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RNA: Acido ribonucléico
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Tris-HCI: Tris-Acido cloridrico

TA: Temperatura ambiente

TAF: liquido conservador de larvas (2mL trietanolamina, 7mL formol 40% e
agua destilada g.s.p. 100mL)

U: unidade

UV: luz ultravioleta



RESUMO

Caracterizacao de cepas de Strongyloides Stercoralis (Bavay, 1876) Stiles
& Hassall, 1902 (Rhabditida, Strongyloididae) isoladas de pacientes com e

sem sintomatologia da regiao de Araraquara - SP

A estrongiloidiase € uma doenca parasitaria que tem distribuicao
mundial heterogénea, cuja prevaléncia € dividida em trés categorias:
esporadica (<1%), endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%). Na regiao de
Araraquara, estudos de frequéncia de enteroparasitoses vém sendo conduzidos
desde 1970 e mostram que a estrongiloidiase € endémica na regiao. Com o
intuito de realizar caracterizacao morfomeétrica de diferentes isolados humanos
desse helminto, provenientes dos municipios de Araraquara, Américo
Brasiliense, Gaviao Peixoto, Motuca e Rincao foi feita a mensuracao de larvas
rabditoides e filaridides e sequenciamento da regiao ITS-1 do rDNA das larvas
filaridides. Com o auxilio do programa de captura e mensuracao de imagens
Motic Images Advanced 3.2., os parametros das larvas rabditoides e filaridides
propostos por TEIXEIRA, 1996, foram mensurados apos fixacdo das mesmas
em TAF. A extracao do DNA genomico foi realizada segundo protocolo descrito
por NILFOROUSHAN et al., 2007 e em seguida realizou-se a amplificacao do
ITS-1 por meio de NESTED-PCR. Os fragmentos de aproximadamente 680 pb
obtidos foram purificados, sequenciados e a comparacao de sequéncias foi
realizada pelo programa ClustalW. Apenas com os resultados da analise
morfométrica, nao foi possivel caracterizar diferentes cepas de S. stercoralis,

uma vez que os valores dos parametros mensurados foram bastante



homogéneos em larvas de pacientes com e sem sintomas e também daqueles
provenientes de municipios distintos. Porém, por meio do sequenciamento da
regiao ITS-1 do rDNA de larvas filaridides de S. stercoralis de 43 isolados
provenientes de Américo Brasiliense, Araraquara, Gaviao Peixoto e Rincao foi
possivel caracterizar cepas distintas desse nematodeo de diferentes
procedéncias, uma vez que essas sequéncias, quando comparadas dentro do
mesmo grupo (Araraquara versus Araraquara), mostraram alto grau de
conservacao; entretanto, quando comparadas separadamente (Araraquara
versus Américo Brasiliense), mostraram-se altamente polimoérficas. Tal
observacao permite sugerir que a regiao ITS-1 do rDNA possa ser utilizada
como marcador para a caracterizacao de diferentes cepas de S. stercoralis, ja
que se mostrou suficientemente polimoérfica e corrobora dados da literatura
que afirmam que apenas os caracteres morfométricos ndo sao suficientes para

deteccao de diferentes cepas desse parasito.



ABSTRACT

Characterization of Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876) Stiles &
Hassall, 1902 (Rhabditida, Strongyloididae) strains isolated from patients

with and without symptoms in the region Araraquara - SP.

Strongyloidiasis is a parasitic disease that occurs worldwide
heterogeneous, whose prevalence is divided into three categories: sporadic
(<1%), endemic (1-5%) and hyperendemic (> 5%). In the region of Araraquara,
studies the frequency of intestinal parasites have been conducted since 1970
and show that strongyloidiasis is endemic in the region. In order to perform
morphometric characterization of different isolates of human intestinal worms,
from the municipalities of Araraquara, Américo Brasiliense, Gaviao Peixoto,
Motuca and Rincdo the measurement was made of rhabditiforms and
filariforms larvae and sequencing of the ITS-1 rDNA filariform larvae. With the
help of the program capture and measurement of images Motic Images
Advanced 3.2., the rhabditiforms and filariforms larvae parameters proposed
by TEIXEIRA, 1997, were measured after fixed on the TAF. The extraction of
genomic DNA was performed according to protocol described by
NILFOROUSHAN et al., 2007 and then held the amplification of ITS-1 by
nested-PCR. Fragments of about 680 bp obtained were purified, sequenced and
the sequence comparison was performed by the program ClustalW. Only the
results of the morphometric analysis was not possible to characterize different
S. stercoralis strains, since the values of the parameters measured were quite

homogeneous in larvae of patients with and without symptoms and also those



from different municipalities. However, through the sequencing of the ITS-1
rDNA from 43 isolates S. stercoralis filariform larvae from Ameérico Brasiliense,
Araraquara, Gaviao Peixoto and Rincao was possible to characterize different
strains of nematode from different sources, since these sequences, when
compared within the same group (Araraquara versus Araraquara), showed a
high degree of conservation, however, when compared separately (Araraquara
versus Américo Brasiliense), were highly polymorphic. This observation allows
suggesting that the ITS-1 rDNA could be used as a marker for the
characterization of different S. stercoralis strains, as proved sufficiently
polymorphic and corroborates the literature which claims that only the
morphometric characters are not sufficient to detect different strains of this

parasite.



Introducao

I - INTRODUCAO

I. 1 - Consideracoes Gerais:

Durante a historia relativamente curta na Terra, os seres humanos
entraram em contato com um numero muito grande de parasitos, cerca de 300
espécies de helmintos e mais de 70 espécies de protozoarios (ASHFORD,1998).
Muitas dessas espécies de parasitos acometem o homem raramente e outras de
forma acidental, porém, cerca de 90 delas sao relativamente comuns e sao
responsaveis por causar algumas das doencas parasitarias mais importantes e
que levam grande numero de pessoas a 6bito anualmente, e por conta disso,
recebem maior atencao (COX, 2002).

As parasitoses intestinais representam a doenca mais comum do
globo terrestre. Sao endémicas em paises em desenvolvimento, onde se
constituem problemas de Saude Publica (MONTEIRO et al., 1986; WHO, 1987;
MONTEIRO, 1995). Ultimamente as relacdoes entre os parasitos e seus
hospedeiros estao se modificando sobremaneira por conta da AIDS. A maioria
das doencas parasitarias ocorre em paises tropicais, que por sua vez possuem
graves problemas econdmicos e sociais, onde a infeccao pelo virus HIV grassa
(COX, 2002).

Os helmintos parasitas do homem compreendem espécies
pertencentes a dois Filos: Platyhelminthes ou vermes achatados
dorsoventralmente e Nematoda que apresentam corpo cilindrico (COSTA,

2005). Os nematoédeos sao provavelmente os mais importantes causadores de
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doencas parasitarias nos animais domésticos e sao responsaveis por debilitar

um grande numero de pessoas no mundo (LEVINE, 1980).

Helmintiases Intestinais

i
L L] - 7
.{. S
B Paises em que as helmintiases intestinais sdo problemas de Satde Publica
Paises em que as helmintiases intestinais sdo transmitidas
Paises ndo endémicos para helmintiases intestinais Fonte: WHO, 1997

Figura 01 — Distribuicdo geografica das helmintiases intestinais nos diferentes continentes.

Adaptado de http:// www.medicine.mcgill.ca/tropmed/imagesplaty/mapworm.jpg

E estimado que um quinto da populacdo mundial esteja parasitada
por nematodeos e a maior concentracao das pessoas infectadas encontra-se
nos paises em desenvolvimento (COSTA, 2005), como se pode notar na Figura
01. Aproximadamente 300 milhoes de pessoas estdo parasitadas por algum
helminto no mundo e cerca de 150 mil morrem anualmente vitimas das
complicacoes ocasionadas pelas helmintiases. As helmintiases causadas pelos

vermes de transmissao pelo solo e a esquistossomose sdo as doencas
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parasitarias mais prevalentes que afetam a populacao que vive em areas
pobres dos paises em desenvolvimento (JAMISON, 2006).

Estima-se que, no mundo, cerca de 152 milhdes de pessoas estejam
infectadas por Ancilostomideos, 60 milhoes albergam Ascaris lumbricoides, 45
milhdées Trichuris trichiura e 30 milhdes por Strongyloides stercoralis

(MACHADO et al., 2003).

I. 2 - Strongyloides stercoralis e Estrongiloidiase:

Strongyloides stercoralis foi referido em 1876 por Louis Alexis
Normand, pela primeira vez em fezes diarréicas de soldados franceses que
vinham da Cochinchina (atual Vietna). Os vermes foram entdo descritos pelo
Professor Arthur Réné Jean Baptiste Bavay, que lhes deu o nome de Anguillula
intestinalis, por isso a denominacao de anguilulose para a doenca ocasionada
por tal helminto. O género Strongyloides foi definido em 1879 por Grassi, apos
a descoberta de Normand. A demonstracao de que no ciclo de vida desse
parasito ocorre uma fase estercoral constituida por vermes de vida livre e outra
fase intestinal representada pela fémea parasita originou a denominacao
Strongyloides stercoralis, (Bavay, 1876) Stiles e Hassall, 1902. (“Strongylus” =
arredondado; “oides” = semelhantes; “stercus” = esterco) (CAMPOS; FERREIRA,
2005).

Ribeiro da Luz reportou pela primeira vez em 1880, no Estado do Rio
de Janeiro, a importancia do S. stercoralis como agente etiologico da
estrogiloidiase no Brasil e, posteriormente, em 1948, MORAES enfatiza a
importancia meédico-sanitaria dessa parasitose (MAIA et al., 2006;

RODRIGUES, 2008).
26



Introducao

Os nematodeos do género Strongyloides pertencem ao reino Metazoa,
filo Nematoda, classe Secernentea, ordem Rhabditida, familia Strongyloididae
que € composta por parasitas de interesse médico e veterinario (NCBI, 2009).

Admite-se atualmente 52 espécies do género Strongyloides que podem
ocorrer em aves, répteis, anfibios, mamiferos domésticos e silvestres e no
homem causando a estrongiloidiase (GROVE, 1996). SPEARE em 1989 relata
que seis espécies de do género Strongyloides podem causar infeccoes
intestinais no homem, a saber: S. stercoralis, S. fuelleborni fuelleborni, S.
fuelleborni kellyi, S. procyonis, S. ransomi e uma espécie nao identificada
isolada de ratos selvagens em New Orleans, Louisiana, EUA. Contudo, o que se
observa na literatura é que apenas trés dessas espécies acometem o homem: S.
stercoralis (Bavay, 1876) e S.fuelleborni (von Linstow, 1905) (LEVINE, 1980).
S.fuelleborni, parasita natural de macacos do velho Mundo, provoca a
estrongiloidiase humana em algumas regidées da Africa e Asia. A subespécie S.
fuelleborni kellyi, que foi descrita recentemente parasitando habitantes de
Papua-Nova Guiné (ASHFORD; BARNISH; VINEY,1992), é hoje considerada
espécie distinta, devido aos estudos de filogenia molecular realizados, que
sugerem que S. fiilleborni kellyi nao seria uma subespécie (DORRIS et al.,
2002).

Outras espécies do género Strongyloides como S. ransomi e S.
procyonis ja foram relatadas como sendo capazes de causar infeccdo no
homem, porém esses relatos tratam de infeccoes experimentais (FREEDMAN,
1991). SCHWARTZ e TARLOW em 2009 relatam que as espécies S. procyonis e

S. myopotami sao responsaveis por infeccoes zoonoticas que nao se mantém.
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As caracteristicas morfologicas distintas entre as diferentes formas de
S. stercoralis e S. fuelleborni foram descritas por SPEARE, 1989 e os aspectos
morfobiolégicos de S. fuelleborni foram posteriormente sintetizados por GROVE,
1996. Embora ambas as espécies desenvolvam ciclos evolutivos direto e
indireto, a eclosao dos ovos de S. fuelleborni ocorre no solo, havendo
controvérsia em relacdo a auto-infeccao humana nessa espécie (EVANS et al.,
1991).

As espécies S. fuelleborni e S. cebus sao parasitas de primatas
inferiores e S. myopotami, S. ratti e S. venezuelensis sdo parasitas de roedores,
essas duas ultimas tém sido bastante utilizadas em pesquisas que envolvem os
mecanismos imunoloégicos da estrongiloidiase (CAMPOS; FERREIRA, 2005).

A estrongiloidiase humana, estrongiloidose ou anguilulose € a doenca
parasitaria causada por vermes do género Strongyloides que tem distribuicao
mundial heterogénea, sendo a prevaléncia da infeccao humana pelo S.
stercoralis dividida em trés categorias: esporadica (<1%), endémica (1-5%) e
hiperendémica (>5%) (PIRES; DREYER, 1993). Todas as areas agrupadas como
hiperendémicas (Figura 02) estao situadas nos tropicos, onde as condicoes
climaticas favorecem a disseminacdo desse parasito. Na Europa, a infeccao
prevalece em pessoas que trabalham no campo, enquanto que nos tropicos a
doenca acomete principalmente as criancas pela frequente permanéncia em
solos contaminados (GROVE, 1996).

As larvas de S. stercoralis apresentam tropismos que podem ter
correlacoes epidemiologicas na doenca parasitaria que causam: geotropismo
negativo: movimento de ascensao das larvas pelas superficies; histotropismo

positivo: penetracao das larvas infectantes pela pele; tigmotropismo positivo:
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tendéncia a se fixarem em substratos; termotropismo positivo: deslocamento
para onde a temperatura for maior; hidrotropismo positivo: tendéncia de
deslocamento para onde tiver agua; quimiotropismo ao Oz positivo;
quimiotropismo ao CO2 negativo; galvanotropismo indiferente e fototropismo
indiferente (MORAES, 1948).

Sao consideradas areas endémicas para estrongiloidose a América do
Sul, sudesta da Asia, Africa Africa subsaariana e a regido dos Montes
Apalaches nos EUA. Ja em paises da Europa como Inglaterra, Franca, Suica,
[talia, lugoslavia, Polonia, Hungria, Roménia, Bélgica e Espanha sao relatados

esporadicamente casos dessa doenca (ROMAN SANCHES et al., 2001)

/ ESTRONGILOIDIASE \

B Hiperendémica
O Endémica
O Esporadica

Figura 02 — Distribuicao geografica da estrongiloidiase humana nos diferentes continentes.

Adaptado de: http://www.med1.de/Laien/Krankheiten/Tropen/Strongyloidiasis.

