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Resumo

O trato gastrointestinal desempenha papel critico na patogenia da aids
sendo as alteracdes clinicas principalmente associados a parasitoses. O
presente estudo avaliou as variaveis epidemiologicas, nutricionais e
imunolégicas nos individuos HIV positivos com e sem enteroparasitoses. Foram
avaliados 105 individuos, 54 (51,43%) do sexo masculino . A média de idade
dos nao parasitados foi de 40,19 + 10,39 anos e dos parasitados 44,15
10,86. Todos foram atendidos no Servico de Ambulatorios Especializados e
Hospital Dia Professor Emérito Domingos Alves Meira em Botucatu/UNESP.
Foi aplicado questionario socioeconoémico, aferido peso e altura para calculo de
IMC e coletadas 3 amostras de fezes para exame parasitologico (método TF-
test® ) e Sml de sangue para avaliacdo de eosinodfilos , albumina IgE ,
contagem de linfécitos TCD4+ e TCD8+ , carga viral e quantificacdo das
citocinas TNF-a, INF-9, IL-2, IL-5 e IL-10 em ambos os grupos. Dentre os 105
individuos analisados, 92 (87,6%) apresentaram resultados negativos para
enteroparasitoses e 13 (12,38%) resultados positivos. Entamoeba coli foi
encontrada em 5 (38,5%) das amostras, Giardia lamblia 4 (30,7%), Blastocystis
hominis 3 (23.0%), Endolimax nana 2 (15.4%) e Ascaris lumbricoides 1 (7.7%). A
maioria dos individuos (97,15 %) apresentava bom nivel de escolaridade, todos
com saneamento basico, moradia em area urbana (95,23%), com agua e esgoto
tratados, a minoria (26,66%) fazendo uso de horta. Eutrofia e sobrepeso esteve
presente em 50% e 31,39 % respectivamente e a maioria ( 88,57%) em uso de
TARV. Os niveis séricos de eosinofilos dos individuos variaram de O a 1948
células/mm3 e nado houve diferenca significativa entre os 2 grupos analisados
(p = 0.3198). Os niveis séricos de albumina variaram de 2.6 a 6.8 g/dl e nao
houve diferenca significativa entre os 2 grupos analisados (p = 0.2709). Os
niveis séricos de IgE dos pacientes variaram de 1.8 a 7060 Ul/ml e nao houve
diferenca significativa na comparacdo entre os grupos. Os niveis séricos de
células TCD4+ variaram de 21 a 1749 células/mm3 e nao houve diferenca

significativa entre os 2 grupos analisados (p = 0.0887). Dentre os individuos



com diagnostico negativo de enteroparasitoses, 73 apresentaram niveis
indetectaveis de carga viral e 11 apresentaram carga viral >50.000 copias/ml
de sangue. Nos individuos com diagnostico positivo, 11 apresentaram niveis
indetectaveis de carga viral e 1 apresentou carga viral >50.000 copias/ml de
sangue. Em relacao as citocinas, nao houve diferenca significativa entre INF-9,
IL-2 e IL-10 nos individuos parasitados e nao parasitados enquanto que
houve diferenca significativa em relacdo a TNF-a IL-5. A incidéncia de
enteroparasitas nesses individuos foi baixa e observou-se que os individuos
com HIV e enteroparasitoses apresentaram elevacao nos niveis de IgE, TNF-a e
IL-5, em relacao ao grupo controle. Os pacientes apresentaram bom nivel
socioeconomico, bom nivel de escolaridade, moradia em area urbana, com
saneamento basico e a minoria fazendo uso de horta. A maioria era eutrofico
ou sobrepeso, portanto com bom estado nutricional. A maioria estava em uso
de TARV e nenhum dos individuos apresentou infeccdo oportunista. Os
individuos apresentaram bons niveis de células TCD4+ e baixa carga viral,
compativeis com bom estado imunitario. Os niveis de eosindfilos séricos
estavam dentro dos padroes de normalidade e os niveis séricos de IgE estavam
acima da normalidade em ambos os grupos. Nao foi observada correlacao entre
os niveis séricos das citocinas INF-3, IL-2 e IL-10 e as enteroparasitoses,
entretanto, houve uma elevacao dos niveis séricos em relacdo ao controle das
citocinas TNF-a e IL-5, sendo que a IL-5 tem sido associada com as infeccoes
parasitarias. Portanto, devido a baixa positividade de enteroparasitoses em
decorréncia do exposto, particularmente nessa era pos-TARV, novos estudos
devem ser realizados com individuos com niveis de TCD4+ reduzidos para

melhor entendimento dessas variaveis.

Palavras-chaves: HIV/aids, enteroparasitas, nutricao, imunologia, citocinas
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Abstract

The gastrointestinal tract plays a critical role in AIDS pathogeny, and clinical
alterations are mainly associated with parasitic diseases. The present study
evaluated the epidemiological, nutritional and immunological variables in HIV-
positive individuals with and without enteroparasites. One hundred and five
individuals were evaluated, of whom 54 (51.43%) were males. The mean age of
non-parasitized individuals was 40.19 = 10.39 years, and that of parasitized
persons was 44.15 + 10.86. All of them were given care at the Specialized
Outpatient Service Units of Day Hospital Emeritus Professor Domingos Alves
Meira in Botucatu/UNESP. A socioeconomic questionnaire was applied; weight
and height were measured for BMI estimation; 3 stool samples were collected
for parasitological testing (TF-test® method), and 5Sml of blood were used for
assessment of eosinophils, albumin IgE, TCD4+ and TCD8+ lymphocyte count,
viral load and quantification of cytokines TNF-a, INF-6, IL-2, IL-5 and IL-10 in
both groups. Among the 105 individuals analyzed, 92 (87.6%) showed negative
results for enteroparasites, and 13 (12.38%) showed positive results.
Entamoeba coli was found in 5 (38.5%) samples, Giardia lamblia in 4 (30.7%),
Blastocystis hominis in 3 (23.0%), Endolimax nana in 2 (15.4%) and Ascaris
lumbricoides in 1 (7.7%). Most of the individuals (97.15 %) had a good
education level, access to basic sanitation and lived in urban areas (95.23%)
with treated water and sewage, and the minority (26.66%) grew a vegetable
garden. Eutrophy and overweight were present in 50% and 31.39 %,
respectively, and most individuals (88.57%) used ARVT. The individuals'
eosinophil serum levels ranged from O to 1,948 cells/mm3, and no significant
difference was found between the 2 studied groups (p = 0.3198). Their serum
levels of albumin ranged from 2.6 to 6.8 g/dl, and no significant difference was
found between the 2 studied groups (p = 0.2709). The patients' IgE serum
levels ranged from 1.8 to 7,060 Ul/ml, and the comparison between the two
groups showed no significant difference. The serum levels of TCD4+ cells

ranged from 21 to 1,749 cells/mm3, and no significant difference was found



between the 2 studied groups (p = 0.0887). Among the individuals with a
negative diagnosis for enteroparasitic infection, 73 showed undetectable viral
load levels, and 11 showed a viral load >50.000 copies/ml of blood. In the
individuals with a positive diagnosis, 11 showed undetectable viral load levels,
and 1 showed a viral load >50.000 copies/ml of blood. As regards cytokines, no
significant difference was observed between INF-§, IL-2 and IL-10 in the
parasitized and non-parasitized individuals while a significant difference was
found in relation to TNF-a IL-5. The incidence of enteroparasites in these
individuals was low, and it was observed that the individuals with HIV and
enteroparasites showed increased IgE, TNF-a and IL-5 levels in relation to the
control group. The patients showed a good socioeconomic level, good education,
urban dwellings with basic sanitation, and a minority of individuals grew a
vegetable garden. Most of the individuals were eutrophic or overweight;
therefore, they showed a good nutritional status. Most of them were undergoing
HAART, and none showed opportunistic infection. The individuals showed good
levels of TCD4+ cells and a low viral load, which was compatible with a low
immune status. The levels of serum eosinophils were in accordance with
normality standards, and the serum levels of IgE were above normality in both
groups. No correlation was observed between the serum levels of cytokines INF-
0, IL-2 and IL-10 and enteroparasitic infections. However, serum levels of
cytokines TNF-a and IL-5 increased in relation to control, and it is known that
IL-5 has been associated with parasitic infections. Therefore, due to the low
positivity of enteroparasitic infections, according to the abovementioned
results, particularly in this post-HAART era, new studies must be performed on
individuals with reduced TCD4+ levels for better understanding such variables.

Key words: HIV/AIDS, enteroparasites, nutrition, immunology, cytokines
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Introducgao

O grande numero de pessoas vivendo com o virus HIV (Human
Immunodeficiency Virus) vem aumentando como resultado de novas infeccoes
a cada ano e do efeito benéfico da terapia antiretroviral de alta atividade (TARV)
disponivel. A Africa do Sul responde por 67% de todas as pessoas que vivem
com HIV e 72% das mortes por aids em 2007 (). Dados estatisticos recentes
mostram que existe no mundo cerca de 33 milhdes (30.3 milhdes - 36.1
milhoes) de pessoas vivendo com o virus HIV no ano de 2007. O numero anual
de novas infeccoes pelo HIV diminuiu de 3.0 milhdes (2.6 milhdes - 3.5
milhoes) em 2001 para 2.7 milhdes (2.2 milhdes - 3.2 milhoes) em 2007.
Porém, no Quénia, em 2007, a prevaléncia de HIV variou entre 7.1% e 8.5%
comparado com a estimativa de 6.7% em 2003 (). Os dados do Boletim
Epidemiologico DST/AIDS 2008 mostram que, de 1980 a junho de 2008 (dados
preliminares), foram registrados 506.499 casos de aids no Brasil. Durante
esses anos, 205.409 mortes ocorreram em decorréncia da doenca. A epidemia
no pais € considerada estavel. A média de casos anual entre 2000 e 2006 € de
35.384. Em relacao ao HIV, a estimativa € de que existam 630 mil pessoas
infectadas (3. Do acumulado, a regiao Sudeste € a que tem o maior percentual
de notificacdées — 60,4% — ou seja, 305.725 casos. O Sul concentra 18,9%
(95.552), o Nordeste 11,5% (58.348), o Centro-Oeste 5,7% (28.719) e o Norte

3,6% (18.155). Ha discreto aumento da taxa de incidéncia no Nordeste (o indice



subiu de 6,9 para 10,6 de 2000 para 2006) e mais acentuado no Norte (de 6,8

para 14). Numeros a cada 100 mil habitantes(?.

Apdbs a introducao da politica de acesso universal a TARV, que combina
drogas com diferentes formas de acdo, observou-se uma importante queda na
morbidade e mortalidade. A partir do ano 2000, essa taxa se estabilizou em
cerca de 6,4 obitos por 100 mil habitantes, sendo esta estabilizacao mais
evidente em Sao Paulo e no Distrito Federal 2. Em Botucatu — SP, o “Servico de
Ambulatérios Especializados e Hospital Dia Professor Emérito Domingos Alves
Meira”, administrado pela Fundacdo para o Desenvolvimento Médico e
Hospitalar (FAMESP), do Complexo Hospitalar da Faculdade de Medicina de
Botucatu/Unesp, inaugurado em 2004, é uma das referéncias no interior
paulista na assisténcia a pacientes portadores do virus HIV e Hepatite tipos B e
C. Realizou em 2008, 11.685 atendimentos (média de 1250 atendimentos/meés)
ante 11.665 no ano anterior. Entre seus servicos estdo a assisténcia
odontologica, psicologia, psiquiatria, fisioterapia, ginecologia, proctologia,
nutricdo, terapia ocupacional e o fornecimento de medicamentos através de
uma farmacia especializada ©).

