste conceito, a
deteccdo de anticorpos 1gG anti-Srongyloides, de imunocomplexos circulantes e a
determinacéo do indice de avidez em amostras de soro se mostraram uma alternativa potencial

para o diagnostico da estrongiloidiase em individuos alcoolistas.
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6 CONCLUSOES

e Quando avaliados pelos métodos parasitologicos, os individuos alcoolistas
apresentaram maior frequéncia da infeccdo por S. stercoralis do que individuos néo

alcoolistas;

e As frequéncias de positividades de deteccdo de anticorpos 1gG anti-Strongyloides e de
imunocomplexos, assim como os valores de medianas dos resultados de IgG anti-

Strongyloides, foram maiores entre individuos alcoolistas;

e Apesar do consumo cronico do alcool potencialmente causar imunossupressao, oS
alcoolistas avaliados neste estudo tiveram boas respostas imunoldgicas & infec¢do pelo S.

stercoralis;

e A frequéncia de positividade de anticorpos IgA anti-Strongyloides no soro foi menor

entre individuos alcoolistas quando comparado aos nao alcoolistas;

e A correlacdo positiva entre 0s niveis séricos de IgG anti-Strongyloides e
imunocomplexos, entre 0s niveis de IgG anti-Strongyloides e IgA anti-Strongyloides e entre
0s niveis de imunocomplexos e IgA anti-Strongyloides torna véalida a aplicacdo destes

imunoensaios entre alcoolistas;

e O indice de avidez de anticorpos IgG anti-Strongyloides é potencialmente aplicavel

como ferramenta complementar ao ELISA.
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APENDICE A

QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO

Paciente n* Data:

1. Qual sua idade:

2. Qual a renda mensal de sua familia em salarios minimos (S.M.):

() até R$ 724,00 (1S.M.)

( ) de R$ 725,00 a R$ 2.172,00 (acima de 1 até 3 S.M.)

( )de R$2.173,00 a R$ 3.620,00 (acima de 3 até 5 S.M.)
( ) acima de R$ 3.621,00 (acima de 5 S.M.)

3. Qual sua escolaridade:

( ) analfabeto

() até 4% série (fundamental)

( ) 5% a 8% série (fundamental)
( ) 1°a 3°ano (ensino médio)
( ) ensino superior incompleto

( ) ensino superior completo

4. Voceé possui algum tipo de doenca:
( ) nédo

() sim, qual:

5. Vocé faz uso de alguma medicacao:
( ) néo

( )sim, qual:

6. Com quantos anos comecgou a ingerir bebidas alcodlicas?

7. Faz quanto tempo que ndo ingere bebidas alcoolicas?
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Apresentagao do Projeto:

A estrongiloidiase causada pelo nematodeo Strongyloides stercoralis € uma parasitose humana
negligenciada e uma das infecgdes parasitarias mais prevalentes em humanos. O consumo de alcool pode
afetar o sistema imunitario ao nivel da resposta inata ou respostas imunes adguiridas. A associagdo entre
abuso de etanol e infecgdo pelo Strongyloides tem sido relatada na literatura. O alcoolismo cronico pode

favorecer a infecgdo de S.stercoralis provavelmente por comprometer o sistema imunolégico do hospedeiro,
aumentando a sobrevivéncia do parasito no duodeno e/ou aumentando a eliminacdo de larvas nas fezes,

possibilitando. portanto, maior chance de um exame de fezes positivo e a autoinfeccdo. A infecgdo ou
sobrevivéncia do parasito ou eliminagéo larval aumentada é favorecida mesmo na auséncia de cirrose do
figado. A desregulagdo imune pode ser considerada como o principal fator gue favorece a sobrevivéncia do
parasito e a autoinfecgdo. Diante disso, o estudo da estrongiloidiase torna-se cada vez mais importante
devido ao aumento de individuos imunossuprimidos na populag@o geral. Desta forma, a detecgado precoce
previne o desenvolvimento das sindromes clinicas de hiperinfecgdo e disseminacdo. O consumo agudo ou
cronico de alcool podem afetar o sistema imunitario a nivel de resposta inata ou respostas imunes
adguiridas, desta forma, a associag@o entre a exposigdo ao alcool e o risco de desenvolver uma doenga
relacionada ao alcool & multifatorial e ha uma consideravel variagao
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individual do risco. Assim, a variabilidade de métodos diagnosticos com alta sensibilidade associada a
diferentes tipos de amostras biologicas. como fezes, soro e saliva, podem garantir resultados confiaveis e
ser Uteis para estudos soroepidemiolégicos. assim como para o controle, prevencgdo e tratamento da
estrongiloidiase, principalmente em pacientes imunodeprimidos.

Metodologia

Sera realizado um inguérito soro-epidemiolégico com pacientes etilistas atendidos no Centro de Assisténcia
Psicossocial Alcool e outras drogas (CAPS-ad) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU)e com grupo
controle de pacientes nao etilistas atendidos no ambulatorio de trauma e ortopedia do Hospital das Clinicas
da UFU Apos autorizagao dos responsaveis pelas instituicdes, sera agendada uma reunido no CAPS-ad e
no ambulatério de trauma e ortopedia, onde os pacientes serao abordados pela aluna pesquisadora que ira
apresentar os objetivos e as etapas da pesguisa. Serdo realizadas coletas de amostras pareadas de
fezes,sangue e saliva. apos a obtengdo do TCLE de cada paciente. Todo o material biolégico sera enviado
para o Laboratério de Diagnostico de Parasitoses. Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal
de Uberlandia (UFU). onde serdo realizados os exames laboratoriais. O recipientes para coleta de amostras
de fezes serdo cevidamente codificados e disponibilizados para os pacientes, os guais serdo orientados a
omletar sete amostras de fezes em dias alternados, estas amostras deverdo ser

