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1. INTRODUCAO

As infecges parasitarias constituem um sério problema de saide publica nos paises
em desenvolvimento. A estrongiloidiase ¢ uma infegdo intestinal causada pelo nematddeo
Strongyloides stercoralis com distribuigio mundial, sendo mais prevalente nas dreas tropicais
e subtropicais (COSTA-CRUZ, 2000; DADA-ADEGBOLA; BAKARE, 2004; FERREIRA,
2003; REY, 2001; SANCHEZ, et al, 2001; UPARANUKRAW; PHONGSRI; MORAKOTE,
1999)'.

Clinicamente, a estrongiloidiase pode persistir por varios anos no hospedeiro humano,
usualmente ndo detectada, pelo comportamento assintomatico. Em areas endémicas, o curso
prolongado da infecgo resulta em elevada carga parasitaria podendo determinar a ocorréncia
da sindrome de hiperinfec¢do sendo que em circunstincias especiais, principalmente, nos
casos de imunodepressdo, pode ocorrer disseminagio da infecgdo com a invasdo de diferentes
o6rgios pelas larvas do parasito. Esta entidade constitui um importante problema médico com
elevada mortalidade e requer diagnostico precoce e tratamento agressivo (COSTA-CRUZ,
2000; GROVE, 1996; OLMOS et al., 2004; RAHIM et al., 2005; SAFDAR et al., 2004;
SIDDIQUI; BERK, 2001).

O género Strongyloides apresenta 52 espécies, mas somente duas delas foram descritas
como infectantes para o homem: S, stercoralis e S. fuelleborni. O parasito S. stercoralis pode
infectar além do homem, cies, gatos e macacos enquanto que S. fuelleborni parasita macacos
e quase todos os casos de infeccdo em humanos foram registrados na Africa e na Asia. O
nematédeo S. stercoralis foi descoberto pelo médico Louis A. Normand e descrito pela
primeira vez em 1876 por Arthur Bavay nas fezes de soldados franceses retornando da

Indochina com diarréia grave (COSTA-CRUZ, 2000; MAHMOUD, 1996; REY, 2001).
d




O parasito S. stercoralis apresenta seis formas evolutivas: fémea partenogenética
parasita, fémea de vida livre ou estercoral, macho de vida livre, ovos, larvas rabditéide (1L.2) e
filaridide (L3). A estrongiloidiase ¢ uma infecg¢o causada pela f€mea partenogenética parasita
que apresenta como habitat normal a parede do intestino delgado encontrando-se merguthada
nas criptas da mucosa duodenal, principalmente nas glandulas de Lieberkiihn, onde realiza a

postura dos ovos (COSTA-CRUZ, 2000; REY, 2001).

As larvas rabditoides sdo eliminadas nas fezes do individuo parasitado e podem seguir
dois ciclos: o direto ou partenogenético e o indireto, sexuado ou de vida livre, ambos
monoxénicos. Isto ocorre devido a constituicdo genética das fémeas partenogenéticas, que sio
tripldides (3n) e podem produzir, simultaneamente, trés tipos de larvas rabditoides (L2): 1)
larvas rabditoides tripldides (3n), que se transformam em larvas filaridides tripldides
infectantes (L3), completando o ciclo direto; 2) larvas rabditéides dipléides (2n), que
originam as fémeas de vida livre; ¢ 3) larvas rabditides hapldides (1n), que evoluem para
macho de vida livre, estas duas tltimas determinando um ciclo indireto. Os ciclos direto e
indireto se completam pela penetraciio ativa das larvas L3 na pele ou mucosa oral, esofagica
ou géastrica do hospedeiro sendo que algumas morrem no local, mas o ciclo continua através
das larvas que atingem a circulagiio venosa e linfitica seguindo para o coragfio e os pulmdes.
As larvas chegam aos capilares pulmonares, onde se transformam em L4, atravessam a
membrana alveolar e, através de migragio pela 4rvore bronquica, chegam a faringe. Podem
ser eliminadas pela expectoragio, que provocam, ou serem deglutidas, atingindo o intestino
delgado, onde se transformam em fémeas partenogenéticas. Os ovos sdo depositados na
mucosa intestinal e as larvas alcangam a luz intestinal. O tempo decorrido desde a penetraggo

da larva filaridide na pele até€ que ela se torne adulta e comece a eliminar ovos larvados € de

! Citagdes de acordo com a NBR-6023/2002 da Associagio Brasileira de Normas ¢ Técnicas. Comissdo de
Estudos de Documentagio, Rio de Janciro.



aproximadamente 15 a 25 dias (COSTA-CRUZ, 2000; FERREIRA, 1991; FERREIRA;

COSTA-CRUZ, 2003; MAHMOUD, 1996; REY, 2001).

A transmissio da estrongiloidiase ocorre na maioria das vezes através da penetragio
de larvas filaridides infectantes (L3) pela pele ou, ocasionalmente, apds a ingestdo de dgua ou
alimentos contaminados com a penetragdo das larvas pelas mucosas, principalmente da boca e
do esdfago. No homem ocorre ainda a auto-infecg@o externa ou exdégena em que as larvas
rabditéides presentes na regido perianal de individuos infectados transformam-se em larvas
filaricides infectantes e ai penetram, completando o ciclo direto e a auto-infec¢do interna ou
endégena em que as larvas rabditéides, ainda na luz intestinal de individuos infectados,
transformam-se em larvas filaridides, que penetram na mucosa intestinal (COSTA-CRUZ,

2000; FERREIRA; COSTA-CRUZ, 2003; MAHMOUD, 1996; REY,, 2001).

A infecgdo priméria pelo parasito S. stercoralis € iniciada pela penetragdo na pele ou
mucosas da larva filariéide infectante. A infecgfio aguda & usualmente assintomadtica. A larva
migrans é a manifestagdo cutinea mais freqiiente sendo uma reagdo alérgica a migragdo da
larva na pele que ocorre principalmente na parede abdominal, nidegas e membros inferiores.
Este quadro pode permanecer por alguns dias ou até por periodos prolongados (FERREIRA,

1991; FERREIRA, 2003; MAHMOUD, 1996).

A estrongiloidiase pulmonar sintomatica decorrente da migragdo pulmonar da larva é
rara. Clinicamente, corresponde & Sindrome de Loffler apresentando-se com tosse, dispnéia,
sibilos, eosinofilia no sangue periférico e infiltrados pulmonares ao Raio X de térax. Apds a
instalagdo do verme adulto no trato intestinal, iniciam-se as queixas de dor abdominal,
nuseas, diarréia, vomitos € sinais de ma absorgdo € perda de peso. Os achados endoscopicos
da estrongiloidiase gastrintestinal incluem edema duodenal com aspecto irregular da mucosa e

ulceragdes (ANDRADE NETO; ASSEF, 1996; FERREIRA, 1991; FERREIRA, 2003;

MAHMOUD, 1996).



A apresentagio clinica mais significante da estrongiloidiase ocorre em pacientes com a
hiperinfecgdo. Devido a invasio maciga dos tecidos pela larva os sinais e sintomas
apresentam-se de forma exacerbada e estdo relacionados aos orgdos acometidos. As
manifestagdes cutineas incluem exantema petequial € purpirico. O envolvimento pulmonar
resulta em tosse, sibilos e hemoptise. Os estudos de imagem pulmonar revelam que a
migragdo da larva é responsavel pela sintomatologia, sendo encontrados infiltrados reticulares
ou nédulos miliares no Rx de térax e Tomografia Computadorizada. Nos casos severos ocorre
broncopneumonia e existe ainda risco de desenvolvimento de cavitagSes e abscessos
pulmonares em associagdo a infecgdes bacterianas. As manifestagdes gastrintestinais podem
incluir além da dor abdominal, anorexia, nduseas, vOmitos, diarréia, sinais de esteatorréia, ma
absor¢do, enteropatia perdedora de proteinas e ileo paralitico. Em decorréncia da
disseminacfo, o envolvimento de outros érgdos, como 0 sistema nervoso central, é comum
nestes pacientes. A larva tem sido identificada no liquor, dura-mater e espagos epidural,
subdural e subaracnéide determinando cefaléia, alteragdo do nivel de consciéncia, convulsdes
focais € coma nos casos extremos (ANDRADE NETO; ASSEF, 1996; BENHUR JUNIOR;
SERUFO; LAMBERTUCCI, 2004; FERREIRA, 1991; KEISER; NUTMAN, 2004;
MAHMOUD, 1996; NAMISATO et al., 2004; SCHAEFFER et al., 2004).

A sindrome de hiperinfecgfio pode, ainda, apresentar como complicagdo a infec¢do
bacteriana que ocorre pela invasio do epitélio intestinal danificado pela flora local. Os
patogenos mais comuns sdo Escherichia coli e Klebsiella sp (ANDRADE NETO; ASSEF,
1996; MAHMOUD, 1996). A eosinofilia é um achado significante da infec¢do humana por S.
stercoralis, entretanto, a sindrome de hiperinfecgdo ocorre principalmente em individuos
imunodeprimidos com pouca ou, nenhuma abilidade, em elaborar uma resposta eosinofilica

(KEISER; NUTMAN, 2004; MAHMOUD, 1996).