Desde os primeiros casos descritos e compativeis com a aids, as
alteracoes clinicas relacionadas ao trato gastrintestinal tém sido de alta
prevaléncia, destacando-se principalmente quadros diarréicos associados a
parasitoses 4. Muitos estudos demonstraram que alguns parasitas intestinais
estavam freqientemente associados com quadros de diarréia grave em
pacientes com HIV, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento
4 5 6, 7 8 910 Enteroparasitas como Cryptosporidium sp., Isospora belli e
Strongyloides stercoralis, entre outros, foram relatados como causas de
mudancas gastrointestinais nos pacientes com HIV, com alta prevaléncia em
alguns, nos anos que precederam a introducdo da TARV (111213 QO fator
socioeconomico e cultural tem sido muito estudado no impacto que pode ter no
aparecimento das enteroparasitoses em geral e em individuos com infeccao pelo
HIV. Nesse sentido, Neghme & Silva (14 relatam que condicbes ambientais
associadas a condicdes do hospedeiro e do parasita, irdo favorecer e definir a
ocorréncia de infeccdo e doenca. A prevaléncia de uma dada parasitose reflete,
portanto, deficiéncias de saneamento basico, nivel de vida, higiene pessoal e
coletiva.

Varios estudos apontam que parasitas intestinais estao frequentemente

associados com quadros de diarréia em pacientes com HIV tanto nos paises
desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento (15.16), Antes da era TARV
notava-se um numero elevado de infeccoes entéricas nessa populacao com aids

quando em presenca de diarréias, sendo que os mais prevalentes eram Giardia



lamblia (26,67%), Cryptosporidium parvum (24,44%), Entamoeba coli (17,78%),
Isospora belli (6,67%) e Strongyloides stercoralis (6,67%) (16).

Nesses ultimos anos de avancos em drogas anti-retrovirais potentes,
observa-se uma melhora do estado imunologico com consequente decréscimo
na frequiiéncia de alguns parasitas intestinais. Estudo realizado no Intestinal
Parasite Laboratory at Medical School, Universidad de Antioquia mostrou que a
freqiiéncia de enteroparasitas mais comumente encontrada em pacientes com
imunodeficiéncia, dentre elas, leucemia linféide aguda (LLA), leucemia mieldide
cronica, virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e outras doencas, foram:
Entamoeba hystolitica/dispar (9,91%), Giardia lamblia (7,21%), Strongyloides
stercoralis (3,60%), Trichuris trichiura (3,60%), Ascaris lumbricoides (0,90%),
Ancylostomideo (1,8%), Cryptosporidium parvum (3,60%), Microsporidia sp
(1,80%). Os dados nao mostraram diferencas significativas na freqiiéncia de
parasitoses nos distintos grupos avaliados (17). Estudo realizado no Brasil, por
Bachur et al.. (18) ja na era po6s-TARV, com 582 pacientes HIV/aids, mostrou
frequéncias diferentes de enteroparasitoses nas eras pré e pos- TARV, com
Strongyloides stercoralis (30% e 11%), Ascaris lumbricoides (15% e 2%),
ancilostomideos (13,7% e 2%), Trichuris trichiura (13,1% e 1%), Hymenolepis
nana (0 e 1%), Giardia duodenalis (7,9% e1%) bem como outros parasitas nao
patogénicos.

Pesquisas recentes também evidenciam que o uso prolongado da TARV,
particularmente dos inibidores de protease, tem um impacto importante sobre

o estado nutricional de seus usuarios. Antes da chamada era-TARV, a perda de



peso e a desnutricdo, consequéncias das infec¢cdes oportunisticas, eram os
maiores problemas nutricionais (1920, ja na era TARV, o aparecimento de
alteracoes morfologicas envolvendo redistribuicao de gordura corporal,
eutrofismo e sobrepeso estdo entre as principais caracteristicas presentes
nesses individuos.

Varios autores (21,22,23.24) observaram que a alteracdo no estado
nutricional, com deplecdo de massa magra, perda de peso, diminuicdo da
gestao alimentar, niveis séricos diminuidos de albumina e de proteinas de meia
vida curta, sao consequéncias importantes na infeccao pelo HIV.

Wheeler et al 2%, estudando a perda de peso como preditora de sobrevida
e progressao da doenca na infeccao por HIV, concluiram que a mesma quando
leve (<5%) e moderada (5% a 10%), em um periodo de quatro meses concorre
para o aumento de risco de desenvolvimento de complicacdes oportunistas e
diminuicao de sobrevida.

O indice de massa corporal (IMC), nos individuos infectados pelo HIV,
apresenta duas fases: uma fase de relativa estabilidade e uma outra de rapido
declinio, nos seis meses que precedem o diagnostico de aids. Adicionalmente,
observaram que esse acentuado declinio estava associado a rapida progressao
da doenca.

Gorbach & Goldin (29, relatam que individuos com desnutricao protéico
energética de grau moderado a grave, apresentam alteracoes no trato
gastrintestinal, com diminuicao de secrecoes (gastrica, biliar, pancreatica e
intestinal) e da motilidade, contribuindo para o crescimento exagerado de
microorganismos anaerobicos no trato gastrintestinal superior, prejudicando a
absorcao de carboidratos, lipideos, vitamina Bi2 e proteinas.

A relacao entre infeccoes causadas por parasitas intestinais e alguns

indicadores nutricionais tem sido demonstrada por inumeras pesquisas



envolvendo o estado nutricional e a prevaléncia e intensidade da infeccao
(27,28,29,30,31,32,33) . Dados recentes mostraram interacdo entre a infeccdo por
Giardia lamblia e parametros antropomeétricos sugerindo que este protozoario
afeta o estado nutricional (7).

Infeccoes parasitarias que causam diarréia auto-limitada em pacientes
imunocompetentes  podem = causar diarréia grave em  individuos
imunocomprometidos, geralmente acompanhada de perda de peso, anorexia,
sindrome da ma-absorcao e em alguns casos, febre e dor abdominal. Varios
autores demonstraram que em alguns pacientes, parasitas como Strongyloides
stercoralis, Cryptosporidium parvum, Enterocytozoon bieneusi e
Encephalytozoon intestinalis podem se disseminar para outros 6rgdos como
bronquios, ductos biliares e figado, produzindo sintomatologia especifica para o
o6rgao afetado (34.35.36,37,38,39,40,41)

O parasita Giardia duodenalis afeta individuos imunocompetentes e
pacientes imunocomprometidos, particularmente aqueles com
hipogamaglobulinemia congénita e aqueles em estagio avancado da aids com
diarréia prolongada (#2:43:44),

A infeccao entérica pode resultar em lesdo intestinal e ma absorcao que,
se nao for compensada pode gerar deficiéncia nutricional 5. O
desenvolvimento de desnutricdo causa deficiéncia imune que, por sua vez,
resulta em maior susceptibilidade a infeccao entérica e o circulo € completado.
Kotler et al.#6) estudando pacientes com aids, encontraram comprometimento

intestinal grave com ma absorcdo de nutrientes. Guarino et al.(47



demonstraram, em criancas HIV positivas sintomaticas, envolvimento
generalizado da funcao intestinal, incluindo ma absorcao dos principais
nutrientes e lesdo da integridade mucosa, sugerida por aumento da
permeabilidade intestinal, o que também foi observado por um grupo de estudo
na [talia 8. Em estudo longitudinal realizado em cinco criancas HIV positivas
assintomaticas, foram encontradas, além da ma absorcao de carboidrato,
perda de proteina e gordura nas fezes (47). Miller et al. 49 demonstraram que a
ma absorcao de carboidrato foi relativamente frequente em criancas HIV
positivas assintomaticas, ocorrendo em 40% dos casos.

A ma absorcao nestes pacientes pode levar a desnutricao que, por sua
vez, contribui para a morbidade e mortalidade, podendo resultar em
anormalidades imunolégicas que exacerbariam o comprometimento da
imunidade celular inerentes a infeccao pelo HIV (9. A disfuncdo intestinal
também pode interferir adversamente com a habilidade de absorver medicacoes
orais, tais como zidovudine (51). Estudo realizado em Florianopolis, SC (52
avaliou a absorcao intestinal de criancas infectadas pelo HIV, pelas avaliacao
da absorcao intestinal, parasitologico de fezes e contagem de linfécitos T CD4+.
Em 50,96% dos pacientes foi encontrada auséncia de alteracdao imunologica e
em 10,57% dos mesmos o exame parasitologico de fezes foi positivo. O baixo
numero de resultados anormais sugere que a absorcao intestinal esta
preservada na maioria dos pacientes, pois estes se encontravam controlados do
ponto de vista meédico, estavam sob uso de medicamentos anti-retrovirais

eficazes, recebiam acompanhamento médico periodico e suporte nutricional.



Criancas que sao endemicamente expostas a infeccoes helminticas
também correm riscos de desnutricao, a qual altera varios aspectos da
imunidade incluindo producao de citocinas (53) e anticorpos (54 particularmente
aqueles que requerem padrao Th2 (9. Estudo mostrou que criancgas
desnutridas tinham altos niveis séricos de IL-4 e IgE (56, Outros estudos
mostraram altos niveis séricos de IL-4 em criancas parasitadas pelo Ascaris
(57,58), Tem sido demonstrado também que a sintese de IgE é dependente da
producao de IL-4 pelas células T helper do perfil Th2 (59),

Existem evidéncias de que as infeccoes helminticas influenciam a
progressao e regulacao da resposta celular e humoral como resultado de um
aumento de Th2 (60.61,62,63,64) Por outro lado a infeccdo pelo HIV caracterizado
pela resposta imune do perfil Thl diminui a interleucina-5 (IL-5) e IgE em
pacientes com estrongiloidiase (6566, A resposta Th2 foi associada a correlacao
entre eosinofilia e carga viral e inversamente proporcional com a contagem de
células TCD4+ (60,63,67,68) Qutros estudos também relatam que a infeccdo com
helmintos intestinais resulta em respostas imunes que envolvem citocinas
produzidas através de célula de Th2, com producao de IgE, eosinofilia e
mastocitoses (60,62,64,67) Essas respostas sao atribuidas a propensao dos
helmintos de estimular a subpopulacao TH2 de células T auxiliares CD4+, as
quais secretam interleucina 4 (IL-4) e IL-5. A IL-4 estimula a producao de IgE e
a IL-5 estimula o desenvolvimento e a ativacao dos eosinoéfilos. Os eosinoéfilos
podem ser mais eficazes na destruicao de helmintos do que outros leucocitos

porque a proteina basica principal dos granulos dos eosinoéfilos pode ser mais



toxica para os helmintos do que as enzimas proteoliticas e os intermediarios
reativos do oxigénio produzidos por neutrofilos e macrofagos. A expulsdo de
alguns nematodeos intestinais pode ser devida a mecanismos dependentes de
IL-4 que nao estdao bem definidos, mas aparentemente nao necessitam de IgE
(68),

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é produzido predominantemente
por fagocitos mononucleares ativados, podendo ainda ser secretado por células
T estimuladas por antigenos, células NK e por mastécitos. O estimulo mais
importante para a secrecao dessa citocina é o LPS, principalmente em infeccoes
por bactérias Gram-negativas. A principal funcado biolégica do TNF-a é
estimular o recrutamento de neutrofilos e monocitos para locais de infeccao e
ativar essas células para erradicar microrganismos. Esse efeito ocorre atraveés
da expressao de moléculas de adesao pelo endotélio vascular e do estimulo a
producao de quimiocinas. Quando o TNF-a é produzido em grandes
quantidades, pode produzir efeitos sistémicos andmalos, agindo sobre o
hipotalamo e produzindo febre, sobre hepatocitos, aumentando a sintese de
proteinas de fase aguda e, ainda, induzindo a perda de apetite e suprimindo a
sintese de lipase lipoprotéica, resultando em quadro de caquexia. Além de seu
papel inflamatoério, o TNF-a também esta (59 associado a inducao de apoptose,
sendo importante fator associado a perda celular durante a infeccdo pelo HIV
(69).