No Brasil, a estrongiloidiase € uma doenca de grande importancia em
saude publica com taxas de infeccao atingindo até 41,5% (DE PAULA et al.,
2000), de acordo com as diferentes regidoes e meétodos de escolha para o

diagnostico parasitologico.
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Em Pelotas — RS, dos 1661 exames de fezes realizados 39,8% foram
positivos para a presenca de algum parasito intestinal e S. stercoralis foi
observado em 0,6% das amostras. Num estudo realizado na cidade de Itajai —
SC observou-se que 10,0% dos pacientes HIV positivos estavam com
estrongiloidiase enquanto que essa parasitose foi observada em 5,6% dos
pacientes HIV negativos (VILLIELA et al., 2002).

Em Macei6 — AL, KOBAYASHI et al., 1996, observaram uma
prevaléncia de S. stercoralis de 6,0% entre criancas menores de 16 anos. Em
Goiania — GO no periodo de 1978 a 1985 foram examinadas amostras de fezes
de 1878 pessoas, das quais 79 (6,1%) apresentaram o referido nematodide
(SANTOS et al., 1990).

Na regido Sudeste, a prevaléncia da estrongiloidiase em -criancas,
varia de 0,39% (ALMEIDA; COSTA-CRUZ, 1988) a 13,0% (MACHADO; COSTA-
CRUZ, 1998).

Avaliando os indices de estrongiloidiase humana em fezes de criancas
imunodeprimidas e imunocompetentes da cidade de Uberlandia — MG, PAULA
et al., 2000, observaram a frequéncia de 2,41% dentre as imunodeprimidas e
4,41% dentre as imunocompetentes, porém ao analisarem os resultados do
teste imunoenzimatico observaram que dentre as criancas imunodeprimidas
12,05% eram soropositivas para infeccao pelo S. stercoralis.

No Estado de Sao Paulo, varios estudos abordando a frequéncia de
parasitoses intestinais em diferentes municipios foram realizados e a
frequéncia de S. stercoralis observada foi a seguinte: 6,75% em Botucatu
(SALATA et al., 1972); 14,95% em Américo Brasiliense (BELDA NETO et al.,

1976); 6,0% em Ribeirao Preto (MARZOCHI; CAVALHEIRO, 1978); 0,8% em Sao
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Carlos (PEDRAZZANNI et al., 1988); 0,4% em Guarulhos (CHIEFFI et al.,
1988); 10,8% em Campinas (ROSSI et al., 1993); 1,9% em Assis (LUDWIG et
al., 1999) e 5,56% em Holambra (KOBAYASHI et al., 1996).

No municipio de Araraquara inumeros estudos de frequéncia de
parasitoses intestinais vém sendo conduzidos desde a década de 1970 e
mostram que a estrongiloidiase é bastante frequente no municipio: 28,37%
dentre internos de um educandario no ano de 1970 (BUAINAIN; GIAZZI, 1970);
13,22% dentre os moradores da Vila Vieira em 1974 (GIAZZI et al., 1974); 1,3%
dentre os calouros da Faculdade de Farmacia e Odontologia no ano de 1976 e
no mesmo ano, 6,2% na populacao com baixo nivel sécio-econdémico (GIAZZI et
al., 1976; MARTINI et al., 1976); 6,7% em criancas de 1 a 14 anos do bairro
Jardim América (GIAZZI et al., 1982); 2,6% dentre as merendeiras de escolas
publicas estaduais do municipio em 1984 (MENDONCA et al., 1984); 1,8%
dentre as pessoas que procuraram o Laboratério de Parasitologia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP entre os anos de 1999 e 2003 (MINE et al.,
2004) e 6,7% dentre os moradores de Araraquara e regiao entre os anos de
2004 e 2005, sendo o S. stercoralis, o helminto mais frequente nas fezes
examinadas (MINE; ROSA, 2008).

Muito se discutiu acerca dos conhecimentos sobre o ciclo evolutivo
do S. stercoralis: SANDGROUND, em 1925, considerava que as fémeas
parasitas eram hermafroditas; KREIS em 1932 e FAUST em 1933 propuseram
a presenca de vermes machos no ciclo parasitario (proposicdo totalmente
refutada uma vez que a morfologia dos exemplares descritos por esses autores
era idéntica a dos exemplares da geracao de vida livre); em 1936, GRAHAM

observou em infeccao experimental, que os machos eram desnecessarios e que
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as fémeas parasitas produziam ovos viaveis. Hoje, portanto, € sabido que a
fémea parasita produza ovos por partenogénese.

S. stercoralis € o principal agente etiologico da estrongiloidiase
humana, uma vez que dentre as espécies que parasitam o homem, esta € a
mais frequente. E uma espécie dimorfobiética, isto é, apresenta uma forma
parasitaria e outra de vida-livre, distintas entre si, que se intercalam no ciclo
evolutivo. O ciclo de vida de S. stercoralis € considerado complexo, uma vez que
se pode desenvolver no meio ambiente (ciclo de vida livre ou indireto) ou no
hospedeiro humano (ciclo parasitario ou direto) (PAULA, 2004).

No ciclo de vida livre, as larvas rabditoides eliminadas no meio
externo junto com as fezes, em ambiente propicio, isto €, imido e quente (25 a
32°C), podem sofrer muda e evoluirem dentro de 24 a 48 horas em larvas
filaridides infectantes, capazes de penetrar em outro individuo e iniciar novo
ciclo parasitario sem a interposicao do estagio de adulto de vida-livre. Ou
ainda, outras larvas rabditoides, ao final de dois a cinco dias se diferenciam em
macho e fémea de vida livre. O encontro dos adultos favorece o acasalamento e,
posteriormente a fémea deposita os ovos no solo, e estes se desenvolvem
rapidamente liberando larvas rabditéides que por sua vez evoluem para larvas
filaridides, as quais retornam ao parasitismo (GROVE, 1996).

No ciclo de vida parasitario, as larvas filariéides quando em contato
com a pele ou mucosa oral ou esofagica do homem apos degluticao de
alimentos contaminados, secretam metaloproteases que auxiliam na
penetracao e na migracao pelos tecidos atingindo os pequenos vasos sendo
levadas pela circulacao venosa até o lado direito do coracao. A partir dai, por

meio das artérias pulmonares, chegam aos capilares, penetram nos alvéolos e
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ascendem até a traquéia levadas passivamente pelos cilios do epitélio
respiratorio, até a nasofaringe, onde sao deglutidas alcancando, entao, o
duodeno, para se transformarem em fémeas partenogenéticas e iniciarem a
oviposicao dando origem as larvas rabditoides (GROVE, 1996; CONCHA et al,
2005; COSTA-CRUZ, 2000; MARUYAMA et al, 2000).

A explicacdo mais conhecida para a ocorréncia desses dois ciclos
evolutivos, ambos monoxénicos, € a constituicdo genética das fémeas
partenogenéticas que sao tripléides (3n) e podem produzir simultaneamente
trés tipos de ovos que darao origem a trés tipos de larvas rabditoides que de
acordo com sua constituicdo cromossomica dara origem a machos (n) e fémeas
(2n) de vida livre e larvas filaridides infectantes (3n) (MONCOL,
TRIANTOPHILLOU, 1978; SHIWAKU, 1988).

Machos e fémeas de vida livre irdo acasalar-se e originarao ovos
triploides (3n) dos quais irdo eclodir larvas rabditoides tripléides que evoluirao
para larvas filaridides (3n) infectantes, completando dessa forma o ciclo
indireto.

A fémea partenogenética parasita mede de 1,7 a 2,5 mm de
comprimento por 30 a 40 um de largura e possui o corpo cilindrico com
aspecto filiforme, extremidade anterior arredondada dotada de pequena
abertura oral que se comunica com o esdéfago longo e cilindrico, que ocupa
cerca de 25% do corpo do parasito e que se conecta ao intestino, reto e anus. O
aparelho genital € constituido por ovarios, ovidutos, uteros, vagina e vulva
situada no terco posterior do corpo e receptaculo seminal nao visivel. Em seu

habitat normal a fémea partenogenética localiza-se na parede do intestino
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delgado, mergulhada nas glandulas de LieberKihn e na porcao superior do
jejuno, onde ocorre a postura dos ovos (CAMPOS; FERREIRA, 2005).

A fémea de vida livre, encontrada no solo, também possui
extremidade anterior arredondada e posterior afilada, porém, mede 0,8 a 1,2
mm de comprimento por 50 a 70 um de largura. O esofago € curto e tem
aspecto rabditéide, o intestino é simples terminando no anus. O aparelho
genital € constituido de tutero, ovarios, ovidutos e vulva situada préxima ao
meio do corpo, com presenca do receptaculo seminal (GROVE, 1996)

O macho de vida livre, também encontrado no solo, possui
extremidade anterior arredondada e posterior recurvada ventralmente. Mede
0,7 mm de comprimento por 40 um de largura. O eséfago € do tipo rabditéide
seguido de intestino e cloaca. O aparelho genital contém testiculo, vesicula
seminal, canal deferente e canal ejaculador que se abre na cloaca. Apresenta
dois pequenos espiculos, auxiliares na copula, que se deslocam e sao
sustentados por uma estrutura quitinizada denominada gubernaculo
(CAMPOS; FERREIRA, 2005)

Os ovos medem de 50-58 um de comprimento por 30-34 um de
largura e apresentam uma casca bastante delgada. Em seu interior encontram-
se as larvas de primeiro estagio (larvas rabditéides). Raramente encontram-se
ovos nas fezes do individuo parasitado, uma vez que as larvas eclodem muito
rapidamente (MORAES, 1948; GROVE, 1996).

As larvas rabditoides medem de 280 a 310 um de comprimento por 15
a 18 um de largura. O esofago (estrutura que da nome ao tipo de larva por ser
do tipo rabditéide) € dividido em 3 partes: corpo, istmo e bulbo e ocupa 25 %

do comprimento total do corpo da larva (80 a 94 um de comprimento). Ao
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esofago seguem-se intestino, reto e anus. A larva rabditéide apresenta
vestibulo bucal curto e primoérdio genital conspicuo medindo em média 27 um
que esta localizado ao lado do intestino no terco posterior do corpo da larva. A
extremidade posterior (cauda) termina bruscamente e me de entre 40 e 60 um.

As larvas filarioides (infectantes) sao encontradas no solo e nas fezes.
Sao oriundas de um processo de diferenciacdo da larva de segundo estadio.
Medem de 400 a 700 um de comprimento por 12 a 20 um de largura. O esofago
€ retilineo e ocupa cerca de 40 a 45% do tamanho do corpo da larva. Ao
esofago seguem o intestino, reto e anus. A cauda € caracteristica desse estagio
uma vez que se apresenta entalhada e mede cerca de 70 um (CAMPOS;
FERREIRA, 2005). As caracteristicas morfologicas e morfométricas das larvas
rabditoides e filaribides de S. stercoralis sao importantes parametros de
definicao da espécie do parasito em questdao, sendo possivel detectar grupos
diferentes de Strongyloides por meio de comparacoes de medidas quando as
espécies estdo intimamente ligadas (LITTLE, 1966), no entanto, segundo
TEIXEIRA, 1997, outros métodos, atrelados aos morfométricos e morfologicos,
devem ser utilizados para melhor caracterizar as larvas desse parasito.

Os mecanismos de transmissao da estrongiloidiase humana giram em
torno da heteroinfeccao, modo mais frequente, em que ocorre penetracao das
larvas filaridéides pela pele dos pés, maos, regiao interdigital, nadegas e que em
pouco tempo atingem a derme, circulacao linfatica e sanguinea e dai o coracao,
pulmoes e intestino. A ingestdo de agua e alimentos contaminados com larvas
filarioides também pode resultar em infeccdo. Outra forma de transmissao €
através da auto-infeccao que pode ser externa, quando ocorre penetracao de

larvas infectantes (filaridides) na regido perianal de pacientes infectados, ou
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interna, quando as larvas rabditéides que estdo no intestino se desenvolvem
rapidamente e dao origem a larvas filaridides que penetrarao na mucosa do ileo
ou colon dos individuos parasitados (FAUST, 1933; GROVE, 1996).

Nota-se, sobretudo, que devido a exacerbacdo dos mecanismos de
auto-infeccdo, ocorra o aparecimento de formas graves ou fatais da
estrongiloidiase humana e por conta disso houve o aparecimento dos termos
“estrongiloidiase disseminada” e “hiperinfeccdo”, o primeiro termo refere-se a
forma da doenca em que se tem, além de uma elevacao do numero de vermes
localizados em o6rgaos que fazem parte do ciclo normal de S. stercoralis, um
aumento da carga parasitaria em orgdos nao usuais, muitas vezes com
aparecimento de sépse por bactérias Gram negativas que atravessam a parede
do intestino (SHORMAN; AL-TAWFIQ, 2009); e o segundo, refere-se a uma
aceleracao do ciclo normal do parasito levando a um aumento da carga
parasitaria em orgaos do seu ciclo normal, ocasionando uma elevacao da
possibilidade da ocorréncia do ciclo de auto-infeccao interna (FARDET et al.,
2006). Tal fato pode ocorrer, pois o paciente portador de estrongiloidose pode
estar iem situacdo de imunodepressao ou pode fazer uso de medicamentos
corticoesteroides (farmacos usados como antiinflamatorios, imunossupressores
e antialérgicos), cujos metabolitos, que sdo semelhantes ao hormoénio ecdisona,
aumentam a fecundidade das fémeas partenogenéticas e a maturacao das
larvas rabditoides em filariéides (GROVE, 1996; ZAGO-GOMES et al., 2002).

A hiperinfeccao e a forma disseminada da estrongiloidiase sao
comumente observadas naqueles individuos com imunossupressao importante
ocasionada por diversos fatores: uso continuo de -corticoides (KEISER;

NUTMAN, 2004; FARDET et al., 2006), transplantes (STONE; SCHALFNER,
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1990; STAINER et al., 2002), infec¢oes pelo HIV (LUCAS, 1990) e pelo HTLV-1
(SATOH et al., 2002), neoplasias (RIVERA et al., 1970), desnutricao (RON et al.,
1992), alcoolismo (OLIVEIRA et al., 2002) e diabetes (MENDONCA et al., 2006).

Ha muitos relatos de encontro de larvas de S. stercoralis em amostras
fecais caninas: na Nigéria 14,96% de 254 amostras apresentava larvas de S.
stercoralis (UGOCHUKWU; EJIMADU, 1985); no nordeste da India, 2% de 101
caes apresentaram larvas desse parasito (TRAUB et al., 2002); no Japao foram
relatadas larvas de Strongyloides sp. em 1,93% de 1505 caes domiciliados
(ITOH et al., 2003); na cidade de Santiago no Chile foi registrada a presenca de
larvas de S. stercoralis em apenas uma amostra fecal de um cao em 1500
estudados (ALCAINO; TAGLE, 1970). Ha evidéncias que linhagens de
Strongyloides de caes podem infectar o homem, no entanto, a importancia
epidemiologica dos caes como transmissores de S. stercoralis para o homem
ainda nao esta esclarecida (GEORGI; SPRINKE, 1974; GROVE; NORTHERN,
1982; RAMACHANDRAN et al.,, 1997). Porém, utilizando-se de métodos
imunolégicos para deteccao de anticorpos no sangue dos animais demonstrou-
se que S. stercoralis apresenta um grande potencial zoonético (JUNIOR et al.,
2006).