Uma vez que a estrongiloidiase é na maioria das vezes assintomdtica e os sintomas
quando presentes sdo inespecificos, podendo ser comuns a outras doengas parasitarias, o
diagnéstico clinico de fato ¢ incerto, sendo necessdrio a utilizagdo de exames complementares

(RAHIM et al., 2005; SIDDIQUI; BERK, 2001; SUDARSHI et al., 2003).

O diagnéstico definitivo & realizado pelo achado do parasito, usualmente nas fezes. A
identificagdo torna-se mais acurada quando os parasitos adultos, assim como os estagios
larvais, sdo avaliados pelo exame morfologico direto, sendo isto raramente possivel (GROVE,
1996), uma vez que, o parasito € encontrado em nimero pequeno na grande maioria das
pessoas e a liberagio larval nas fezes € pequena e irregular. Por isso, o diagndstico
parasitologico convencional da infecgiio pelo S. stercoralis é pouco sensivel e de dificil

realizagio (RAVI et al., 2002; SATO, 1995; SUDARSHI et al., 2003).

Virias técnicas tém sido utilizadas para demonstrar as formas larvarias nas fezes,
incluindo o esfregago fecal direto em solugdio salina, concentragdo formol-éter, método
Baermann-Moraes, método de Rugai, cultura em papel de filtro (Harada-Mori) e cultura em
placa de agar (GROVE, 1996; NEVES, 2000; RUGAL MATTOS; BRISOLA, 1954;

SALAZAR; GUTIERREZ; BERK, 1995; UPARANUKRAW; PHONGSRI; MORAKOTE,

1999).

Os métodos convencionais como o esfregago fecal direto € 0 método de concentragdo
formol-éter possuem baixa sensibilidade para o diagnéstico da estrongiloidiase sendo que o
método de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) mostra uma maior
sensibilidade. Este método baseia-se no hidro e termotropismo das larvas e requer de trés a
sete amostras de fezes para diagndstico dos individuos infectados (ANDRADE NETO;

ASSEF, 1996; UPARANUKRAW; PHONGSRI; MORAKOTE, 1999).

Nos ultimos anos foram desenvolvidas varias técnicas de cultura dos helmintos

baseadas no desenvolvimento do seu ciclo indireto, nas quais uma segunda geragdo com



grande quantidade de larvas ¢ produzida, facilitando o diagnéstico. O método inicialmente
descrito foi o de Harada-Mori, em que as fezes sdo espalhadas em uma tira de papel de filtro e
cultivadas em um tubo contendo pequena quantidade de dgua. As larvas aparecem na dgua
ap6s um periodo de incubagdo de sete a dez dias (NEVES, 2000). Foram descritas outras

variagGes deste método utilizando placas de Petri com agar liquido ou sélido (LIU; WELLER,
1993).

Apesar dos métodos de cultivo terem se mostrado bastante sensiveis em laboratérios
de pesquisa ha dividas sobre a praticidade do seu uso rotineiro devido a sua complexidade,
custo, demora na obten¢do dos resultados e risco de infecgfo pela manipulagdo de larvas

vidveis (ANDRADE NETO; ASSEF, 1996).

Diante das dificuldades dos diversos métodos parasitologicos no diagnostico da
estrongiloidiase, sobretudo pelo carater intermitente de elimina¢do das larvas no individuo
cronicamente infectado (RAVI et al., 2002), os exames sorolégicos para detecgio de
anticorpos contra antigenos especificos de S. stercoralis t€m sido Uteis para o auxilio

diagnéstico desta parasitose (MERCADO et al., 2002; SIDDIQUL; BERK, 2001).

Virios ensaios imunoldgicos tém sido desenvolvidos ao longo dos anos, incluindo
testes intradérmicos com extratos larvais (NEVA et al., 2001; PIRES; DREYER, 1993),
imunofluorescéncia indireta utilizando larvas mortas (MACHADO et al., 2001; COSTA-
CRUZ; MACHADO; CAMPOS, 1998; COSTA-CRUZ et al., 1997; COSTA-CRUZ et al.,
1999; CAMPOS et al., 1988), hemaglutinagdo indireta de particulas de gelatina (SATO et al.,
1991), “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) (BRASIL et al., 1988; COSTA-
CRUZ et al., 1998; COSTA-CRUZ et al., 1999; MACHADO et al., 2003; MERCADO et al.,

2002) e “Western Blotting” (GENTA et al., 1988; LINDO et al., 1994; SILVA et al., 2003).



Uma das principais limitagdes dos testes soroldgicos ¢ a dificuldade em se obter
quantidades suficientes de antigenos que permitam o seu fracionamento e analise,
principalmente a obtengdo de larvas de S. stercoralis (ROSSI et al., 1993; RAVI et al., 2002).
O uso de outras espécies de Strongyloides (COSTA-CRUZ et al., 1997; GROVE; BLAIR,
1981; MACHADO, et al., 2001; MACHADO et al., 2003) ¢ de antigenos recombinantes
(RAVI et al.,, 2002) tém facilitado a resolugdo deste problema. Outra limitagio dos testes
sorologicos ¢ o fendmento da “reatividade cruzada” que se explica pela maior complexidade
antigénica apresentada pelos parasitos em relagiio as bactérias ¢ protozoarios (CAMPOS et
al., 1988; KOOSHA; FESHARAKI; ROKNI, 2004; SIDDIQUI; BERK, 2001).

Ainda na tentativa de facilitar o diagndstico da estrongiloidiase humana tem-se
explorado a utilizagdo de fluidos corporais alternativos, como a saliva (COSTA et al., 2003),
sendo observado que a deteccio de IgA especifica na saliva pela reacio de

imunofluorescéncia indireta pode ser utilizada como auxilio diagnostico.

A prevaléncia global da estrongiloidiase € estimada em 100 milhdes de casos variando
consideravelmente nas diferentes dreas e nas diferentes populagdes sendo pouco estudada no
segmento materno-infantil (MAHMOUD, 1996; FERREIRA, 2003). As gestantes e as
criangas t€m-se mostrado alvos da infecgdo parasitiria com repercussdes significantes
(HEATON et al., 2002). Todavia, trabalhos sobre o parasitismo em gestantes e criangas
menores de dois anos, sobretudo no periodo neonatal sdo escassos (DADA-ADEGBOLA;
BAKARE, 2004; D’ALAURO et al,, 1985; MACEDO; REY, 1997; MACEDO; REY, 2000).
Na América Latina existem alguns relatos sobre a ocorréncia de estrongiloidiase nestes
grupos. Na Argentina a prevaléncia variou de 2% em criangas em idade escolar (BORDA,
1996) a 83,3% em criangas de zero a quatro anos de idade (TARANTO; FILLIPPI; ORIONE,
1993). No Brasil, estudo realizado no Rio de Janeiro mostrou prevaléncia de 4,8% em

gestantes € 9,6% em puérperas (MACEDOQ; REY, 1996). Na cidade de Uberlandia — Minas



Gerais foi encontrado prevaléncia de 2,4% em gestantes (SANTOS et al., 1998) e em criangas
a prevaléncia variou de 3,3% (PAULA et al,, 2000) em menores de 12 anos hospitalizados a

13% (MACHADO; COSTA-CRUZ, 1998) em menores de 7 anos freqiientadores de creches.

Milhdes de mulheres gravidas sdo portadoras de infecgSes intestinais parasitarias
cronicas e nos paises em desenvolvimento até 90% das mulheres podem ser afetadas durante
o ciclo gravidico-puerperal (VILLAR; KLEBANOFF; KESTLER, 1989). A capacidade
reprodutiva humana ¢ raramente afetada, mas em paises com baixos padrdes sécio-
econdmico-culturais a associagio com a desnutricio materna  pode  contribuir
consideravelmente para um prognéstico desfavordvel para a mie e sua crianga. As infec¢des
parasitérias intestinais, incluindo a estrongiloidiase, podem causar retardo de crescimento
intra-uterino, parto prematuro, infecgdo fetal ¢ neonatal (MACEDO; REY, 1996; VILLAR;

KLEBANOFF; KESTLER, 1989).

O sistema imune ndo estd completamente desenvolvido ao nascimento, principalmente
nos recém-nascidos prematuros, sendo esta a principal causa da elevada morbidade e
mortalidade neonatal relacionada as infecgdes (FIELD, 2005; SCHELONKA; INFANTE,
1998; XANTHOU, 1998). No periodo neonatal, os niveis séricos de IgM e IgA sdo muito
reduzidos, a produgdo de anticorpos de classe IgG ¢ ainda deficiente, as vdrias fragdes do
sistema complemento estdo em concentragdes baixas no soro € 0 sistema imune associado as
mucosas é pouco eficaz (ADDERSON et al, 1992; CARVALHO; NUDELMAN,
CARNEIRO-SAMPAIO, 1998; GOLDMAN et al., 1994; HANSON; KOROTKOVA, 2002;
ROGNUM: THRANE; STOLTENBERG, 1992). No aspecto celular, existem numerosas
evidéncias da imaturidade funcional dos fagécitos e linfécitos T ¢ uma baixa produgdo de
citocinas principalmente interferon v e interleucina 6 (GOLDMAN et al., 1994; HANSON;
KOROTKOVA, 2002; WILSON; WESTFALL; JOHNSON, 1986; YACHIE; TAKANO;

OHTA, 1992). Dessa forma, a possibilidade de infecgdo pelo S. stercoralis no periodo



neonatal ou nos primeiros meses de vida constitui um agravo a saide da crianga em um

periodo da vida em que o sistema imunoldgico ¢ ainda incapaz para o desempenho pleno de
suas fungdes.