deixadas no CAPS-ad ou no ambulatério onde os pacientes estardo em atendimento e serdo recolhidas pela
pesquisadora. Caso o paciente ndo compareca ao retorno, as amostras serao recolhidas através de busca
ativa pela aluna pesguisadora, pois deverdo ser analisadas no maximo em 6 horas apés a coleta.
Ressaltamos que os pacientes ndo terdo gastos com transporte.Sera realizada coleta de uma amostra de
sangue por profissional capacitado com material estéril, através de venopungao periférica (5 ml de sangue,
para obtermos amostra satisfatéria de soro para analise de anticorpos), apos sera coletado as amostras de
saliva. Métodos parasitologicos: Método de Hoffmann, Pons e Janer (1834): 2 gramas de

fezes serao colocadas em um “becker” com cerca de 5 ml de agua e triturados, sera acrescentado 20 ml de
agua, filtrando a suspensao resultante para um calice conico de 200 ml,os residuos contidos na gaze serao
lavados com 20 ml de agua. sendo o liguido da lavagem recolhido no mesmo célice e completado com agua
para 200 ml. Esta suspensao de fezes permanecera em repouso durante 24 horas e posteriormente sera
examinado

em microscopio éptico. Método de Cultura em placa de Agar: 2g de fezes serdo semeadas em
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placa de agar que deverdo ser tampadas e lacradas com fita adesiva e permanecerdo por 2 dias a
temperatura de 24 a 33°C. Apos este periodo as placas serdo examinadas em lupa e o sedimento devera
ser examinado em microscopio optico.

Coleta das amostras ce saliva
As amostras de saliva total serdo obtidas a temperatura ambiente com auxilio de um pedago de algodao
limpo. Antes do procedimento, sera realizada a higienizagao da cavidade oral com agua, posteriormente

sera colocado algodao para absorgdo de saliva. O procedimento sera realizado pela aluna pesguisadora,

em uma sala disponibilizada pelas instituicbes co-participantes, apos a coleta das amostras de sangue. Um
volume de aproximadamente 3mL de saliva por individuo sera colhido. centrifugadas a 12400 x g a 4°C
durante 15 minutos e distribuido em aliguotas, sendo conservados a -20°C. No momento da realizagdo dos
testes imunologicos, as amostras de saliva serdo descongeladas lentamente. As amostras serdo utilizadas
para pesguisa de anticorpos das classes IgA e IgG anti-Strongyloides e de imunocomplexo IgG.

48 Exames Imunologicos

48.1 Teste ELISA IgG e IgA em amostras de soro e de saliva

Areagao sera realizada conforme Feliciano et al., 2010. Microplacas de poliestireno serdo sensibilizadas
com extrato salino detergente (D) na concentragdo de 5 pg/ml em tampao carbonato-bicarbonato (0,06M, pH
8,6) e incubadas overnight a 4°C em volume final de 50 pL por pogo. A seguir serdo lavadas por trés ciclos
de cinco minutos com PBS contendo 0.05% tween 20 (PBS-T) e blogueadas com PBS-T acrescido de 3%
de leite desnatado por 45 minutos a 37°C. Posteriormente, as amostras de soro serdo diluidas a 1:100 em
PBS-T para detecgdo de IgG e 1:20 para detecgao de IgA; as amostras de saliva sergo diluidas a2 1:2 em

PBS-T para detecg@o de IgG e IgA. As amostras serdo incubadas por 45 minutos a 37°C. Apos a lavagem,

os conjugados anti-igG e anti-igA humana marcado com peroxidase serdo adicionados, na diluicdo ideal. A
reacao sera revelada pela adigdo do substrato peroxido de hidrogénio (H202) e do cromogeno orto-
fenilenodiamina (OPD) por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A reacgdo sera
interrompida adicionando-se 25 pL de acico sulfirico (H2S04 2N). A densidade otica (DO) sera determinada
em leitor de ELISA em comprimento de onda de 482 nm. Os resultados serdo expressos como indice ELISA
(IE). de acordo com a formula: IE = DO amostra/cut off, onde cut off sera estabelecido como a média de DO
de 15 controles negativos de amostras de soro ou saliva
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acrescidas de dois desvios padroes. Estas amostras serdo obtidas de individuos sadios para testes
parasitologicos e pesquisa de IgG e IgA anti-Strongyloides negativos. As amostras serdo consideradas
positivas guando IE>1.

4.9.3 Teste ELISA para deteccao de imunocomplexos IgG circulantes em amostras de soro e de saliva
Placas de microtitulag@o serao sensibilizadas com 50 pL/pogo de IgG anti-larva de S. venezuelensis na
concentragdo de 40 pg/mL em tampao carbonato-bicarbonato 0,06 M, pH 8.6 por 18 horas a 4°C. Apos
incubagao as placas serdo lavadas 3 vezes em PBS-T por 5 minutos cada lavagem. A seguir serdo
adicionados 50 plL/pogo de soro, no titulo ideal. As amostras de saliva serdo utilizadas sem diluigdo.
Amostras de soro e saliva positivas e negativas para IgG anti — S. venezuelensis serdo utilizadas como
amostras de referéncia. As placas serdo incubadas por 45 minutos a 37°C. |avadas como descrito
anteriormente e incubadas com 50 pL/pogo do conjugado anti-lIgG humano marcado com peroxidase. no
titulo ideal.. Apos incubar por 45 minutos a 37°C, as placas serdo lavadas 3 vezes em PBS-T por 5 minutos
reveladas pelo substrato H202 e cromégeno o-fenilenodiamina. O cut-off sera calculado como a2 média da
DOu- dos 15 controles negativos. acrescido de dois desvios padrao. para cada diluigdo (BASSI et al., 1891).
A reatividade dos soros sera expressa em indice |E a as amostras serdo consideradas positivas guanto IE >
1.

