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RESUMO

ESTUDO EPIDEMIOLOGICO E IMUNOLOGICO DA ASSOCIACAO ENTRE
STRONGYLOIDES STERCORALIS E HTLV-1. MARIA AURELIA DA FONSECA PORTO.
Estudos prévios tém mostrado que a coinfecg@o pelo S. stercoralis e pelo HTLV-1 pode resultar
no desenvolvimento de formas disseminadas da estrongiloidiase. O presente estudo teve como
objetivos: 1) comparar a prevaléncia de S. stercoralis em doadores de sangue infectados ou ndo
pelo HTLV-1, 2)avaliar a eficacia do teste sorologico através da detecgdo de IgG e IgE
especificos contra S. stercoralis e do teste de hipersensibilidade imediata no diagnostico de
estrongiloidiase em pacientes coinfectados ou nao pelo HTLV-1 e 3)avaliar a resposta imune
celular nestes dois grupos. A freqiiéncia de infecg¢io pelo S. stercoralis no grupo com HTLV-1
foi duas vezes maior do que no grupo sem infecgdo pelo HTLV-1 (p = 0,128) e foi quatro vezes
maior, quando foram utilizados como controles, pacientes do Hospital Universitario Prof. Edgard
Santos (p = 0,01). Quando pacientes com estrongiloidiase foram comparados com os que
apresentavam coinfec¢io pelo HTLV-1 e pelo S. stercoralis, ndo houve diferenga entre os niveis
de 1gG especifico contra o antigeno de S. stercoralis, nos dois grupos (p = 0,54), porém a média
dos niveis de 1gE em individuos com estrongiloidiase ndo coinfectados foi maior (251 + 437U1)
do que a média dos individuos coinfectados (74 + 94U1), (p = 0,01). A média dos resultados do
teste cutdneo no grupo com estrongiloidiase sem coinfecgdo foi também maior (136 + 75mm?)
que a média do grupo coinfectado pelo HTLV-1 (74 £ 65mm?), (p = 0,001). A positividade do
teste cutaneo foi mais baixa no grupo com estrongiloidiase e coinfec¢do pelo HTLV-1, quando
comparado com o grupo com estrongiloidiase sem coinfecg¢@o pelo virus (p = 0,002). Em relagdo
ao teste sorologico (IgE especifica contra antigeno de S. stercoralis) a positividade deste teste
também foi maior no grupo sem coinfec¢@o pelo HTLV-1 (p = 0,004). Os niveis de IFN-y e IL-5
nos pacientes coinfectados pelo S. stercoralis ¢ HTLV-1 foram 919 + 944 ¢ 173 + 168pg/ml
respectivamente, enquanto nos pacientes apenas com estrongiloidiase foram 20 + 46 ¢ 727 + 554
pg/ml (p = 0,01 e p < 0,0001 respectivamente). Nossos dados mostram que ha maior freqiiéncia
de estrongiloidiase nos individuos com infec¢do pelo HTLV-1 e que a infecgdo pelo HTLV-1
reduz os niveis de IL-5 e diminue a positividade dos testes cutaneo e sorologico (IgE especifico
contra antigeno de S. stercoralis).




ABSTRACT

EPIDEMIOLOGYC AND IMMUNOLOGYC STUDY OF THE ASSOCIATION BETWEEN
STRONGYLOIDES STERCORALIS AND HTLV-1. MARIA AURELIA DA FONSECA
PORTO. Considerable evidence has recently been accumulated concerning complication of
strongyloidiasis such as recurrence and severe disease in patients with HTLV-1 infection. The
main objectives of the present study were: 1) to determine the prevalence of S. stercoralis
infection in blood donnors infected or not with HTLV-1, 2) to compare the IgG and IgE
serologycal tests for S. stercoralis antigens, as well as the immediate hipersensibility skin test in
patients coinfected with HTLV-1 and S. stercoralis, with those having only strongyloidiasis, and
3) to determine how HTLV-1 infection may change the pattern of cytokines secreted by
mononuclear cells from patients with strongyloidiasis. The frequency of § stercoralis infection
was twice higher in subjects coinfected with HTLV-1 than in blood donnors with only HTLV-1
(p = 0.128) and four fold higher than that observed in patients from the Hospital Universitario
Prof. Edgard Santos (p = 0.01). While specific IgG levels anti S. stercoralis were similar in
patients with strongyloidiasis when compared with subjects coinfected with HTLV-1 and S.
stercoralis (p = 0.54), the mean IgE levels in this later group was lower (74 + 94IU) than that
observed in patients with only strongyloidiasis (251 + 4731U), (p = 0.01). The size of the skin test
enduration was also larger in patients with strongyloidiasis (136 + 75mm?), when compared with
subjects coinfected with S. stercoralis and HTLV-1(74 £ 65mm?), (p = 0.001). Additionaly the
positivity of the IgE test and of the immediate hipersensitivity skin test was significantly lower (p
= 0.004 and p = 0.002 respectively) in the group coinfected when compared with patients who
had only strongyloidiasis. In patients coinfected, the IFN-y and IL-5 levels were 919 + 944 and
173 + 168 pg/ml respectively, while in subjects with only strongyloidiasis the levels of these
citokines were 20 + 46 and 727 £ 554 pg/ml (p = 0.01 and p < 0.0001 respectively). These data
show that HTLV-1 infection leads to a decreasing in the IgE level and, skin test reactivity, in
patients coinfected with S. stercoralis and also reduce significantly the levels of IL-5.