O aleitamento materno ¢ a pratica mais segura e natural de alimentar as criangas, nos
primeiros seis meses de vida, atendendo a todas as suas necessidades nutricionais e
imunologicas. Varios estudos tém demonstrado que o leite humano pode aumentar os
mecanismos de defesa do recém-nascido contra os diferentes agentes infecciosos por prover
fatores imunolégicos ndo especificos assim como substancias protetoras ndo imunologicas
(CLEARY, 2004; FIELD, 2005; GOLDMAN, 1993; XANTHOU, 1998). As propriedades
anti-infecciosas do colostro € leite maduro devem-se tanto aos componentes solaveis quanto
aos celulares (GOLDMANN et al., 1986; NASCIMENTO; ISSLER, 2003). Os componentes
solitveis especificos s#o as imunoglobulinas da classe IgA, IgM, IgG e IgE. Os componentes
soltveis inespecificos do leite humano incluem lisozima, lactoferrina, fator bifido,
lactoperoxidase, interferon, proteinas do sistema complemento, fator anti-estafilocécico e
outras substéncias imunoreguladoras. Os macréfagos, monocitos, linfécitos T e B, eosinéfilos,
neutrofilos, granulécitos e células epiteliais sio os componentes celulares cuja concentragdo é

alta no colostro e diminui no leite maduro (GOLDMAN et al, 1994; HANSON;

KOROTKOVA, 2002).

As imunoglobulinas do leite humano, quando comparadas as do soro, apresentam
diferengas quantitativas e qualitativas, sendo as concentragdes muito elevadas no colostro.
Constituem a maior parte do conteido protéico desta secregdo, chegando a alcangar mais de
90% no primeiro dia de lactagfio, com declinio acentuado até o terceiro dia (GRASSI;

COSTA; COSTA VAZ, 2001; XANTHOU, 1998).

As moléculas de IgG e IgM do leite humano apresentam estrutura semelhante a do

soro materno sendo, na sua maior parte, dele originadas. O nivel de IgG encontrado no leite
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humano varia de 1 a 4 mg/dl, sendo significativamente menor quando comparado ao nivel
sérico materno. A IgG pode ativar o sistema complemento e participar da citotoxicidade
dependente de anticorpo. Esta imunoglobulina apresenta acfo contra virus, parasitas e toxinas

bacterianas (GRASSI; COSTA; COSTA-VAZ, 2001; XANTHOU, 1998).

A IgM encontra-se em concentragdo inferior a 25mg/dl no leite humano. Existem
davidas quanto ao local de produgdo da IgM, mas algumas evidéncias falam a favor de uma
produgdo pela propria glindula mamdria. Apresenta atividade contra agentes infecciosos e
embora em pequena quantidade, pode ser muito importante na prote¢do inicial dos recém-

nascidos expostos a infecgéo materna (HAMOSH, 2001; WOLD; ADLERBERTH, 2000).

A IgE tem sido detectada no leite humano, nos primeiros cinco a seis dias de lactagéo,
em concentragdes até vinte vezes maiores que as séricas; 0 que pode indicar transporte
seletivo ou produgdo local (GRASSI; COSTA; COSTA-VAZ, 2001; XANTHOU, 1998). Os
anticorpos IgE encontrados no leite humano, ligam-s¢ aos antigenos presentes no ltmen
intestinal, o que resulta em migragio de mediadores inflamatorios e acarreta aumento da
permeabilidade vascular. Assim, facilitam a passagem dos anticorpos IgG do sangue para o
limen intestinal, com inativagdo dos antigenos presentes na mucosa (GRASSI; COSTA;

COSTA-VAZ, 2001; XANTHOU, 1998).

A IgA ¢é a principal imunoglobulina do leite humano, onde se encontra
predominanternente em sua forma dimérica. As duas moléculas de IgA estdo unidas a cadeia J
¢ ao componente secretor ou pega de transporte, formando o complexo dimérico IgA-secretor.
Este resultante ¢ mais estavel ¢ resistente  digestdo péptica. Segundo Wold e Adleberth
(2000), a IgA secretora resiste & degradagdo proteolitica no trato gastrintestinal. A produgo
materna é de aproximadamente 2 a 3 gramas por dia, sendo que o recém-nascido em

aleitamento materno exclusivo recebe 0,5 a 1 grama por dia (GRASSI; COSTA; COSTA-

VAZ, 2001; WOLD; ADLERBERTH, 2000; XANTHOU, 1998).



A nutriz secreta no leite IgA especifica que protege a crianga de patogenos aos quais
tenha se exposto durante toda a vida. A glandula mamaria faz parte de um sistema de tecidos
linféides associados a mucosa (mucosa-associated lymphoid tissue — MALT) que inclui o
intestino, os pulmdes, as glandulas lacrimais, salivares € mamadrias ¢ o trato genital. O
conceito de MALT implica que a imunizagdo de um sitio pode ser efetivamente transferida a
sitios distantes pelo transito de células, especialmente linfocitos. A glandula mamaria pode
agir como uma extensio do tecido linfoide associado a0 intestino (gut-associated lymphoid
tissue — GALT) e do tecido linféide associado aos bronquios (broncho-associated lymphoid
tissue — BALT), conferindo prote¢o contra infecgbes comuns em criangas como diarréias e
doencgas respiratorias agudas (CALVANO, 2002; GOLDMAN et al., 1994; GRASSI;

COSTA; COSTA-VAZ, 2001; XANTHOU, 1998).

A maioria dos microorganismos entra em contato com O recém-nascido através das
mucosas, principalmente, 2 do trato gastrointestinal. A existéncia do “sistema imune
enteromamdrio ¢ broncomamério” confere ao leite uma especificidade de anticorpos contra
microorganismos presentes no ambiente da mée e que também estardo presentes no ambiente
do recém-nascido. E uma especificidade tnica e critica para 0 sistema imune do recém-
nascido que nenhuma férmula alimentar artificial pode substituir (CALVANO, 2002; FIELD,
2005). Tem sido descrita IgA secretora no leite humano conira varios patégenos incluindo
Escherichia coli, Vibrio cholerae, Shigella sp, Salmonella sp, Clostridium difficile, Giardia
Jamblia, Schistosoma mansoni, Campylobacter Sp, rotavirus e poliovirus, entretanto, nfo
existem, até o presentc momento, relatos considerando a presenga de anticorpos especificos
contra S. stercoralis (A\TTALAH et al., 2003; CALVANO, 2002; MIOTTI, et al., 1985;

NASCIMENTO; ISSLER, 2003; NOGUERA-OBENZA et al., 2003; VAN de PERRE, 2003).

SISBI/UFU
219083



2. OBJETIVOS

Detectar anticorpos especificos IgA e 1gG anti-S. stercoralis em amostras pareadas de

soro e leite de puérperas, utilizando-se da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFT).

Detectar anticorpos especificos IgA e IgG anti-S. stercoralis em amostras pareadas de

soro e leite de puérperas, utilizando-se do Teste Imunoenzimatico (ELISA).

Comparar os resultados dos testes imunologicos na detec¢do de anticorpos especificos

IgA e IgG anti- S. stercoralis em amostras de soro e leite de puérperas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal de Uberlandia (ANEXO 1).

3.2. Populagiio estudada

No periodo de outubro 2003 a novembro de 2004 as puérperas internadas no
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC UFU) foram consultadas
previamente sobre a disponibilidade de participar do estudo € as que concordaram assinaram
um termo de consentimento (ANEXO [1). Foram incluidas as mdes clinicamente sadias e
cujos recém-nascidos eram de termo, saudéveis e se encontravam internados em sistema de
Alojamento Conjunto.

As amostras de soro das puérperas foram submetidas ao teste ELISA para detecgiio
de IgG especifica anti-S. stercoralis ¢ g mies que apresentavam sorologia positiva foram
contactadas por telefone ou visita domiciliar para que colhessem 3 amostras de fezes e 1
amostra de leite materno. Foi possivel coletar as amostras de 36 pacientes com sorologia
positiva. Procedeu-se ainda a coleta aleatoria de amostras de 54 puérperas com sorologia
negativa.

Foram entdo analisadas 90 puérperas divididas em dois grupos:
Grupo I — 36 puérperas com IgG especifica anti-S. stercoralis positiva no teste ELISA.

Grupo II - 54 puérperas com 1gG especifica anti-S. stercoralis negativa no teste ELISA.