Critério de Inclusao:

Para compor o estudo serao utilizados os seguintes critérios de inclusgo: pacientes com diagnostico de
alcoolismo, de acordo com os resultados obtidos nos guestionarios de rastreamento de abuso de alcool cut-
down, annoyed by criticism, guilty, eye-openner - CAGE (EWING, 1984) e Alcohol Use Diserdor
Identifications Test - AUDIT (BABOR et al., 2001), gue realizam acompanhamento no CAPS-ad: maiores de
18 anos; sexo masculino, e gue concordarem em participar deste estudo através da assinatura no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Estes guestionarios de rastreamento também serdo utilizados
para afastar abuso de alcool entre os pacientes do grupo controle

Critério de Exclusao:

Nao serdo incluidos pacientes gue se recusarem a participar do estudo; pacientes com gualguer alteragado
mental gue prejudigue sua tomada de decisao, pacientes com doenga cronica debilitante e agueles em uso
de medicamentos imunossupressores.
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Objetivo da Pesquisa:

CBJETIVOS

- Realizar o diagnostico parasitologico em amostras de fezes em grupo de pacientes etilistas e grupo de
pacientes nao-etilistas.

- Realizar a deteccao de anticorpos e imunocomplexos circulantes em amostras de soro e de saliva em
grupo de pacientes etilistas e grupo de pacientes n2o-etilistas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Segundo os pesqguisadores

Riscos:

A pesguisa apenas sera iniciada apés aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Este trabalho oferece risco fisico minimo aos sujeitos da
pesguisa, uma vez gue, a pungao venosa para coleta de amostra de sangue pode causar dor no local,
hematoma, ou desconforto, como tontura. Se ocorrer alguma situagdo gue necessite de cuidados, o
paciente serd encaminhado, imediatamente para atendimento médico especializado. Cabe ressaltar gue a
coleta da amostra de sangue sera realizada por profissional capacitado, em veia periférica com material
esterilizado e descartavel observando os principios técnicos de assepsia. minimizando os riscos fisicos.
A entrevista ndo oferece danos e a equipe executora se compromete com o sigilo absoluto sobre a
identidade do sujeito da pesguisa.

Beneficios:

Os resultados deste trabalho poderdo beneficiar os sujeitos da pesqguisa direta e indiretamente. uma vez
gue, espera-se gue o uso de novos métodos diagnoésticos associado a diferentes tipos de amostras
biologicas possam ser Uteis para o diagnostico da estrongiloidiase e para o seu controle, prevengao e
tratamento em pacientes imunodeprimidos, uma vez gue. guando a estrongiloidiase ndo € devicamente
tratada pode ocorrer o processo de disseminagao ou hiperinfecgao

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesguisa apresenta relevancia cientifica.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Os pesquisadores apresentaram os termos obrigatorios de forma adeguada.

Recomendagoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Os pesquisadores apresentaram as devidas justificativas do parecer 775.682, datado em 02 de setembro de
2014,

A emenda foi aprovada.

De acordo com as atribuigbes definidas na Resolugdo CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovacao da
emenda ao protocolo de pesguisa proposto.

A emenda ao protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesguisa com seres humanos,
nos limites da redagdo e da metodologia apresentadas.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatorio Final ao CEP/UFU: novembro de 2016

0BS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a segundo 2 Resolugdo 466/12, o pesquisador devera arguivar por 5 anos o relatério da pesguisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera. por escolha aleatéria. visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e documentagao
pertinente ao projeto.

c- a aprovagao do protocolo de pesqguisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolugdo
CNS 466/12, ngo implicando na gualidade cientifica do mesmo.

Orientagdes ao pesguisador :
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» O sujeito da pesguisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualguer fase ca pesquisa, sem penalizag@o alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 ) e
deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.
» O pesguisador deve desenvolver a pesguisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP gue o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito participante ou
guando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesguisa gue regueiram acao
imediata.

» O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes gue alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 466/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo gue tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ac CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

» Eventuais modificagcbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou |l apresentados anteriormente 28 ANVISA, o pesguisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
tem lll.2.e).

UBERLANDIA, 22 de Outubro de 2014

Assinado por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)
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Titulo da Pesquisa: Deteccdo de anticorpos e imunocomplexos em amostras de soro e de saliva no
diagnostico da estrongiloidiase em alcoolistas

Pesquisador: Luiz Carlos Margues de Oliveira

Area Tematica:
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 874.357
Data da Relatoria: 15/01/2015

Apresentagao do Projeto:

Conforme apresenta a emenda: A estrongiloidiase causada pelo nematodeo Strongyloides stercoralis € uma
parasitose humana negligenciada e uma das infecgbes parasitarias mais prevalentes em humanos. O
consumo de alcool pode afetar o sistema imunitario ao nivel da resposta inata ou respostas imunes
adguiridas. A associacao entre abuso de etanol e infecgcao pelo Strongyloides tem sido relatada na literatura.
O alcoolismo crénico pode favorecer a infeccdo de S.stercoralis provavelmente por comprometer o sistema
imunolégico do hospedeiro. aumentando a sobrevivéncia do parasito no duodeno e/ou aumentando a
eliminagao de larvas nas fezes,possibilitando, portanto. maior chance de um exame de fezes positivo e a
autoinfecgao. A infecgdo ou sobrevivéncia do parasito ou eliminagdo larval aumentada é favorecida mesmo
na auséncia de cirrose do figado. A desregulagdo imune pode ser considerada como © principal fator gue
favorece a sobrevivéncia do parasito e a autoinfecgdo. Diante disso, o estudo da estrongiloidiase torna-se
cada vez mais importante devido ao aumento de individuos imunossuprimidos na populagdo geral. Desta
forma. a detecgdo precoce previne o desenvolvimento das sindromes clinicas de hiperinfecgdo e
disseminagao. O consumo agudo ou cronico de alcool podem afetar o sistema imunitario a nivel de resposta
inata ou respostas imunes adquiridas, desta forma. a associagdo entre a exposigdo ao alcool e o risco de
desenvolver uma doenga relacionada ao alcool é
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multifatorial e ha uma consideravel variagdo individual do risco. Assim, a variabilidade de métodos
diagnosticos com alta sensibilidade associada a diferentes tipos de amostras biologicas. como fezes, soro e
saliva, podem garantir resultados confiaveis e ser Uteis para estudos soroepidemiologicos, assim como para
o controle, prevencao e tratamento da estrongiloidiase. principalmente em pacientes imunodeprimidos.