1 INTRODUCAO

1.1 ESTRONGILOIDIASE
1.1.1 Ciclo evolutivo e formas clinicas

A estrongiloidiase ¢ uma das mais importantes helmintiases intestinais em paises
tropicais, onde, em algumas regides, a prevaléncia pode alcangar 85% (MARCIAL, 1971).
No Brasil, alguns estudos epidemiologicos revelam variagdo de prevaléncia entre 15% a
82% em zonas rurais (GENTA, 1986) com uma média de 20% (PEDRO et al., 1989). As
maiores taxas encontram-se nos estados de Minas Gerais, Amapa, Goias e Rondbnia
(VERONESI, 1997). Condigdes ambientais como clima quente e umido e socio-
econdmicas parecem ser responsaveis por esta variagdo. A doenga € causada pelo
nematodeo S. stercoralis e, embora a maioria das infecgdes seja assintomatica, a
apresentacdo da forma grave ¢ acompanhada por elevadas morbidade e mortalidade.
Embora existam outras espécies de Strongyloides e a infecgdo humana causada pelo
Strongyloides fulleborni tenha sido documentada, o S. stercoralis é a espécie mais
importante e a unica causadora da estrongiloidiase humana em nosso meio (CARVALHO.,
1978, RAMACHANDRAN et al., 1992). A transmissdo da doenga ocorre pela penetragio
das larvas filarioides infectantes (L.3), através da pele humana intacta. As larvas migram
para o pulmdo pela corrente sangiinea. No pulm@o, elas ultrapassam os capilares
pulmonares e entram nos alvéolos, sofrendo uma muda para o estagio L4 neste 6rgdo. Em
seguida, elas ascendem até a faringe, sdo deglutidas e atingem a maturacdo final para verme
adulto (fémeas partenogenéticas) na mucosa do intestino delgado. Os ovos liberados
atingem maturidade e eclodem liberando as larvas rabditoides (L1) que migram para a luz

do intestino. As larvas rabditdides nos estagios, L1 e L2, sio eliminadas pelas fezes e



podem se transformar-se em vermes machos ou fémeas de vida livre. Quando as condi¢des
do solo nao sdo favoraveis, as larvas (L2) transformam-se em larvas infectantes (L3). Um
modo peculiar de infecgdo, conhecida como auto-endo-infecc¢do, ocorre pela transformagio
das larvas rabditoides em filaridides (forma infectante) na luz intestinal, aumentando,
assim, a carga parasitaria. Esta auto-endo-infecgdo € responsavel pela longa permanéncia
do parasito no hospedeiro, sendo um fator importante no processo que conduz as formas
graves da estrongiloidiase. Condi¢des que levam a diminui¢do do transito intestinal, como
constipagdo (CARVALHO, 1978; HAGELSKJAER et al., 1994; PATEY et al., 1990,
ROGER & NELSON, 1966), diverticulose (CARVALHO, 1978; ROGER & NELSON,
1966; NEVA, 1986) e megacolon (CARVALHO, 1978) podem favorecer a transformagio
das larvas no intestino e, conseqiientemente, a auto-endo-infecgdo. Como estas condigdes
raramente sdo associadas com formas graves da estrongiloidiase, supde-se que uma
alteragdo na resposta imune do hospedeiro tenha grande importincia neste processo de
auto-endo-infecgdo. Outra forma de auto-infecgdo (auto-exo-infec¢do) se da na regido peri-
anal onde as larvas L2 podem se transformar em L3 e penetrar pela pele, atingir a corrente
sangiiinea e manter o ciclo evolutivo. Em modelos experimentais como o cdo, o tempo
decorrido entre a penetragio da larva infectante na pele e a eliminag@o de larvas rabditoides
nas fezes é de 28 dias ou menos (CARVALHO, 1978).

Clinicamente, a estrongiloidiase pode se apresentar sob forma aguda e na forma
cronica, podendo esta dltima ser assintomatica, sintomatica ou grave. Como ja foi dito
anteriormente, a maioria dos individuos infectados é assintomatica ou oligosintomatica.