14

3.3. Amostras de fezes

Foram colhidas trés amostras de fezes em dias consecutivos, de todas as puérperas
estudadas. As fezes foram coletadas em recipiente plastico, sem conservante e mantidas a 4°C
até a coleta da terceira amostra quando o material foi homogeneizado e processado para
analise. O diagnostico parasitologico foi realizado pelo método de Baermann (1917)-Moraes
(1948). Em seguida foi adicionada uma solugdo de formalina a 10% ao restante da amostra

para que a andlise pelo método de sedimentagfo de Hoffmann, Pons e Janer (1934) fosse feita

posteriormente.

3.4. Amostras de soro

Foi utilizada parte das amostras coletadas rotineiramente no Servico de
Ginecologia e Obstetricia do HC UFU de todas as gestantes no momento da internagdo para o
parto para realizagio de anti-HIV ¢ VDRL conforme orientagdo do Ministério da Saide. As
amostras foram mantidas a -20°C até o momento da realizagdo dos testes imunolégicos.

Como padrdes positivos foram utilizadas trés amostras de soro de trés puérperas
que estavam eliminando larvas de . stercoralis nas fezes e como padrdes negativos, trés
amostras de soro de trés puérperas sadias que apresentavam exames coproparasitologicos e

sorologias negativas para S. stercoralis.
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3.5. Amostras de leite

O leite foi coletado por ordenha manual entre a segunda e quarta semana apds o
parto, pela manhd, no intervalo entre duas mamadas. Foi colhido um volume de
aproximadamente 10 ml por puérpera. As amostras de leite foram centrifugadas a 2500 rpm
a 4°C durante 10 minutos (Sorvall RC 5C Plus, EUA). A por¢do gordurosa foi retirada da
superficie e desprezada. As amostras foram conservadas a -20°C at€¢ o momento da realizagfio
dos testes imunoldgicos.

Como padrdes positivos foram utilizadas trés amostras de leite de trés puérperas
que estavam eliminando larvas de S. stercoralis nas fezes e como padrles negativos, trés
amostras de leite de trés puérperas sadias que apresentavam exames coproparasitologicos e

sorologias negativas para S. stercoralis.

3.6. Diagnéstico parasitolégico em amostras de fezes

3.6.1. Método de Baermann (1917)-Moraes (1948)

Aproximadamente 10 gramas de fezes foram colocadas numa gaze dobrada em

tro sobre uma tela metalic lE id - :
quatro a com 100 malhas por cm”. Em seguida, colocou-se o material
assim preparado num funil de vidro, com didmetro de 11,5 cm em cuja haste foi colocada uma
mangueira de borracha de 10 cm, obliterada com pinga, contendo dgua a 45°C até a borda, e
deixado a gaze com o material fecal em contato com a d4gua em repouso por uma hora. Findo
esse tempo, coletou-se 2 ml de dgua abrindo-se a pinga que obliterava a mangueira de

borracha. A dgua foi colhida em tubo de vidro, acrescentado 0,2 ml de solugio formalina 10%



para imobilizar as possiveis larvas ¢ centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. O sedimento foi
cothido ¢ depositado em uma lamina de vidro, acrescido de uma gota de lugol,
homogeneizado e coberto por uma laminula (24 x 24 min) para exame em microscopio optico
(Olympus, CH-2, Japdo) nos aumentos de 100 ¢ 400 vezes (100 e 400X). Foram preparadas

trés laminas referentes a0 material homogeneizado colhido de cada puérpera e analisadas por

dois examinadores.

3.6.2. Método de Hoffmann, Pons e Janer (1934)

Aproximadamente 2 gramas de fezes foram colocadas em um “becker” com cerca
de 5 ml de 4gua e triturados com bastdo de vidro. Em seguida acrescentou-se 20ml de dgua,
filtrando a suspensdo resultante para um calice conico de 200 ml de capacidade, utilizando-se
uma tela de nailon com cerca de 80 a 100 malhas por cm’ com gaze cirlrgica dobrada em
quatro.

Os residuos contidos na gaze foram lavados com 20 ml de 4gua sob agitagdo
constante com bastio de vidro, sendo o liquido da lavagem recolhido no mesmo clice e
completado com dgua para 200 ml. Esta suspensdo de fezes permaneceu em repouso durante
24 horas. Findo esse tempo, uma gota do sedimento foi colocada em uma lamina de
microscopia com uma gota de lugol, homogeneizado, coberto por uma laminula (24 x 24 mm)
¢ examinado em microsc6pio 6ptico (Olympus CH-2, Japdo) em aumentos de 100 e 400X.

Trés laminas foram preparadas referentes ao material colhido de cada puérpera e

analisadas por dois examinadores.



3.7. Diagnoéstico imunoldgico

3.7.1. Obtengio de S. stercoralis

O parasito S. stercoralis obtido de fezes humanas foi mantido em céies por
inoculagfo experimental. Os animais foram submetidos a imunossupressio com Prednisolona
2mg/kg. No 7° dia ap6s inicio do medijcamento, foi realizado inoculagio dos cdes através da
injecdo de 1 ml de suspensdo contendo 2000 larvas de S. stercoralis (L3) por via subcutinea.

Apos inoculagdo os ces foram mantidos em gaiolas metdlicas ¢ a partir do 15° dia
foi iniciada a coleta das fezes e realizado o cultivo pelo método de Loos (NEVES, 2000).

O método de Loos consiste em misturar partes iguais de fezes e carviio mineral ou
vegetal, triturados em graos pequenos. A mistura é colocada em placas de Petri e deixada em
repouso a temperatura de 25°C devendo ser ligeiramente umidificada diariamente. No estudo
foi utilizado vermiculita, ao invés do carvio, para cultivo das larvas.

No quinto dia de cultura foram obtidas as larvas pelo método de Baermann-
Moraes sendo o material concentrado por centrifugagdo (Fanem, S&o Paulo) a 1500 rpm
durante 5 minutos. A contagem de larvas foi realizada mediante leitura em microscdpio optico
(Olympus CH-2, Japdo) em aumento de 100X de trés laminas contendo cada uma 5pl de
suspensdo de parasitas. Calculando-se a média entre as {dminas, encontrou-se a quantidade de
larvas existentes em 1 ml.

Parte das larvas (L3) obtidas foi utilizada para a manuteng¢io do ciclo evolutivo de

S. stercoralis em céies e a outra parte foi mantida 2 ~20°C para o preparo dos antigenos.
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3.7.2. Producio do antigeno para Imunofluorescéncia Indireta

As larvas de S. stercoralis (L.3), obtidas conforme descrito anteriormente, foram
incluidas em “Tissue Teck” (Polyvinyl alcohol, polyethilene glycol) (Miles, Elkahart, EUA) e
submetidas a cortes de 4 micra de espessura, em criostato (Cryocut 1800, Reichert-Jung,
Alemanha) a —18°C. Os cortes foram depositados em laminas de microscopia, previamente
desengorduradas com alcool-éter PA v/v, secas a temperatura ambiente e conservadas a —
20°C, até o momento do uso (COSTA-CRUZ et al., 1997). Foram utilizadas as l&minas que

continham no minimo cinco cortes de larvas visualizadas ao aumento de 200X.

3.7.3. Produgio do antigeno salino para o teste ELISA

As larvas de S. stercoralis (L3), obtidas conforme descrito anteriormente, foram
descongeladas e ressuspensas em solugfio salina 0,15M tamponada com fosfato pH 7,2 (PBS).
A seguir, foram rompidas para extragio protéica com auxilio de um homogeneizador de
tecidos a 4°C (GLAS-COL), e posteriormente através de passagem por ultra-som (Thorton,
Inpec Eletronica, Séo Paulo, Brasil) a 40 kHz em 4 periodos de 20 segundos em banho de
gelo. Apds isotonizago com 5 ml de solugio de NaCli (0,3M) as larvas passaram por mais 3
periodos de ultra som. O material foi deixado sob agitagdo por 18 horas & 4°C para extragfio
dos antigenos e a seguir, centrifugado a 10000 rpm por 30 minutos. O contetido protéico do

sobrenadante foi dosado através do método de Lowry et al (1951).
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3.7.4. Teste de Imunofluorescéncia Indireta

O teste de imunofluorescéncia indireta para detecgdo de 1gG no foro foi realizado
segundo previamente descrito por Costa-Cruz et al. (1997). Para padronizagdo do teste de
imunofluorescéncia indireta no leite, diferentes diluigdes das amostras de leite, dos
conjugados e diferentes tempos de incubagéo, foram previamente avaliados.