A estrongiloidiase humana pode se apresentar de forma aguda ou
cronica. A forma aguda ocasiona reacao inflamatoria no local onde houve a
penetracao da larva, tosse, irritacdo traqueal e bronquite (devido a presenca
das larvas nos pulmoes), diarréia, constipacao, anorexia e dores abdominais e
as larvas sao detectadas nas fezes em trés a quatro semanas apos a infeccao. A
forma cronica € a mais comum e geralmente apresenta-se assintomatica ou

oligossintomatica com manifestacoes gastrintestinais como vomitos, diarréia,
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constipacao e borborigmos; manifestacoes cutaneas como urticaria e larva
currens; asma e sindrome nefrotica além de obstrucoes intestinais. As
infeccoes sao mantidas por numero muito pequeno de parasitos (GENTA, 1992;
GRYSCHECK; SICILIANO, 2005).

A infeccao pelo S. stercoralis pode ser limitada, ao menos em parte,
por mecanismos de defesa de mucosa, independentemente da resposta imune
humoral ou celular devido a dessensibilizacdo de mastécitos e consequiente
diminuicao da producdo de histamina no nivel da mucosa, sugerindo que a
defesa local mediada por mastécitos pode ser responsavel pelo controle da
intensidade da infeccado tanto diretamente, pela capacidade dessas células de
lesar os parasitos, quanto indiretamente, por meio da degranulacao de
substancias que atraem e ativam os eosinofilos (DE PAOLA, 1962).

A longa permanéncia do parasito no hospedeiro humano (cronicidade)
e a continua passagem da larva filaridide pelos tecidos resultam em uma
incessante exposicao sistémica aos antigenos parasitarios. Proteinas de
superficie e produdos de excrecao/secrecao das larvas infectantes sao
imunogénicos e levam a formacao de anticorpos ou estimulam a degranulacao
de células efetoras por acao de IgE. Assim como em outras helmintiases, os
eosinofilos e IgE desempenham papel importante na protecao ao hospedeiro
(BRINDLEY et al., 1988)

O ciclo do parasito sugere que possa ser estimulada a resposta local e
sistémica mediada por anticorpos IgA . Sabe-se também que ha interacao entre
as respostas imunes humoral e T dependente, que ocorre pela acao de
citocinas: a atracao de eosinofilos e a inducao de IgA sdo mediadas pela IL-5.

As células T respondem aos antigenos dos parasitos, e esses sao danificados
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por anticorpos e produtos dos mastocitos sensibilizados pela IgE, que
degranulam apos o contato com o antigeno e liberam histamina que, por sua
vez, aumenta a permeabilidade do epitélio intestinal. As interleucinas IL-4 e IL-
13 provocam também o aumento da contracdo da musculatura lisa, e no
mecanismo T-independende, moléculas inflamatorias inespecificas, secretadas
por macroéfagos, incluindo TNF-a e IL-1, contribuem para a proliferacdo das
células caliciformes e provocam aumento na secrecdo de muco, que reveste 0s
parasitos e levam a sua expulsao (MARUYAMA et al.,, 2000; COSTA-CRUZ,
2005).

O diagnostico laboratorial da estrongiloidiase humana se faz pelo
encontro de larvas de S. stercoralis nas fezes, escarro, em outros liquidos
organicos e por biopsias e necropsias.

Para o exame parasitologico de fezes devem ser utilizados métodos
especificos que evidenciam o aparecimento das formas larvarias como os de
BAERMANN, 1917, a modificacdo proposta por MORAES, 1948 é a mais
empregada (BAERMANN- MORAES) e de RUGAI, MATTOS e BRISOLA, 1954
cujo principio leva em consideracdo o termo e o hidrotropismo das larvas. Sao
técnicas de execucao simples e rapida para visualizacao das larvas, porém, o
material fecal deve ser colhido sem conservantes. A liberacdao dos parasitos em
pequenas quantidades e de forma irregular faz com que os métodos
corriqueiramente utilizados na rotina dos laboratérios de parasitologia (LUTZ,
1919; HOFFMAN, PONZ e JANER, 1934 ou FAUST et al., 1938, dentre outros)
nao sejam adequados ao diagnostico da estrongiloidiase humana. A
identificacado correta das larvas se faz necessario devido a semelhanca com as

larvas dos ancilostomideos (DREYER et al., 1996).
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Com a finalidade de aumentar a possibilidade diagnéstica, sao
empregadas diferentes técnicas de coprocultura, que se baseiam no
desenvolvimento do ciclo indireto do parasito. A coprocultura pode ser
realizada pelo método de LOOSS, 1898 (carvao vegetal), método de LITTLE,
1966 (papel de filtro em placa de Petri), método de HARADA e MORI, 1955
(papel de filtro em tubos) ou pelo método de cultura em placa de agar (as fezes
sdo semeadas em agar contendo extrato de carne, NaCl e peptona). Esses
métodos sao limitados pela demora na obtencado dos resultados (5 a 7 dias) e
pelo risco de infeccao durante a manipulacao de larvas infectantes (COSTA-
CRUZ, 2000; ZAHA et al., 2000).

A pesquisa de larvas no escarro e também em outros liquidos
organicos pode ser feita pelo exame direto do material clinico ou apoés
centrifugacdo. A bidopsia intestinal € realizada no duodeno, jejuno e ileo e a
necropsia que possibilita o estudo de varios 6rgaos, € processada por técnicas
histopatologicas de rotina. O hemograma pode auxiliar na suspeita diagnostica
quando apresenta elevacao do numero de eosinofilos. No entanto, em alguns
casos de hiperinfeccao e da forma disseminada da estrongiloidiase, a eosinofilia
no sangue periférico nao € encontrada (HANCOCK et al., 2001, BERK et al.,
1987 e KIA et al., 2008)

Devido ao carater cronico da estrongiloidiase humana, o emprego de
métodos imunologicos para avaliacao da resposta imune do hospedeiro nos
casos assintomaticos, tem sido utilizado, inclusive, nos inquéritos
soroepidemiologicos (SATO; KOBAYASHI; SHIROMA, 1995; COSTA-CRUZ;

MACHADO; CAMPOS, 1998)
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O tratamento da estrongiloidiase humana foi feito primeiramente com
iodeto de ditiazanina, que devido suas propriedades toxicas, nao € mais
utilizado. O mebendazol em doses usuais nao tem se mostrado ativo contra o
S. stercoralis. O tiabendazol € considerado hoje o farmaco de escolha para o
tratamento dessa parasitose (ZAHA et al., 2000). O albendazol, anti-helmintico
de amplo espectro, utilizado na terapéutica de varias parasitoses intestinais e
extra-intestinais, nao se mostrou ativo em dose Unica no tratamento da
estrongiloidiase, entretanto com uma dose diaria de 800 mg/ 3 dias, foi
observado que a cura parasitologica pode chegar a 90%, porém faltam estudos
que comprovem sua eficacia terapéutica na estrongiloidiase disseminada
(ARCHIBALD et al., 1993).

O cambendazol, um derivado benzimidazélico, de féormula estrutural
muito semelhante a do tiabendazol, mostrou-se bastante potente contra S.
stercoralis, destituido de toxicidade sobre as funcoes hematopoiéticas,
hepaticas e renais, na posologia empregada de 5 mg/kg de peso corporeo
(BARANSKI et al., 1978)

Recentemente no Brasil foi liberado o uso do farmaco ivermectina que
€ altamente ativo contra o S. stercoralis com indices de cura semelhantes aos
observados quando se utiliza o tiabendazol. Nos casos de estrongiloidiase
disseminada, particularmente nos pacientes portadores do virus HIV, a
ivermectina é empregada num esquema de multidoses (200 ug/kg nos dias 1,
2, 15 e 16) tendo sido documentada a cura clinica e parasitologica de
praticamente todos os pacientes (CELEDON et al., 1994).

E importante salientar que para o tratamento da estrongiloidiase

disseminada deve-se administrar além do antiparasitario um farmaco

41



Introducao

antimicrobiano com espectro para bactérias Gram-negativas, ja que a
septicemia bacteriana acompanha sobremaneira a migracao larvaria pelo
organismo. O controle de cura € realizado por meio de exames parasitologicos
de fezes pelo método de BAERMANN-MORAES, 1948 nos dias 7, 14 e 21 ap6s o

tratamento (ZAHA et al., 2000).

I. 3 - Aspectos moleculares:

Diversos trabalhos estdo sendo realizados para se determinar
sequéncias de genes desse parasito, inclusive com o objetivo de que possam vir
a ser utilizadas no diagnoéstico, por meio de variantes de métodos da reacao em
cadeia da polimerase (PCR) (PUTLAND et al., 1993; MOORE et al., 1996;
DORRIS; BLAXTER, 2000; MASSEY et al., 2001, GALLEGO et al., 2005).

Nos eucariotos, os genes que codificam o RNA ribossémico estao
organizados em unidades repetidas em tandem agrupadas em uma ou mais
regioes cromossomicas (Figura 03). Cada unidade possui sequencias
codificadoras altamente conservadas e sequencias intercalares que, em geral,
variam dentro e entre populacoes. De maneira geral, cada unidade do rDNA
eucarionte consiste de: um espacador externo (ETS, do inglés external
transcrided spacer), transcrito em uma sequencia que contém a extremidade S’
da molécula precursora do RNAr; uma regidao que codifica para o RNAr 18S;
um espacador interno que é transcrito (ITS1, do inglés internal transcribed
spacer); a regiao que codifica o RNAr 5.8S; outro espacador interno (ITS2); uma
regiao que codifica para o RNAr 28S e um espacador externo (NTS, do inglés

non transcribed spacer), que nao € transcrito (FLAVELL e O'DELL, 1979; LONG
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e DAWID, 1980; ELDER e TURNER, 1995); as copias das unidades de repeticao
do rDNA sao separadas pelo espacador nao-transcrito (NTS). Os espacadores
reconhecem sinais para processar a transcricdo do RNAr (HILLIS e DIXON,
1991). A regiao dos espacadores (ITS) apresenta uma alta taxa de divergéncia
quando comparada com as sequencias codificadoras dos RNAr 18S, 5.8S e 28S

(SCHLOTTERER, et al., 1994).

4 ova )

N\ _/

Figura 03 — Esquema da organizacdo do DNA ribossomal tipico de eucarioto (COLEMAN,

2003).

Pouco se sabe sobre a variabilidade genética de S. stercoralis e sua
influéncia no processo de infeccao. No entanto, varios marcadores moleculares
podem ser explorados para fornecer informacoes sobre variabilidade genética
nesses organismos por meio de deteccao de polimorfismos de DNA. Atualmente
ha varias técnicas disponiveis tais como ARDRA (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analyses) (VENTURA et al., 2001), AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism), DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
(GASER et al., 1996), Sequéncias de subunidades do rDNA (MONTI et al.,
1998), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (WU et al., 1999) ,
RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) (RODRIGUEZ-TRELLES et al.,
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2000). Entre essas, o RAPD surgiu com o desenvolvimento da técnica de reacao
em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), sendo baseada na
amplificacdo simultanea de varios loci andonimos dispersos no genoma,
utilizando um unico par de primers de sequéncias de bases aleatérias que se
anelam em varios pontos do genoma. A amplificacdo de um determinado
fragmento do genoma ocorre quando dois sitios de homologia ao primer estao
adjacentes (<4000 pares de base) e em orientacao invertida.

Marcadores moleculares como RAPD tém sido empregados em varios
organismos para avaliacao da variabilidade genética, estudos de populacoes
(WU et al, 1999), identificacao taxondémica (RODRIGUEZ-TRELLES et al.,
2000), e producao de fingerprinting gendmicos para inumeras espécies de
microorganismos (WELSH; MCCLELLAND, 1990).

A PCR-RFLP foi usada para diferenciar varias espécies de
Strongyloides, porém, em 1997 RAMACHANDRAN et al., verificaram que para
quatro isolados humanos de regides geograficas distintas do mundo, houve
padroes de restricao idénticos com as nove enzimas de restricao utilizadas.

Os espacadores podem ser usados para inferir filogenia entre espécies
proximas, para identificacao de espécies ou linhagens, para estudos de
hibridizacdo e como marcadores em genética populacional (HILLIS; DIXON,
1991).

Estudos com 100 espécies das ordens Strongylida e Ascaridida
mostraram que a magnitude da variabilidade das sequencias dentro da mesma
espécie, independentemente da etapa de desenvolvimento, género ou origem
geografica, foi significativamente menor que as diferencas entre as espécies

(HOST et al., 1995; HUNG et al., 2000). Isso indica que o uso de sequéncias da
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regiao ITS para identificacao especifica de nematdodeos parasitos €
extremamente valioso, uma vez que se trata de uma regido altamente
polimorfica.

NILFOROUSHAN et al., 2007 e KIA et al., 2008 wutilizaram o
sequenciamento do gene ITS-1 do rDNA para identificar S. stercoralis isolados
de espécimes fecais humanos de diversas areas endémicas do Ira, que se

mostrou extremamente sensivel.

I. 4 - Justificativa:

Araraquara, municipio sede da Regido Administrativa Central do
Estado de Sao Paulo, tem uma populacao de cerca de 195820 pessoas. O
Sistema de Abastecimento de Agua da cidade atende 100% da populacédo por
meio da captacdo de aguas superficiais e de pocos profundos. As ligacoes de
esgoto atendem a 99% da populacao araraquarense. Com base nesses dados
pode-se inferir que se trata de uma cidade em que os problemas atrelados as
parasitoses humanas estdo devidamente controlados, porém ha dados que
mostram cerca de 26 obitos por ano, devido as doencas infecciosas e
parasitarias na cidade (IBGE, 2007).