Metodologia: Serao realizadas coletas de amostras pareadas de fezes,sangue e saliva, apos a obtengao do
TCLE de cada paciente. Todo o material biolégico sera enviado para o Laboratorio de Diagnostico de
Parasitoses, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de Uberlandia (UFU), onde serdo
realizados os exames laboratoriais. O recipientes para coleta de amostras de fezes serdo devidamente
codificados e disponibilizados para os pacientes, os quais ser2o orientados a coletar sete amostras de fezes
em dias alternados, estas amostras deverao ser deixadas no CAPS-ad ou no ambulatério onde os pacientes
estardo em atendimento e serdo recolhidas pela pesguisadora. Caso o paciente ndo comparega ao retorno,
as amostras serdo recolhidas através de busca ativa pela aluna pesquisadora, pois deverdo ser analisadas
no maximo em 6 horas apos a coleta. Ressaltamos que os pacientes ndo terdo gastos com transporte.Sera
realizada coleta de uma amostra de sangue por profissional capacitado com material estéril, através de
venopuncao periférica (5 ml de sangue. para obtermos amostra satisfatoria de soro para analise de
anticorpos), apos sera coletado as amostras de saliva. Métodos parasitologicos: Método de Hoffmann, Pons
e Janer (1934): 2 gramas de fezes serdo colocadas em um “becker” com cerca de 5 ml de agua e triturados,
sera acrescentado 20 ml de agua, filtrando a suspensao resultante para um calice conico de 200 ml,os
residuos contidos na gaze serdo lavados com 20 ml de agua, sendo o liquido da lavagem recolhido no
mesmo calice e completado com agua para 200 ml. Esta suspensdo de fezes permanecera em repouso
durante 24 horas e posteriormente seréd examinado em microscopio 6ptico. Método de Cultura em placa de
Agar: 2g de fezes serdo semeadas em placa de 4gar que deverao ser tampadas e lacradas com fita adesiva
e permanecerdo por 2 dias a temperatura de 24 a 33°C. Apos este periodo as placas serdo examinadas em
lupa e o sedimento devera ser examinado em microscopio optico.

Coleta das amostras de saliva As amostras de saliva total serdo obtidas a temperatura ambiente com auxilio
de um pedaco de algodao limpo. Antes do procedimento, sera realizada a higienizac@o da cavidade oral
om agua, posteriormente sera colocado algodao para absorgao de saliva. O procedimento sera realizado
pela aluna pesguisadora, em uma sala disponibilizada pelas instituicdes co-participantes. apos a coleta das
amostras de sangue. Um volume de
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aproximadamente 3mL de saliva por individuo sera colhido, centrifugadas a 12400 x g a 4°C durante 15
minutos e distribuido em aliguotas, sendo conservados a -20°C. No momento da realizagdo dos testes
imunologicos. as amostras de saliva serdo descongeladas lentamente. As amostras serao utilizadas para
pescuisa de anticorpos das classes IgA e IgG anti-Strongyloides e de imunocomplexo IgG.

Exames Imunologicos

Teste ELISA IgG e IgA em amostras de soro e de saliva A reagao sera realizada conforme Feliciano et al..
2010. Microplacas de poliestireno ser@o sensibilizadas com extrato salino detergente (D) na concentracdo
de 5 pg/ml em tampa&o carbonato-bicarbonato (0.06M, pH 8.6) e incubadas overnight a 4°C em volume final
de 50 pL por pogo. A seguir serdo lavadas por trés ciclos de cinco minutos com PBS contendo 0,05% tween
20 (PBS-T) e blogueadas com PBS-T acrescido de 3% de leite desnatado por 45 minutos a 37°C.
Posteriormente, as amostras de soro serao diluidas a 1:100 em PBS-T para deteccéo de IgG e 1:20 para
detecgdo de IgA: as amostras de saliva serdo diluidas a 1:2 em PBS-T para detecgao de IgG e IgA. As
amostras serdo incubadas por 45 minutos a 37°C. Apods a lavagem, os conjugados anti-IgG e anti-igA
humana marcado com peroxidase serdo adicionados, na diluicdo ideal. A reacdo sera revelada pela adigao
do substrato peroxido de hidrogénio (H202) e do cromogeno ortofenilenodiamina (OPD) por 15 minutos a
temperatura ambiente e ac abrigo da luz. A reacao sera interrompida adicionando-se 25 pL ce acido
sulfurico (H2S04 2N). A densidade otica (DO) sera determinada em leitor de ELISA em comprimento de
onda de 482 nm. Os resultados serdo expressos como indice ELISA (IE), de acordo com a formula: IE = DO
amostra/cut off, onde cut off sera estabelecido como a média de DO de 15 controles negativos de amostras
de soro ou saliva acrescidas de dois desvios padres. Estas amostras serdo obtidas de individuos sadios
para testes parasitologicos e pesguisa de IgG e IgA anti-Strongyloides negativos. As amostras serdo
consideradas positivas guando IE>1.