As laminas contendo cortes de larvas de S. stercoralis foram adicionados soro e
leite padrdo positivo ¢ negativo diluidos em PBS. A diluigéo ideal foi de 1:10 para IgA e 1:20
para IgG nas amostras de soro e 1:2 para IgA e 1:4 para ]gG nas amostras de leite. Apds o
tempo ideal de incubagdo de 30 minutos para amostras de soro e de 45 minutos para amostras
de leite a 37°C em cAmara Umida as laminas foram lavadas em PBS por cinco minutos (3
vezes), sendo adicionados respectivamente, 0s conjugados anti-IgA (Calbiochem®, Merck,
Alemanha) ¢ anti-IgG (Laborclin, Brasil) humanos marcados com fluoresceina, diluidos em
solugdo de PBS e azul de Evans a 3%, nas diluicdes ideais de 1:10 para anti-IgA no soro e
leite ¢ 1:30 para anti-IgG no soro e leite. Apés 30 minutos de incubagdo a 37°C as laminas
foram novamente lavadas em PBS por 3 vezes e montadas em glicerina alcalina pH 9,6. As
reagdes foram avaliadas em microscopio de imunofluorescéncia (ZEISS, Axiolab, Alemanha)

de acordo com a fluorescéncia de controles positivos € negativos, sendo os resultados
expressos em titulos. Foram consideradas positivas as amostras de soros com titulos 2 10 para
[gAe 2 20 para IgG e amostras de leite com titulos 2 2 para IgA ¢ 2 4 para IgG. As amostras

positivas foram diluidas na razo 2 para titulagdo dos anticorpos.
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3.7.5. Teste ELISA

O teste ELISA para detecgiio de 1gG no foro foi realizado segundo previamente
descrito por Silva et al. (2003). Para padronizagdo do teste de ELISA no leite, diferentes
diluicdes das amostras de leite, dos conjugados e diferentes tempos de incubagdo, foram
previamente avaliados.

Microplacas de poliestireno (DIFCO, Interlab, S&o Paulo, Brasil) foram utilizadas
como suporte para adsor¢do de 50 pL do antigeno salino de S. stercoralis na concentragéo
ideal de 10 pg/mL isoladamente. As placas foram sensibilizadas a 4°C durante 18 horas em
tampdo carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9,6. Apés este periodo as placas foram lavadas 3
vezes, por 5 minutos, com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS/T) e adicionado 50 pL de
soro nas diluigdes 1:20 (IgA) e 1:200 (IgG). Para as amostras de leite, as placas foram
bloqueadas com leite desnatado a 5% (Molico, Nestlé) ¢ a seguir adicionados 50 pl. das
amostras de leite diluidas 1:10 (IgA) e 1:5 (IgG) em PBS/T. Ap6s incubagdo por 45 minutos
em camara Gmida a 37°C para as amostras de soro e por 1 hora para as amostras de leite,
seguiu-se trés lavagens de 5 minutos com PBS/T para posterior adigéio de 50 pL do conjugado
anti-IgA e anti-gG humanas marcados com peroxidase cadeia Fc especifica (Sigma, St.
Louis, EUA), nas diluicGes étimas de 1000 para IgA, 2000 para IgG nas amostras de soro ¢
1000 para 1gA e para IgG nas amostras de leite, por periodo ideal de 45 minutos a 37°C. Ap6s
trés lavagens de cinco minutos em PBS/T, a reagdo foi revelada pela adigdo de 50 L do
substrato H,0, a 30% € solugdio cromégena de ortofenileno diamina (Merck, Alemanha)
(10pL de Ho0, 30% + 10 mg de OPD + 25 mL de tampao citrato fosfato 0,1 M pH 5,0). Apds
15 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reagio foi interrompida pela adigéo
de 25 pL de solugdo 2 N de H;SO4 (Merck, Alemanha). A reatividade foi determinada através

da medida da densidade 6ptica a 490 nm em leitor ELISA (Metrolab, Argentina). O valor de
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“cut off” foi definido pela média aritmética acrescida de dois desvios-padrio (DP), das
densidades dpticas das amostras de trés amostras padrdo negativo (BASSI et al., 1991).

Os valores foram arbitrariamente expressos como indice ELISA (IE) e calculados
através da seguinte formula: IE = (absorbancia da amostra testada / cut off). Valores de indice

ELISA maiores que | foram considerados positivos.

3.8. Analise estatistica

Os resultados foram descritos em termos de média geométrica ¢ intervalo de
confianga (IC) de 95%. Comparagdes entre diferentes médias geométricas dos niveis de
anticorpos especificos IgA e 1gG anti-Strongyloides determinados pelo teste ELISA foram
analisados segundo o teste 7 de Student.

Dados de correlagdo entre amostras de soro e leite humano para os anticorpos
especificos IgA e IgG anti-S. stercoralis foram apresentados segundo o teste de Correlagiio de
Pearson.

Diferentes positividades dos testes RIFI e ELISA para as imunoglobulinas
estudadas em amostras de soro ¢ leite e a concordéncia e discordancia dos dois testes foram
analisadas pela diferenga entre duas proporgdes (Estatistica Z).

O teste ¢ de Student foi também utilizado para comparacdo da média de idade entre
0S grupos.

Foram COHSidCradOS Signiﬁcantes valores de p < 0,05.

SISBI/UFU
719083
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3.9. Normas de Biosseguran¢a

Todos os processos de coleta, manuseio do material biologico e dos reagentes bem
como a utilizagio dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de

biosseguranga compativeis descritas por Chaves-Borges; Mineo (1997).

3.10. Retorno a2 Comunidade

Os resultados dos exames parasitologicos foram encaminhados a todas as
puérperas € os casos positivos foram comunicados a0 médico responsével para que o

tratamento especifico fosse realizado.



23

4. RESULTADOS

4.1, Caracterizacio dos individuos em estudo

A média de idade das 90 puérperas participantes do estudo foi de 25,2 + 5,8 anos
(média + desvio padrdo). Analisando-se os grupos separadamente ndo houve diferenga com
relacdo a média das idades nos grupos I (25,5 # 4,7 anos) ¢ 11 (25,0 + 6,4 anos). A tabela 1

apresenta a distribuicdo por faixa etaria dos grupos I e 1.

Tabela 1. Distribui¢do das puérperas dos grupos I (n = 36) e Il (n = 54) de acordo com a faixa

etdria.

Faixa Etéria Grupo I Grupo I

(anos) n (%) n (%)
<15 0 1 (1,85)
16-25 14 (38,9) 30 (55,6)
26-35 22 (61,1) 17 (31,5)
> 36 0 6 (11,1)
TOTAL 36 (100) 54 (100)

4.2. Diagnostico parasitologico

As amostras de fezes foram analisadas pelos métodos de Baermann-Moraes e
Hoffmann, Pons e Janer. Foram preparadas trés laminas referentes as amostras

homogeneizadas de cada puérpera para cada método utilizado totalizando 540 1aminas que
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foram analisadas por 2 examinadores. Considerando 0 método de Baermann-Moraes todos os
exames foram negativos e pelo método de Hoffmann, Pons e Janer foram identificados 11}
parasitos em diferentes pacientes correspondendo a 12,2% de infecgdo parasitdria nas 90
puérperas com a seguinte distribuicio: 4 pacientes com S. stercoralis (4,4%), 3 pacientes com
ancilostomideos (3,3%) , 1 paciente com Taenia sp (1,1%), | paciente com Enterobius
vermicularis (1,1%), 1 paciente com Giardia lamblia (1,1%) e 1 paciente com Hymenolepis
nana (1,1%).

Todas as pacientes infectadas com S. stercoralis, assim como uma das pacientes
infectadas com ancilostomideo, pertenciam ao grupo I. As demais parasitoses foram

observadas nas pacientes do grupo II (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuigdo da freqiiéncia de parasitoses intestinais diagnosticadas pelo exame

parasitolégico de fezes (EPF) em puérperas dos grupos I (n =36) e Il (n = 54).

EPF Grupo | Grupo II
n (%) n (%)
Negativo 31 (86,1) 48 (88,9)
S. stercoralis 4(11,1) 0
Ancilostomideos 1(2,8) 23,7
Taenia sp 0 1 (1,85)
Enterobius vermicularis 0 1(1,85)
Giardia lamblia 0 1(1,85)
Hymenolepis nana 0 1(1,89)

TOTAL 36 (100) 54 (100)
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4.3. Diagnoéstico imunolégico

4.3.1. Detecgiio de anticorpos especificos pela RIF1

A IgA especifica anti-S. stercoralis foi detectada em 15 amostras de soro (16,7%) e 26
amostras de leite (28,9%) do total de puérperas. A positividade foi significativamente maior
no grupo 1 com 15 (41,7%) amostras de soro € 23 (63,9%) amostras de leite positivas em
comparagdo ao grupo [1 que apresentou nenhuma amostra de soro e apenas 3 (5,5%) amostras
de leite positivas (p < 0,0001) (Tabela 3). No grupo I, 0s titulos de anticorpos IgA especificos
foram 10 (30,6%) ¢ 20 (11,1%) para as amostras de soro € 2 (41,7%), 4 (19,4%) e 8 (2,8%)

para as amostras de leite (Tabela 4).

A figura 1 apresenta um teste positivo de imunofluorescéncia indireta de uma puérpera
do grupo I para detecgao de IgA especifica anti-S. stercoralis no leite humano na diluigdo 1:2.