O interferon gama (IFN-y) € componente da resposta imune do tipo

celular. Essa citocina € produzida, principalmente, por células NK e linfocitos



T. Suas principais propriedades biologicas na resposta imune sao a potente
estimulacao de macrofagos, com aumento de sua capacidade microbicida e
sintese de reativos intermediarios do oxigénio e nitrogénio, o estimulo a
expressao de moléculas MHC da classe I e II e de co-estimuladores de células
apresentadoras de antigenos, a ativacao de linfécitos T, induzindo a
diferenciacao para o perfil Thl e inibindo o Th2, a elevacao da atividade de
células NK, dentre outras (69),

A interleucina-2 (IL-2) € um fator de crescimento para linfocitos T
estimulados por antigeno, produzido principalmente por linfécitos T CD4+ e,
em menores quantidades, por linfocitos T CD8 +. Dentre suas acoes biologicas,
destacam-se a proliferacao de células antigeno-especificas, a proliferacao e
diferenciacdao de células NK e linfécitos B, estimulando sua producdo del4
anticorpos, a inducdo da producao da proteina anti-apoptotica Bcl-2, que
promove a sobrevivéncia celular, além de estimular a producao de citocinas
pelas células T (69),

A interleucina-5 (IL-5) é uma glicoproteina homodimérica ligada por
ponte dissulfeto que foi originalmente descrita como fator de crescimento das
células B em camundongos, mas atua principalmente como fator de
crescimento e diferenciacao dos eosinoéfilos nos seres humanos. As células Th2
constituem a principal fonte de IL-5, que pode desempenhar um importante
papel na patogenia de certas doencas alérgicas e asma, bem como nas

infeccoes por helmintos. A IL-5 humana também intensifica as atividades dos



basofilos ao instrui-los a liberar mediadores, como histamina e leucotrienos,
em resposta a outros sinais (70).

A interleucina-10 (IL-10), produzida por macrofagos e células T, € um
inibidor de macréfagos e células dendriticas ativadas. Com essas acoes, a IL-10
acaba por inibir a ativacao da célula T e finaliza as reacoes de imunidade
mediada por células (©9).

Estudo demonstrou que a producao de IFN-6 e interleucina-2 (IL-2) estao
associadas com resposta imune efetiva e boa evolucao clinica, enquanto niveis
altos de IL-4, interleucina-10 (IL-10) e TNF-a estdo associados com a
diminuicao da funcao imune (“1). Nem toda resposta imune Th2 é igual para
todos os parasitas.

Na resposta imune a infeccao pelo Schistosoma mansoni «», Schistosoma
haematobium ~e Onchocerca volvulus (74 além da producdo aumentada de IL-4
e IL-5, também ocorre producao aumentada de IL-10. A IL-10 € uma citocina
com ac¢ao imunossupressora que parece ser importante no estabelecimento da
tolerancia imunologica do hospedeiro a estes helmintos, que, em alguns casos,
sobrevivem por até 30 anos = Por outro lado, em outras infeccoes helminticas,
como no caso do Ascaris lumbricoides, nao existe producao aumentada de IL-
10 (76,77).

Tendo em vista a freqiiéncia de parasitoses intestinais em individuos com
HIV ou aids, muitos com carater oportunistico, afetando-os seriamente, torna-

se necessario novos estudos sobre a relacdao entre essas parasitoses e a



resposta imunologica desses individuos, bem como a repercussao nutricional

causada por essas parasitoses nessa populacao.
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Objetivos

1. Objetivo Geral

Avaliar a frequéncia de enteroparasitoses em individuos com HIV
ou aids atendidos no Servico de Ambulatérios Especializados e Hospital Dia
Professor Emeérito Domingos Alves Meira”, da Fundacao para o
Desenvolvimento Médico e Hospitalar (FAMESP), do Complexo Hospitalar da

Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

2. Objetivos Especificos

Caracterizar as variaveis epidemiologicas, nutricionais e
imunologicas que poderiam estar associadas a presenca de enteroparasitas

nesses individuos.
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Casuistica e Métodos

1. Casuistica

O presente estudo foi desenvolvido com 105 individuos de ambos os
sexos, com idade superior a 18 anos e diagnostico confirmado de HIV,
atendidos no “Servico de Ambulatorios Especializados e Hospital Dia Professor
Emeérito Domingos Alves Meira”, da Fundacao para o Desenvolvimento Médico
e Hospitalar (FAMESP), do Complexo Hospitalar da FMB - UNESP, durante o
periodo de marc¢o de 2007 a junho de 2008.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (Of.-1472007-CEP) (Anexol). Os
individuos que participaram desse estudo foram previamente informados, com
detalhes, quanto aos procedimentos aos quais seriam submetidos e assinaram
documento de anuéncia de sua participacdo e concordancia com a realizacao
do mesmo, conforme a Resolucao n°. 196/96 sobre “Pesquisa envolvendo seres

humanos” do Conselho de Satude do Ministério de Saude (Anexo?2).

2. Métodos

2.1. Selecao da amostra

Todos os individuos foram entrevistados, mediante protocolo pré-
estabelecido pelo autor da pesquisa, para obtencao de informacoes de
identificacao, dados socioeconomicos e avaliacao clinica como: idade, sexo,
cor, estado civil, nivel de escolaridade, profissao, procedéncia, tipo e
localizacao de moradia, presenca de agua encanada, rede de esgoto, luz

elétrica, horta, coleta de lixo, numero de residentes, grau de parentesco,



renda mensal total, diagnéstico clinico, medicacoes em uso, antecedentes
familiares, transmissao da doenca, relato de alergia respiratoria e picada de

inseto (Anexo3).

2.2. Critérios de inclusao

Foram incluidos individuos adultos, com idade acima de 18 anos, de
ambos os sexos, com diagnéstico confirmado de HIV pelo método ELISA
(Enzyme Linked Immuno sorbent Assay) e que concordaram em participar do

estudo.

2.3. Critérios de exclusao

Foram excluidas as gestantes, os individuos que fizeram uso de anti-
helminticos no periodo de 30 dias antecedentes a data de coleta, os
individuos que nao tiveram todas as avaliacoes necessarias aos objetivos do
estudo, os individuos que abandonaram o acompanhamento, ou aqueles que

foram a obito durante o estudo.

2.4. Grupo de estudo

O grupo de estudo foi constituido por 105 pacientes infectados pelo

HIV-1, de ambos os sexos, com e sem tratamento pela TARV.

2.5. Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo transversal, no qual foram selecionados 134
individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sendo
que 29 nao preenchiam todos os requisitos, por nao realizarem a coleta do

exame parasitologico de fezes ou por obito. independente de sexo, cor da



pele, idade ou via de transmissdao da doenca, acompanhados no atendidos
“Servico de Ambulatorios Especializados e Hospital Dia Professor Emérito
Domingos Alves Meira”, da Fundacao para o Desenvolvimento Médico e

Hospitalar (FAMESP), do Complexo Hospitalar da FMB — UNESP.

Consentimento livre e esclarecido

105 individuos com HIV positivos
. |

T Avaliacao " Avaliacao de "Avaliacao

parasitologica eosinofilos e imunoldgica



Figura 2: Delineamento do estudo

2.6. Diagnostico da infeccao pelo HIV

O diagnoéstico da infeccao pelo HIV foi baseado em critérios clinico-
epidemiologicos e confirmado por métodos laboratoriais segundo o
fluxograma do Ministério da Saude para o diagnostico sorolégico do HIV,
utilizando-se teste de ELISA.

O teste sorologico foi realizado no Hemocentro do Hospital das Clinicas
da FMB-UNESP. A técnica de ELISA para deteccao de anticorpos para HIV-1
no soro utilizou o “Abbott® Recombinat HIV-1/HIV-2 3RD generation EIA”.

2.7. Dados coletados

Os dados da pesquisa foram coletados e os individuos estudados foram
avaliados por meio de protocolo pré-estabelecido, aplicado pelo pesquisador
no momento da avaliacdo, envolvendo avaliacoes clinico-epidemiologicas

(Anexo 2), clinico-nutricionais (Anexo 3) e laboratoriais (Anexo 4).

2.7.1. Avaliacao clinica

As informacoes sobre dados clinico-nutricionais foram obtidas pelo
pesquisador mediante protocolo pré-estabelecido que incluiu
informacoes sobre: dados pessoais, perda ou ganho de peso, perda ou

ganho de apetite, presenca ou nao de vomitos e diarréia (Anexo 3).



2.7.2. Avaliacao nutricional

Para avaliacdo do estado nutricional da composicao corporal,
foram mensuradas as seguintes medidas corporais: peso, estatura,
circunferéncias da cintura e do quadril.
Todas as medidas foram tomadas utilizando-se técnica
padronizada. Com base nessas medidas foi calculado o indice de massa
corporal (IMC) (Anexo 3).
= Peso (P) — Kg: foi obtido em balanca mecanica com estadiometro, do
tipo plataforma com precisdao de 0,1Kg, da marca Welmy®, com o
individuo descalco e com o minimo de vestimentas(78).

» Estatura (E) — m: foi determinada utilizando-se a haste movel da
balanca antropométrica, com precisao de 0,5cm(78).

» Indice de massa corporal (IMC) — kg/m?: foi calculado pela proporcao
do peso do corpo em quilos para a estatura em metros quadrados. Foi
analisado por meio da classificacdo nutricional, segundo a

Organizacao Mundial da Saude(79:80),

2.7.3. Avaliacao laboratorial

Para a analise laboratorial dos individuos, foram coletados 10
gramas de amostra de fezes em 3 coletas em dias alternados seguindo
as instrucoes padronizadas pelo kit TF-test® e 20 ml de amostra de
sangue de veia periférica, realizada pela manha, apos jejum de 12
horas, com observacao das condutas-padrao e anti-sepsia. Parte
dessas amostras foi encaminhada para o Laboratério de Analises

Clinicas da FMB - UNESP, parte para o Hemocentro da FMB-UNESP e



outra parte para o Laboratorio de Pesquisa do Departamento de

Doencas Tropicais e Diagnostico por Imagem da FMB — UNESP (Anexo 4).
2.7.3.1. Avaliacao parasitologica de fezes
O exame para diagnostico de enteroparasitoses foi realizado
com o kit TF-test® (IMMUNOASSAY), para pesquisa de
protozoarios, larvas e helmintos. Os kits foram entregues para
todos os pacientes e cada um deles foi orientado na maneira de
como coletar e armazenar as amostras adequadamente
(T°’ambiente até serem processadas). Trés amostras de fezes
foram coletadas em dias alternados e processadas de acordo com
as instrucoes do fabricante. Cada kit do TF-Test possui trés
tubos coletores contendo formalina, que possibilita a
conservacao do material e sua diluicdo. A técnica do
processamento do material para analise incluiu agitacao do tubo
coletor para homogeneizacao do material fecal coletado, seguida
de acréscimo de uma gota de detergente neutro e incolor,
responsavel pela lise das moléculas de gordura. Posteriormente,
pipetou-se 3ml de acetato de etila, que elimina as gorduras e
grande parte dos detritos, fornecendo um sedimento limpo e
altamente enriquecido por formas parasitarias de todas as
espécies. Em seguida, fez-se o encaixe dos trés tubos coletores
no conjunto de filtros e centrifugacao, centrifugando o sistema a
1500rpm por dois minutos. Fez-se, entdo, o descarte do
sobrenadante e analisou-se o sedimento ao microscopio em

lamina corada com lugol 2%.



O respectivo exame foi realizado no Laboratorio de Analises
Clinicas da Secao Técnica de Analises Clinicas do Hospital das
Clinicas da FMB - UNESP, que possui controle interno e externo

de qualidade.

2.7.3.2. Avaliacao de eosinéfilos

A contagem global e relativa de eosinofilos foi realizada com
o contador hematologico automatizado, ABX PENTRA 120, ABX
Diagnostics®. Esse equipamento analisou os eosinofilos a partir
de um reagente (Eosinofix), onde o mesmo lisou os globulos
vermelhos, com acdo do reagente nas membranas
citoplasmaticas. Os leucoécitos mantiveram seu tamanho original
e somente os eosinofilos foram pigmentados para a separacao
otica. O valor de referéncia estda no intervalo 0O a 500

células/mms3.