Teste ELISA para detecgao de imunocomplexos {gG circulantes em amostras de soro e de saliva Placas de
microtitulag@o serdo sensibilizadas com 50 plL/pogo de IgG anti-larva de S. venezuelensis na concentragao
de 40 pg/mL em tampao carbonato-bicarbonato 0.06 M, pH 8,6 por 18 horas a 4°C. Apos incubagdo as
placas serdo lavadas 3 vezes em PBS-T por 5 minutos cada lavagem. A seguir serdo adicionados 50
WL/pogo de soro. no titulo ideal. As amostras de saliva serdo utilizadas sem diluicdo. Amostras de soro e
saliva positivas e negativas para IgG anti — S. venezuelensis serdo utilizadas como amostras de referéncia.
As placas serao incubadas por 45
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minutos a 37°C, lavadas como descrito anteriormente e incubadas com 50 pL/pogo do conjugado anti-IgG

humano marcado com peroxidase, no titulo ideal.. Apos incubar por 45 minutos a 37°C, as placas serao
lavadas 3 vezes em PBS-T por 5 minutos reveladas pelo substrato H202 e cromoégeno o-fenilenodiamina. O

cut-off sera calculado como a média da DOu- dos 15 controles negativos, acrescido de dois desvios padrao.

para cada diluigdo (BASSI et al., 1991). A reatividade dos soros sera expressa em indice |E a as amostras
serdo consideradas positivas guanto IE >1.

Critério de Inclusdo: Para compor o estudo serao utilizados os seguintes critérios de inclusdo: pacientes com
diagnostico de alcoolismo, de acordo com os resultados obtidos nos questionarios de rastreamento de
abuso de alcool cutdown, annoyed by criticism, guilty, eye-openner - CAGE (EWING, 1984) e Alcohol Use

Diserdor Identifications Test - AUDIT (BABOR et al., 2001), gue realizam acompanhamento no CAPS-ad;

maiores de 18 anos: sexo masculino. e gue concordarem em participar deste estudo através da assinatura
no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Estes questionarios de rastreamento também
serdo utilizados para afastar abuso de alcool entre os pacientes do grupo controle Critério de Exclusdo: Nao
serao incluldos pacientes gue se recusarem a participar do estudo: pacientes com gualguer alteragdo mental
que prejudigue sua tomada de decisgo, pacientes com doenga cronica debilitante e agueles em uso de
medicamentos imunossupressores.

Objetivo da Pesquisa:

CBJETIVOS:

- Realizar o diagnostico parasitolégico em amostras de fezes em grupo de pacientes etilistas e grupo de
pacientes nao-etilistas.

- Realizar a detecgao de anticorpos e imunocomplexos circulantes em amostras de soro e de saliva em
grupo de pacientes etilistas e grupo de pacientes nao-etilistas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesguisadores

Riscos: A pesquisa apenas seréa iniciada apos aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal ce Uberlandia (UFU). Este trabalho oferece risco fisico minimo aos
sujeitos da pesquisa. uma vez gue, a pungao venosa para coleta de amostra de sangue pode
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causar dor no local,hematoma, ou desconforto, como tontura. Se ocorrer alguma situagdo que necessite de
cuidados, o paciente sera encaminhado, imediatamente para atendimento médico especializado. Cabe
ressaltar que a coleta da amostra de sangue sera realizada por profissional capacitado, em veia periférica
com material esterilizado e descartavel observando os principios técnicos de assepsia. minimizando os
riscos fisicos.

A entrevista n2o oferece danos e a eguipe executora se compromete com o sigilo absoluto sobre a
identidade do sujeito da pesguisa.

Beneficios: Os resultados deste trabalho poderdo beneficiar os sujeitos da pesguisa direta e indiretamente,
uma vez gue, espera-se Que o uso de novos métodos diagnosticos associado a diferentes tipos de amostras
biolégicas possam ser Uteis para o diagnostico da estrongiloidiase e para o seu controle, prevengao e
tratamento em pacientes imunodeprimidos, uma vez gue, quando a estrongiloidiase ndo & devidamente
tratada pode ocorrer o processo de disseminag@o ou hiperinfecgao.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesguisa apresenta relevancia cientifica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os pesquisadores apresentaram uma emenda justificando a participagcao de voluntarios oriundos de outro
centro de atendimento. conforme descrito no texto abaixo:

"Devido ao numero de pacientes menor gue a amostra minima necessaria, que aceitaram participar da
pesguisa no ambulatério de trauma e ortopedia e CAPS-ad - UFU. e visando atingir o nimero previsto de
pacientes para compor a amostra do estudo, solicitamos aprovagado para inserir no projeto acima citado
grupo de pacientes etilistas atendidos no CAPS-ad da Secretaria Municipal de Saude de Uberlandia e nao
etilistas atendidos na Unidade de Atengao Priméria a Satde — UAPS Custodio Pereira; UAPS Dona Zulmira;
Unidade de Atengdo Priméria @ Saude da Familia- UAPSF Ipanema; UAPSF Mansour— Uberlandia/MG.
Ressaltamos gue havera apenas alteracdo no item referente a caracterizag@o da amostra, no qual sera
acrescentado pacientes do CAPS-ad da Secretaria Municipal de Salde de Uberlandia e pacientes das
UAPS e UAPSF."

Recomendagoes:
Nao ha.
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
As pendéncias apontadas no parecer 840.852 foram atendidas.

De acordo com as atribuigbes definidas na Resolugdo CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovagao da
emenda do protocolo de pesguisa proposto.

A emenda do protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos,
nos limites da redacdo e da metodologia apresentadas.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

0BS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra gque:

a segundo a Resolugdo 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesguisa.

b- podera. por escolha aleatoria. visitar o pesguisador para conferéncia do relatério e documentagao
pertinente ao projeto.

c- a aprovacao do protocolo de pesqguisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolugao
CNS 466/12, ndo implicando na gualidade cientifica do mesmo.

Orientacdes ao pesguisador :

+» O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesguisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 ) e
deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.
» O pesquisador deve cesenvolver a pesguisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apbs analise das razdes da descontinuidade pelo CEP gue o
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aprovou (Res. CNS 466/12). aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto
ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da
pesguisa gue regueiram acao imediata.