A IgG especifica anti-S. stercoralis foi detectada em 37 amostras de soro (41,1%) € 23
amostras de leite (25,5%) do total de puérperas. A positividade foi maior no grupo I com 34
(94,4%) amostras de soro € 23 (63,9%) amostras de leite positivas em comparagio ao grupo
11, que apresentou apenas 3 (5,5%) amostras de soro ¢ nenhuma amostra de leite positiva. A
diferenca entre os dois grupos foi estatisticamente significante (p < 0,0001) (Tabela 3). No

grupo I, os titulos de anticorpos IgG especificos foram 20 (44,4%), 40 (30,6%) ¢ 80 (19,4%)

para as amostras de soro ¢ 4 (27,8%) e 8 (36,1%) para as amostras de leite (Tabela 4).
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Tabela 3. Nimero absoluto ¢ relativo de amostras de soro e leite apresentando anticorpos
especificos IgA ¢ 1gG anti-S. stercoralis pelo teste de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em

puérperas dos grupos I (n=36) ¢ Il (n = 54).

Grupo 1 Grupo II
Soro Leite Soro Leite
RIFI n (%) n (%) n (%) n (%)
IgA 15 (41,7) 23 (63,9)° 0 3(5,5)°
IgG 34 (94,4)° 23 (63,9) 3(5,5)" 0

a, b~ p<0,0001
¢, d-p<0,0001
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Tabela 4. Distribuigdo dos titulos de anticorpos especificos IgA e IgG anti-S. stercoralis

detectados pelo teste de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em amostras de soro e leite em

puérperas dos grupos [ (n = 36) e Il (n = 54).

Titulo Grupo 1 Grupo 11
n (%) n (%)
Soro - IgA
<10 21 (58,3) 54 (100)
10 11 (30,6) 0
20 4 (11,1) 0
Soro - IgG
<20 2 (5,6) 51 (94,4)
20 16 (44,4) 3(5,6)
40 11 (30,6) 0
80 7(19,4) 0
Leite - IgA
<2 13 (36,1) 51(94,4)
2 15 (41,7) 3(5,6)
4 7 (19,4) 0
8 1(2,8) 0
Leite - IgG
<4 13 (36,1) 54 (100)
4 10 (27.8) 0

8 13 (36,1) 0
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Figura 1. Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta positiva utilizando cortes de larvas

filaridides de S. stercoralis para detecgio de IgA especifica em amostra de leite humano

(200x).
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4.3.2. Detecgdo de anticorpos especificos pelo ELISA

No grupo I, as médias geométricas das concentragbes de IgA especifica anti-S.
stercoralis no soro e leite, expressas em indice ELISA (IE) foram de 0,9 (IC 95%: 0,9 — 1,2) e
L1 (IC 95%: 1,0 — 1,4), respectivamente. No grupo II, as médias geométricas das
concentragdes de IgA especifica foram de 0,6 IE (IC 95%: 0,6-0,7 IE) no soro e 0,7 IE (IC
95%: 0,7-0,9 IE) no leite. Comparando-se os grupos I e II houve diferenga estatisticamente
significante nos valores obtidos para o soro e leite (p < 0,0001) (Figura 2A).

As médias geométricas das concentragdes de 1gG especifica no grupo I foram de 1,9
IE no soro (IC 95%: 1,8 — 2,4 IE) e de 0,8 IE no leite (IC 95%: 0,8 — 1,5 IE). Houve diferencga
estatistica significante em relagdo ao grupo II que apresentou concentragdes menores de IgG

especifica anti-S. stercoralis tanto no soro (0,7 IE; IC 95%: 0,6-0,7 IE) quanto no leite 0,4

IE; IC 95%: 0,4-0,5 IE) (p < 0,0001) (Figura 2B).
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Figura 2. Niveis de IgA (A) e 1gG (B) especificas anti-S. stercoralis determinados por ELISA
€ expressos em indice ELISA (IE) em amostras de soro e leite de puérperas dos grupos |
(n=36) e Il (n=54). m.g: média geométrica. A linha tracejada indica o limiar de positividade

dos testes (IE > 1).
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4.3.3. Correlagio de anticorpos especificos em amostras de soro ¢ leite

Os dados de correlag@o positiva indicam a associagdo dos resultados encontrados no
soro e no leite.

O grupo 1 apresentou correlagfio positiva entre os niveis de IgA especifica anti-S.
stercoralis nas amostras de soro e leite (r = 0,5513) (p <0,001) (Figura 3A).

Nao foi observado correlagio positiva entre os niveis de IgG especifica anti-S.

stercoralis nas amostras de soro e leite (r = 0,2968) (p > 0,05) (Figura 3B).
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Figura 3. Correlagdo dos niveis de

IgA (A) e 1gG (B) especificas anti-S. stercoralis,

expressos em Indice ELISA (IE) entre amostras de soro e leite de puérperas do grupo I

(n=36). Correlagio de Pearson.
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4.3.4. Concordincia dos testes RIFI e ELISA

A figura 4 apresenta a positividade dos testes RIFI e ELISA para detecciio de IgA e
IgG especificas anti-S. stercoralis em amostras de soro ¢ leite das parturientes do grupo 1.

Os resultados dos testes para detecgio de IgA especifica foram concordantes em 31
amostras de soro (86,1%) ¢ discordantes em 5 amostras de soro (13,9%) com diferenga
estatisticamente significante (p < 0,0001). Para detecgdo de IgG especifica anti-S. stercoralis
os resultados dos dois testes foram concordantes em 34 amostras de soro (94,4%) e
discordantes em 2 amostras de soro (5,6%) também com diferenga estatisticamente
significante (p < 0,0001) (Tabela 5).

Neste mesmo grupo, considerando-se o leite, os dois testes imunoldgicos para
detecgdo de IgA especifica foram concordantes em 25 amostras (69,4%) e discordantes em 11
(30,6%) (p < 0,001). Para detecgdo de IgG especifica os testes foram concordantes em 19
amostras (52,8%) e discordantes em 17 amostras (47,2%), ndo havendo diferenca

estatisticamente significante entre estes resultados (p > 0,05) (Tabela 5).
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Figura 4. Positividade dos testes RIF1 e ELISA, expressa em porcentagem, na detecgdo de

anticorpos especificos IgA ¢ 1gG anti-S. stercoralis em amostras de soro e leite de puérperas

do grupo I (n = 36).
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Tabela 5. Resultados concordantes e discordantes dos testes RIFI ¢ ELISA para detecgiio de

anticorpos especificos IgA € 1gG anti-S. stercoralis em amostras de soro e leite humano em

puérperas do grupo I (n=36).

RIFI/ELISA RIFI/ELISA p
Concordantes Discordantes
n (%) n (%)
Soro
IgA 31 (86,1) 5(13,9) <0,0001
1eG 34 (94,4) 2 (5,6) <0,0001
Leite
IgA 25 (69,4) 11 (30,6) < 0,001
IgG 19 (52,8) 17 (47,2) > 0,05
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5. DISCUSSAO

A prevaléncia das enteroparasitoses, incluindo a estrongiloidiase, constitui um sério
problema de saude nos paises em descnvolvimento (SIDDIQUI; BERK, 2003). A facilidade
de transmissdo desta parasitose, o cardter de cronicidade e auto-infecgiio, originando formas
graves de hiperinfecgio ¢ disseminagio, além da possibilidade de reagudizagio em individuos
imunodeprimidos, evoluindo muitas vezes para o dbito, fazem dela um importante problema
médico e social (COSTA-CRUZ, 2000; FERREIRA; COSTA-CRUZ, 2003, SANCHEZ et
al., 2001).

No Brasil, assim como em outros paises tropicais a doenca atinge todas as idades, com
maijor prevaléncia em criangas, tanto nas dreas urbanas como rurais. Nestas regides, as
condigoes climaticas favordveis, populagio de baixo nivel socio-econdmico com precirias
condi¢des de higiene, deficiéncias de sancamento basico e de educagiio sanitdria possibilitam
o desenvolvimento desta parasitose, contribuindo com as maiores prevaléncias ja registradas.
Os indices de ocorréncia menores que 1%, de 1 a 5% ¢ maiores que 5% definem,
respectivamente, regides de distribui¢fio geogréfica esporadica, endémica e hiperendémica da
estrongiloidiase (FERREIRA; COSTA-CRUZ, 2003). Em nossa regifio estudos realizados
demonstram prevaléncia variando de 3,3% a 13% em criangas (MACHADO; COSTA-CRUZ,
1998; PAULA et al., 2000) € 2,4% em gestantes (SANTOS et al., 1998).

O presente estudo encontrou prevaléncia de S. stercoralis de 4,4% cem puérperas
através do exame parasitologico de fezes, colaborando para as evidéncias de uma area com
distribuicio endémica da estrongiloidiase.

Apesar do método de Bacrmann-Moracs ser descrito como de maior sensibilidade para

o diagnostico parasitoldgico  da estrongiloidiasc (HERNANDEZ-CHAVARRIA;
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AVENDANO, 2001), no presente estudo o parasito foi demonstrado em todos os casos pelo
método de Hoffmann, Pons e Janer.