Partindo desse principio e de que existe, ainda nos dias atuais, uma
consideravel frequéncia de enteroparasitoses nessa regido (MINE; ROSA, 2008),
o presente trabalho pretende determinar, por meio das metodologias descritas
a seguir, a prevaléncia do nematodeo S. stercoralis e de outros eventuais
enteroparasitas, bem como a sua sazonalidade na regido de Araraquara — SP,

fornecendo dados estatisticos para enfrentar o problema de maneira eficaz.
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Além disso, pelo fato de que os pacientes que se apresentam
parasitados pelo S. stercoralis poderem ou nao apresentar sintomatologia, uma
vez que a presenca de sintomatologia nessa infeccao é dependente do grau de
parasitismo, estado imune do hospedeiro e da fase da infeccao, pretende-se
realizar estudos de morfologia e morfometria das larvas isoladas dos pacientes
infectados atrelando esses estudos a técnicas de biologia molecular com o

intuito de caracterizar diferentes cepas desse parasito.
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IT - OBJETIVOS

Isolar cepas de S. stercoralis de fezes de pessoas com e sem
sintomatologia da regiao de Araraquara — SP;

Estudar a frequéncia de S. stercoralis em fezes das pessoas que
procuram o Nucleo de Atendimento a Comunidade (NAC) da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, bem como de outros eventuais
parasitos intestinais;

Correlacionar sintomatologia, idade, sexo e procedéncia de pessoas
portadoras de S. stercoralis com as caracteristicas das cepas isoladas.
Observar a sazonalidade de parasitismo por S. stercoralis dentre as
pessoas que procuram o NAC;

Proceder a estudos morfométricos de larvas rabdtéides e filaridides de
cepas de S. stercoralis;

Realizar estudo molecular de cepas de S. stercoralis isoladas de pessoas
com e sem sintomatologia por meio da técnica de NESTED-PCR e do
sequenciamento do Espacador Transcrito Interno (ITS1) do DNA

ribossomal.
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III - MATERIAL E METODOS

III. 1 - Fluxograma de Trabalho:

Material Fecal —

Realizacao dos exames
pelos métodos propostos

Exame direto a fresco

—_1 COPROTEST®

»  Técnica de RUGAI,
MATTOS e BRISOLA

+ de 15
- larvas no I
RUGAI 1
EA I |
: S Conservar em TAF as Cultura de material
UL larvas Rabditoides fecal em carvdo vegetal
RA
A R | 5 a 7 dias
Vv Conservar em TAF as ———
% : larvas Filaridides —  Técnica de RUGAI,
- + de 15 MATTOS e BRISOLA
Iarvas no AT
RUGAI | MEV

Larvas Filaridoides conservadas
I em EtOH 70%/-20°C

Extracao do DNA
Genomico

PCR

I
NESTED - PCR

Sequenciamento do
ITS -1
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III. 2 - Estudos Epidemiologicos (Exames Laboratoriais, Coleta dos dados
dos voluntarios da Pesquisa e Avaliacao da Sazonalidade do Aparecimento

de S. stercoralis):

Os exames parasitologicos de fezes de pacientes provenientes de
diversas cidades da regidao de Araraquara foram feitos no Laboratorio de
Parasitologia Clinica do Nucleo de Atendimento a Comunidade (NAC) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP e
no Laboratorio de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara. Durante os meses de abril de 2006 a janeiro de 2009,
diariamente, verificou-se a ocorréncia de S. stercoralis nas amostras fecais
examinados nesses laboratorios, bem como a presenca de outros
enteroparasitas. De janeiro de 2005 a marco de 2006, avaliamos a frequéncia
de parasitos entéricos nos prontuarios de exames realizados nos laboratérios,
bem como os sintomas relatados pelos pacientes.

Apobs breve abordagem para explicacao sobre este projeto de pesquisa
e procedimentos laboratoriais a serem adotados, os voluntarios assinaram
termo de consentimento que permitia o uso dos espécimes fecais.

Os métodos utilizados para a realizacado dos exames
coproparasitologicos foram: Exame Direto a fresco, com a finalidade de
observar os trofozoitos vivos dos protozoarios bem como cistos, oocistos, ovos e
larvas dos enteroparasitas, COPROTEST® cujo fundamento & a centrifugo-
sedimentacao de elementos parasitarios em um sistema agua-acetato de etila
(AMATO NETO et al., 1989) e a técnica de RUGAI, MATTOS e BRISOLA, 1954,

que é fundamentada no termo e hidrotropismo das larvas dos nematédeos e na
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sua tendéncia de sedimentar espontaneamente, quando se encontram em agua
aquecida a 420 C (40 a 45° C).

Todas as amostras positivas na técnica de RUGAI, MATTOS e
BRISOLA, 1954 foram separadas com o intuito de se realizar a mensuracao das
larvas rabditéides (apenas as amostras que apresentavam 15 ou mais larvas) e
para a realizacao da coprocultura cujo objetivo era o de se ter larvas filarioides
em grande numero para fazer a mensuracao das mesmas e caracteriza-las por
meio de técnicas de biologia molecular.

Foi realizada a coprocultura pelo método de LOSS, 1898, modificado
que consiste em se misturar uma porcao de fezes com agua e carvao mineral,
essa mistura € colocada em placas de Petri fechadas que contem um pedaco
circular de papel de filtro em sua base para manter a umidade no ambiente,
que sao deixadas a temperatura ambiente durante 5 a 7 dias. Para recuperar
as larvas filariéides é realizada a técnica de RUGAI, MATTOS e BRISOLA, 1954.

Para realizacdo do estudo da sazonalidade do aparecimento de S.
stercoralis, dados de temperatura e precipitacao da regiao de Araraquara foram
disponibilizados pela Defesa Civil do Estado de Sao Paulo para que fosse
possivel correlaciona-los com o aparecimento de larvas do referido parasito nos

exames realizados.

III. 3 - Descricao das Metodologias utilizadas para a realizacao dos

Exames de Fezes e para a coprocultura:

Com vistas ao diagnostico laboratorial da infeccao humana por S.

stercoralis, foram utilizados métodos de concentracao e o exame direto a fresco
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do material fecal. Tais métodos sao empregados corriqueiramente em
laboratorios de Parasitologia visando a deteccao de larvas de S. stercoralis e de
outros eventuais parasitos, protozoarios e helmintos, que podem ser

encontrados nas fezes humanas.

III. 3. 1 - Exame direto a fresco:

Método simples e eficiente para exame de fezes, que permite observar
trofozoitos vivos dos protozoarios e também permite ao microscopista ter uma
visao geral do material que sera analisado (ovos e larvas dos helmintos e cistos,
oocistos e trofozoitos dos protozoarios).

Procedimento:

1. Obteve-se pequena porcao de fezes, de varios pontos da amostra fecal,
colocou-se sobre uma lamina de microscopia e homogeneizou-se com

solucao fisiologica e observou-se ao microscopio.

III. 3. 2 — Coprotest®:
Método fundamentado no processo de centrifugo-sedimentacao de
elementos parasitarios em um sistema agua-acetato de etila. E indicado para a
pesquisa de ovos e cistos. (AMATO NETO et al., 1989)

Procedimento:

1. Colocou-se uma porcao de fezes no frasco coletor com um pouco de agua
e agitou-se para homogeneizacao da suspensao fecal,
2. Introduziu-se o bico do frasco coletor num tubo de centrifuga de 15 mlL,

coletou-se 7 mL da suspensao fecal nesse tubo;
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3. Adicionou-se a suspensao fecal 1 gota de detergente comercial e 3 mL de
acetato de etila;

4. Tamparam-se os tubos de centrifuga e agitou-se vigorosamente por 10
segundos; centrifugou-se por 2 minutos a 2.000 rpm;

S. Apoés a centrifugacdo formam-se 4 fases. Descartou-se as 3 fases
superiores e o precipitado foi lavado com agua por meio de centrifugacao
por 2 minutos a 2.000 rpm;

6. Descartou-se o sobrenadante e colocou-se lugol em contato com o
precipitado para confeccdo de laminas que foram observadas ao

microscopio.

III. 3. 3 - Método de RUGAI, MATTOS e BRIZOLA:
E fundamentado no termo e hidrotropismo das larvas dos nematédeos
e na sua tendéncia de sedimentar espontaneamente, quando se encontram em
agua aquecida a 420 C (40 a 45° C).

Procedimento:

1. Estendeu-se sobre a boca da latinha contendo as fezes um pedaco de
gaze dobrada 2 a 4 vezes, conforme a consisténcia das fezes, e repuxou-
se as extremidades da gaze para tras da lata, formando uma "trouxinha”.

2. Emborcou-se a “trouxinha” com a abertura voltada para baixo em calice
conico com capacidade de 125 mlL, fixando-a por pressao contra as
paredes, em posicao levemente inclinada.

3. Encheu-se o calice com agua aquecida a 45° C (42° C no interior do
calice), até que o nivel de agua alcance as fezes contidas na “trouxinha”

emborcada.
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4. Deixou-se em repouso cerca de 90 minutos. As larvas, quando presentes,
dirigiam-se para o fundo do calice.

5. Sem retirar a “trouxinha”, introduziu-se até o fundo do calice um
canudinho; deixou-se penetrar rapidamente no canudinho cerca de 3 mL
de liquido, fechou-se novamente o canudo e depositou-se o material
coletado em vidro de relogio e observou-se em microscopio com pequeno

aumento (objetiva de 4 a S vezes).

III. 3. 4 - Coprocultura em Carvao Vegetal Ativado (Método de Loss
modificado):

Método indicado para o isolamento de larvas infectantes de
ancilostomideos, S. stercoralis e Trichostrongylus. A mistura do material fecal e
o carvao granulado simulam as condicoes encontradas no solo na natureza (DE
CARLI, 2007).

Procedimento:

1. Misturou-se 20 a 40 g de fezes com agua destilada para que se
produzisse uma suspensao fecal espessa e uma quantidade 3 vezes
maior de carvao vegetal ativado granulado; transferiu-se o preparado
para uma placa de Petri com papel de filtro umidecido;

2. Fechou-se a placa de Petri, deixando-a no escuro a temperatura
ambiente (25 a 28°C) durante 5 a 7 dias. Supervisionou-se diariamente a
cultura para controlar a umidade.

3. Para concentrar as larvas infectantes, realizou-se a técnica de Rugali,

Mattos e Brisola, anteriormente descrita.
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III. 4 - Estudo Morfologico e Morfométrico das Larvas Rabditdides e
Filarioides de S. stercoralis:

As larvas rabditoides encontradas nas fezes e as larvas filaridides
obtidas em cultura foram fixadas em liquido conservador de larvas (TAF — 2mL
trietanolamina, 7mL formol 40% e agua destilada q.s.p. 100mL) para posterior
mensuracao. Somente amostras positivas para S. stercoralis que continham 15
ou mais larvas rabditoides provenientes das fezes dos pacientes e com o
mesmo numero de larvas filaridides provenientes da coprocultura, recuperadas
pela técnica de RUGAI, MATTOS e BRISOLA, 1954, foram consideradas para
este estudo (CORREA et al., 1979).

Os parametros utilizados para a mensuracdo das larvas foram os
mesmos utilizados por TEIXEIRA, 1997:

Para larvas rabditoides: CTr - Comprimento Total; CCr -
Comprimento da Cauda (distancia do anus a cauda); CEr — Comprimento do
Esdofago; CPr — Comprimento do Primoérdio Genital; DPCr - Distancia do
Primérdio Genital a cauda) e Lr — Largura. Para larvas filarioides: CTf -
Comprimento Total; CCf - Comprimento da Cauda (distancia do anus a cauda);
CEf - Comprimento do Esofago; Lf — Largura. Além desses parametros, foram
mensurados o Comprimento do Vestibulo Bucal (VBr) e a area do Primoérdio
Genital (APri) das larvas Rabditoides, cujas medidas nao foram relatadas em
trabalhos anteriores.

As larvas rabditéides e filaridides foram observadas ao microscopio
optico Leica Leitz DMRXE, que esta acoplado a uma camera filmadora Moticam
2000, onde foi realizada a captura das imagens e as mensuracoes das mesmas

por meio do programa Motic Images Advanced 3.2 (Figuras 04 e 05).
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Figura 04 — Fotomicrografias das larvas rabditéides (1 — Comprimento Total; 2 — Comprimento do Eséfago; 3 —

Comprimento do Vestibulo Bucal; 4 — Largura; 5 — Comprimento do Primérdio Genital; 6 — Area do Primérdio
Genital; 7 — Distancia do Primérdio Genital a Cauda; 8 — Comprimento da Cauda). Aumento de 400X. 55
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Figura 05 — Fotomicrografias das larvas filaridides (A — Comprimento do Eséfago e Largura (seta); B —

Comprimento da Cauda — Aumento de 400X; C — Comprimento Total — Aumento de 200X).

III. 5 - Estudo Morfolégico por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV):

As larvas filaridides de S. stercoralis foram coletadas da cultura e
fixadas em tampao fosfato com solucdo de glutaraldeido 2% (SATO, 2008).
Laminulas de vidro foram fixadas em suportes metalicos com fita adesiva
dupla-face transparente e sobre elas colocaram-se as larvas. As amostras
foram metalizadas por “sputtering” durante dois minutos com potencia de 10
mA em aparelho da marca Edwards.

Apods a metalizacao as amostras foram observadas e fotografadas em

microscopio eletronico de varredura Topcon — SM-300.
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III. 6 — Caracterizacao Molecular (NESTED PCR e Sequenciamento do ITS-

1 do rDNA):

Para a extracao do DNA genomico foram utilizadas de 400 a 1000
larvas filaridides isoladas de cultura em carvao mineral e conservadas em
alcool 70% a -20°C até o momento do uso, segundo protocolo proposto por
NILFOROUSHAN et al., 2007, com algumas modificacoes. A estimativa da
concentracdo do DNA gendmico é feita por meio do protocolo executado por
NAEGELE et al., 2006, que consiste na diluicao da amostra a 1:100 em agua
tipo 1 autoclavada e realizacao de leituras em espectrofotometro das
absorbancias nos comprimentos de onda de 260nm para deteccao do DNA,
280nm para proteinas e 330nm para fenol. A estimativa de pureza da
preparacao € dada pela relacao da absorbancia do DNA/proteina, que deve
estar entre 1,8-2,0 (SAMBROOK et al., 1989).

As reacoes de PCR foram realizadas em um termociclador Gene Amp
PCR System 9700 Applied Biosystems™, com um volume final de SOpL com os
seguintes componentes:

e ~100 ng de DNAg (molde);

J 100 pM de dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP);

o 10 picomols de cada iniciador (primer);

e 2 mM de cloreto de magnésio;

o 1U de enzima Taq DNA Polimerase (High Fidelity PCR Enzyme
Mix) (Fermentas).