A forma aguda € pouco detectada em areas endémicas, sugerindo ser uma forma
com poucas manifestagdes clinicas. Quando presente, as manifestagdes clinicas sdo

decorrentes da penetragdo da larva na pele e da sua migragdo, causando uma erupgio



eritémato-papulosa, pruriginosa, conhecida como larva currens, que pode desaparecer em
poucas horas, devido a rapida migragdo das larvas. Cada lesdo representa uma larva
migrando superficialmente através da pele. Estas lesdes s@o freqliientemente vistas na regiao
anal e nadegas, mas podem ocorrer em outras partes do tegumento. Dentre as manifestagdes
respiratorias, a tosse ndo produtiva € a mais encontrada. Outros sintomas, como
indisposi¢do, febre, artralgia e cefaléia podem estar presentes (CARVALHO, 1988;
CARVALHO, 1978, PATEY et al, 1990). Sintomas mais graves, como dispnéia e
hemoptise, sdo freqiientes e geralmente ocorrem quando a auto-infec¢do € intensa.
Leucocitose com eosinofilia € um achado comum nas formas agudas da doenga.

A forma cronica pode ser leve, moderada ou grave. Quando € leve, geralmente é
assintomatica. Na forma moderada e grave ha predominio de manifesta¢des digestivas,
como dor abdominal, diarréia e vomitos, sendo estas manifestagdes mais intensas na forma
disseminada, podendo levar a desidratagio, a disturbios hidroeletroliticos, a
hipoalbuminemia, e, em alguns casos, a ileo paralitico. Manifestagbes cutineas e
respiratorias nesta fase podem ocorrer, sendo relacionadas ao processo de auto-endo-
infec¢do. Nestas formas graves da doenga, o parasito pode ser documentado em varios
orgaos como: figado, pulmao, coragido e sistema nervoso central (SNC). Nestas formas
disseminadas também podem ocorrer raramente crises convulsivas, devido ao envolvimento
do SNC (MARINHO, 1963; NEEFE, 1973) e hepatite granulomatosa (POLTERA &
KATSIMUBURA, 1974), porém sio manifesta¢des raras.

Na forma grave, a porcentagem de eosindfilos € normal ou baixa na maioria dos
casos, indicando um mau prognodstico associado a alta mortalidade. Em contraste, a
eosinofilia pode estar presente nas fases aguda e cronica leve ou moderada. Complicagdes

como infecgdes bacterianas (principalmente por germes gram negativos), podendo levar a



um quadro de septicemia e meningite bacterianas, estdo relacionadas com alta mortalidade.
Estudos revelam que a alta prevaléncia (CARVALHO, 1980) deste tipo de infecgdo nestes
pacientes, ndo esta apenas relacionada a doengas debilitantes, mostrando o papel importante
da infestagdo parasitaria nestas complicagdes. Neste caso, ha disseminagio sangiiinea de
bactérias intestinais que acompanham as larvas durante o processo de auto-infecgdo.
Alternativamente, lesdes da mucosa do colon podem facilitar a penetragdo das bactérias.

Dentre os fatores que podem influenciar o desenvolvimento das formas graves em
areas endémicas, encontramos as neoplasias (IGRA-SIEGMAN et al., 1981, NUCCI et al.,
1995), o uso de corticosteroides (CRUZ et al, 1966, HAGELSKJAER, 1984) e de
imunossupressores (GERMAN et al., 1992) e as doengas consumptivas, que levam o
hospedeiro a um estado de imunodepressio. Todavia, em uma série de 73 casos de
autopsias de individuos com diagnostico de estrongiloidiase grave, nas quais esta parasitose
foi considerada como causa principal ou fator contribuinte para a causa mortis, nio se
identificaram em 53,41% dos casos, fatores de risco para o desenvolvimento de formas
graves ou outras doengas associadas (GOMES, 1980). Estes dados sugerem que outros
fatores devem participar no aumento da susceptibilidade do hospedeiro para o aparecimento
das formas graves desde quando a sindrome de ma absor¢do e a desnutrigio que podem
estar relacionadas com a presenga do parasito no intestino, sdo documentadas apenas nas
fases mais avangadas da doenga. Uma possibilidade que tem sido aventada, é que a propria
parasitose possa debilitar o hospedeiro e favorecer o aparecimento das formas disseminadas
da doenga.

Embora estudos histopatologicos de bago e linfonodos mesentéricos tenham
mostrado deficiéncia da imunidade celular em pacientes com estrongiloidiase ndo associada

a condigdes debilitantes (CARVALHO & QUEIROZ, 1976; QUEIROZ & BARRETO,



1975), ndo parece existir associagdo entre depressio da resposta imune celular e

desenvolvimento de formas graves da estrongiloidiase.