2.7.3.3. Avaliacao de albumina

A dosagem sérica de albumina foi realizada pelo Sistema
VITROS da Johnson & Johnson, método colorimétrico, quimica
seca. O valor de referéncia esta no intervalo de 3,5g/dL - 5,0
g/dL.

Os respectivos exames foram realizados no Laboratoério de
Analises Clinicas da Secao Técnica de Analises Clinicas do
Hospital das Clinicas da FMB - UNESP, que possui controle

interno e externo de qualidade.



2.7.3.4. Avaliacao imunolégica

2.7.3.4.1. Determinacao de IgE

Para a medicdo da concentracdo de IgE foi
utilizada amostras de soro ou plasma heparinizado em
EDTA ou amostras congeladas. A analise foi realizada
através da imunonefelometria de particulas reforcadas
com os sistemas BN, pelo método N latex IgE mono
(Dade Behring Marburg GmbH — EUA). Nos adultos, as
concentracoes até aproximadamente 100 Ul/mL podem
ser consideradas como o limite superior de intervalo de
referéncia.

O respectivo exame foi realizado no Laboratoério de
Analises Clinicas da Secao Técnica de Analises Clinicas
do Hospital das Clinicas da FMB - UNESP, o qual possui

controle interno e externo de qualidade.

2.7.3.4.2. Contagem de linfocitos T CD4+* e T CD8*
Foi realizada quantificacado de subpopulacoes de
linfocitos TCD4+/CD8+ em sangue periférico, por meio
de identificacao de antigenos de superficie por
citometria de fluxo. Foi utilizado kit TRITEST™ (BD)
anti-CD4-FITC/CD8-PE/CD3-PerCP e tubos truCount™
(BD), possibilitando a contagem celular em numeros

absolutos, com uso de citometro de fluxo modelo

FACSCalibur.



O respectivo exame foi realizado no Hemocentro do

Hospital das Clinicas da FMB — UNESP.

2.7.3.4.3. Contagem de carga viral

Foi utilizado o teste VERSANT® HIV-1 RNA 3.0
(bDNA) para quantificacao direta do virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) RNA no plasma
de individuos portadores do virus HIV-1, por meio da
amplificacao do sinal emitido pelo acido nucléico,
usando o System 340 bDNA Analyser Bayer®.

O respectivo exame foi realizado no Hemocentro do

Hospital das Clinicas da FMB — UNESP.

2.7.3.4.4. Quantificacao de citocinas

A determinacao das citocinas TNF-a, INF- ou anti
IL-2, IL-5 e IL-10 presentes no soro foram realizadas
pela técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA),
utilizando kits comerciais (R&D® Systems, Minneapolis,
MN, USA), de acordo com as instrucoes do fabricante.
Inicialmente, microplacas de 96 orificios foram
sensibilizadas com anticorpo monoclonal especifico anti-
TNF-a, INF-8 ou IL-2, IL-5 e IL-10. Em seguida,
controles positivo e negativo e amostras foram
adicionados (diluicao 1:2), sendo as placas incubadas a
temperatura ambiente por 2 horas. Apos esse

procedimento, foram realizadas quatro lavagens com



solucao detergente, contendo 2-cloroacetamida (0.1%) e
solucao detergente contendo 0.05% Tween 20 em PPs,
pH 7.4. Esse procedimento foi repetido até a fase
anterior a adicdo do substrato. Posteriormente, as
placas, marcadas com biotina, receberam estreptovidina
ligada a peroxidase. Apés o periodo de incubacdo, o
substrato, formado por peréxido de hidrogénio (0.02%) e
tetrametilbenzina (2%), foi adicionado aos orificios das
placas. A interrupcao da reacao foi realizada a
temperatura ambiente, utilizando-se 50 ul de acido
sulfurico 1M. Os resultados foram avaliados pela leitura
de densidade optica (DO) em leitor automatico de
ELISA (Titertek Multiskan), em comprimento de onda de
450 nm. As concentracoes das citocinas, em pg/ml,
presentes no soro, foram calculadas a partir dos
resultados em DO aplicados em curva padrao de
citocina recombinante utilizada como controle, sendo 5
pg/ml o valor minimo detectavel pela técnica. O
respectivo exame foi realizado no Laboratorio de

Pesquisa de Doencas Tropicais da FMB - UNESP.

2.7.4. Analise Estatistica

Para comparar os enteroparasitas com relacido ao numero de vezes
que ele ocorre foi ajustado um modelo linear generalizado com erro

binomial negativo.



Para verificar diferencas entre individuos positivos e negativos
(com e sem enteroparasitas) com relacdo as variaveis eosinofilos, IgE,
TCD4+ e TCDS8*, também foi ajustado um modelo linear generalizado com
erro binomial negativo para cada uma delas, obtendo assim o valor p.

Para estudar associacao entre carga viral detectavel e presenca de
enteroparasitas foi aplicado o teste exato de Fisher.

Para albumina, IMC e cada citocina foi aplicado o teste kruskal-
wallis, pois a estas variaveis nao foi possivel ajustar uma distribuicao
normal aos erros ou elas ndo possuiam variancia constante.

Para as analises estatisticas foi utilizado o pacote estatistico SAS

versao 9.1



Resultados



Resultados

1. Populacao estudada

Durante o periodo de entrevistas e coleta dos dados foram entrevistados
134 pacientes e, destes, 28 que preenchiam os critérios de inclusao foram
excluidos do estudo por nao realizarem a coleta do exame parasitolégico de
fezes e um paciente foi excluido por 6bito. Sendo assim, 105 individuos

completaram o estudo.

2. Caracterizacao da populacao estudada

Dos 105 participantes, 54 (51.43%) eram do sexo masculino e 51
(48.57%) do feminino, ndo havendo diferenca estatistica na distribuicao quanto
a essa variavel (p = 0.8522). A média de idade dos individuos nao parasitados
foi de 40.19 £ 10.39 anos e dos parasitados foi de 44.15 £ 10.86. A média da
renda mensal per capita foi de aproximadamente 2 salarios minimos R$
1.121,63 (um mil cento e vinte e um reais e sessenta e trés centavos), minima
de R$100,00 (cem reais) e maxima de R$7.000,00 (sete mil reais). A tabela 1
mostra que houve predominio da cor da pele branca em quase 90% dos
estudados, apenas 2% de analfabetos, a maioria residia em zona urbana com
saneamento basico, nao utilizavam horta como fonte de alimentacao e fazia uso

de TARV.



Tabela 1. Caracterizacao de 105 individuos HIV positivos atendidos no
Servico de Ambulatérios Especializados e Hospital Dia Prof.
Emérito Domingos Alves Meira, FMB-UNESP, 2007 /08.

Variaveis n %
Sexo
Masculino 54 51.43
Feminino 51 48.57
Cor da pele
Branca 91 86.66
Negra 14 13.33
Escolaridade
Analfabeto 3 2.85
Fundamental 69 65.71
Médio 25 23.80
Superior 8 7.61
Moradia
Alvenaria 105 100
Urbana 100 95.23
Rural 5 4.76
Saneamento basico completo
Sim 105 100
Nao 0 0



1
Uso de horta

Sim 28 26.66
Nao 77 73.33
Uso de TARV
Sim 93 88.57
Nao 12 11.42
Transmissao da doenca
Relacdes heterossexuais 74 70.47
Relacdes homossexuais 4 3.80
Uso de drogas 9 8.57
Transfusdo de sangue 6 5.71
Né&o sabe 18 17.14
Alergia
Sim 34 32.38
Nao 71 67.61
FMB = Faculdade de Medicina de Botucatu n = numero
% = porcentagem TARYV = terapia anti-retroviral de alta atividade

3. Avaliacao clinica

Em relacao a avaliacao clinica, todos os individuos negaram a presenca

de diarréia, alteracao no apetite ou peso nos ultimos meses.

4. Avaliacao nutricional
4.1. Analise de IMC

Os niveis de IMC dos pacientes variaram de 17 a 43.28 kg/m?2. Nos
individuos com diagnoéstico negativo de enteroparasitoses, a média, desvio
padrdao e mediana foram de 24.73, 4.85 e 23.80. Nos individuos com
diagnostico positivo de enteroparasitoses, a média, desvio padrao e
mediana foram de 25.36, 3.28 e 25.40 (Grafico 1). O valor normal é de 18,5
a 25 kg/m?



Nao houve diferenca significativa entre os 2 grupos analisados (p =

0.3946).
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Grafico 1: Mediana de IMC nos individuos HIV/aids atendidos no Servico de
Ambulatérios Especializados e Hospital Dia Prof. Emérito Domingos Alves
Meira, FMB/UNESP, 2007/08. O valor p obtido através do teste de
Kruskal-Wallis para comparar positivos com negativos foi 0,3946.

4.2. Perfil nutricional

A Tabela 2 mostra as caracteristicas do perfil nutricional dos
individuos estudados, de acordo com a classificacdo nutricional pelo
IMC/OMS. Verificou-se que, dentre os individuos sem enteroparasitas, 6
(6.97%) apresentaram baixo peso (IMC:<18.5kg/m?), 43 (50%) estavam
dentro dos padroes de normalidade (IMC: 18.5 - 24.9 kg/m?), 27
(31.39%) eram pré-obesos (IMC: 25.0 — 29.9), 7 (8.13%) eram obesos I
(IMC: 30.0 - 34.9 kg/m?, 2 (2.32%) eram obesos II (IMC: 35.0 - 39.9
kg/m?) e 1 (1.16%) era obeso III (>40.0 kg/m?). Nos individuos com

enteroparasitas nenhum apresentou baixo peso (IMC: <18.5kg/m?), 5



(50%) estavam dentro dos padroes de normalidade (IMC: 18.5 - 24.9
kg/m?), 4 (40%) eram pré-obesos (IMC: 25.0 — 29.9 kg/m?), 1 (10%) era
obeso I (IMC: 30.0 - 34.9 kg/m?) e nao sendo encontrado nenhum individuo

obeso II (IMC: 35.0 — 39.9 kg/m?) e obeso III (> 40,0 kg/m?).

Tabela 2. Perfil nutricional de 105 individuos com HIV/aids atendidos no
Servico de Ambulatérios Especializados e Hospital Dia Prof. Emérito
Domingos Alves Meira, FMB/UNESP, 2007 /08.

Diagndstico nutricional Sem enteroparasitas Com enteroparasitas
(IMC/OMS) n % N %

. __________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Baixo peso 6 6.97 0 0
Normal 43 50 5 50
Pré-obeso 27 31.39 4 40
Obeso | 7 8.13 1 10
Obeso Il 2 2.32 0 0
Obeso Il 1 1.16 0 0

|
FMB = Faculdade de Medicina de Botucatu n = ndmero %: porcentagem
IMC = indice de massa corporal OMS = Organizacao Mundial de Saude

5. Avaliacao laboratorial
5.1. Avaliacao de enteroparasitoses

Em relacdao a presenca de enteroparasitas nas fezes, verificou-se que
dentre os 105 individuos analisados, 92 (87.61%) apresentaram resultados
negativos, ou seja, auséncia de parasitas e 13 (12.38%) apresentaram

resultados positivos.



Em relacdo ao numero de enteroparasitas, verificou-se uma maior
positividade em relacao aos protozoarios do que aos helmintos. Apenas
duas (15.4%) amostras apresentaram poliparasitismo: uma por Endolimax
nana e Giardia lamblia e outra por Endolimax nana e Entamoeba coli
(Tabela 3). Entamoeba coli foi encontrada em 5 (38.5%) das amostras,
seguido de Giardia lamblia 4 (30.7%), Blastocystis hominis 3 (23.0%),

Endolimax nana 2 (15.4%) e Ascaris lumbricoides 1 (7.7%) (Grafico 2).

Tabela 3: Distribuicao dos 13 individuos com HIV/aids segundo tipo de
parasita atendidos no atendidos no Servico de Ambulatorios
Especializados e Hospital Dia Prof. Emérito Domingos Alves Meira,
FMB-UNESP, 2007/08.