. tampao 10X.
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Foram utilizados os primers descritos por NILFOROUSHAN et al.,
2007 para amplificar o espacador interno transcrito — 1 (ITS-1), sendo esperada
a amplificacao de fragmento de 750pb:
Forward: SS-FO 5’ - ATC CTT CCA ATC GCT GTT GT - 3’
Reverse: SS-RO 5’ - TTT CGT GAT GGG CTA ATC CC -3’
As condigoes para a amplificacao do ITS-1(rDNA) (NILFOROUSHAN et
al., 2007), foram:
o 94° C por 5 minutos
o 94°C por 45 segundos
o 58°C por 1 minuto 35 vezes
o 72°C por 1 minuto
o 72°C por S minutos
Partindo-se do produto da PCR, realizou-se a NESTED PCR com os
primers e condicoes descritos por NILFOROUSHAN et al.,, 2007, sendo
esperada a amplificacao de fragmento de 680pb:
Forward: SS-F1 5’ - GTA ACA AGG TTT TCG TAG GTG A -3’
Reverse: SS-R1 5’ - ATT TAG TTT CTT TTC CTC CGC TT - 3’
As condicoes da NESTED PCR foram:
o 94° C por 2 minutos
o 94°C por 45 segundos
o 60°C por 45 segundos [ 40 vezes
o 72°C por 1 minuto
o 72°C por 5 minutos
Todas as reacdes foram acompanhadas de um controle negativo,

formado por todos os compostos da reacao, com excecao do DNA gendmico,
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cujo volume foi substituido por agua tipo 1 estéril. A confirmacao da reacao de
amplificacao foi realizada apos eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corada
com brometo de etidio e observada em luz UV.

Os fragmentos amplificados foram purificados por meio do Illustra
GFX DNA and Band Purification Kit (GE Life Sciences) de acordo com as
instrucoes do fabricante, para em seguida serem submetidos a reacdo de
sequenciamento.

Os produtos da NESTD PCR obtidos foram sequenciados a partir das
duas extremidades para gerar sequéncias consenso. A reacao de
sequenciamento foi realizada com o kit BigDye ™ V1.0 (DNA Sequencing Kit,
BigDye ™ Terminator Cycle Sequencing, Applied Biosystems) com modificacoes
no protocolo proposto pelo fabricante. Para o sequenciamento foram utilizados
2,0 pL de Big Dye 1.0; 2,0 pL de Save Money (200 mM Tris-HCl pH9,0 + 5 mM
MgClp); 2,0 pL primer F/R 1.6 pmol/pL; 2,0 nL do produto purificado e 2,0 pL
de agua tipo 1 estéril totalizando 10,0 pL de reacao.

As condicoes da PCR de sequenciamento foram:

o 92° C por 2 minutos

. 96°C por 30 segundos

o 52°C por 30 segundos [ 40 vezes
o 60°C por 4 minutos

O produto da PCR de sequenciamento foi precipitado da seguinte
forma: adicionou-se 80 pL de Isopropanol 75% sobre o produto da PCR e as
amostras foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente (TA), ao
abrigo da luz. Apdés o periodo de incubacao foram centrifugadas por 15

minutos a 14000 rpm a TA. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1,0
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mL de etanol 70% ao pellet, seguiu-se com uma centrifugacao a 14000 rpm por
S5 minutos a TA, para ser lavado. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi
seco no speedy vaccum por 10 minutos. As amostras foram ressuspendidas em
2,0 pL de Loading buffer (12,3 pL de pré-mix + 57,7 pL de formamida)
momentos antes se serem processadas no sequenciador automatico ABI-377.
As sequéncias de DNA obtidas foram analisadas com o auxilio do
software “BioEdit Sequence Aligment Editor V. 7.0.5” (HALL, 1999). A qualidade
das sequéncias obtidas foi verificada por meio de eletroferograma. O
alinhamento das sequéncias geradas foi feito no programa Clustal W (HALL,

19909).

II1I. 7 — Analises Estatisticas:

Os programas GraphPad Instat 3 e GraphPad Prism S foram
utilizados para realizacdo das analises de correlacdo entre os parametros
mensurados para as larvas rabditdides e filaridides, sendo que o primeiro
mostrou que a distribuicao dos parametros correlacionados nao apresentou
distribuicado gaussiana, sendo entdo mais adequada a realizacao da analise de
correlacdo por meio do teste de Spearman que foi feita no segundo programa
no qual procederam-se os calculos dos indices de correlacao e os valos de p
que indicaram se os parametros relacionavam-se, com nivel de significancia de
95%.

Os dados epidemiologicos foram analisados pelo programa GraphPad

Instat 3 em tabelas de contingéncias usando o teste de Chi-quadrado.
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IV - RESULTADOS

Foram examinadas 19905 amostras de fezes

Resultados

destinadas aos

Laboratorios de Parasitologia Clinica do Nucleo de Atendimento a Comunidade

(NAC) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da

UNESP e de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus

de Araraquara de pacientes de ambos os sexos, de diferentes idades e

procedéncias, no periodo de Janeiro de 2005 a Janeiro de 2009.

As amostras examinadas eram de habitantes de diversos municipios

da regidao de Araraquara, a saber: Araraquara (9156 - 46,00%), Américo

Brasiliense (6171 — 31,00%), Motuca (677 — 3,40%), Rincao (1992 - 10,00%),

Gaviao Peixoto (1393 - 7,00%), Santa Lucia (139 - 0,70%), Nova Europa (258 -

1,30%) e Taquaritinga (119 — 0,60%) (Figuras 06 e 07).
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Figura 06 — Limites dos municipios da Regiao Administrativa Central do Estado de Sao

Paulo. Em destaque, os municipios de onde os voluntarios da pesquisa sao

oriundos (adaptado de www.cidadespaulistas.com.br)
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Figura 07 — Procedéncia das amostras enviadas para exame. Araraquara, 2005 — 2009.

1000

Dentre as 19905 amostras fecais examinadas, 13102 eram de pessoas
do sexo feminino e 6803 do sexo masculino, correspondendo a 65,82% e 35,4%
do total de voluntarios da pesquisa, respectivamente.

Das 13102 mulheres que foram voluntarias desse trabalho, 5300
(40,4%) eram gestantes, e dessas, 1165 (21,98%) albergavam um ou mais
enteroparasitas. O protozoario e o helminto mais frequentes foram,

respectivamente, Entamoeba coli (64,63%) e Strongyloides stercoralis (14,50%)

s )

(Figura 08).

Figura 08 — Distribuicdo dos
resultados positivos dos
exames  coproparasitologicos 103

das gestantes (n = 1 1 65) Outros Protozoarios: Endolimax nana, Sarcocystis sp., Chilomastix mesnilii e
Blastocystis hominis
Araraquara, 2005 — 2009.
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O material fecal foi submetido ao exame direto a fresco e as técnicas
de concentracao pelo método do Coprotest® e de RUGAI, MATTOS e BRIZOLA,
que logo em seguida foi observado em microscopia 6ptica comum. Do total de
amostras examinadas 3749 (18,83%) apresentaram-se positivas para a
presenca de enteroparasitas, sendo Entamoeba coli, Giardia duodenalis,
Strongyloides stercoralis e Ancilostomideos os protozoarios e helmintos mais

frequentes (Tabelas 01 e 02 e Figura 09).

Tabela 01 — Resultado dos exames coproparasitolégicos realizados em Araraquara entre

2005 e 2009.
Resultados dos Exames Frequéncia %
Positivo 3749 18,83
Negativo 16156 81,27
TOTAL 19905 100

4 )

623

Outros Protozoarios: Endolimax nana, Cystoisospora belli, Sarcocystis sp., Entamoeba
&istolytica/dispar, Entamoeba hartmanii, Chilomastix mesnilii e Blastocystis hony

Figura 09 — Distribuicdo dos resultados positivos dos exames coproparasitoldégicos (n =

3749). Araraquara, 2005 — 2009.
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Tabela 02 — Espécies de enteroparasitas encontrados em 19905 amostras fecais de

pessoas residentes em oito municipios da regido de Araraquara entre 2005 e 2009.

Numero de

% em

Relacao ao

% em

Relacao aos

Parasitos Encontrados Amostras
e Total Positivos
(n=19905) (n=3749)
Blastocystis hominis 9o 0,05 0,24
Chilomastix mesnili 5 0,03 0,13
Endolimax nana 19 0,10 0,51
Entamoeba coli 1961 9,85 52,31
Entamoeba hartmanii 1 0,01 0,03
Entamoeba histolytica/dispar 3 0,02 0,08
Giardia duodenalis 623 3,13 16,62
Iodamoeba butschlii 79 0,40 2,11
Isospora belli 6 0,03 0,16
Sarcocystis sp. 15 0,08 0,40
Ancilostomideos 319 1,60 8,51
Ascaris lumbricoides 66 0,33 1,76
Enterobius vermicularis 94 0,47 2,51
Hymenolepis nana 94 0,47 2,51
Taenia sp. 59 0,30 1,57
Trichuris trichiura 122 0,61 3,25
Schistosoma mansoni 88 0,44 2,35
Strongyloides stercoralis 869 4,37 23,18

Das 3749 amostras positivas, 3199 apresentaram apenas um parasito

intestinal e 550 dois ou mais enteroparasitas (Figura 10). A consisténcia das

fezes analisadas foi observada e notou-se que das 19905 amostras trazidas ao

laboratoério 1911 (9,60%) apresentaram-se diarréicas; 10572 (53,11%) pastosas

e 7422 (37,29%) formadas (Figura 11).
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MonoParasitados Poliparasitados

Figura 10 — Distribuicao dos resultados positivos dos exames coproparasitoldégicos

(n = 3749). Araraquara, 2005 — 2009.
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Figura 11 — Consisténcia das fezes examinadas (n=19905). Araraquara, 2005 — 2009.

Identificaram-se, por meio da técnica de RUGAI, MATTOS e BRIZOLA,
1954, 869 (4,37%) amostras positivas para S. stercoralis. Quando se comparou
a frequéncia desse helminto em relacdo aos individuos participantes do
presente estudo, obteve-se diferenca estatisticamente significativa entre os
sexos: a frequéncia de homens parasitados (7,39%) foi maior do que a de

mulheres parasitadas (2,79%) pelo S. stercoralis.
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No entanto, quando se compara os pacientes portadores de S.
stercoralis pelo sexo e idade, nota-se uma diferenca estatisticamente
significativa entre eles, sendo que a frequéncia de infeccao por esse parasito €
maior nos individuos do sexo masculino, maiores de 40 anos (68,78%) assim
como nas mulheres abaixo de 40 anos (73,77%), como se pode observar na

Tabela 03.

Tabela 03 — Distribuicdo das faixas etarias segundo o sexo dos individuos portadores de S.

stercoralis. Araraquara, 2005 — 2009.

Faixa Amostras Positivas para Strongyloides stercoralis
etaria Homens Mulheres
0-9 13 13*
10-19 5 66*
20-29 36 120*
30-39 103 71%
40-49 157% 42
50-59 104+ 23
60-69 51* 17
70-79 27* 10
80-89 7* 4
Total 503 366

*p<0.05 para individuos do sexo masculino > 40 anos e do sexo feminino < 40 anos

Quando se comparou a procedéncia dos individuos participantes da
pesquisa e dos portadores desse nematédeo, observou-se que havia diferenca
estatisticamente significativa entre os individuos infectados procedentes do

municipio de Araraquara e os infectados pelo S. stercoralis provenientes de
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outras cidades da regidao estudada. Observa-se na Tabela 04 a origem dos

individuos portadores de S. stercoralis.

Tabela 04 — Procedéncia dos individuos portadores de S. stercoralis. Araraquara, 2005 —

20009.
Municipio Amostras Positivas para S. stercoralis
Frequencia %
Araraquara 483* 55,58
Ameérico Brasiliense 291 33,48
Rincao 48 5,52
Gaviao Peixoto 33 3,80
Motuca 8 0,92
Nova Europa 3 0,35
Taquaritinga 2 0,23
Santa Lucia 1 0,12
TOTAL 869 100,00

*p<0.05 para individuos procedentes de Araraquara.

Dos 3749 exames parasitologicos positivos, 856 eram de individuos
que se queixavam de alguma sintomatologia (32,36% de diarréia; 60,16% dor
abdominal e 7,48 tosse). Esses sintomas também foram relatados por 175
pacientes portadores de S. stercoralis. Quando se comparou os individuos
positivos para algum enteroparasita em relacdo a presenca ou auséncia de
sintomas e a positividade ou nao para S. stercoralis, observou-se que ha
diferenca estatisticamente significativa, sendo que a maioria dos individuos
apresentou-se assintomaticos tanto na presenca de S. stercoralis quanto na
presenca de outros enteroparasitas (77,18%), como se pode observar na Tabela

05.
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Tabela 05 — Distribuicdo dos individuos portadores de enteroparasitas em relacao a

presencga ou auséncia de sintomas. Araraquara, 2005 — 2009.

Amostras Positivas para
Individuos Enteroparasitas

Com S. stercoralis Sem S. stercoralis

Sintomaticos 175 681
Assintomaticos 694+ 2199*
TOTAL 869 2880

*p<0,05 para os individuos assintomaticos e portadores de algum enteroparasita

Dentre os 869 individuos com S. stercoralis, 230 apresentavam-se co-
infectados com outros enteroparasitas (82 homens e 148 mulheres), sendo que
as associacoes mais frequentes foram com Entamoeba coli (34,8%),
Ancilostomideos (22,6%) e Giardia duodenalis (16,5%). Cabe ressaltar que
dentre os individuos portadores de S. stercoralis, 71 eram portadores de
tuberculose, 25 de diabetes e trés do virus HIV, situacoes extremamente
delicadas e importantes devido a possibilidade de ocorrer hiperinfeccao e
disseminacao desse nematodeo.

Quanto a sazonalidade do aparecimento de S. stercoralis nas fezes,
foram analisadas as médias diarias de temperatura e de precipitacao e
confrontaram-se esses dados com a positividade para esse helminto nos
exames realizados. De janeiro de 2005 a janeiro de 2009 houve 15 meses em
que a frequéncia de S. stercoralis superou os 5,0%, chegando ao extremo de
8,2% em setembro de 2005.

A maioria dos meses com frequéncia de aparecimento de S. stercoralis
> 5,0% foram meses com mais de 's de dias com chuva e com temperatura
maxima média de 30°C.
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Porém a correlacao entre a frequéncia de aparecimento de S.
stercoralis com o numero de dias chuvosos no mesmo més (0,063) € mais baixa
quando comparada com a mesma correlacdo feita para o numero de dias
chuvosos do més anterior (0,126) o que justifica a presenca de larvas
infectantes no solo e favorece a transmissao desse parasito, como se pode

notar nas Figuras 12 Ae 12 B.
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Figura 12 A - Distribuicdo da sazonalidade do aparecimento de S. stercoralis
em relacao aos dias com chuvas nos bimestres do periodo de Janeiro de 2005 e

Janeiro de 20009.