» O CEP ceve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes gue alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 466/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adeguadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo gue tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

» Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta. identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou !l apresentados anteriormente @ ANVISA, o pesqguisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma. junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/87,
item 11l.2.e).

UBERLANDIA, 05 de Margo de 2015

Assinado por:

Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)
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ANEXO C
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa intitulada DETECCAO DE
ANTICORPOS E IMUNOCOMPLEXOS EM AMOSTRAS DE SORO E DE SALIVA NO
DIAGNOSTICO DA ESTRONGILOIDIASE EM ALCCOLISTAS, sob a responsabilidade
dos pesquisadores Prof. Dr. Luiz Carlos Marques de Oliveira; Prof’Dr® Julia Maria Costa-
Cruz; Dr* Ana Lucia Ribeiro Gongalves; Marcelo Arantes Levenhagen; Alana Arantes Santos
Gongalves. Nesta pesquisa nos estamos buscando realizar o diagnostico parasitologico em
amostras de fezes em grupo de pacientes etilistas e grupo de pacientes ndo-etilistas, como
também, realizar a detec¢do de anticorpos e imunocomplexos circulantes em amostras de soro
e de saliva destes mesmos pacientes.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pela aluna pesquisadora Alana
Arantes Santos Gongalves no Centro de Assisténcia Psicossocial Alcool e outras Drogas
(CAPS-ad); no ambulatério de trauma e ortopedia da UFU; na UAPS e UAPSF. Na sua
participagdo o senhor sera submetido a coleta de exames laboratoriais de fezes, sangue e
saliva, como também, respondera a trés questionarios. Os recipientes para coleta de amostras
de fezes serdo entregue ao senhor que devera coletar sete amostras de fezes dia sim e dia néo,
estas amostras deverdo ser armazenadas nestes recipientes e, posteriormente, as amostras
deverdo ser deixadas no CAPS-ad, no ambulatorio, na UAPS ou na UAPSF onde o senhor
estara em atendimento e serdo recolhidas pela pesquisadora. Caso o0 senhor ndo comparega ao
retorno, as amostras serdo recolhidas através de busca ativa pela aluna pesquisadora, pois
deverdo ser analisadas no méaximo em 6 horas apés a coleta. Ressaltamos que o senhor nao
tera gastos com transporte.

A amostra de sangue sera coletada por profissional capacitado, na sala disponibilizada
para coleta no CAPS-ad, pelo ambulatério de trauma e ortopedia da UFU, pela UAPS e pela
UAPSF, com material estéril e descartavel através de venopuncdo periférica (5ml de sangue,
para obtermos amostra satisfatoria de soro para analise dos exames), observando os principios
técnicos de assepsia, minimizando os riscos fisicos. Depois da colela de amostras de sangue,
sera realizada a coleta de amostras de saliva pela aluna pesquisadora que colocara pequenos
pedacos de algoddo na cavidade oral para absorcdo de saliva e rapidamente serdo retirados.
Todo o material serda encaminhado para o Laboratério de Diagnostico de Parasitoses, Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

Em nenhum momento o senhor serd identificado. Os resultados da pesquisa serdo
publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé ndo tera nenhum gasto e ganho financeiro por participar da pesquisa. Este trabalho
oferece risco fisico minimo ao senhor, pois, a puncéo venosa para coleta de amostra de sangue
pode causar dor no local, hematoma, ou desconforto, como tontura. Se ocorrer alguma
situagdo que necessite de cuidados, o senhor serd encaminhado, imediatamente para
atendimento médico especializado. A entrevista ndo oferece danos e a equipe executora se
compromete com o sigilo absoluto sobre a identidade do sujeito da pesquisa.

Os resultados desta pesquisa poderdo beneficiar os sujeitos da pesquisa direta e
indiretamente, uma vez que, espera-se que 0 uso de novos métodos diagnosticos associado a
diferentes tipos de amostras bioldgicas possam ser Uteis para o controle, prevencdo e
tratamento da estrongiloidiase em pacientes imunodeprimidos, uma vez que, quando a
estrongiloidiase ndo é devidamente tratada pode ocorrer o processo de dissemina¢do ou
hiperinfeccdo. Lembrando que apos a analise dos exames laboratoriais serd comunicado ao
senhor o resultado de seu exame e aqueles com resultados positivos serdo devidamente
tratados, sem nenhum custo para o paciente.



114

Vocé € livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum
prejuizo ou coagéo.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com vocé.
Qualquer davida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com Prof. Dr. Luiz
Carlos Marques de Oliveira (orientador da pesquisa) - Av: Para, 1720, Bloco 2H, Campus
Umuarama — Uberlandia MG — 3218-2246 ou Alana Arantes Santos Gongalves (aluna
pesquisadora) — Av: Para, 1720, Bloco 2H, Campus Umuarama — Uberlandia MG — 3218-
2389.

Podera também entrar em contato com o Comité de Etica na pesquisa com seres humanos
— Universidade federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, 2121, bloco A, sala 224,
Campus Santa Monica — Uberlandia — MG, CEP:38408-100; fone: 34-3239-4131.

Uberlandia, de de 20

Prof. Dr. Luiz Carlos Marques de Oliveira Alana Arantes Santos Gongalves

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente
esclarecido.

Participante da pesquisa
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DECLARACAO DA INSTITUICAO CO-PARTICIPANTE

Declaro estar ciente que o Projeto de Pesquisa “DETECCAQ DE
ANTICORPOS E IMUNOCOMPLEXOS EM AMOSTRAS DE SORO NO
DIAGNOSTICO DA ESTRONGILOIDIASE EM ALCCOLISTAS,” sera avaliado por
um Comité de Etica em Pesquisa e concordar com o parecer ético emitido por este CEP,
conhecer e cumprir as Resolugdes Eticas Brasileiras, em especial a Resolugdo CNS
196/96. Esta Instituigdo esta ciente de suas co-responsabilidades como instituigdo co-
participante do presente projeto de pesquisa, ¢ de seu compromisso no resguardo da
seguranga ¢ bem-cstar dos sujeitos de pesquisa nela recrutados, dispondo de infra-

estrutura necessaria para a garantia de tal seguranga e bem-estar.