Pelas dificuldades do diagnostico parasitologico da infecgdo por S. stercoralis em
amostras de fezes, decorrentes da liberagfio larval pequena e irregular, tem-se investido em
pesquisas para avaliagdo de métodos imunoldgicos de diagnostico utilizando-se amostras de
soro. Os testes imunoldgicos, principalmente, RIFI, ELISA e mais recentemente “Western
Blotting” para detecgdo de IgG especifica no soro tém sido muito utilizados e descritos como
de elevada sensibilidade e especificidade para o diagnostico da infecgfio pelo S. stercoralis,
entretanto, encontram-se disponiveis apenas em centros especializados (BRASIL et al., 1988;
CAMPOS et al., 1988; COSTA-CRUZ et al., 1997; COSTA-CRUZ; MACHADO; CAMPOS,
1998; COSTA-CRUZ et al., 1999; GENTA et al, 1988; MACHADO et al., 2001;
MERCADO et al., 2002; MACHADO et al., 2003; SILVA et al., 2003).

Os pesquisadores tém também investigado fluidos organicos alternativos que
poderiam ser utilizados para o diagnéstico imunolégico desta parasitose sendo demonstrado
que a RIFI pode ser utilizada para detecgio de IgA especifica anti-Strongyloides na saliva
(COSTA et al., 2003). Estes testes imunoldgicos podem apresentar reagdo cruzada com outros
helmintos, principalmente, Schistosoma mansoni, Ascaris lumbricoides e Wuchereria
bancrofti (SIDDIQUIL; BERK, 2003). E importante ainda ressaltar que do ponto de vista
clinico os resultados dos testes imunol6gicos para detecgdo, principalmente, de IgG mas
também de IgA especifica anti-S. stercoralis requerem muita cautela na sua interpretagfo uma
vez que um exame positivo indica infecgdio pelo parasita mas ndo se pode afirmar se esta
infecgdio ¢ atual ou prévia, sendo necessario a correlagdo clinico-laboratorial para a decisio
com relagdo ao tratamento (SIDDIQUI; BERK, 2003).  *

No presente estudo, apesar das consideragdes sobre a superioridade do exame

parasitol6gico para diagnostico de certeza da estrongiloidiase, pela sua baixa sensibilidade, foi
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utilizado o teste ELISA para o diagnéstico imunolégico da infecgdo e as puérperas foram
divididas em dois grupos de acordo com a detecgdo de anticorpos IgG especificos no soro. A
positividade do teste (grupo I) foi considerada como indicativa de infecgdio anterior pelo
parasito que poderia ou nfo estar ainda presente. Com relagfio a reatividade cruzada do teste,
os parasitos descritos como de maior importincia na reatividade ndo foram cncontrados nos
exames parasitologicos de fezes e, além disso, a regido estudada ndo € endémica para a
esquistossomose e a filariose.

Devido & imaturidade do sistema imune, o recém-nascido € mais vulneravel as
infeccdes, sendo fundamental a prote¢do conferida pela amamentagdo A alimentagio
exclusiva com leite materno nos primeiros seis meses de vida é reconhecidamente a melhor
forma de proteger o lactente das enfermidades infecciosas, sobretudo as intestinais (FIELD,
2005; MORROW; RANGEL, 2004; VIEIRA; SILVA; VIEIRA, 2003). Considerando as
parasitoses intestinais, Costa-Macedo e Rey (2000) encontraram diferengas na prevaléncia em
criangas relacionadas & amamentagdo sendo que nenhuma crianga alimentada exclusivamente
com leite materno apresentou infec¢fio parasitaria intestinal.

A glandula mamdria da lactante faz parte de um sistema imune integrado responsével
pela produgdo local de anticorpos, principalmente IgA secretora. Estes anticorpos refletem o
estimulo antigénico da mucosa associada ao tecido linféide pelos patégenos intestinais e
respiratérios. Os anticorpos encontrados no leite materno sfo altamente especificos contra os
agentes infecciosos do organismo materno com os quais o recém-nascido entrard em contato
logo apés o nascimento. Dessa forma, o aleitamento materno representa uma integrago
imunoldgica da mée e sua crianga. A mucosa constitui a porta de entrada da grande maioria
dos agentes infecciosos € 0 periodo neonatal ¢ particularmente critico. Os patégenos da
mucosa sdo fatores importantes de mortalidade em criangas menores de 5 anos determinando

mais de 14 milhdes de mortes por ano, sendo as infecgdes intestinais responsaveis por 5
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milhdes de criangas mortas anualmente nos paises em desenvolvimento. (BRANDTZAEG,
2003; HANSON; KOROTKOVA, 2002; VAN de PERRE, 2003).

A 1gA secretora presente no leite humano tem como principal agdo a ligagdo a
microrganismos e macromoléculas, impedindo sua aderéncia as superficies mucosas, assim
prevenindo o contato de patogenos com o epitélio. Outros mecanismos de agio da IgA
envolvem a neutralizagdo das toxinas liberadas por patogenos e a prevencio da translocagfo
bacteriana através da barreira epitelial, o que protege o recém-nascido contra as infecgdes.
Nesta agdo protetora, outro mecanismo que pode estar envolvido ¢ a presenca de fatores de
crescimento no leite humano. A IgA ndo tem atividade de opsonizagfio, mas pode induzir a
fagocitose pelos neutréfilos. Descreve-se ainda uma ag¢fio sinérgica entre IgA, lisozima e

complemento (CRUZ; CANO; CACERES, 1991; GRASSI; COSTA; COSTA-VAZ, 2001;

XANTHOU, 1998).

O efeito de protegfio da mucosa intestinal do recém-nascido contra a aderéncia
bacteriana pela IgA secretora tem sido demonstrado em estudos “in vitro” que avaliaram a
adesdo de Escherichia coli enteropatogénica as células epiteliais humanas em cultura na
presenca de colostro. Estes trabalhos detectaram também IgA especifica contra os principais
fatores de viruléncia desta bactéria no colostro (PALMEIRA et al., 2005; FERNANDES et
al, 2001; LOUREIRO et al., 1998). Virios estudos tém sido realizados sugerindo e
comprovando a prote¢do conferida pela IgA secretora especifica presente no leite materno
dirigida contra outras bactérias como Vibrio cholerae, Salmonella sp e Shigella sp, contra
vérios tipos de virus como Polio I, 1l e III, rotavirus, contra protozodrios como Giardia
lamblia e ainda contra outros nematddeos como Schistosoma mansoni (ATTALAH et al.,
2003; GRASSI; COSTA; COSTA-VAZ, 2001; HANSON; KOROTKOVA, 2002; MIOTTI et

al., 1985; MORROW; RANGEL, 2004; VAN de PERRE, 2003).
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Até o momento, entretanto, ndo hd relatos na literatura de estudos investigando a
presenca de anticorpos no leite materno especificos contra S. stercoralis.

No presente estudo, as pacientes do grupo I consideradas como portadoras de infecgio
prévia por S. stercoralis apresentaram positividade elevada de IgA especifica no leite,
analisando-se os dois testes imunoldgicos utilizados, principalmente, o teste de RIFI. Costa et
al. (2003) encontraram também positividade elevada de IgA especifica pelo método RIFI mas
em amostras de saliva.

A 1gG especifica anti-S. stercoralis, foi também demonstrada no leite nas pacientes do
grupo 1, principalmente pelo teste RIF].

Estes achados sugerem que em dreas endémicas as criangas podem adquirir anticorpos
especificos contra o parasito S. stercoralis de suas maes através da amamentago.

Pesquisas realizadas sobre o papel da IgA na imunidade de mucosa e sistémica,
correlacionam a sua presenga 1o soro e nas secregdes (CONLEY; DELACROIX, 1987). Os
achados apontam para uma aparente compartimentalizagio dos sistemas de mucosa e sérico.
O transporte da IgA sérica para as secre¢des ndo concorre para sua eliminagfio do soro, sendo
a maior fonte de IgA vascular proveniente da medula 6ssea, contrastando com a IgA de
secregdo cuja fonte principal € o tecido linfide associado s mucosas. (MESTECKY et al.,
1986, CONLEY; DELACROIX, 1987). As concentragdes de IgA especifica anti- S
stercoralis observadas no soro apresentaram correlagio positiva com as concentragdes de IgA
encontradas no leite das puérperas do grupo 1. Tal correlagdo ndo foi observada com as
concentragdes de IgG especifica no soro e no leite. Estudo anterior realizado por Costa et al.
(2003) mostrou correlagdo positiva das concentragdes de IgA especifica anti-S. stercoralis no
soro e na saliva e da mesma forma nio observou correlagio entre as concentragdes de IgG

especifica nestas mesmas amostras.
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Analisando os resultados dos dois métodos imunoldgicos utilizados para deteccio dos
anticorpos especificos anti-S. stercoralis, houve um alto grau de concordancia entre eles para
a detecgdo de IgA e IgG no soro e para detecgdo de IgA no leite. Todavia, a detecgdo de IgG
no soro mostrou uma positividade maior para a detecgdo de anticorpos, independente do teste
utilizado. Costa et al. (2003) demonstraram maiores valores de positividade para detecgdo de
IgG especifica anti-S. stercoralis em amostras de soro pelo ELISA .