Durante o periodo estudado, os meses de maio, junho e julho, tiveram
meédias de temperatura que oscilaram entre 18°C e 20°C. Nesses periodos,
observamos diminuicdo do numero de exames de fezes positivos para S.

stercoralis.
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Quando se analisa a quantidade de exames positivos para S.
stercoralis reunindo os mesmos meses dos quatro anos estudados, observou-se
que a regiao estudada, durante todo ano tem frequéncias de aparecimento

desse parasito > que 5,0 %, como se pode notar na Tabela 06.

Tabela 06 — Frequéncia de exames positivos para S. stercoralis em cada més durante os

anos de 2005 a 2008.

Meses 2005 2006 2007 2008 Total %
Janeiro 14 (387) 9 (359) 25 (459) 20 (503) 68 7,98
Fevereiro 24 (319) 8(287) 19 (435) 26 (449) 77 9,04
Marco 20 (466) 19 (418) 17 (505) 22 (476) 78 9,15
Abril 14 (394) 18 (327) 19 (369) 27 (458) 78 9,15
Maio 9 (341) 16 (447) 20 (542) 21 (392) 66 7,75
Junho 16 (417) 14 (396) 18 (468) 29 (475) 77 9,04
Julho 10 (282) 17 (515) 25 (512) 7 (452) 59 6,92
Agosto 17 (364) 15 (429) 25 (506) 11 (399) 68 7,98
Setembro 25 (304) 15 (449) 15 (489) 13 (396) 68 7,98
Outubro 13 (287) 18 (484) 33 (584) 18 (320) 82 9,62
Novembro 15 (366) 25 (403) 16 (466) 13 (272) 69 8,10
Dezembro 21 (350) 11(332) 16(339) 14 (211) 62 7,28
Total 198 185 248 221 852* 100

* N° total de exames positivos para S. stercoralis excluindo o més de janeiro de 2009.
() — Total de exames naquele més

Das 869 amostras positivas para S. stercoralis, 367 continham mais
de 15 larvas rabditoides quando se examinava as fezes por meio da técnica de
RUGAI, MATTOS e BRIZOLA. Essas 367 amostras foram entao colocadas em
cultura de carvao vegetal ativado granulado e, apos 5 a 7 dias, por meio da
técnica de RUGAI, MATTOS e BRIZOLA, extrairam-se as larvas filaridides da

cultura.
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Em 266 amostras conseguiu-se extrair mais de 15 larvas filaridides
que foram fixadas em TAF e mensuradas para cada parametro descrito
anteriormente em triplicata, juntamente com as larvas rabditéides que ja
haviam sido anteriormente fixadas. Portanto, para a caracterizacao
morfométrica, 5505 larvas rabditoides e 3990 larvas filaridoides foram
mensuradas e, para cada um dos parametros avaliados fez-se a triplicata das
medidas de cada larva para minimizar os erros oriundos da mensuracao
manual realizada no programa Motic Images Advanced 3.2

A caracterizacao morfométrica das larvas rabditéides e filaridides de
S. stercoralis foi feita no microscopio Optico Leica Leitz DMRXE, que esta
acoplado a uma camera filmadora Moticam 2000, onde é realizada a captura
das imagens e as mensuracoes das larvas por meio do programa supracitado
(Figuras 05 e 06).

A média e o desvio padrao foram calculados no programa Microsoft

Office Excel 2003 o que tornou possivel a construcao da Tabela 07.
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Tabela 07 — Média e Desvio Padrao das medidas (em um) das larvas rabditoides

e filaridides de S. stercoralis obtidas de pacientes da regiao de

Araraquara.

Parametros mensurados Rabditéides Filaridoides
Comprimento Total (CT) 349,94 + 39,62 506,02 + 32,40
Comprimento do Es6fago (CE) 97,63 £+ 9,05 214,29 + 14,17
Comprimento da Cauda (CC) 59,46 + 7,18 60,73 + 5,75
Largura (L) 18,21 + 1,66 14,75 + 0,80
Comprimento do Primordio Genital (CPr) 26,20 + 3,74 -
Distancia do Primoérdio Genital a Cauda (DPC) 153,95 + 24,19 -

Area do Primérdio Genital (APri)* 137,94 + 28,15 -
Comprimento do Vestibulo Bucal (CVB) 3,69 + 0,65 -

*valores em um?2

Por meio do teste de Spearman estabeleceram-se as correlacoes entre
alguns parametros mensurados. A medida que as larvas rabditéides crescem,
ha um aumento significativo do comprimento do eséfago e da distancia entre o
primordio genital e a cauda, e da mesma forma, ao passo que cresce o
tamanho eso6fago aumenta a distancia entre o primordio genital e a cauda, o
que indica uma tendéncia a transformacao da larva para a fase filarioide. Para
as larvas filaridides somente observou-se correlacdo significativa, porém
pequena, entre os comprimentos total e do es6fago das larvas, o que indica que
quanto mais cresce a larva filaridide, ocorre um consequente crescimento do
esofago. Tais fatos podem ser visualizados nos graficos de dispersao da Figura

13.
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Figura 13 — Dispersao dos parametros morfométricos (1 — CTr X CEr; 2 - CTr X DPC; 3 —

CEr X DPC; 4 — CTf X CEF).

As correlacdoes entre os parametros morfométricos de larvas
procedentes de individuos com e sem sintomas provenientes de municipios
distintos (Araraquara, Américo Brasiliense, Rincao, Gaviao Peixoto e Motuca)
foram bastante semelhantes (Anexo 01), o que mostra que, isoladamente, o
estudo morfométrico nao € um bom parametro de identificacao de larvas de S.
stercoralis.

Por meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi possivel
observar estruturas nao visiveis quando do estudo morfologico em microscopio

optico (Figura 14 A, B e C):
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18kV 288x 50 8ym 8013

1akV dkx 3.33Pm BE13

Figura 14 — Fotomicrografias de larvas filaridides de S. stercoralis. A — visao total
(aumento de 200X); B — fenda no corpo da larva — seta branca (aumento de
1500 x); C — detalhes da fenda — seta branca — e estrias transversais — seta

preta (aumento de 3000X).

Nota-se que a larva possui uma fenda longitudinal em toda extensao

do corpo e que sua cuticula apresenta estrias transversais.
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Para a caracterizacao molecular trabalhou-se com o Espacador
Interno Transcrito (ITS-1) do rDNA. O DNA genomico foi extraido de 400 a 1000
larvas filaridides recuperadas de coprocultura e que foram previamente

conservadas em alcool 70% a -20°C (Figura 15).

Figura 15 — Gel de agarose a 1% com produto de extracdo de DNA gen6mico corado com

brometo de etideo de 24 isolados de larvas filaridides de S. stercoralis.

O numero de larvas filaridides em cada amostra variava entre 400 e
1000, por isso alguns isolados tinham maior concentracdo de DNA do que
outros. As larvas ficaram estocadas em alcool 70% a -20°C e para alguns
isolados percebemos degradacao do DNA, porém essa degradacao nao impediu
a realizacao das etapas subsequentes.

Apobs a extracao do DNA realizou-se a amplificacdo de um fragmento
de aproximadamente 750pb e logo em seguida, realizou-se uma segunda PCR
(NESTED PCR) para obtencdo de um fragmento de aproximadamente 680pb

(Figuras 16).
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PM 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figura 16 — Gel de agarose a 1,5% com produto de Amplificacao do ITS-1 do rDNA corado
com brometo de etideo. PM — Marcador de peso molecular 1Kb plus; 1 a 28 —

isolados de larvas filaribides de S. stercoralis, com aproximadamente 680 pb.

Os produtos da NESTED PCR foram purificados e sequnciados
diretamente, gerando sequéncias de ~ 370 pares de bases para os isolados de
larvas filarioides de S. stercoralis, sendo possivel verificar a existéncia de
regioes polimorficas.

Nem todas as imagens das amostras estao aqui representadas devido

a problemas ocorridos com o equipamento de captura de imagens.
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Foram sequenciadas 43 amostras de larvas filariéides de S. stercoralis
eliminadas por individuos provenientes dos municipios de Ameérico Brasiliense
(14), Araraquara (22), Gaviao Peixoto (3) e Rincao (4) e que se apresentaram
sintomaticos (13) e assintomaticos (30).

As sequéncias obtidas para o ITS-1 do rDNA para a espécie S.
stercoralis isoladas de pacientes infectados provenientes de municipios
distintos, apresentaram maxima identidade > 80% e E-value tendendo ao zero,
quando inseridas no programa Blastn e comparadas com outras sequéncia de
S. stercoralis depositada no GenBank (EF5450041, por exemplo). Esses dados
sugerem que as sequéncias devolvidas pelo GenBank tém alta probabilidade de
estar relacionada com as sequencias obtidas no presente trabalho.

Ao analisar as sequéncias da regiao ITS-1 de S. stercoralis
separadamente, levando em consideracdo a presenca e a auséncia de sintomas,
observaram-se perfis semelhantes (Figuras 17 e 18).

As sequencias Ss3SAMB, Ss7SAMB, Ss13SAMB, Ss24SAMB,
Ss28SAMB e Ss35SAMB (provenientes de larvas de pacientes sintomaticos
habitantes de Ameérico Brasiliense) apresentaram poucas alteracoes de bases
entre si, o que representa um baixo polimorfismo. O mesmo fato pode ser
observado nas sequencias Ss16SAQA, Ss18SAQA, Ss20SAQA, Ss22SAQA,
Ss30SAQA, Ss36SAQA, e Ss39SAQA (provenientes de larvas de pacientes
sintomaticos habitantes de Araraquara).

O mesmo ocorreu para as sequéncias de larvas de pacientes
assintomaticos: Ss1AAQA, Ss5AAQA, Ss11AAQA, Ss19AAQA, Ss21AAQA,
Ss23AAQA, Ss25AAQA, Ss26AAQA, Ss27AAQA, Ss29AAQA, Ss31AAQA,

Ss32AAQA, Ss33AAQA, Ss34AAQA e Ss40AAQA (provenientes de larvas de
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pacientes assintomaticos habitantes de Araraquara) apresentaram baixo

polimorfismo entre si, assim como as sequéncias Ss4AAMB, Ss8AAMB,
Ss10AAMB, Ss14AAMB, Ss15AAMB, Ss17AAMB, Ss37AAMB e Ss38AAMB
(provenientes de larvas de pacientes assintomaticos habitantes de Ameérico
Brasiliense) com dois perfis, sendo um homogéneo ao perfil das amostras de
Araraquara; Ss2ARIN, Ss6ARIN, Ss9ARIN e Ss12ARIN (provenientes de larvas
de pacientes assintomaticos habitantes de Rincao) bastante homogéneas e

Ss41AGAV, Ss42AGAV e Ss43AGAV (provenientes de larvas de pacientes

assintomaticos habitantes de Gaviao Peixoto).
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Figura 17 — Alinhamento de 13 sequencias de larvas filaridides de S. stercoralis isoladas

de pacientes sintomaticos provenientes de Américo Brasiliense e Araraquara.
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Figura 18

Alinhamento de 30 sequéncias de larvas filaribides de S. stercoralis isoladas de pacientes

assintomaticos provenientes de Américo Brasiliense, Araraquara, Gavido Peixoto e Rincéao.
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Os diferentes perfis observados mostraram que ocorre alto
polimorfismo entre sequéncias de larvas provenientes de individuos de
municipios distintos, por exemplo, ao se comparar as sequéncias provenientes

de Araraquara versus as provenientes de Ameérico Brasiliense.
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V - DISCUSSAO

A elevada prevaléncia das enteroparasitoses e a diversidade de
manifestacoes clinicas, muitas vezes inespecificas, representam um grave
problema de Saude Publica no Brasil, uma vez que aproximadamente um terco
dos brasileiros vive em condicoes ambientais propicias a disseminacao das
doencas parasitarias (SALDIVA et al., 1999; PRADO et al.,, 2001; MUNIZ;
QUEIROZ, 2002; FERREIRA et al., 2003).

Sabe-se também que as doencas parasitarias prevalecem nos paises
pobres, onde precarias condicoes de moradia, escassos recursos financeiros,
falta de alimentacdo adequada, de estrutura no setor da saude e familiar sao
extremamente comuns (PUPULIM et al.,, 1996; FERREIRA; MARCAL, 1997;
MIRANDA, et al., 1998; LUDWIG et al., 1999; FERREIRA et al., 2003).

Inquéritos coproparasitologicos sdo realizados nos dias atuais de
forma isolada, por isso se observa resultados muito variaveis dos parasitas
intestinais nas fezes de pessoas de diferentes regides do mundo. A aplicacao de
diferentes métodos para a realizacao do exame parasitologico de fezes torna-se
necessario, tendo em vista a variabilidade morfologica e biologica apresentada
pelos parasitas (MINE, 2005).

Alguns trabalhos mostram uma menor incidéncia de enteroparasitos
nas regioes onde o processo de desenvolvimento melhorou as condicoes de
saneamento e abastecimento de agua (ALVES et al., 1998; TAVARES-DIAS;
GRANDINI, 1999; GRILLO et al., 2000; COULTER, 2002).

No artigo publicado em 2001, CHIEFFI, GRYSCHEK e AMATO NETO

relatam que “Ndo obstante sua inegdvel importdancia como doenca de massa, as
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parasitoses intestinais tém sido controladas em muitas regides e paises que
conseguiram distribuir de forma socialmente justa os beneficios do
desenvolvimento economico e cientifico. Assim, determinados segmentos da
populacdo mundial conseguiram se beneficiar dos avancos alcancados pelo
melhor conhecimento acerca da biologia, epidemiologia e prevencdo de doencas
causadas por agentes parasitirios, bem como a sintese de drogas
antiparasitarias mais eficazes e seguras, que ocorreram nas ultimas décadas.
Restam, todavia, considerdveis contingentes populacionais, concentrados
principalmente nos paises que constituem a periferia do mundo globalizado, mas
também presentes em bolsées de pobreza que persistem nos paises
desenvolvidos, que continuam a pagar elevado tributo as infecgoes parasitarias,
particularmente aquelas que se assestam no trato digestivo”.