1.1.2 Driagnostico e tratamento

O diagnostico da estrongiloidiase € feito pelo encontro das larvas nas fezes e a
técnica habitualmente usada ¢ a de Baermann, que tem o principio de concentrar as larvas,
através do tropismo das mesmas para uma area com temperatura mais elevada (45°C). Os
outros métodos parasitologicos tém baixa sensibilidade mesmo quando repetidos. No
entanto, com a utilizacdo do método de Baermann, os resultados podem ser negativos. Isto
ocorre devido a variabilidade encontrada na excreg¢do das larvas. Outros métodos, como
cultura de fezes e aspirado gastrointestinal com capsula de Bauer (enteroteste) e exame
direto do material colhido através da endoscopia digestiva alta (EDA), sdo mais sensiveis,
porém tém alto custo ou necessitam de laboratorios especializados (GENTA et al., 1986).
Adicionalmente, ha o incomodo dos testes invasivos como o enteroteste e a EDA. Varios
testes sorologicos foram testados, com a finalidade de detectar anticorpos contra S.
stercoralis, sendo que, atualmente, o mais usado € feito através da técnica de Enzima
Linked Immunoabsorved Assay (ELISA) que detecta anticorpos da classe imunoglobulina
G (IgG) contra antigenos de S. stercoralis. Este teste ndo parece estar alterado em pacientes
imunocomprometidos (GENTA et al., 1986) e tem especial recomendagio na fase aguda da
estrongiloidiase, pelo fato de que o tempo entre a infecgdo e a eliminag@o das larvas pelas
fezes ¢ aproximadamente de 28 dias. Outra importante aplica¢do deste teste esta na forma
disseminada da estrongiloidiase, visto que em alguns destes pacientes pode haver

dificuldade de detectar-se larvas nesta apresenta¢do da doenga, pois a maioria das larvas



rabditoides transformam-se em filaridides e penetram na mucosa intestinal. Este teste tem
sensibilidade de 90% e especificidade variando de 80 a 99%, a depender do grupo estudado
(BRASIL et al 1988, GAM et al 1987, GENTA,1986). Rea¢bes cruzadas ocorem mais
com pacientes com a filariose e a ascaridiase, porém em pequenas propor¢des. Uma
importante questdo é a persisténcia de anticorpos da classe 1gG anti S. stercoralis apos a
erradicagdo do parasito. Os titulos destes anticorpos podem diminuir lentamente, podendo
persistir por um periodo de meses a um ano. Anticorpos da classe imunoglobulina E (IgE)
ndo sio rotineiramente usados no diagnostico de estrongiloidiase, pois encontram-se
diminuidos nos pacientes com estrongiloidiase grave e nos imunodeprimidos (GENTA et
al., 1986).

Com a finalidade de determinar a eficiéncia de diferentes técnicas na detec¢do de
larvas de S. stercoralis nas fezes, Kaminsky, em 1993, comparou o exame direto com a
técnica de Baermann modificada e o método de cultura em placas com agar. De 427
espécimes estudados, 9 (2,1%) foram positivas pelo exame direto, 33 adicionais (7,7%)
foram positivos pelo exame de Baermann e 28 adicionais (6,5%) pela de cultura em placas
de 4gar. A utilizagido de duas técnicas (Baermann e cultura) detectou larvas de S. stercoralis
em 61 (14,2%) dos casos que foram negativos pelo exame direto. O método de Baermann
foi 3,6 mais eficiente que o método direto e a utilizagdo da cultura associada ao Baermann
resultou em uma eficacia 1,6 vezes superior ao Baermann usado isoladamente.

Um dos problemas com a pesquisa de larvas nas fezes diz respeito a variabilidade
da excregdo de larvas em diferentes dias. No sentido de determinar a reprodutibilidade na
detecgdo de parasitos, Dreyer et al. (1996) realizaram pesquisas de parasitos semanalmente
em 108 individuos com forma assintomatica da estrongiloidiase. Durante oito semanas de

estudo 239 (27,7%) das 864 espécimes foram positivas para S. stercoralis, no entanto em



apenas trés individuos (2,8%) as larvas foram detectadas em todas os oito exames
realizados. Em contrapartida, em 36 individuos (33,3%) com estrongiloidiase, todas as
pesquisas foram negativas. Em 43 individuos nos quais o S. stercoralis foi detectado em
pelo menos dois dos quatro primetros exames, somente um (2,3%) apresentou resultados
posteriores negativos em todos os outros quatro exames realizados. Em contraste, de 29
individuos que apresentaram larva detectavel em somente um dos quatro primeiros
espécimes, 22 (75,9%) foram negativos nos proximos quatro exames. Estes dados mostram
uma grande variabilidade na detecgdo de S. stercoralis nas fezes, o que pode resultar em
resultados negativos. Adicionalmente, esta variabilidade na excregdo dificulta a
interpretagdo de estudos terapéuticos, desde que um exame negativo apés a terapéutica nio
significa, necessariamente, que houve cura da doenga.