Pacientes Parasitas

B.hominis
E.nana + G. lamblia
E.coli
A.lumbricoides
E.coli
G. lamblia
E.coli
G.lamblia
E.coli
B.hominis
G. lamblia
E.nana +E.coli

0 N o oA~ WD =

[ e T E— .
w N = o ©

B.hominis



5(38,5%)
5 -
0 4 4(30,7%) B A.lumbricoides
% B B.hominis
S 3(23%) B E.coli
cU -
8 2(15.4%) BE.nana
> 2 (15.4%) O G.lamblia
1(7,7%)
| j
0 -
A.lumbricoides B.hominis E.coli E.nana G lamblia

Grafico 2: Numero de enteroparasitas nos individuos HIV/aids atendidos no Servico
de Ambulatorios Especializados e Hospital Dia Prof. Emérito Domingos
Alves Meira-FMB/UNESP, 2007/08. O valor de p obtido pelo ajuste de

um modelo binomial negativo foi < 0,0001.

5.2. Analise de niveis séricos de eosinofilos

Os niveis séricos de eosinoéfilos de todos os pacientes variaram de O a
1948 ceélulas/mm3. Nos individuos com diagnostico mnegativo de
enteroparasitoses, a média, desvio padrdao e mediana foram de 260.69,
312.07 e 162.50 respectivamente. Nos individuos com diagnostico positivo
de enteroparasitoses, a média, desvio padrao e mediana foram de 200.07,
121.06 e 179.00 respectivamente (Grafico3). Valor normal até 500 cél/mm3

Com base na analise estatistica podemos observar que nao houve

diferenca significativa entre os 2 grupos analisados (p = 0.3198).
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Grafico 3: Média da dosagem de eosinéfilos nos individuos HIV/aids atendidos no
Servico de Ambulatérios Especializados e Hospital Dia Prof. Emérito
Domingos Alves Meira, FMB-UNESP, 2007/08. O valor de p obtido pelo
ajuste de um modelo binomial negativo foi 0.3198(p<0,05).

5.3. Analise de niveis séricos de albumina

Os niveis séricos de albumina dos pacientes variaram de 2.6 a
6.8 g/dl. Nos individuos com diagnoéstico negativo de enteroparasitoses, a
média, desvio padrao e mediana e foram de 4.38, 0.55 e 4.4
respectivamente. Nos individuos com diagnéstico positivo de
enteroparasitoses, a média, desvio padrao e mediana e foram de 4.123,
0.642 e 4.41 (Grafico 4). O valor normal € de 3,5 a 5,0 g/dI3

Podemos observar que nao houve diferenca significativa entre os 2

grupos analisados (p = 0.2709).
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Grafico 4: Mediana da dosagem de albumina nos individuos HIV/aids atendidos no
Servico de Ambulatérios Especializados e Hospital Dia Prof. Emérito
Domingos Alves Meira, FMB/UNESP, 2007 /08. O valor p obtido através do

teste de Kruskal-Wallis para comparar positivos com negativos foi 0.2709.

5.4. Analise de niveis séricos de IgE

Os niveis séricos de IgE dos pacientes variaram de 1.8 a 7060 UIl/ml.
Nos individuos com diagnostico negativo de enteroparasitoses, a média,
desvio padrao e mediana foram de 559.31, 1191 e 135 respectivamente.
Nos individuos com diagnostico positivo de enteroparasitoses, a meédia,
desvio padrao e mediana foram de 882.30, 1407.57 e 252 respectivamente
(Grafico 5). O valor normal até 100 UI/ml

Com base na analise estatistica podemos observar que nao houve

diferenca significativa entre os 2 grupos analisados (p = 0.3147).
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Grafico 5: Média da dosagem de IgE nos individuos HIV/aids atendidos no Servico de
Ambulatérios Especializados e Hospital Dia Prof. Emérito Domingos Alves
Meira, FMB-UNESP, 2007/08. O valor de p obtido pelo ajuste de um
modelo binomial negativo foi 0.3147(p<0,05).

5.5. Analise de niveis séricos de células TCD4+

Os niveis séricos de células TCD4* dos pacientes variaram de 21 a
1749 células/mm3. Nos individuos com diagnostico negativo de
enteroparasitoses, a meédia, desvio padrao e mediana foram de 412.81,
293.72 e 363 respectivamente. Nos individuos com diagnéstico positivo de
enteroparasitoses, a meédia, desvio padrao e mediana foram de 596.23,
522.13 e 470 e respectivamente (Grafico 6).

Com base na analise estatistica podemos observar que nao houve

diferenca significativa entre os 2 grupos analisados (p = 0.0887).
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Grafico 6: Média da dosagem de células TCD4* nos individuos HIV/aids atendidos no
Servico de Ambulatérios Especializados e Hospital Dia Prof. Emérito
Domingos Alves Meira, FMB-UNESP, 2007/08. O valor de p obtido pelo
ajuste de um modelo binomial negativo foi 0,0887(p<0,053).

5.6. Analise de niveis séricos de células TCDS8*

Os niveis séricos de células TCD8* dos pacientes variaram de 0.33 a
3115 células/mms3. Nos individuos com diagnéstico negativo de
enteroparasitoses, a média, desvio padrdo e mediana foram de 889.41,
518.82 e 768 e respectivamente. Nos individuos com diagnostico positivo de
enteroparasitoses, a média, desvio padrdo e mediana foram de 956.63,
575.14 e 798 respectivamente (Grafico 7).

Com base na analise estatistica podemos observar que nao houve

diferenca significativa entre os 2 grupos analisados (p = 0.7113).



Considerando as contagens médias de linfécitos T CD4* e T CD8*, bem
como a razao CD4+*/CD8*, nao foram observadas diferencas significativas entre

os dois grupos.
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Grafico 7: Média da dosagem de células TCD8* nos individuos HIV/aids atendidos no
Servico de Ambulatérios Especializados e Hospital Dia Prof. Emérito
Domingos Alves Meira, FMB-UNESP, 2007/08. O valor de p obtido pelo
ajuste de um modelo binomial negativo foi 0.7113 (p<0,05).

5.7. Analise de carga viral

Dentre os individuos com diagnostico negativo de enteroparasitoses, 73
apresentaram niveis indetectaveis de carga viral (<50.000 copias/ml) e 11
apresentaram carga viral >50.000 copias/ml de sangue. Nos individuos com
diagnostico positivo de enteroparasitoses, 11 apresentaram niveis indetectaveis
de carga viral (<50.000 copias/ml) e apenas 1 individuo apresentou carga viral

>50.000 copias/ml de sangue (Tabela 4).



Tabela 4: Distribuicao dos individuos com HIV/aids segundo o nivel de carga
viral detectavel por mm de sangue atendidos no atendidos no
Servico de Ambulatorios Especializados e Hospital Dia Prof.
Emeérito Domingos Alves Meira, FMB-UNESP, 2007 /08.

Carga Viral Negativos Positivos Valor de p para teste exato
n % n % de Fisher

Indetectavel 73 86.9 11 91.7
> 50.000(copias/ml) 11 13.1 1 8.3 0.6408
Total 84 100.0 12 100.0

FMB = Faculdade de Medicina de Botucatu n = numero % = porcentagem

5.8. Quantificacao de citocinas séricas

A Tabela 5 e o Grafico 8 mostram a mediana e dos individuos com

diagnostico negativo e positivo de enteroparasitoses:

Tabela 5: Distribuicdo dos individuos com HIV/aids sem e com
enteroparasitoses segundo a quantificacao de citocinas séricas
(pg/ml) atendidos no atendidos no Servico de Ambulatorios
Especializados e Hospital Dia Prof. Emérito Domingos Alves
Meira, FMB-UNESP, 2007 /08.



Parasitas  Medidas TNF-o [FN-y: IL-2 IL-5 IL-10

Mediana 378,52 328% 1212 2102 402
NEGATIVO

(Q1; Q3)  (310:410)  (219;430)  (104;150)  (187;229) (32;54)

Mediana 486° 2322 1312 321° 432
POSITIVO

(Q1;Q3)  (404;567)  (206;321)  (108;143)  (276;543) (36;50)

Medianas com letras diferentes apresentaram diferenga entre positivos e negativos (p < 0,05)
pelo teste de Kruskal-Wallis.

Com base na estatistica podemos observar diferenca significativa em
relacdo a TNF-a (p = 0.0277) e IL-5 (p < 0.0001) (Tabela 6; Grafico 8). Valores
normais (mediana): TNF-a=109,5; IFN-y=190,5; IL-2=130; IL-5=101; IL-10=10,5.

Tabela 6: Distribuicao dos individuos com HIV/aids sem e com
enteroparasitoses segundo a analise estatistica comparativa
das citocinas séricas (pg/ml) atendidos no atendidos no
Servico de Ambulatorios Especializados e Hospital Dia Prof.
Emeérito Domingos Alves Meira, FMB-UNESP, 2007 /08.

Citocinas Estatistica Comentario
TNF-a p=0,0277 Positivo > Negativo
IFN-y p=0,0956 Positivo = Negativo
IL-2 p=0,5517 Positivo= Negativo
IL-5 p<0,0001 Positivo > Negativo

IL-10 P =0,2832 Positivo= Negativo
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Grafico 8: Quantificacao de TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-5 e IL-10 nos individuos HIV/aids
atendidos no Servico de Ambulatérios Especializados e Hospital Dia Prof.
Emérito Domingos Alves Meira, FMB-UNESP, 2007/08. O valor p foi
obtido através do teste de Kruskal-Wallis para comparar positivos com

negativos para cada citocina (p<0,05).
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Discussao

A aids é uma doenca relativamente nova, caracterizada pela presenca de
infeccoes oportunisticas e que, na era pré TARV, quase todos os pacientes
evoluiam para desnutricdo e imunossupressao graves com o6bito em menos de
dois anos de evolucao. Posteriormente, a partir de 1996, com o advento da
TARV, houve mudanca no comportamento evolutivo da doenca com reducao
drastica na morbidade e mortalidade(®1).

Dados da “The Joint United Nations Programme on HIV/AIDS” (UNAIDS)(82)
indicam expansao na prevaléncia dessa infeccao em todos os continentes,
sendo que, atualmente, cerca de 33.2 milhdes de pessoas vivem com HIV e
68.0% delas estdao na Africa Sub- Sahariana, onde menos de 10.0% tém acesso
a TARV(83),

No Brasil, o primeiro registro de caso de aids ocorreu em 1980. Nos
primeiros anos, a epidemia manteve-se restrita as regidoes metropolitanas do
pais, como Sao Paulo e Rio de Janeiro®4. Segundo dados do Ministério da
Saude até junho de 2008, foram notificados 506.499 casos de aids. Do
acumulado, a Regiao Sudeste € a que tem o maior percentual de notificacoes —
60.4% — ou seja, 305.725 casos. O Sul concentra 18.9% (95.552), o Nordeste
11.5% (58.348), o Centro-Oeste 5.7% (28.719) e o Norte 3.6% (18.155)(®5).

Estudos que relacionam pacientes com aids e infeccoes oportunisticas
mostram que a utilizacdo da TARV contribuiu para o controle da infeccao pelo
HIV e na reconstituicdo do sistema imune dos pacientes, refletindo na reducéao
da ocorréncia de infeccdes oportunisticas, incluindo aquelas causadas por

enteroparasitas(86.87),



Portadores de HIV/aids constituiram-se na era pré-TARV, como um
grupo de alto risco para contrair infec¢oes intestinais, comumente, associadas
com agua e alimentos. Estas doencas podem, nesses pacientes, apresentar-se
sob formas mais graves e resistentes aos tratamentos convencionais, afetando
adversamente a qualidade de vida dessa populacao(88.89,90),

As parasitoses intestinais, decorrentes de protozoarios e/ou helmintos,
representam um grave problema de saude publica particularmente nos paises
subdesenvolvidos onde se apresentam bastante disseminadas e com alta
prevaléncia, decorrente das mas condicoes de vida das camadas populacionais
mais carentes(91,92,93,94,95) Menezes et al.(%®) relatam que o problema passa a ter
maior importancia devido a falta de uma politica de educacao sanitaria séria e
profunda e que a erradicacao destes parasitas requer uma melhoria nas
condicdes socioeconOmicas, servico de saude publica basico, e educacdo
sanitaria, além de mudancas de certos habitos culturais. Neghme & Silvall4),
também relatam que a prevaléncia de uma parasitose reflete as deficiéncias de
saneamento basico, nivel de vida, higiene pessoal e coletiva.