Porém, na regidao de Araraquara, estudos realizados desde a década
de 1970 mostram que num periodo de aproximadamente 40 anos quase nada
mudou a cerca da frequéncia de enteroparasitos encontrados nas fezes de
habitantes dessa regidao. No presente estudo observou-se que em 18,83% dos
19905 exames coproparasitoléogicos realizados, havia presenca de algum
parasito intestinal, sendo Entamoeba coli, Giardia duodenalis, S. stercoralis,
Ancilostomideos e Trichuris trichiura os parasitos mais frequentes (Tabela 01 e
02 e Figura 09). Tais resultados coadunam-se com aqueles observados por
BUAINAIN e GIAZZI, 1970 (98,00%), BELDA NETO et al., 1976 (66,90%),
GIAZZI et al, 1982 (80,00%), MENDONCA et al., 1984 (21,00%), CAPUANO et
al., 1995 (32,80%), MINE et al, 2004 (28,10%) e por MINE e ROSA, 2008
(34,60%) cujos trabalhos foram realizados com diferentes grupos de habitantes

da regiao do municipio de Araraquara — SP.
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Diante do exposto, pode-se depreender que a despeito da melhora do
sistema de coleta e tratamento de agua e esgoto no municipio de Araraquara
(cidade com maior numero de pessoas examinadas), que atende praticamente
100% dos domicilios (CAMPOS, et al, 2002) ainda encontramos consideravel
ocorréncia de enteroparasitos na regido. Mesmo que nos ultimos 30 anos tenha
ocorrido queda da prevaléncia de enteroparasitoses no Brasil, é preciso
investimentos nas areas de saneamento basico, saude e educacao para que,
mesmo as regides com elevados indices de desenvolvimento (como € o caso da
regido do municipio de Araraquara) diminuam seus indices de habitantes com
doencas parasitarias.

Associado a isso, as gestantes que representam um grupo de
individuos com caracteristicas proprias e transitorias dos padroes metabdélicos,
endocrinologicos e imunoloégicos (MACEDO; REY, 1996) precisam de cuidados
especiais quando portadoras de doencas parasitarias. No presente estudo,
5300 mulheres em periodo gestacional realizaram exames parasitologicos de
fezes e 21,98% albergava algum enteropasita. Dos parasitos patogénicos
encontrados, Giardia duodenalis, S. stercoralis e Ancilostomideos foram os
mais frequentes. Interferéncias das parasitoses no curso da gravidez sao
relatadas por alguns autores que dizem serem provaveis as repercussoes ao
feto ou ao recém-nascido (prematuridade, retardamento do desenvolvimento
intra-uterino e perda de peso), porém ha muita duvida sobre quais sao os reais
riscos a gestacao e como realizar o tratamento da gestante parasitada
(CINTRON-VILLARONGA, 1967; MAC LEOD, 1988; VILLAR et al., 1989).

COX em 1993 relata que Entamoeba coli € a ameba mais comum em

fezes humanas. Nesse estudo nota-se que esse protozoario, juntamente com
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outros nao patogénicos, sdo bastante frequentes nas fezes dos voluntarios da
pesquisa (55,32% em relacao aos exames positivos). Esses protozoarios
apresentam mecanismos de transmissdo semelhantes aos de outros
sabidamente patogénicos (Giardia duodenalis, por exemplo). Tal fato serve
como indicador das condicdes socio-sanitarias, da contaminacao fecal da agua
e alimentos e dos precarios habitos de higiene que uma parcela dos individuos
esta exposta (ROCHA et al., 2000; SATURNINO et al., 2003; MACEDO, 2005;
SATURNINO et al., 2005; TASHIMA et al., 2005).

Quanto aos helmintos, cabe ressaltar que devido ao fato de nao se ter
realizado técnicas diagnosticas especificas para o encontro de Enterobius
vermicularis e Taenia sp., os resultados desse estudo para esses parasitos
podem estar subestimados, da mesma forma que GIAZZI et al, 1974 relataram,
uma vez que as técnicas de Graham e de tamizacao das fezes nao foram feitas.
Os geohelmintos ocorrem com frequéncia consideravel na regidao estudada,
sendo encontrados em 1376 (36,70%) dos exames de fezes realizados com
resultado positivo. Tal observacao permite perceber que as doencas
parasitarias ocasionadas por esses helmintos, que normalmente levam o
individuo a um déficit organico importante e que sao relatadas como tipicas
das regides mais pobres do pais (RIBEIRO; MARCAL JUNIOR, 2003), ocorrem
também em regidoes, como a aqui estudada, em que o clima, os fluxos
migratorios e as condicoes econdmicas e sociais aumentam os riscos de
contaminacao.

No presente estudo observamos que a quantidade de individuos
monoparasitados é bastante superior a de poliparasitados (Figura 10) e que o

numero de pessoas que apresentaram fezes diarréicas foi menor do que das
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pessoas com fezes pastosas e formadas (Figura 11). Isso pode ser explicado
pelo fato de que a grande maioria das pessoas com fezes pastosas e formadas
nao apresentaram parasitos em suas fezes ou albergavam algum parasito nao
patogénico. Ja, dentre os 3749 voluntarios que apresentaram algum
enteroparasito nas fezes, 277 apresentaram fezes diarréicas com predominio de
infeccao por Giardia duodenalis e S. stercoralis ou associacao desses parasitos
com algum néo patogénico.

No laboratério de Parasitologia Clinica do Nucleo de Atendimento a
Comunidade (NAC) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de
Araraquara se realiza corriqueiramente trés metodologias para o exame
coproparasitologico: Exame Direto, Coprotest e Rugai. Os dois primeiros
métodos nao devem ser considerados como de escolha para o diagnéstico da
estrongiloidiase, uma vez que o encontro de larvas por esses métodos sera
decorrente de uma alta carga parasitaria (ALVARENGA; FERRAZ, 2004). Ja, a
técnica de RUGAI, MATTOS E BRISOLA, 1954 ¢ especifica para o encontro de
larvas de nematédeos nas fezes, pois leva em consideracdo as caracteristicas
do termo e hidrotropismo das larvas de Ancilostomideos e S. stercoralis.

Assim, no presente estudo das 19905 amostras de fezes examinadas,
3789 apresentaram-se positivas para a presenca de um ou mais parasitos.
Dessas, 869 (4,37%) foram provenientes de individuos que albergavam o
nematodeo S. stercoralis.

De acordo com DAVIDSON et al., 1984, os homens tém maiores riscos
de adquirir estrongiloidose do que as mulheres. A administracao de
androgenos a fémeas de camundongos mostrou que ocorre maior infeccdo por

S. ratti em fémeas, portanto, fatores hormonais podem estar atrelados ao
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aumento da susceptibilidade dos machos a infeccao (KIYOTA et al., 1984).
SATOH et al., 2004, mostrou que a infeccao pelo S. stercoralis ocorre com
maior frequéncia em individuos do sexo masculino devido a resisténcia ao
tratamento ocasionada por concentracoes elevadas de IgG4 contra S.
stercoralis. Neste estudo, do total de individuos parasitados pelo S. stercoralis,
503 eram do sexo masculino e 399 do sexo feminino, resultado semelhante foi
encontrado por TEIXEIRA, 1997 em Campinas — SP e por ROMAN-SANCHEZ et
al., 2001 na costa espanhola do Mediterraneo.

Ao se comparar as variaveis sexo e idade dos portadores de S.
stercoralis no presente trabalho nota-se que ha significativamente mais
homens maiores de 40 anos infectados e mais mulheres menores de 40 anos
infectadas (Tabela 03). Isso pode ser devido, no caso do sexo masculino, a um
maior contato com o solo, pelo fato de grande parte desses individuos
trabalharem em regides rurais dos municipios de onde sao oriundos (BAPTISTA
et al., 2006) e no caso do sexo feminino, pode ser que o numero de gestantes
possa ter influenciado a maior frequéncia nas mulheres abaixo de 40 anos, por
uma provavel debilitacdo do sistema imune durante o periodo gestacional.
Estudos realizados em 1982 por WALZER et al. e por ARAKAKI em 1992
apontam que a estrongiloidiase ocorre com maior frequéncia em individuos
maiores de 30 anos. Outra explicacao para o fato desse nematodeo afetar mais
comumente individuos adultos €& o carater assintomatico e cronico da
estrongiloidiase, além da possibilidade da ocorréncia da auto-infeccao interna e
externa do parasito, fazendo com que individuos permanecam anos

parasitados (GROVE, 1980).
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De acordo com a procedéncia dos individuos participantes da
pesquisa portadores de S. stercoralis, observou-se que havia diferenca
estatisticamente significativa entre os individuos infectados procedentes do
municipio de Araraquara e os infectados pelo S. stercoralis provenientes de
outras cidades da regido estudada (Tabela 04). Isso pode ter ocorrido devido a
facilidade de locomocao até o laboratério dos individuos de Araraquara e ao
fato das amostras de fezes dos outros municipios serem trazidas
esporadicamente (MINE, 2005).

EL-DIB, 2004, KEISER, 2004 e MAGUIRE, 2005, relatam que mais de
50% dos portadores de estrongiloidiase sdo assintomaticos, enquanto que os
sintomaticos apresentardo sintomas inespecificos como diarréia, nausea e
desconfortos intestinais. Do total de individuos parasitados observou-se que
houve diferenca estatisticamente significativa entre aqueles que se
apresentaram assintomaticos com ou sem estrongiloidose e aqueles que se
queixavam de algum sintoma (Tabela 5). Dor abdominal, diarréia e tosse foram
os sintomas mais relatados pelos voluntarios dessa pesquisa. Os resultados
aqui apresentados assemelham-se com os de ROMAN-SANCHEZ et al., 2001,
que durante os anos de 1990 e 1997 examinaram 16607 amostras de fezes na
Espanha e encontraram 152 (0,9%) amostras positivas para S. stercoralis,
cujos pacientes apresentavam-se em sua maioria assintomaticos e dentre os
sintomaticos, diarréia, dor abdominal e tosse foram os sintomas mais
relatados.

Segundo PIERANGELI et al., 2003, a presenca de protozoarios e
helmintos potencialmente patogénicos ao homem no solo esta associada a

caracteristicas do solo, presenca de cobertura vegetal e condicoes climaticas.
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As variacoes sazonais de clima e umidade podem influenciar a distribuicao e
sobrevivéncia de ovos, larvas, cistos e oocistos no solo (NZEAKO, 1992;
SCHULZ; KROEGER, 1992; SMITH, 1998; MERCADO et al., 2004).

S. stercoralis apresenta ampla distribuicao geografica, predominando
em regidoes quentes e Umidas que sao também caracteristicas ambientais
favoraveis a sobrevivéncia de Ancilostomideos. A regido do municipio de
Araraquara possui clima tropical de altitude, caracterizado por duas estacoes
bem definidas: verao com temperaturas altas e pluviosidade elevada e inverno
de temperaturas amenas e pluviosidade reduzida (CAMPOS, et al, 2002).
Segundo CHAIA, 1963, a prevaléncia de S. stercoralis em regidoes de clima
tropical de altitude fica entre 2,5 e 37,7%.

No presente estudo foram analisadas as médias diarias de
temperatura e de precipitacao e correlacionou-se esses dados com a
positividade de S. stercoralis nos exames realizados.

A simples observacao da frequéncia desse parasito nos exames de
fezes realizados mostrou que durante os 49 meses estudados obteve-se
frequéncias superiores a 1,5% (Figuras 12A e 12B), denotando a regiao de
Araraquara como endémica para estrongiloidiase, e que, em 15 meses as
frequéncias observadas para esse parasito foram superiores a 5,0%, o que é
caracteristica de regioes hiperendémicas (PIRES; DREYER, 1993).

Apesar das correlacoes entre a frequéncias de aparecimento de S.
stercoralis com o numero de dias chuvosos no mesmo més (0,017) e no més
anterior (0,126) serem baixas, podemos notar que ocorre maior relacao entre a
positividade de S. stercoralis nas fezes e a quantidade de dias chuvosos no més

anterior. Tal observacao isolada € pouco informativa, porém se a associarmos
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com o tipo de clima da regiao e com o ciclo de vida do parasito, podemos
entender a ocorréncia de larvas filaridides de S. stercoralis no solo, o que
favorece a sua transmissao e a presenca das larvas rabditoides nas fezes dos
individuos parasitados no més seguinte (periodo pré-patente: 15 a 25 dias)
(GROVE, 1996).

Durante todos os meses avaliados tem-se consideravel frequéncia de
individuos com estrongiloidiase (Tabela 06), porém nos meses cujas médias de
temperatura foram mais baixas (inverno) observamos um numero menor de
individuos parasitados quando comparamos com as outras épocas do ano.
Num estudo conduzido em Maringa — PR os resultados foram contrarios a
expectativa dos autores que observaram uma maior frequéncia de parasitos no
solo durante o inverno, porém, larvas de Strongyloides sp. somente foram
encontradas no verao (TIYO et al., 2008).

No presente trabalho as larvas rabditéides de S. stercoralis foram
recuperadas das fezes dos voluntarios da pesquisa por meio da técnica de
RUGAI, MATTOS E BRIZOLA, 1954. Das 869 amostras positivas para esse
nematodeo, em 367 encontrou-se mais de 15 larvas rabditéides quando do
diagnostico coproparasitologico. Essas amostras foram entdo submetidas a
cultura em carvao vegetal ativado granulado e em 266 amostras conseguiu-se
extrair mais de 15 larvas filaridides que foram fixadas e estudadas
morfometricamente.

Segundo SANDGROUND, 1925; LITTLE, 1966 e SPEARE, 1989 o
tamanho das larvas reflete um estagio de crescimento e metamorfose, porém

esta suyjeito a variacdes, uma vez que sofrem influéncias do meio no seu
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desenvolvimento e por isso raramente sao usadas para identificacao de
espécies.

Contudo, pela primeira vez, a caracterizacao morfométrica de larvas
rabditoides e filariéides de S. stercoralis foi realizada em microscopio o6ptico
Leica Leitz DMRXE, que esta acoplado a uma camera filmadora Moticam 2000,
onde € realizada a captura das imagens e as mensuracoes das larvas por meio
do programa Motic Images Advanced 3.2 (Figuras 05 e 06). Em trabalhos
anteriores as mensuracoes das larvas eram feitas por meio de desenhos em
camara clara e ai se procedia a mensuracao com curvimetro (TEIXEIRA, 1997).
Em 2006, VIEIRA, LIMA E BESSA procederam a analise morfométrica de
Strongyloides sp. isolados de capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) com auxilio
de ocular micromeétrica.

As medidas dos parametros avaliados neste trabalho foram
compativeis com as descritas na literatura. LITTLE, 1966 admite que para as
larvas rabditoides do género Strongyloides, o comprimento total varia entre 150
pum e 390 um e a largura entre 14 um e 20 um. GALLIARD, 1967 define em seu
estudo que o comprimento dessas larvas varia entre 280 um e 310 um e a
largura varia de 15 um a 18 um. SPEARE, 1989, admite 400 um para o
comprimento total das larvas rabditéides desse género por 23 um de largura e
TEIXEIRA, 1997, obteve 385 um como medida média para comprimento total
das larvas rabditoides de S. stercoralis por 21,1 um de largura.