Nio foi observado concordancia na detecgdo de anticorpos especificos IgG no leite
pelos dois métodos imunolégicos avaliados. A detecgdo de anticorpos IgG especificos no leite
era de se esperar que fosse menor que a observada no soro conforme resultado dos dois testes.
Entretanto, o teste RIFI ndo foi concordante com o ELISA e apresentou maior positividade
para detecgdo de IgG especifica no leite podendo-se pensar em um grande nimero de
resultados falso-positivos. Todavia, comparando-se os resultados do teste RIFI nos dois
grupos de puérperas estudadas ndo foi detectado positividade em qualquer caso do grupo II.

Os anticorpos especificos encontrados no leite materno refletem eventos imunoldgicos
que ocorreram na mucosa intestinal materna previamente, em resposta a estimulos
antigénicos. Dessa forma, o leite humano ¢ ideal para os estudos de imunidade protetora, a
nivel de mucosa, além de poder ser utilizado como uma ferramenta no auxilio diagnéstico,
principalmente, epidemioldgico, pois os anticorpos especificos encontrados refletem
infeccGes maternas anteriores (NOGUERA-OBENZA et al., 2003; NATHAVITHARANA;
CATTY; McNEISH, 1994).

A demonstragdo dos anticorpos especificos IgA e IgG dirigidos contra S, stercoralis
no leite materno no presente estudo sugere que em dreas endémicas, como a regido estudada,
as criangas podem adquirir estes anticorpos através da amamentagio contribuindo para a

imunidade especifica da mucosa intestinal contra este parasito. Além disso, o leite materno
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pode ser utilizado como uma ferramenta auxiliar no diagnéstico da estrongiloidiase, sobretudo

no diagnostico epidemiolégico.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel detectar anticorpos especificos IgA e 1gG anti-S. stercoralis em amostras

de soro e leite de puérperas utilizando-se dos testes imunol6gicos RIFI ¢ ELISA.

Os testes RIFI ¢ ELISA mostraram-se concordantes na detecgiio dos anticorpos

especificos IgA anti- S. stercoralis no soro e no leite e na deteccdo de anticorpos

especificos IgG no soro.

A demonstrago dos anticorpos especificos IgA e IgG dirigidos contra S. stercoralis
no leite materno sugere que em areas endémicas as criangas podem adquirir estes
anticorpos através da amamentagfo contribuindo para a imunidade especifica da

mucosa intestinal contra este parasito.

Considerando as dificuldades do diagnéstico parasitologico da infecgdo por S.
stercoralis, o leite humano pode ser utilizado como uma ferramenta auxiliar no

diagnéstico da estrongiloidiase, sobretudo no diagndstico epidemioldgico.
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7. RESUMO

A estrongiloidiase ¢ uma das principais doencas parasitarias humanas, resultante da
infecgdo intestinal pelo S. stercoralis. A amamentagdo pode conferir uma prote¢do em
potencial contra esta infecg@o. O objetivo do estudo foi detectar anticorpos especificos IgA e
IgG anti-S. stercoralis em amostras de soro e leite de 90 puérperas do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlindia utilizando-se dos testes de Reagiio de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFT) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) . As pacientes foram divididas em dois
grupos de acordo com a detecgdo de anticorpos especificos 1gG contra S. stercoralis pelo
ELISA em amostras de soro: grupo 1 — [gG especifica positiva (n=36) ¢ grupo II — IeG
especifica negativa (n=54). Comparando-se os dois grupos a positividade para detecciio de
IgA e IgG especificas anti-S. stercoralis foi significativamente maior no grupo I. Para as
amostras de soro a positividade para detecgsio de IgA especifica no grupo I foi de 41,7% pelo
método RIFI e 44,4% pelo ELISA com uma concordéncia de 86,1% entre os dois testes (p <
0,0001). Neste mesmo grupo, a positividade para detecgdo de IgA especifica nas amostras de
leite foi 63,9% pelo método RIFI e 61,1% pelo ELISA com uma concordancia de 69,4% (p<
0,001). Considerando-se a detecgdo de IgG especifica no grupo I a positividade nas amostras
de soro foi de 94,4% pelo RIFI e 100% pelo ELISA com uma concordancia de 94,4% (p <
0,0001) e nas amostras de leite foi de 63,9% pelo RIFI e 44,4% pelo ELISA com uma
concordancia de apenas 52,8% (p > 0,05). Foram entfio detectados anticorpos especificos IgA
e IgG em amostras de soro e leite pelos métodos RIFI e ELISA e os dois testes mostraram-se
concordantes para detecgéio de IgA no soro e leite e IgG no soro.

Palavras-chave: Estrongiloidiase, IgA, IgG, amamentagdo, imunodiagnéstico.
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8. ABSTRACT

Strongyloidiasis, caused by the nematode Strongyloides stercoralis, is one of the major
parasite infections in humans, distributed wordwilde, with difficulties in diagnosis.
Breastfeeding may offer a potential protection against the infection. The objective of the study
was to detect specific S. stercoralis JgA and IgG antibodies in serum and breast milk samples
of 90 lactating women from Clinics Hospital of Federal University of Uberlandia using
indirect fluorescent antibody test (IFAT) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Subjects were divided in two groups according to the detection of specific S. stercoralis 1gG
antibody by ELISA in serum samples: group I - positive specific IgG antibody (n = 36);
group 11 ~ negative specific IgG antibody (n = 54). Comparing both groups positivity was
greater in group I to detect specific S. stercoralis IgA and IgG antibodies using both
immunological methods. Positivity for specific IgA antibody in group 1 was 41.7% by IFAT
and 44.4% by ELISA in serum samples with a concurrence of 86.1% (P < 0.0001). In breast
milk samples positivity for specific IgA antibody was 63.9% using IFAT and 61.1% using
ELISA with a concurrence of 69.4% (P < 0.001). Considering the detection of specific IgG
antibody in group I, positivity in serum samples was 94.4% in IFAT and 100% in ELISA with
a concurrence of 94.4% (P < 0.0001). In breast milk samples positiviy for specific IgG
antibody was 63.9% in IFAT and 44.4% in ELISA with a concurrence of 52.8% (P > 0.05).
Specific S. stercoralis IgA and IgG antibodies were detected in serum and breast milk
samples using IFAT and ELISA and both tests showed concordance in detecting specific IgA
antibody in serum and breast milk samples and in detecting specific IgG antibody in serum

¢

samples.

Key words: strongyloidiasis, IgA, IgG, breastfeeding, immunodiagnosis
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ANEXO 1

U Universidade Federal de Uberklindia

Pr6-Reitoria de Pesquisa ¢ Pos-Graduacao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Joao Naves de Avila, n® 2160 . Bloco J - Campus Santa Monica - Uberlindia-MG -
CEP 38400.089 - ® (034} 3231.8046 FONE/FAX (034) 239.4131

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 137/03

Uberlandte, 07 de outubro de 2003

ot Se
Profay Dr Gy Jahia Mara Costa Crgy

Presadofxy Professor(al.

O Comue de Buva em Pesquisa da Unrversidade Pederal de Ubetlindia exumimoy o
APROVOU o pigieto de pesquise “Diagnéstico Imunoparasitologico  da
Estrongiloidiase através de amostras parcadas de feszeso soro ¢ de leite humano de
puérperas™ protocolado sob o numero 91722003, do quaal V' S fgun como pe

squnsador
respomsavel, para ser desenvolaido a party desta dita

Coordenador do CIP UL




Eu,

ANEXO II

TERMO DE CONSENTIMENTO

, RG

b

concordo em participar do projeto de pesquisa entitulado “DETECCAO DE ANTICORPOS
ESPECIFICOS IgA E 1gG EM AMOSTRAS PAREADAS DE SORO E LEITE NA
ESTRONGILOIDIASE HUMANA”que sera realizado no Laboratério de Parasitologia do

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia, estando ciente dos
seguintes aspectos:

Q

Assinatura da voluntaria / data

Os objetivos da pesquisa visam 0 diagnéstico da estrongiloidiase através da coleta de
amostras de fezes, leite humano e soro.

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta, ou esclarecimento a qualquer

davida relacionada aos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados a investigagdo.

Terei a garantia de recusar a participar ou até retirar meu consentimento em qualquer

fase da pesquisa sem qualquer penalizagdo ou prejuizo no que se refere ao meu
atendimento.

Sera respeitado o carater confidencial das informagdes fornecidas, ndo sendo
permitida a minha identificag8o.

Serei informada dos resultados da coleta das amostras €, caso necessario, serei
orientada quanto & necessidade de tratamento médico.

Daniela Marques de Lima Mota Ferreira (Mestranda) / data

Prof Dp Julia Maria Costa Cruz (Professora de Parasitologia da UFU) / data

No caso de qualquer davida entrar em contato com a Prof® Julia pelo telefone 3218-2187 ou
no Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal de Uberlandia — Campus Umuarama