Além da técnica de ELISA, o método de imunofluorescéncia indireta foi testado
para a detec¢do de anticorpos contra S. stercoralis. Utilizando o soro de 68 individuos
sabidamente infectados e o mesmo tipo de antigeno de S. stercoralis, a sensibilidade da
técnica de ELISA foi de 83,8% e a da imunofluorescéncia indireta de 77,9% (GAM et al.,
1987). A sensibilidade, especificidade e o valor preditivo do teste de ELISA foi calculado
em um outro estudo (GENTA, 1988) tomando como base uma amostra de 268 individuos
infectados e 571 controles ndo infectados. Neste estudo, a sensibilidade do teste foi de 88%
, a especificidade de 99% e o valor preditivo do teste positivo de 97%. Por outro lado,
testes negativos foram associados com auséncia de infecgdo em 95% dos individuos
testados.

O teste cutaneo de hipersensibilidade imediata no diagnostico da estrongiloidiase
tem sido usado hd mais de 3 décadas. Em 1961, usando Strongyloides ratti como fonte de

antigeno, Pelegrino e col reportaram 93% de positividade, quando o antigeno foi usado na



concentragio de 40pg N/ml, caindo para 60% quando o antigeno foi usado na
concentragdo de 4ug N/ml. A sensibilidade do teste intradérmico com antigeno de S.
stercoralis foi de 82,7% em 52 casos de estrongiloidiase, enquanto que somente 10,8% de
148 individuos ndo infectados apresentaram reagdo positiva (SATO et al., 1986). O teste
cutdneo tem, como vantagens sobre a sorologia, resultado imediato, facilidade de execugdo
e baixo custo.

Ha varias décadas o tratamento da estrongiloidiase vem sendo realizado com
thiabendazol (2-(thiazol-4-yl) benzimidazole. Esta droga mata somente vermes adultos, ndo
conseguindo destruir as larvas rabditoides e filaridides e os ovos. Existem variados
esquemas. Os trés mais usados sdo: 1) 50mg/kg em dose unica 2) 25 mg/kg/dia por um
periodo de trés dias 3) 500mg/dia por um periodo de 21 dias. Este uUltimo esquema
geralmente € usado nas formas graves e em pacientes imunocomprometidos. O indice de
cura com esta droga € alto quando os exames parasitologicos de fezes sdo realizados
imediatamente apos a terapéutica, no entanto, Grove (1982) observou que quando estes
exames sio realizados 6 meses apds o tratamento, 7% dos individuos permaneceram
infectados e 33% voltaram a apresentar manifestagdes clinicas da estrongiloidiase. Outras
drogas foram usadas para o tratamento da estrongilodiase, como o mebendazol (metilN-
[5(6)-benzoil-2benzimidzzoli) € o albendazol ( [metil-5-(propil-tio)-1H-benzimidazol-2-yl]
carbomato), porém ndo apresentaram maior taxa de cura quando comparados com o
thiabendazol (VERONESI, 1997). O cambendazol (2-(4-tiazolil)-5-isopropoxi-
carbonilamino) na dose de 5mg/kg, em dose tnica, tem sido associado a cura de 90 a 100%
dos casos (GROVE, 1982; PIRES & DREYER, 1983), tendo ainda como vantagem

apresentar raros efeitos colaterais. No entanto, o uso do cambendazol, ndo tem sido



avaliado no tratamento da estrongiloidiase disseminada. A ivermectina (5-O-dimetil-22,23-
dihidro-25-(1-metiletil)avermectina A;,), um anti-helmintico ativo contra varios
nematodeos tem sido usada no tratamento da estrongiloidiase com taxa de cura variando
entre 90% e 100% (PIRES & DREYER, 1983; VERONESI, 1997) quando usado em dose
unica de 200pg/kg. Esta droga mostrou-se eficaz nos individuos que ndo responderam ao
uso repetido do thiabendazo! (LIU & WELLER, 1993).

Independentemente da droga usada, parasitologicos de fezes devem ser realizados
por um periodo minimo de seis meses para que a infecgdo seja considerada como

erradicada.