Neste estudo, as larvas rabditéides apresentaram comprimento total
médio de 349,49 um, variando de 309,67 pym a 389,11 um por 18,21 um de
largura, que variou de 16,55 um a 19,87 um. Ja a média do comprimento da

cauda das larvas rabditoides de S. stercoralis foi de 59,46 um variando de
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52,28 um a 66,64 um sendo compativel com os valores encontrados por
LITTLE, 1966, SPEARE, 1989 e TEIXEIRA, 1997: 40um a 60 pum.

LITTLE, 1966 admite que para o comprimento do eséfago das larvas
rabditéides ha variacao entre 80 um e 94 um. No estudo desenvolvido por
TEIXEIRA, 1997, a variacao para esse parametro foi de 80 uym a 130 pm com
média de 97,7 um. No presente trabalho a média para o comprimento do
esofago foi de 97,63 um, variando de 88,58 um e 106,68 pm ocupando 28% do
tamanho total da larva rabditoide. Correlacoes semelhantes entre o
comprimento total das larvas rabditéides e o comprimento do esofago (0,68), e,
entre o comprimento do esofago e a distancia do primordio genital a cauda
(0,65) foram observadas e mostraram que as larvas crescem e o esdfago
também, porém ndo na mesma proporcdo e que, ao crescer o tamanho do
esofago, cresce também a distancia do primordio genital a cauda, mas também,
nao na mesma proporcao (Figuras 04.1 e 04.3).

Para a distancia do primordio genital a cauda das larvas rabditoides,
obteve-se média de 153,95 um variando de 129,76 uym a 178,14 um. Tal
medida foi inferior aquela observada no estudo conduzido por TEIXEIRA, 1997
(194,36 +27,40) e indica que quanto menor o comprimento total da larva
rabditoide menor sera a distancia do primordio genital a cauda (Figura 04. 2).

O comprimento médio do primoérdio genital foi de 26,20 um com
variacoes entre 22,46 um e 29,94 um no presente estudo, bastante semelhante
a meédia desse parametro encontrada por TEIXEIRA, 1997, que foi de 27 um,
porém, as variacoes obtidas foram bem inferiores a do trabalho citado (13 um a
54 um), o que indica que possivelmente teve-se um numero de larvas de
primeiro estagio superior a de segundo estagio, uma vez que do primeiro para o
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segundo estagio ocorre crescimento do primoérdio genital que, por sua vez,
tende a diminuir com a muda para o estagio infectante.

Avaliaram-se também as medidas da area do primérdio genital e o
comprimento do vestibulo bucal das larvas rabditéides, parametros esses que
nao foram reportados nos trabalhos citados. As correlagcoes entre o
comprimento do vestibulo bucal e os parametros ja reportados indicam que a
medida que crescem os comprimentos da larva, do eséfago e da cauda, diminui
o comprimento do vestibulo bucal indicando a transformacao das larvas
rabditéides em filaridides, cujo vestibulo bucal é inconspicuo. Das correlacoes
que envolveram a area do primérdio genital, a uUnica que apresentou,
obviamente, significancia estatistica foi com o comprimento do primordio
genital (rs = 0,54).

Medidas acima ou abaixo da média encontrada indicam a
possibilidade das larvas estarem sofrendo metamorfose ou que apresentam
desenvolvimento retardado, respectivamente (TEIXEIRA, 1997).

Quanto as larvas filaridides, o estudo morfométrico realizado foi
coerente com os dados observados por LITTLE, 1966, SPEARE, 1989 e
TEIXEIRA, 1997. O comprimento total das larvas filaridides gira em torno de
400 um a 700 um por 12 um a 20 um de largura, e o es6fago ocupa de 40 a
45% do total do corpo da larva, segundo LITTLE, 1966, e SPEARE, 1989. O
trabalho de TEIXEIRA, 1997 corrobora esses achados com média de 505,53 um
para o comprimento total da larva filaridide por 15,52 um de largura e esofago
ocupando 43% do total do corpo da larva. No presente estudo obtiveram-se
meédias bastante semelhantes a desses trabalhos com meédia de comprimento

total de 506,02 pm variando de 473,62 um a 538,42 um, por 14,75 pum de
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largura que variou de 13,95 pym a 15,55 um e o esdéfago ocupou 42,3% do
tamanho total da larva filariéide. Nota-se que quanto maior o comprimento da
larva filarioide maior sera o comprimento do esofago, porém, o eséfago nao
cresce na mesma proporcao (Figura 05).

O comprimento da cauda das larvas filaridides observado neste
trabalho variou de 54,98 um a 66,48 um com média de 60,73 um, semelhante a
obtida por SPEARE, 1989 e TEIXEIRA, 1997. Quanto ao comprimento da
cauda das larvas filariéides as medidas sdo proximas as das larvas rabditoides
o que denota que ha pequeno crescimento da cauda na fase filariéide e que o
crescimento da larva se faz principalmente pela regiao anterior e mediana
(TEIXEIRA, 1997).

As variacoes observadas nos trabalhos citados podem ser devidas a
diferentes metodologias utilizadas para mensuracao das larvas, a fonte das
cepas de S. stercoralis utilizadas e ao numero de amostras utilizadas.
SANDGROUND, 1925, provou em seus experimentos que ha diferencas entre
cepas de origem zoonotica e de origem humana. No presente trabalho, assim
como no de TEIXEIRA, 1997, todas as larvas mensuradas foram provenientes
de fezes e de cultura de fezes humanas e o numero de larvas medidas foi
superior aos dos trabalhos aqui citados.

O estudo da morfologia por meio de MEV tornou evidente
caracteristicas nao observadas pela microscopia oOptica, que foram as estrias
transversais na cuticula do corpo das larvas filaridides de S. stercoralis, ja
reportadas por MORAES em 1948 e por GROVE em 1996. Contudo esses
autores nao mencionam a existéncia de fenda longitudinal na extensdo do

corpo da larva observada neste estudo (Figura 14.A, 14.B e 14.C).
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Na tentativa de se caracterizar diferentes cepas de S. stercoralis na
regiao estudada, correlacionaram-se os parametros morfomeétricos
anteriormente discutidos, separando as amostras por municipios de origem
dos seus portadores e também pela presenca ou auséncia de sintomas, porém,
nao se obteve correlacoes significativas uma vez que para grupo estudado, as
correlacoes foram extremamente semelhantes (Anexo). Tal resultado vai ao
encontro a conclusao feita por TEIXEIRA, 1997, de que a analise morfométrica
isoladamente nao permite identificar cepas de S. stercoralis.

Sendo assim, procedeu-se o sequenciamento da regiao ITS-1 do rDNA
das larvas filarioides de S. stercoralis na tentativa de caracterizar diferentes
cepas desse parasito, uma vez que essa regido € altamente polimorfica.

As sequéncias geradas foram alinhadas e analisadas considerando a
presenca ou auséncia de sintomas e a procedéncia dos pacientes. Procedeu-se
a analise das sequéncias dos individuos com exame positivo para S. stercoralis
e que referiam sintomas juntamente com aquelas dos individuos portadores
assintomaticos desse parasito (Figuras 17 e 18). Quando se comparou as
sequéncias obtidas de larvas de individuos -classificando-os pelos seus
municipios de origem, nota-se um baixo polimorfismo tanto nos sintomaticos
quanto nos assintomaticos. Portanto, pela analise das sequéncias do ITS-1,
nao se conseguiu caracterizar os parasitos pelo fato do paciente apresentar ou
nao sintomas, fato esse bastante vinculado a caracteristicas imunolégicas do
hospedeiro, ao grau de parasitismo e a fase da infeccao (GROVE, 1996).

Com o sequenciamento da regiao ITS-1 do rDNA de larvas filaridides
de S. stercoralis foi possivel caracterizar cepas diferentes desse nematodeo.

Independentemente da presenca ou auséncia de sintomas no portador, quando
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analisadas as sequéncias de larvas de individuos de procedéncias distintas,
essas se mostraram polimorficas.

Esse resultado difere do reportado por RAMACHANDRAN et al., 1997,
que realizaram estudos com RFLP e conseguiram diferenciar cepas de S.
stercoralis isoladas de caes e de humanos utilizando quatro enzimas de
restricdo. Os isolados humanos utilizados foram provenientes de um imigrante
do sudeste asiatico e as larvas foram inoculadas em macacos da espécie
Erythrocebus patas; de um paciente de Virginia — EUA; de um paciente com co-
infeccao pelo virus linfotropico de células T oriundo da Ilhas Britanicas do
Oeste e de um paciente brasileiro.

De acordo a técnica utilizada para caracterizacao de variabilidade
entre as cepas, esses autores, afirmaram que nao ha variacdo entre S.
stercoralis isolados de humanos de diferentes areas geograficas. Talvez pelo
fato de terem sido utilizados poucos isolados (quatro), ndo tenham notado
variacdo na restricdo das enzimas. Ja o sequenciamento de genes &€ uma
técnica mais precisa, na qual se podem realizar comparacoes base a base de
um fragmento especifico.

Outros estudos tém sido conduzidos com o sequenciamento de genes
nucleares e mitocondriais de espécies do género Strongyloides com finalidades
taxonomicas, diagnosticas e evolutivas. (HU; CHILTON; GASSER, 2003;
NILFOROUSHAN et al., 2007; KIA et al., 2008; VERWELJ et al., 2009; SANTOS,
et al., 2009)

Este estudo mostra que a regiao ITS-1 do rDNA pode ser utilizada
como marcador para caracterizar cepas de diferentes isolados humanos de S.

stercoralis, uma vez que se mostrou suficientemente polimorfica. Sugere-se

96



Discussao

ainda, estudos com outras espécies do género Strongyloides utilizando esse e

outros marcadores a fim de caracterizar as diferentes cepas.
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VI - CONCLUSOES

Foi possivel caracterizar cepas de S. stercoralis isoladas de pacientes
residentes em municipios distintos por meio de sequenciamento do

ITS-1 do rDNA de larvas filarioides;

O estudo morfométrico das larvas rabditoides e filaridides corrobora
as mensuracoes ja descritas na literatura para a espécie S. stercoralis
e acrescenta dados de medidas do comprimento do vestibulo bucal e

da area do primoérdio genital das larvas rabditoides;

O estudo morfométrico das larvas rabditéides e filaribides nao se
mostrou eficiente como parametro para identificacdo de cepas de S.

stercoralis;

Na literatura consultada nao foi encontrada referéncia a fenda
longitudinal observada por MEV no corpo de larvas filarioides de S.

stercoralis;

A regiao de Araraquara enquadra-se como regiao endémica para a

estrongiloidiase. Medidas que visam a profilaxia dessa doenca

parasitaria devem ser adotadas na regiao estudada;
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Strongyloides stercoralis foi encontrado em 869 (4,37%) das 19905
amostras examinadas, por meio dos meétodos de exame direto a

fresco, Coprotest e de Rugai, Mattos e Brisola;

Para diagnostico laboratorial de S. stercoralis € imprescindivel a
utilizacao de métodos especificos que propiciem a visualizacao de

larvas;

A estrongiloidiase assintomatica é mais frequente que a sintomatica,
fato este que propicia a disseminacao de larvas no solo e,

consequentemente, aumenta a possibilidade de novos casos;

Os homens > 40 anos sao mais frequentemente parasitados pelo S.
stercoralis do que as mulheres, porém as mulheres apresentam maior

frequéncia de infeccdo quando < de 40 anos;

Das 19905 amostras de fezes examinadas, 18,8% apresentaram-se
positivas para um ou mais enteroparasitas, sendo os protozoarios e
helmintos mais frenquentes: Entamoeba coli, Giardia duodenalis e S.

stercoralis e Ancilostomideos, respectivamente;

Das 13102 amostras de individuos do sexo feminino, 5300 eram de

gestantes, sendo que 22,0% delas apresentaram-se parasitadas e S.

stercoralis foi o helminto mais frequente (14,5%);
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Por ser altamente polimorfica, sugere-se que a regiao ITS-1 do rDNA
possa ser utilizada para caracterizacao de cepas de S. stercoralis.
Propoem-se ainda estudos com outras espécies do género
Strongyloides utilizando esse e outros marcadores a fim de

caracterizacao especifica e de cepas.
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Anexo

Correlagbes entre os parametros mensurados para as larvas rabditéides e filaridides

de Strongyloides stercoralis de pacientes sintomaticos e assintomaticos da regidao de

Araraquara — SP.

Parametros indices de Correlaciao de Spearman (r) Significancia

Correlacionados  gintomaticos Assintomaticos estatistica
CTr X CVBr -0,0151 -0,2938 NS
CTr X CEr 0,5554 0,6409 s
CTr X CCr 0,6211 0,5842 S
CTr X CPrr 0,2564 0,3349 NS
CTr X Lr 0,4960 0,7289 s
CTr X DPCr 0,7261 0,8724 S
CTr X APrir -0,2919 0,1756 NS
CVBr X CEr -0,1170 -0,2346 NS
CVBr X CCr 0,0755 -0,1578 NS
CVBr X CPrr 0,1024 -0,2464 NS
CVBr X Lr -0,1962 -0,2737 NS
CVBr X DPCr 0,0809 -0,3064 NS
CVBr X APrir 0,2489 -0,0595 NS
CEr X CCr 0,5627 0,4235 S
CEr X CPrr 0,1291 0,1153 NS
CEr X Lr 0,3491 0,5516 s
CEr X DPCr 0,6241 0,5983 S
CEr X APrir 0,1974 0,1004 NS
CCr X CPrr 0,2948 0,0424 NS
CCr X Lr 0,2532 0,4880 NS
CCr X DPCr 0,8280 0,5441 s
CCr X APrir -0,0691 -0,0099 NS
CPrr X Lr -0,1890 0,2535 NS
CPrr X DPCr 0,1833 0,2538 NS
CPrr X APrir 0,3161 0,6238 S
Lr X DPCr 0,3966 0,6990 S
Lr X APrir -0,4697 0,1629 S
DPCr X APrir -0,2144 0,0970 NS
CTf X CEf 0,6123 0,5319 S
CTf X CCf 0,4422 0,3328 S
CTf X Lf 0,1403 0,0523 NS
CEf X CCf 0,1213 0,1600 NS
CEf X Lf -0,0828 0,0165 NS
CCf X Lf 0,0186 -0,1351 NS

CT = Comprimento Total; CVB = Comprimento do Vestibulo Bucal; CE = Comprimento
do Esdfago; CC = Comprimento da Cauda; CPr = Comprimento do Primé6rdio Genital,
L = Largura; DPC = Distancia do Primérdio Genital & Cauda; APri = Area do Primérdio
Genital; r = Larva Rabditoide; f = Larva filarioide; S = Significativo (p<0,05); NS = Nao
Significativo (p=0,05).
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