Autorizo os pesquisadores Prof. Dr. Luiz Carlos Marques de Oliveira; Prof* Dr*
Julia Maria Costa-Cruz; Dr" Ana Lucia Ribeiro Gongalves; Marcelo Arantes
Levenhagen; Alana Arantes Santos Gongalves realizarem a etapa de abordagem dos
pacientes que irdo participar da pesquisa e esclarecimento dos objetivos e das etapas da

pesquisa utilizando-se da infra-estrutura desta Institui¢ao.

SRR 3 e
T 7 3 5 }%9
S’ Maria Abadia Guéﬂge\

Coordenadora

Centro g#z’Assisténcia Psicossocial Alcool e outras drogas

Uberlandia, 1OV 1 Y
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DECLARACAO DA INSTITUICAO CO-PARTICIPANTE

Declaro estar ciente que 0 Projeto de Pesquisa “DETECCAOQ DE ANTICORPOS E
IMUNOCOMPLEXOS EM AMOSTRAS DE SORO NO DIAGNOSTICO DA
ESTRONGILOIDIASE EM ALCCOLISTAS,” ser4 avaliado por um Comité de Etica em
Pesquisa ¢ concordar com o parecer ético emitido por este CEP, conhecer ¢ cumprir as
Resolugdes Eticas Brasileiras, em especial a Resolugdo CNS 196/96. Esta Instituicdo esta
ciente de suas co-responsabilidades como instituicio co-participante do presente projeto de
pesquisa, ¢ de seu compromisso no resguardo da seguranga ¢ bem-estar dos sujeitos de
pesquisa nela recrutados, dispondo de infra-estrutura necessria para a garantia de tal

seguranga ¢ bem-estar.

Autorizo os pesquisadores Prof. Dr. Luiz Carlos Marques de Oliveira; Prof* Dr* Julia
Maria Costa-Cruz; Dr* Ana Lucia Ribeiro Gongalves; Marcelo Arantes Levenhagen: Alana
Arantes Santos Gongalves realizarem a etapa de abordagem dos pacientes que irdo participar
da pesquisa ¢ esclarecimento dos objetivos e das etapas da pesquisa utilizando-se da infra-

estrutura desta Institui¢do.

Hospital de Clinicas de Uberlandia
Prof. Oriando César Mantese
irator de Egsing 2 Pesquisa
CRM-! PESISHITHE8-04

Prof. Dr. Orlando Cesar Mantese
Diretor de Ensino ¢ Pesquisa

Hospital de Clinicas de Uberlandia/UFU

Uberlandia, 06 / 04 / Joiy
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ANEXO F
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DECLARACAO DA INSTITUICAO CO-PARTICIPANTE

Declaro estar ciente que o Projeto de Pesquisa “DETECCAO DE ANTICORPOS E
IMUNOCOMPLEXOS EM AMOSTRAS DE SORO NO DIAGNOSTICO DA
ESTRONGILOIDIASE EM ALCCOLISTAS.” ser4 avaliado por um Comité de Etica em
Pesquisa ¢ concordar com o parecer ético emitido por este CEP, conhecer ¢ cumprir as
Resolugdes Eticas Brasileiras, em especial a Resolugio CNS 196/96. Esta Instituicdo esta
ciente de suas co-responsabilidades como institui¢do co-participante do presente projeto de
pesquisa, e de seu compromisso no resguardo da seguranga e bem-estar dos sujcitos de
pesquisa nela recrutados, dispondo de infra-estrutura necessaria para a garantia de tal

seguranga ¢ bem-estar,

Autorizo os pesquisadores Prof. Dr. Luiz Carlos Marques de Oliveira; Prof* Dr* Julia
Maria Costa-Cruz; Dr" Ana Lucia Ribeiro Gongalves; Marcelo Arantes Levenhagen; Alana
Arantes Santos Gongalves realizarem a etapa de analise dos exames laboratoriais utilizando-se

da infra-estrutura desta Institui¢ao.

Instituto de Ciéncias Biomédicas — UFU

Uberlandia, Ob 102 1 20i%
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ANEXO G

DIRETORIA DE PREFEITURA DE m
GESTAO DE PESSOAS | smmsimncece UBERLANDIA

E EDUCAGAQ EM SAUDE UDE POR UMA CIDADE EDUCADORA

DECLARACAO DA INSTITUICAO CO-PARTICIPANTE

Declaro estm- ciente que o Projeto de Pesquisa “Detecclio de anticorpos e

em stras de soro e de saliva no diagndéstico da estrongiloidiase
em alcoolistas” sera avaliado por um Comité de Etica em Pesquxsa ¢ concordar com o
parecer ético emitido por este CEP, conhecer e cumprir as Resolugdes Eficas
Brasileiras, em especial a leuqao CNS 466/12. Esta Instituigiio esta ciente de suas
co bilidades como instituigfio co-particiy do p: projeto de pesquisa, ¢
de seu compromisso no resguardo da seguranga ¢ bcm-ﬁmr dos sujeitos de pesquisa
nela recrutados, dispondo de infra-estrutura necesséria para a garantia de tal seguranca ¢
bem-estar.

Autorizo os pesquisadores Prof. Dr. Luiz Carlos Marques de Oliveira; Profa Dra
Julia Maria Costa-Cruz; Dra Ana Lucia Ribeiro Gongalves; Marcelo Arantes
Levenhagen; Alana Arnntes Santos Gonq-lves realizarem as etapas de: abordagem
dos paclemm que irdio participar da p esclareci dos objetivos e das etapas
da pesquisa; coleta das amostras pnra a pesquisa utilizando-se da infra-estrutura desta
Institui¢do.