Existem estudos relacionando as parasitoses intestinais graves ou
disseminadas com imunossupressao, incluindo a aids(17,35,37,40,65,67,97,98) embora
varios aspectos continuem obscuros. O presente estudo teve por objetivo
esclarecer melhor a participacao dos parasitas intestinais e sua correlacao com
o grau de imunidade e nutricao desses pacientes.

Foram avaliados 105 individuos HIV positivos, com e sem
enteroparasitoses, do ponto de vista clinico, nutricional e laboratorial.

A faixa etaria dos individuos estudados variou entre 18 a 72 anos de
idade, com predominio de uma populacao com a cor da pele branca. Esse

predominio reflete a procedéncia dos individuos incluidos no estudo, que eram



principalmente do interior do estado de Sao Paulo, onde predominou a
colonizacao por imigrantes italianos (99:100),

Com a evolucdo da epidemia, nota-se que a infeccao pelo HIV,
inicialmente vinculada a homens que fazem sexo com homens, atualmente
mostra aumento do numero de casos de individuos com pratica heterossexual,
tanto homens quanto mulheres(101,102)) No presente estudo, individuos
relataram a pratica heterossexual tanto nos individuos masculinos quanto nos
femininos (70%), seguido por uso de drogas (8.5%), transfusdo de sangue
(5.71%) e pratica homossexual (3.8%). O restante (17.41%) da populacao nega
saber o modo de transmissao.

Os dados do presente estudo, concordam com a literatura, na qual
a incidéncia dessa doenca tem evoluido para niveis semelhantes entre homens
e mulheres. Esses resultados, porém, sao diferentes daqueles de Santos et
al.109) que demonstraram predominio de homossexuais no Estado de Sao
Paulo, no periodo de 1980 a 2001.

Em pacientes imunocomprometidos, certos comportamentos de risco,
como relacoes homossexuais e pratica de sexo oral-anal, podem aumentar a
possibilidade de adquirir algumas parasitoses intestinais como giardiase,
criptosporidiose, amebiase e estrongiloidiase, no qual o quadro sintomatico é
mais grave do que nos imunocompetentes (17:97.103) No presente estudo, dos 13
pacientes com enteroparasitoses, apenas um (7.7%) era homossexual, com
diagnostico de E. coli e E. nana, corroborando com estudo realizado por
Cimerman et al.®7) que verificaram maior contingente de casos de E. coli , E.
nana e G. lamblia, sugerindo uma provavel predisposicao entre o
comportamento de risco e estas parasitoses intestinais.

Outro fato que pode interferir na presenca de enteroparasitoses nos

individuos € o grau de instrucado. No Brasil(104, esse dado tem sido utilizado



como medida indireta da situacado socioecondémica, o que mostra, em relacao a
infeccao pelo HIV/aids, aumento de individuos com menor escolaridade,
caracterizando a pauperizacdo da epidemia. Na década de 1980, a quase
totalidade dos casos tinha formacao universitaria ou ensino médio. No presente
estudo, a grande maioria dos individuos, cerca de 65%, tinham 1° grau de
escolaridade e 31% tinham ensino médio e superior, refletindo melhor o nivel
de informacdo e educacdo em varios aspectos incluindo prevencao de
parasitoses. Rodrigues et al.(105, também, sinalizaram a variavel escolaridade
como importante para a estratificacdo social e conclui que o aumento do
numero de casos, nos estratos com menor escolaridade, remete a pior
cobertura dos sistemas de vigilancia e de assisténcia entre os menos
favorecidos economicamente.

Outro aspecto importante ligado a incidéncia de parasitas, diz respeito a
presenca ou auséncia de saneamento basico. Quanto a disponibilidade
domiciliar de agua tratada, os resultados do presente estudo revelaram que
todos os individuos possuiam residéncias ligadas a rede de abastecimento
coletivo de agua tratada. No Estado de Sao Paulo, essa situacao tem melhorado
nos ultimos anos com o tratamento de agua e esgoto, particularmente, em
Botucatu, onde foi desenvolvido esse estudo. Botucatu tem hoje 100% das
casas atendidas com agua tratada e 95% do esgoto coletado tratado(190). Nesse
sentido, no municipio de Botucatu, com esse alto grau de agua e esgoto
tratados € esperado um menor indice de infeccoes por parasitoses.

Em relacao a moradia, foi observado que a grande maioria residia na
area urbana e todas as construcoes eram de alvenaria. Poucos individuos
possuiam horta na residéncia e a utilizou como fonte de alimentacao, o que

diminui o risco de transmissao de parasitas. Segundo Fontbonne et al.(197), o



tipo de moradia influencia o nimero de espécies de enteroparasitas diferentes
que acometem os moradores da casa. Dados observados nesse estudo,
utilizando variaveis como alvenaria ou taipa, cimento ou terra batida, presenca
ou auséncia de banheiro, confirmaram essas observacoes.

No presente estudo observou-se que 100% da populacao residiam em
zona urbana e possuiam casa de alvenaria, concordando com os autores de
que o papel da pobreza é verificado pelo fato de o tipo de casa influenciar o
numero de espécies diferentes que acometem os moradores.

No que se refere ao uso de horta como fonte de alimentacdo, Machado
et al.(108) em trabalho realizado em escolas publicas e privadas, observaram que
a giardiase teve maior frequéncia entre aqueles que consumiam hortalicas de
sua propria horta ou de horta rural proxima a cidade de origem. Possivelmente
isto se explica pelo uso de agua nao tratada (pocos artesianos, rios, etc.) na
irrigacao destas hortas. Esta proposicao esta de acordo com pesquisa
internacional19) que indica baixa frequéncia de cistos de Giardia em agua
clorada. No presente estudo apenas 26% da populacao referiu utilizar a
horta como fonte de alimentacao sugerindo ser este mais um indicador de
baixa prevaléncia de enteroparasitas. Basualdo et al.(110 avaliaram a
prevaléncia de parasitas intestinais em 504 pessoas de uma populacao rural
da Argentina durante 2002-2003 e o grau de associacao entre variaveis
ambientais e parasitas encontrados na terra e na agua dessa regidao. Dentre as
variaveis ambientais analisadas que mostraram associacdo com a presenca de
parasitas estavam casa de madeira, chao de terra, casa ou bomba de agua
comunal, torneira fora da casa ou torneira publica e fossa ou latrina. Foram
achados parasitas em 82.3% das amostras de terra e em 84.2% das amostras

de agua.



Outro aspecto importante é a participacao do estado nutricional e
imunitario na presenca de enteroparasitas. A presenca de infeccoes
oportunisticas em individuos com HIV, bem como os efeitos do tratamento
medicamentoso podem alterar o quadro de nutricional nessa doenca(lll.
Schewenk et al.(112) avaliando pacientes portadores do virus HIV e sob
tratamento com TARYV, verificaram que esse tratamento evita o aparecimento
da desnutricao. Outros pesquisadores investigaram o impacto decorrente do
uso da TARV através de indicadores bioquimicos e nutricionais e verificaram
que esses pacientes ganharam peso, tiveram aumento no numero de células
TCD4+, reducao na carga viral e no numero de infecgcoes oportunisticas,
elevacao da albumina sérica e consequentemente melhor qualidade de vida(113),
Em relacao ao tratamento com TARV, dados do presente estudo mostraram boa
adesao da populacao (88,5%), indicando que o prolongamento na sobrevida e
diminuicao na frequéncia do aparecimento das doencas oportunisticas,
incluindo os enteroparasitas, em pacientes com aids, vem crescendo e varios
fatores, tais como, o aprimoramento de servicos e diagnosticos precoces, além
da introducdao da TARV estdo envolvidos (114115116,117)  Existem trabalhos
relacionando estado nutricional e as enteroparasitoses (27,2856, Os autores
relatam que individuos com estado nutricional bastante comprometido
acompanhado de imunossupressao poderiam ter maior numero de parasitas
intestinais e maior gravidade das infeccoes(118. No presente estudo, observou-
se que 50% eram eutroficos com IMC dentro da normalidade nos dois grupos e
pré-obesos em cerca de 30% a 40% nos grupos sem e com enteroparasitoses. A
nutricao € fato importante na avaliacao das parasitoses, principalmente em
individuos desnutridos que sao os mais susceptiveis a formas graves e

disseminadas e que nao foi observado no presente estudo.



As parasitoses intestinais tém grande importancia nos individuos de uma
maneira geral e particularmente nos individuos submetidos a
imunossupressaol®’). Nesse caso, individuos que fazem uso de corticoterapia,
quimioterapia e transplantes sdao grupos de risco para disseminacdo de
parasitas. A estrongiloidiase disseminada tem sido relatada em pacientes com
sepse € imunossupressdao grave, podendo inclusive levar a obito119- A
frequéncia de enteroparasitas encontrada no presente estudo, foi 12.38% com
predominio de Entamoeba coli encontrada em 38.5% das amostras, seguido de
Giardia lamblia 30.7%, Blastocystis hominis 23.0%, Endolimax nana 15.4% e
Ascaris lumbricoides 7.7%. Esses achados concordam com Cimerman et al.97
que encontraram frequéncia de 12.3% tanto nos individuos HIV positivos
quanto nos HIV negativos e em parte com a literatura quando avaliados
pacientes na era pos-TARV.

Trabalho descrito por Le Moing et al.120) mostraram decréscimo de
parasitas oportunistas na era pos-TARV, em 0.5% dos pacientes infetados por
HIV, diagnosticados por biopsia endoscopica e 1.2% dos pacientes HIV
assintomaticos pela colonizacdo intestinal. Botero et al.17 encontraram
frequéncia de 32% de parasitas patogénicos em populacao com algum tipo de
deficiéncia imunologica, dentre elas a infeccdo pelo HIV. Reducdo na
prevaléncia de enteroparasitas tem sido observada no Brasil e no mundo, até
mesmo quando se inclui métodos especificos, desde o inicio dos anos de
TARV(120.121) . Bachur et al(122)] mostraram frequéncias diferentes de
enteroparatoses nas eras pré e pos TARV. De acordo com esses autores,
enteroparasitas foram detectados em 63.9% dos pacientes estudados na era
pré TARV e 24% na era TARV, demonstrando a reducdo na prevaléncia
entre as duas eras estudadas. Cimerman et al.(97) encontraram prevaléncia de

24.4% de parasitas oportunistas na era pré TARV e de 6.8% apods a introducao



de TARV, com taxas mais altas em pacientes com células TCD4+* < 200/mma3.
Nobre et al.8%, comparando os periodos antes e depois da implementacao de
TARV, observaram uma prevaléncia de 2.8% e 1.1%, uma baixa ocorréncia em
ambas as eras, mas ainda menor na era TARV. Em outro estudo, Cimerman et
al.) observaram incidéncia de 40% de parasitas intestinais em 200 pacientes
portadores de aids provenientes de dois hospitais da cidade de Sao Paulo no
ano de 1999, transicao da era pré TARV para era TARV. A diferenca de
porcentagens encontradas por varios autores, incluindo os dados do presente
estudo, pode ser explicada de varias formas, como numero amostral, populacao
estudada, tipo de testes aplicados e uso de TARV entre outros fatores, bem

como as diferencas nas variadas fontes de exposicao aos enteroparasitas.