1.1.3 Aspectos Imunolégicos

Sendo os helmintos pelo proprio tamanho e composi¢io antigénica muito mais
complexos que outros parasitos, pouco ainda se sabe sobre como o hospedeiro se defende e
destréi estes parasitos. A maioria dos estudos com relagdo a resposta imune contra
helmintos tem sido realizado em modelos experimentais de Schistosoma mansoni ou em
individuos infectados pelo S. mansoni e, nestes casos, existem evidéncias de que tanto a
resposta celular como anticorpos, principalmente da classe IgE, participam da defesa contra
o 8. mansoni (DUNNE et al., 1992). No entanto, o S. mansoni vive em vasos sanguineos
mesentericos, enquanto que o habitat do S. stercoralis é a luz intestinal. Adicionalmente,
por ocasido do processo de auto-endo-infec¢do as larvas penetram do intestino para os
vasos sanguineos. Desta forma, o mecanismo de defesa contra o S. stercoralis pode se dar
através de respostas imunologicas que contribuam para expulsdo das larvas juntamente com

as fezes e, através de mecanismos de destrui¢do do verme adulto ou das larvas durante a
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auto-infecgd@o. Como os modelos experimentais, como o cdo infectado pelo S. stercoralis e
o rato pelo S. ratti, ndo t€m permitido avangos importantes no conhecimento da resposta
imune contra o S. stercoralis, tém sido os achados histopatologicos, os estudos in vitro e as
assoctagdes entre formas graves da doenga com disturbios imunologicos que tém servido de
base para hipotéses sobre a interag¢do do hospedeiro/helminto. Estudos histopatologicos do
intestino, geralmente vistos em autopsia, mostram infiltrado inflamatorio mononuclear na
parede intestinal, causado pela presenga de larvas e fémeas adultas. Estas larvas quando
desintegradas causam uma reagio inflamatoria granulomatosa (ANDRADE & GOMES,
1964; DE PAOLA, 1962), onde se encontram macrofagos, plasmocitos e algumas células
gigantes. Hepatite granulomatosa também tem sido observada. Granuloma também ja foi
descrito em paciente imunodeprimido pos transplante renal no curso fatal da
estrongiloidiase. Neste caso, observou-se presenga de larvas e lesdes granulomatosas em
diversos orgdos, inclusive figado e coragdo (GERMAN et al., 1992) .

Como em torno das larvas, observa-se, também, infiltragdo de eosinofilos
(GERMAN et al, 1992; POLTERA & KATSIMUBARA, 1974), tem sido aventada a
possibilidade de que o mecanismo de citotoxidade celular dependente de anticorpo (ADCC)
seja uma forma de defesa contra este helminto. Neste caso, IgG ou IgE seriam responsaveis
por ligarem-se ao parasito e o eosinofilo aderiria ao S. stercoralis através da liga¢do com as
regides Fc dessas imunoglobulinas (CARVALHO et al, 1983). Nio so elevagao
quantitativa de eosinofilos tem sido demonstrada nos pacientes infectados por helmintos,
mas também um aumento da sua capacidade helmintotoxica (DAVID et al., 1980).

A demonstragio da agdo citotoxica dependente de anticorpos, .mediada pelos
eosinofilos contra os esquistossémulos in vitro, reforga a importancia destas células no

mecanismo de defesa contra helmintos (BUTTERWORTH et al., 1974; CAPRON et al.,
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1978, DAVID et al., 1980, OTTESEN et al., 1977). A documentagdo de que a expulsdo
natural de Trichinella spiralis (AHMAD et al., 1991) em ratos pode ser transferida
passivamente por IgE indica que este isotipo pode contribuir para eliminagdo de parasitas
intestinais. Desta forma, tanto eosinofilos como anticorpos da classe 1gG e IgE participam
da defesa contra enteroparasitos.

Enquanto eosinofilia € vista na estrongiloidiase ndo complicada, aumento de
eosinofilos ndo € observado nas formas graves da doenga. Nos pacientes que usam
corticosteroides esta alteragdo poderia ser explicada pelo efeito eosinopénico destas drogas.
Em alguns casos, porém, esta eosinopenia pode refletir um aumento da migragdo de
eosinofilos para os tecidos, com uma finalidade de impedir a invas@o das larvas filaridides.
Alternativamente, pode realmente ocorrer uma diminuig¢do dos niveis de eosinofilos como
consequéncia das infec¢des causadas por bactérias do trato intestinal. Desta forma, ainda
ndo ¢ claro se a eosinopenia observada na forma grave da estrongiloidiase é causa ou
conseqiiéncia desta forma clinica da doenga.

Sabe-se, que, pacientes com estrongiloidiase, apresentam altos niveis de IgE
sugerindo que esta helmintiase estimule a producdo desta classe de imunoglobulina
(BAZJAK, 1975) sendo um importante fator no mecanismo de defesa contra o parasita.
Estudos prévios realizados evidenciaram aumento dos niveis de IgE total e especifico em
pacientes com estrongiloidiase (LEAO et al.,, 1980; MCRURY et al,, 1986; PIRES &
DREYER, 1993; ROSSI et al., 1993), entretanto, estes niveis podem estar baixos e, nestes
casos, geralmente estdo relacionados com uma maior gravidade da doenga (GENTA et al |
1986). Na esquistossomose existe uma correlagdo entre IgE especifica para antigenos do

parasito e resisténcia a re-infec¢do (DEMEURE, 1993; DUNNE et al., 1992; RIHET et al.
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1991). Estudos posteriores serdo necessarios para determinar se esses isotipos participam
do mecanismo de destruigio do S. stercoralis.