¥
a“’
Maria Term ‘\0
Coordenadora do Programa de A
Secretaria Municipal de Satde de - MG

Uberléndia, 21/11/2014
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ANEXOH
GESTAO DEPESS0AS | =wewee | UBERLANDI
E EDUCAGAO EM SAUDE SAUDE POR UMA CIDADE EDUCADORA

DECLARACAO DA INSTITUICAO CO-PARTICIPANTE

Declaro estar ciente que o Projeto de Pesquisa “Detecgiio de anticorpos e
imunocomplexos em amostras de soro e de saliva no diagnéstico da estrongiloidiase
em alcoolistas” scra avaliado por um Comité de Etica em Pesquisa e concordar com o
parccer ético emitido por este CEP, conhecer e cumprir as ResolugSes Eticas
Brasileiras, em especial a Resoluglio CNS 466/12. Esta Instituiclo esté ciente de suas
co-responsabilidades como instituigio co-participante do presente projeto de pesquisa, e
de sen compromisso no resguardo da seguranca ¢ bem-estar dos sujeitos de pesquisa
nela recrutados, dispondo de infra-estrutura necesséria para a garantia de tal seguranga e
bem-estar,

Autorizo os pesquisadores Prof. Dr. Luiz Carlos Marques de Oliveira; Profa Dra
Julia Maria Costa-Cruz; Dra Ana Lucia Ribeiro Gongalves; Marcelo Arantes
Levenhagen; Alana Arantes Santos Gongalves realizarem as etapas de: abordagem
dos pacientes que irdio participar da pesquisa; esclarecimento dos objetivos e das etapas
da pesquisa; coleta das amostras para a pesquisa utilizando-se da infra-estrutura desta
Instituigdo.

G o
\
2 .4 &?\ﬂf \’
j_va\%::"
Elisa Toffoli
Coordenadora da Atengio¥Wnmaria a Satide
Secretaria Municipal de Satde de Uberléndia - MG

Uberlandie, 15 /(.2 /14 .
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ANEXO |
QUESTIONARIO CAGE ( cut down, annoyed by criticism, guilty, eye-openner)

1- Alguma vez o (a) senhor(a) sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida alcodlica
ou de parar de beber?
() Sim () Néo

1- As pessoas 0 (a) aborrecem porque criticam o seu modo de tomar bebida alcodlica?
() Sim () Néo

3- O (A) senhor(a) se sente chateado(a) consigo(a) mesmo(a) pela maneira como costuma
tomar bebida alcoolica?
() Sim () Néo

4- Costuma tomar bebidas alcodlicas pela manha para diminuir o0 nervosismo ou ressaca?
() Sim () Néo
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ANEXO J

QUESTIONARIO AUDIT (Alcohol Use Diserdor Identifications Test)
Nas questdes abaixo, marque com um “X” abaixo de sua resposta

Obs: 1 dose= 150 ml de vinho; 350 ml de cerveja (1 lata); 40 ml de destilados (wisky, vodka,
pinga)

2- Com que frequéncia vocé consome bebidas alcodlicas?
(0) Nunca (Ir para as questdes 9-10)
(1) Uma vez pormés ou menos
(2) 2 a 4 vezes por més
(3) 2 a 3 vezes por semana
(4) 4 ou mais vezes por semana

2- Quantas doses de alcool vocé consome num dia normal?
(0)0oul
(1)20u3
(2)40ub
(3)6o0u7
(4) 8 ou mais

3- Com que frequéncia vocé consome cinco ou mais doses em uma unica ocasido?
(0) Nunca
(1) Menos que uma vez por més
(2) Uma vez por més
(3) Uma vez por semana
(4) Quase todos os dias
Passar as perguntas 9 e 10 se a pontuacdo total para as perguntas 2 e 3 for igual a zero.

4- Quantas vezes ao longo dos Ultimos doze meses vocé achou que ndo conseguiria p arar de
beber uma vez tendo comegado?

(0) Nunca

(1) Menos que uma vez por més

(2) Uma vez por més

(3) Uma vez por semana

(4) Quase todos os dias

5- Quantas vezes ao longo dos ultimos doze meses vocé ndo conseguiu fazer o que era
esperado de vocé por causa do alcool?

(0) Nunca

(1) Menos que uma vez por més

(2) Uma vez por més

(3) Uma vez por semana

(4) Quase todos os dias

6- Quantas vezes ao longo dos ultimos doze meses vocé precisou beber pela manha para
poder se sentir bem ao longo do dia apos ter bebido bastante no dia anterior?
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(0) Nunca

(1) Menos que uma vez por més
(2) Uma vez por més

(3) Uma vez por semana

(4) Quase todos os dias

7- Quantas vezes ao longo dos Ultimos doze meses vocé se sentiu culpado ou com remorso
apos ter bebido?

(0) Nunca

(1) Menos que uma vez por més

(2) Uma vez por més

(3) Uma vez por semana

(4) Quase todos os dias

8- Quantas vezes ao longo dos ultimos doze meses vocé foi incapaz de lembrar o que
aconteceu devido a bebida?

(0) Nunca

(1) Menos que uma vez por més

(2) Uma vez por més

(3) Uma vez por semana

(4) Quase todos os dias

9- Vocé ja causou ferimentos ou prejuizos a vVocé mesmo ou a outra pessoa apos ter bebido?
(0) N&o

(2) Sim, mas ndo no ultimo ano

(4) Sim, durante o Gltimo ano

10- Alguém ou algum parente, amigo ou médico ja se preocupou com o fato de vocé beber ou
sugeriu que vocé parasse?

(0) N&o

(2) Sim, mas ndo no ultimo ano

(4) Sim, durante o Gltimo ano