Estudo realizado recentemente pelo autor(!23), com dados ainda néao
publicados, em 11.523 amostras de pacientes com diferentes patologias,
atendidos no Laboratério de Parasitologia do Hospital das Clinicas de
Botucatu-UNESP, durante o periodo de 2007 e 2008, mostrou que a
prevaléncia de enteroparasitas na populacao atendida da regiao foi de 11%,
semelhante a prevaléncia da populacao de individuos com HIV positivo. A
prevaléncia de enteroparasitas nesse estudo foi: Entamoeba coli 43%, Giardia
lamblia 24%, Endolimax nana 14%, Ascaris lumbricoides 4%, Blastocystis
hominis 3%, Strongyloides stercoralis 3% e outros de menor incidéncia. Isso
mostra que a populacdo de individuos da regidao com HIV tem incidéncia
semelhante de parasitoses em relacdo a populacao sem HIV, fato este que
difere da era pré TARV.

Portanto, os dados do presente estudo mostram individuos com HIV com
bom nivel de escolaridade, todos com saneamento basico, todos com moradia

em area urbana, com agua e esgoto tratados, a minoria fazendo uso de horta,



todos em bom estado nutricional e a maioria em uso de TARV, fatores esses
que certamente contribuem para um nivel menor de enteroparasitoses como
citado por diversos autores apés a implementacado da TARV.

As infeccoes intestinais, causadas por uma grande variedade de agentes
infecciosos, principalmente os helmintos, produz eosinofilia, particularmente
na fase aguda(l24.125126) porém o padrao e grau € determinado pelo
desenvolvimento, migracao e distribuicdo do parasita no hospedeiro, bem como
pela resposta imune. A defesa contra muitas dessas infeccoes parasitarias, €
mediada pela ativacdo de células Th2, a qual resulta na producao de
anticorpos IgE e na ativacdo de eosinofilos. Embora, menos frequente, a
infeccao pelo HIV, pode ser acompanhada de eosinofilia moderada(127,128,129,130),
Hipereosinofilia tem sido descrito em alguns pacientes infectados pelo HIV,
particularmente naqueles com dermatite pustular e esfoliativa pelo quadro
alergénico(127,130,131,132). Ag citocinas produzidas por células Th2 promovem a
ativacao de eosinofilos e o seu recrutamento para sitios de infeccao por
helmintos onde liberam proteinas granulares toxicas que destroem os parasitas
(69).

A populacdao estudada apresentou niveis de eosinofilos dentro dos
padroes de normalidade tanto nos pacientes parasitados como nos nao
parasitados, ndao havendo diferenca entre os dois grupos, o que pode ser
explicado pelo bom estado clinico, nutricional e imunologico desses individuos.

Em relacao a IgE, estudos anteriores descrevem que a sintese dessa
imunoglobulina € um importante componente da resisténcia imune contra as
infeccoes helminticas (58.133), Niveis séricos elevados de IgE em individuos com
aids foi observado ja no inicio da epidemia(l3%) e confirmada anos apods por

outros estudos(135 136,137,138,139,140)  Em adultos infectados pelo HIV, o aumento



da IgE tem sido associado a progressdao da doenca. Alguns estudos
encontraram relacado entre IgE sérica elevada e contagem de linfécitos T CD4*
menor que 200 células por mm?3 (135.138) ou abaixo de 300 células por mm3(136),
Relacao inversa entre elevacao da IgE e diminuicao na contagem de linfécitos T
CD4* também foi observada por alguns autores(137.139) Associacdo entre niveis
aumentados de IgE e progressao mais rapida para aids foi verificada por
Rancinam et al. em 1998(140),

Nas infeccoes parasitarias, o aumento nas concentracoes de IgE resulta
da producao tanto de IgE especifica aos parasitas quanto de IgE
inespecifica(l41,142), Um mecanismo proposto para explicar o aumento nos niveis
totais de IgE € a secrecao, por parasitas, de fatores que estimulam a producao
de IL-4, levando ao aumento dos niveis de IgE (143,144 Zalialieva (145 pesquisou
o nivel de IgE total em 109 pacientes em diferentes estagios de infeccao pelo
HIV. Nessa populacao, 30 pacientes estavam no estagio assintomatico, 29 no
estagio de linfoadenopatia generalizada, 36 no estagio de manifestacoes
secundarias e 14 no estagio de aids. A concentracao de IgE estava aumentada,
em meédia, em todos os estagios da infeccao, sendo o nivel maximo observado
no estagio de aids. A ocorréncia de niveis altos e baixos de IgE total foi o
mesmo encontrado nos estagios assintomaticos e de linfoadenopatia
generalizada. Baixas concentracoes de IgE foram encontradas no estagio de
manifestacoes secundarias. Na presenca de parasitoses uma elevacao
significante no conteudo de IgE total foi registrada em pacientes infectados pelo
HIV, semelhante ao presente estudo.

Outro aspecto bastante estudado em individuos infectados pelo HIV € o
aumento de manifestacoes alérgicas associadas a progressao da doenca. Como
a IgE € a imunoglobulina que participa da reacao de hipersensibilidade

imediata, responsavel pelas reacoes alérgicas, seria esperado que o aumento na



sua producdo se acompanhasse de elevacdo na prevaléncia de alergia nestes
pacientes. Alguns estudos mostraram uma maior prevaléncia de doencas
alérgicas em estagios mais avancados da doenca(l46.147.148,149) Estudos mais
recentes avaliando a relacdo entre niveis séricos de IgE e alergia nao
encontraram esta associacao(150,151),

Na populacdao estudada, 68% dos pacientes relataram que nao
apresentavam nenhum processo alérgico. Os niveis séricos totais de IgE foram
elevados nos individuos do presente estudo, particularmente nos parasitados, o
que sugere a participacao da IgE no processo de inducao e liberacdo de
histamina e outros mediadores da reacao de hipersensibilidade imediata
levando a destruicao de helmintos(152),

Como ja demonstrado em varios estudos, o HIV destroi
preferencialmente, células T CD4+ e interfere no funcionamento do sistema
imune, reduzindo a defesa contra agentes infecciosos e parasitarios (83.153),

Com a utilizacao da TARV contra infeccao pelo HIV, tem-se observado
importante reducao, tanto da progressao da doenca, quanto da mortalidade por
ela induzida(153.154,155,156)  Estudo realizado por Tuli et al.(157, em um hospital
terciario, com 366 pacientes HIV positivos com diarréia e tratados com TARV,
mostrou uma relacdo inversa entre contagem de células TCD4* e a diarréia
causada por infeccao parasitaria. A incidéncia maxima de parasitoses foi
encontrada nos individuos que tiveram contagem de células TCD4* abaixo de
200 células/mm3. A incidéncia de parasitas diminuiu com o aumento da
contagem de células TCD4*. Este dado esta de acordo com os de Attili et al.(158)
que também observaram uma correlacao inversa entre contagem de células
TCD4" e incidéncia de parasitas nos pacientes com diarréia (158). No presente
estudo, ambos os grupos apresentavam predominio da contagem de linfécitos

TCD4+ na faixa maior ou igual a 400 células/mms3, denotando bom estado



imunolégico, o que explica entre outros fatores, o reduzido nimero de infeccoes
parasitarias, concordando com a literatura.

A carga viral plasmatica do HIV é o melhor marcador laboratorial de
resposta ao tratamento. Niveis elevados de replicacdo do virus, com
consequente aumento da carga viral plasmatica, estdo associados a
deterioracao acelerada do sistema imune e do quadro clinico(159. A maioria dos
individuos da populacao estudada tinha nivel de carga viral abaixo do limite de
deteccao, revelando o controle da doenca e os bons niveis de imunidade dos
pacientes. Nesse sentido, observou-se no presente estudo que os individuos
estavam com a doenca sob controle, com carga viral indetectavel e niveis de
células TCD4+ elevados, o que certamente contribui para o menor numero de
infeccoes parasitarias.

Outro fator importante na resposta imune desses pacientes € o estudo
das citocinas. Sendo a célula TCD4+ uma das mais importantes na cooperacao
da resposta imune, a diminuicdo numeérica e a alteracdo de sua funcao
levam a uma supressao da resposta imunologica. Essa supressao esta
associada predominantemente com a diminuicao de IL-2, IFN-y e TNF-a(160),

Poucos estudos tem relatado a possivel correlacdo entre as citocinas
em individuos HIV positivo e as enteroparasitoses. Nesse sentido, o
presente estudo avaliou os niveis séricos das citocinas TNF-a, INF-9, IL-2, IL-5
e IL-10, nos individuos HIV positivos com enteroparasitoses e em individuos
HIV positivos sem enteroparasitoses.

Todos os linfocitos Th produzidos apresentam, inicialmente, o perfil ThO
virgem. Dependendo de diferentes estimulos, as mesmas poderao polarizar
para o perfil Thl ou Th2. O subtipo ThO virgem caracteriza-se por células
recém produzidas pelo timo, e produzem IL-2. O subtipo Th1 caracteriza-se por

células que produzem IL-2 e IFN-3, cujo efeito principal é estimular a



imunidade mediada por células. O subtipo ThO maduro caracteriza-se por
células que produzem IFN-§, IL-4, e outras citocinas. O subtipo Th2
caracteriza-se por células que produzem IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 e TGF-
d(161), Clerici e Shearer foram, em 1993, os primeiros a proporem o uso das
citocinas como marcadores de progressao da aids, demonstraram tendéncia a
diminuicao dos niveis de IL-2 e I[FN-y e, ainda, a elevacao de IL-4 e IL-10 com a
evolucao da doenca(l62). Na resposta imune Th2, os antigenos de helmintos ou
alérgenos estimulam os linfocitos T a produzir citocinas Th2, como a
interleucina IL-4 e a IL-5. Nesse sentido, considerando-se as possiveis relacoes
entre as citocinas e os enteroparasitas, optamos por avaliar as citocinas TNF-a,
INF-9, IL-2, IL-5 e IL-10 que poderiam estar correlacionadas com a presenca de
enteroparasitas em individuos com HIV/aids. Como relatado anteriormente,
observou-se no presente estudo baixo indice de parasitoses intestinais nesses
individuos em decorréncia dos bons niveis de saneamento basico, estado
nutricional e uso de TARV. Cabe salientar que apenas um helminto foi
identificado em um paciente e 4 tipos de protozoarios em 12 pacientes com
destaque para giardiase que foi observada em 4 individuos.

Como relatado anteriormente, poucos autores(163,164,165  gvaliaram
algumas citocinas e parasitas tais como: Schistosoma mansoni, Wuchereria
bancrofti, Trichinella spiralis, dentre outros. Na Africa sub-saariana observou-se
que as coinfeccoes parasitarias aumentaram a taxa de progressdao da
aids(166,167,168,169,170), [ganda é um pais no qual o HIV disseminou-se
rapidamente e onde a alta prevaléncia de esquistossomose tem sido
relatadall’l). McElroy et al.(163), estudando populacao de individuos HIV
positivos com e sem coinfeccao com S. mansoni, em Uganda, ndo observaram
nenhuma diferenca significativa na sintese de IFN-y entre os individuos

coinfectados ou ndao. Embora a sintese de IL-10 fosse observada em individuos



HIV positivos(172.173,174) " os autores nao observaram diferenca significativa
entre eles. Esses dados mostram que a coinfeccdo com S. mansoni nao altera o
perfil de citocinas na infeccao pelo HIV, como previamente relatado em outras
infeccoes virais cronicas(175),

Brown et al.(170), também desenvolveram em Uganda, estudo prospectivo
com 163 individuos HIV positivos coinfectados com Schistosoma mansoni.
Nesse estudo, os autores realizaram a contagem de eosinofilos, células TCD4+,
nivel sérico de carga viral e as citocinas IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 antes e
apos tratamento com praziquantel. Aumento transitorio de carga viral e
decréscimo na contagem de células TCD4+ foi observado, especialmente nos
individuos com alta intensidade de infeccdo. Nesse estudo, apesar da
resposta do tipo Th2, apos o tratamento, nao observou-se aumento de
eosinofilos, nao houve aumento significativo de IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-y
mas decréscimo de IL-10.