Embora niveis de IgG total e numero de eosinéfilos em sangue periférico sejam
significantemente mais baixos nos pacientes com forma grave de estrongiloidiase em
comparagio com outras formas clinicas da doenga (CARVALHO et al., 1983), ndo tem
sido documentada diminuicdo dos niveis de IgG especifico contra S. stercoralis em
pacientes imunocomprometidos (GENTA et al, 1986). Nestes casos, observou-se
diminuigd@o dos niveis de 1gG subtipo 2 (IgG2) e IgG subtipo 4 (IgG4) quando comparado
com pacientes imunocompetentes (GENTA & LILLIBRIDGE, 1989). Embora o papel
destas imunoglobulinas na destruicdo ou expulsio do §. stercoralis ndo esteja bem
esclarecido, sabe-se que os anticorpos devem ter um papel na protegdo contra este
helminto, desde que existe uma associagdo entre hipogamaglobulinemia e formas graves da
estrongiloidiase (OLIVEIRA et al., 1981).

Alteragdes da imunidade celular como deplegdo de linfocitos nos orgios linfoides
de pacientes com forma grave da doengca (CARVALHO & QUEIROZ; QUEIROZ &
BARRETO, 1975) e diminuig@o da proliferagdo de linfocitos in vitro contra antigeno de S.
stercoralis em pacientes que apresentam a forma crénica tém também sido documentadas
(GENTA et al, 1983). Neste ultimo caso, a diminuigdo da resposta pode ser atribuida a
fatores supressores encontrados nos soros desses pacientes. A participa¢do de células na
defesa contra S. stercoralis poderia ser feita hipoteticamente através da produgio de
interferon-y (IFN-y), que ativa células efetoras do sistema imunologico como as células
citotoxicas naturais (NK) e os polimorfonucleares ou através da sintese d¢.inter1eucina-4

(IL-4) que modula a produgdo de IgE e de interleucina-5 (IL-5) que estimula a produgio e
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maturagdo de eosindfilos. Mais recentemente, com a descoberta de que a populagio de
c€lulas T auxiliadoras (CD4+) ¢ heterogénea e constituida por subpopulagbes de células
denominadas linfocitos T auxiliadores do tipo 1 (Th1) e linfocitos T auxiliadores do tipo 2
(Th2), alcangou-se um melhor entendimento da resposta imune nas doengas parasitarias. As
células Th1 secretam interleucina-2 (IL-2), [FN-y, fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) e
fator de necrose tumoral-p (TNF-f) e sdo responsaveis pela resposta imune celular,
enquanto as ce€lulas Th2 secretam IL-4, IL-5 e interleucina-10 (IL-10) e cooperam,
predominantemente, com os linfocitos B na produgdo de anticorpos. Embora os
mecanismos de defesa contra o §. stercoralis ndo sejam totalmente conhecidos, existem
evidéncias de que a resposta Th2, através da sintese de IgE e IgG, pode estar envolvida na
destruicdo do parasito (FINKELMAN et al, 1997; KING & NUTMAN, 1982). Em
pacientes coinfectados com S. sfercoralis e virus linfotropico para células T humanas tipo 1
(HTLV-1) a sintese de IgE total encontra-se diminuida (ATKINS et al., 1998; HAYASHI
et al., 1997, NEWTON et al,, 1992; PHELPS, 1993) e formas graves de estrongiloidiase
tem sido observada (GOTTUZO et al., 1999, NEWTON et al., 1992; PATEY et al., 1992).
Entretanto, ndo € conhecido como o HTLV-I interfere na resposta especifica contra o S.
stercoralis assim como em mecanismos envolvidos na expulsdo de outros helmintos.