Nielsen et al.(1®¥ estudaram a associacao entre HIV e Wuchereria
bancrofti em uma populacdo comparando trés grupos de individuos: (1)
individuos com HIV; (2) individuos com o W. bancrofti e (3) individuos com o
HIV coinfectados com W. bancrofti. Observaram que somente a IL-4 estava
significativamente mais alta no grupo de individuos com W. bancrofti,
comparado com o grupo de individuos com HIV e W. bancrofti. Assim, os
autores afirmam que nao houve nenhuma evidéncia clara de uma interacao
entre o HIV e a infeccao W. bancrofti. Um modelo de regressao linear multiplo
mostrou que a presenca de W. bancrofti estava associada com resposta de
TNF-a especifica e, semelhantemente, aqueles individuos HIV-positivos,
tiveram respostas de TNF-a mais altas que os individuos HIV-negativos.

Em outro estudo, Gallagher et al.(177), investigaram o efeito da infeccao

por helmintos e/ou malaria em populacao de gestantes em relacao a



transmissao vertical. Analisaram a producao de citocinas do cordao umbilical
de 34 dos 44 (77%) recém nascidos (RN) de maes HIV positivas e observaram
que 50% das amostras tinham producao de IL-5, IL-13, IFN-y e/ou IL-2 em
resposta a antigenos de filariose, esquistossomose ou ambos. Cerca de 75%
dos RN HIV positivos produziram IL-5 e/ ou IL-13 em resposta a antigenos de
helmintos comparados com 18% RN HIV negativos. A sintese de IL-5 e IL-13
das criancas infectadas pelo HIV foram maiores do que as nao infectadas,
porém, a producao de IFN-y e IL-2 nao foi significativa entre os soropositivos e
os soronegativos. Mulheres com HIV e malaria mostraram um aumento do
risco de transmissao vertical do HIV, no entanto, essa transmissao foi
significativamente maior nas mulheres coinfectadas com um ou mais
helmintos em 48% do que nas mulheres sem infeccoes helminticas.
Relatam que esse aumento de risco na transmissao esta correlacionado
com a producao de IL-5 e IL-13 em resposta aos antigenos de helmintos,
mostrando que a coinfeccdo esta associada com o aumento do risco de
transmissao vertical do HIV, possivelmente por um mecanismo no qual
antigenos de parasitas ativam linfocitos no utero. No presente estudo, a
baixa casuistica de helmintos, ou seja, apenas um A. lumbricoides
encontrado, nao permite consideracoes fundamentadas em relacao as
citocinas. A relacao entre as citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-5 e IL-10 e
parasitoses intestinais analisadas no presente estudo de uma maneira geral,
revelaram que IFNy, IL-2 e IL-10 nao apresentaram diferencas na
comparacao entre os individuos parasitados e nao parasitados enquanto que
TNF-o e IL-5 mostraram diferenca entre os grupos. O TNF-a tem um
papel inflamatorio e também esta associado a perda celular durante a infeccao

pelo HIV.



A IL-5 é particularmente importante para a proliferacao(l78,179)
crescimento(180) ativacaoll80) e sobrevivéncia(l81.182) de eosinodfilos. Essa citocina
€ uma das primeiras a se expressarem no intestino durante infeccdes por
nematodeos ou infeccoes helminticas. Svetic et al.(183) descreveram aumento de
IL-5, em ratos, durante infeccao por Heligmosomoides polygyrus. Vallance et
al.(184) encontraram niveis aumentados de IL-5, acompanhados de intensa
eosinofilia, em ratos infectados com Trichinella spiralis. Assim, concluem que a
expressao local de IL-5 passa a ser importante no recrutamento de eosinofilos
para as camadas de musculo intestinal e pode ser expressa por varios tipos de
células durante a infeccao por nematédeo, incluindo os eosinoéfilos e linfocitos
T(85, Os autores relatam que a eosinofilia foi completamente reduzida na
auséncia de IL-5. Estes resultados sugerem que IL-5 e eosinofilia contribuem
para a protecao contra infeccao por T. spiralis. No presente estudo, observou-se
a elevacao de IL-5, bem como de TNF-a, revelando uma tendéncia ao perfil Th2,
sugerindo que a presenca de enteroparasitoses possa estar contribuindo para a
alteracao da resposta imune. Outro estudo revelou que infeccées causadas por
Taenia solium, podem acelerar a progressao do HIV para aids devido ao fato do
parasita modificar o sistema imune do hospedeiro polarizando a resposta
imune para Th2, suprimindo IL-2, IL-5 e IL-6 e citocinas Th1 (186) . Sabe-se que
os parasitas secretam ou excretam fatores que regulam tanto a proliferacao de
células T quanto a producao de citocinas (187). O aumento de IgG, IL-2 e IL-5 no
soro e IL-5 e IL-6 no liquor tem sido relatada na neurocisticercose,
corroborando com epidemiologistas e clinicos que sugerem que as respostas
imunologicas para a cisticercose possam ter um embasamento genético (188),

A deplecao de células T, particularmente das células T CD4+ e da
imunodeficiéncia que a acompanha, nao tem sido observada ou relatada

na infeccao cronica de helmintos. Além disso, essas infeccoes em



diferentes localizacoes geograficas sdao acompanhadas por diferentes
graus de imunidade, deficiéncia e insuficiéncia de células T. (189. A
interpretacao dessas diferencas nao é tao clara e provavelmente reflete
varios outros fatores, a maioria deles desconhecida. Por um lado, o virus
HIV é um patogeno intracelular, com tropismo especial para o sistema
imunolégico, principalmente para as células T. O HIV também tem
efeitos diretos sobre as células imunes, pelo menos na fase aguda da
infeccao, o que nao tem sido relatado até agora nas infeccoes
helminticas. Por outro lado, helmintos sado grandes parasitas
extracelulares que geram uma forte resposta imune a varios antigenos
apresentados por eles ao hospedeiro. Além disso, também pode haver
algumas semelhancas antigénicas entre infeccoes por helmintos e HIV
(190,191) ' mas estes nao sao certamente bem definidos e provavelmente nao
constituem um elemento importante que possa contribuir tanto para as
semelhancas quanto para as diferencas entre os dois tipos de infeccoes.
Por ultimo, no que diz respeito aos efeitos TH1/TH2, as infeccoes por
helmintos, ao contrario HIV, pode conferir um perfil TH2 dominante no
hospedeiro.

Embora esse padrdao imunologico tenha sido observado, chama a
atencao o fato da baixa positividade para os enteroparasitas no presente estudo
e em outros relatos. Certamente contribuiram para isso, a introducao da TARV,
o fato dos pacientes serem atendidos em um servico especializado por uma
equipe multiprofissional, o que gera uma alta adesao ao tratamento e também
a casuistica analisada ter um nivel socioeconéomico, saneamento basico e bom
estado nutricional. Novos estudos devem ser realizados com uma casuistica

maior, com diferentes niveis socioeconémicos e com niveis de TCD4+ reduzidos



para melhor conhecimento desses varios aspectos complexos que estdo

interligados.



Consideracoes Finais



Consideracoes finais

A frequiéncia de enteroparasitas nos individuos com HIV/aids atendidos
no Servico de Ambulatérios Especializados e Hospital Dia “Prof. Emeérito
Domingos Alves Meira”, foi muito baixa (12.38%) , com apenas um helminto e
4 tipos de protozoarios. Todos os pacientes apresentaram bom nivel
socioeconomico, bom nivel de escolaridade, moradia em area urbana, com
saneamento basico e a minoria fazendo uso de horta. A maioria era eutrofico
ou sobrepeso, portanto com bom estado nutricional. A maioria estava em uso
de TARV e nenhum dos individuos apresentou infeccdo oportunista. Os
individuos apresentaram bons niveis de células TCD4+ e baixa carga viral,
compativeis com bom estado imunitario. Os niveis de eosinofilos séricos
estavam dentro dos padroes de normalidade e os niveis sericos de IgE
estavam acima da normalidade em ambos os grupos. Nao foi observada
relacdo entre os niveis séricos das citocinas INF-y, IL-2 e IL-10 e as
enteroparasitoses, entretanto, houve uma elevacdo dos niveis séricos em
relacdo ao controle das citocinas TNF-a e IL-5, sendo que a IL-5 tem sido
associada com as infeccoes parasitarias.

Portanto, devido a baixa positividade de enteroparasitoses em decorréncia
do exposto, particularmente nessa era poés-TARV, novos estudos devem ser
realizados com uma casuistica maior e em regides mais carentes em relacao a
saneamento basico e niveis socioecondomicos para melhor entendimento dessas

variaveis.
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Apéndice 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convite

recebi pessoalmente o convite para participar do protocolo da pesquisa:
“Caracteristicas epidemiologicas, nutricionais e imunologicas da infeccdao por
HIV nos individuos com enteroparasitoses atendidos no “Servico de
Ambulatorios Especializados e Hospital Dia Prof. Emeérito Domingos Alves
Meira”’e todas as informacoes a respeito do mesmo. Fui devidamente informado
sobre os objetivos e procedimentos envolvidos que consistem: entrevista
meédica, coleta de exames laboratoriais através de puncao venosa (os quais
serao colhidos na mesma ocasiao dos exames solicitados na consulta médica
de rotina), antropometria e avaliacao clinico-nutricional, todos realizados em
um unico momento. Ficou esclarecido que a minha participacao € voluntaria e
que tenho liberdade para me retirar da pesquisa em qualquer momento. Com a
assinatura abaixo, dou consentimento para a incorporacdo dos meus dados

neste estudo.

Fatima Ap. Mazzini Amancio Prof.Adj. Paulo C. Marques Pereira
Rua Professor Milton Guimaraes 220  Rua Dr.Ranimiro Lotufo 229
Jardim [tamaraty -Botucatu- S.P Botucatu SP

CEP 18608025 CEP 18607050

Fone 14-38811673 Fone 14-38823702

e-mail: famancio@fmb.unesp.br email:ppereira@fmb.unesp.br




Apéndice 2

AVA
AVAVAV
UNESP vav UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

CAMPUS DE BOTUCATU - FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE DOENCAS TROPICAIS E DIAGNOSTICO POR IMAGEM
Botucatu-SP Distrito de Rubido Junior CEP 18618-000 FONE (14) 3811.6212 —
FONE/FAX (14) 3815.9898

Data da Avaliagdo:___/___/

Identificacao

NOTNIE: . o RG: ...
EstadoCivil:......c.oooiiiiiiiiiin. SEXO0: iviiiiiiiieeea Corueniniiiiiiiiienne,
Data de Nascimento.:....... [oennn. [eene. Idade.:............... Naturalidade: ................
Escolaridade: .......cccoeviiiiiiiiininan, Profissao: ...oveiiiiiiiii
2030 To S Y oo 150t Ne:.........
Complemento:..........c.ceevenene. Bairro:....coceeeiiiininnn.. Procedéncia:....................

Dados So6cio-economicos

Moradia: ( ) madeira ( ) alvenaria ( ) propria ( ) alugada ( )financiada

Localidade: ( ) urbana ( ) rural

Saneamento Basico: ( ) agua encanada ( ) rede de esgoto ( ) luz elétrica
( ) coleta de lixo ( ) horta

N° de pessoas que residem na casa: ........

Quantas trabalham: ........

Renda mensal: ..........

Avaliacao Clinica-epidemiologica

DiagnostiCo CIINICO: .ouuiuiniiiiiii e
MEAICACOES BTN TLSO: wuentninenenettntnen et ettt e et et et ea et ettt ea e en ettt e enenenaaaaenenns

Como adquUirill @ AOBIICA: . ..uuiuiiinii ettt eeaenes



Apéndice 3

AVA

UNESP "#X#' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE BOTUCATU - FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE DOENCAS TROPICAIS E DIAGNOSTICO POR IMAGEM
Botucatu-SP Distrito de Rubido Junior CEP 18618-000 FONE (14) 3811.6212 —
FONE/FAX (14) 3815.9898

Avaliacao Clinica

Dados Clinicos Alteracoes Sim (quanto) Nao

Perda de peso

Ganho de peso

Perda de apetite

Vomito

Diarréia

Avaliacao Nutricional
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