Em modelos experimentais ha uma associa¢do entre a resposta de células Th2 e a
proteg@o contra diversos helmintos (FINKELMAN et al., 1997). Interleucina-12 (IL-12) e
IFN-y inibem a imunidade protetora contra estes parasitos (FINKELMAN, 1994;
ROTMAN et al, 1997). A produgido de IL.-4 ¢ necessaria para esta protegdo, limita a
gravidade da infec¢do e tem efeito redundante, pois interfere na resposta imune e

diretamente na fisiologia do intestino, aumentando o contetdo de fluidos no trato digestivo.
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O acumulo de fluidos € decorrente do aumento da permeabilidade intestinal, reduc¢do do
peristaltismo e da absor¢ido de liquidos (FINKELMAN et al., 1997, PEARCE et al, in
press). O mecanismo de defesa na mucosa contra parasitos intestinais também ¢
importante, sendo que este envolve a a¢ao de mastocitos que através do seu receptor para a
regido Fc de anticorpos (IgG elgE) ligados ao antigeno, produz histamina que pode lesar
diretamente estes parasitos, como também pode agir ativando e modulando a fungdo de
c€lulas lesivas para helmintos, como os eosinofilos (NAWA et al., 1994). Esta atividade de
defesa local estaria dependente de linfocitos Th2, por produzirem substidncias como
interleucina-3 (IL-3) e IL-4 que ativariam estes mastocitos. Estudo realizado com ratos
hipotimicos revelou uma incapacidade dos mesmos em expulsar o S. rafti da mucosa
intestinal; no entanto, apds administragdo de IL-3, houve expulsido associada a intensa
mastocitose (ABE & NAWA, 1988; ABE et al., 1992). Como a interleucina-13 (IL-13) tem
fungdes semelhantes a IL-4 e parece compartilhar do mesmo receptor (BARNER et al.,
1998), esta citocina pode, também, estar envolvida na defesa contra o S. stercoralis.

Outra evidéncia de que a resposta Th2 esteja mais relacionada com a defesa contra
helmintos € a auséncia de associag@o entre formas graves da doenga e diminui¢ao de uma
resposta celular. Algumas doengas ndo neoplasicas com comprometimento da imunidade
celular, como por exemplo a infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que
leva a uma diminuigio de fungdo das células T, por si s6, ndo predispdem a disseminagio
da estrongiloidiase (HAGELSKJAER, 1994, PLUMELLE & EDOUARD, 1996). Casos
isolados de estrongiloidiase diseminada em pacientes com infec¢do pelo HIV tém sido
relatados (MAAY AN, 1987), porém parece existir uma falta de associagdo epidemiologica

entre estas duas doencas. Estes dados indicam que o acometimento imunologico nos
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pacientes infectados pelo HIV, ndo parece comprometer os mecanismos responsaveis pelo

controle da estrongiloidiase.

1.2 HTLV-I]

1.2.1 Aspectos gerais

O virus HTLV-1 pertence a familia Retroviridae, subfamilia Oncovirinae e foi o
primeiro retrovirus a ser isolado, nos fins da década de 70, de um paciente com leucemia
(POIESZ et al, 1980). Em 1985, a infec¢do pelo HTLV-1 foi também associada com
algumas formas de neuropatias (GESSAIN et al., 1985). O HTLV-1 é um virus RNA fita
simples, caracterizado pela presenga no seu genoma do gene que codifica a transcriptase
reversa. Esta enzima € importante na transcri¢do do seu RNA em DNA, o que lhe permite a
integragdo do seu DNA como um provirus no genoma da célula afetada (PORTERFIELD,
1980).

O genoma deste virus possue trés genes estruturais basicos que sdo o gag (que
origina proteinas do capsideo, da matriz, € do nucleocapsideo), o pol (onde situam-se os
genes para produgdo da transcriptase reversa e integrase viral) e o env (que origina
proteinas do envelope viral) e mais dois outros genes regulatorios, o tax e o rex. O gene tax
¢ importante na replicag@o viral por ativar a transcrigdo das terminagdes longas repetidas
(LTR) no genoma viral dando inicio a sua replicagdo (LIN et al., 1998). Além disso, ele
codifica uma proteina que amplifica a transcri¢do de alguns genes celulares tais como : (IL-
2), receptor de IL-2 (IL-2R), fator estimulador de colonia de granuldcitos e macrofagos
(GMCSF) e paratohormoénio. Este mecanismo de ativagdo a distancia de genes promotores

do desenvolvimento celular é denominado de transativagdo viral. O gene rex age na fase
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pos-transcrigao, regulando a expressdo gendmica viral. O virus HTLV-1 tem tropismo
especial por linfocitos T CD4+, podendo, também, infectar outras linhagens celulares como
linfocitos T citotoxicos (CD8+) (KAPLAN, 1993; RICHARDSON et al, 1990,
RICHARDSON et al., 1997). Adicionalmente, ja foi demonstrada infec¢do de células
dendriticas /n vitro por HTLV-1(DE REVEL et al., 1993; KNIGHT et al., 1993).

Este virus esta comprovadamente associado com malignidades hematologicas,
desordens neurologicas, porém, tem-se relatado outras patologias associadas ao HTLV-1. A
infecg¢do pelo HTLV-1 tem sido detectada em diferentes regides do mundo, encontrando-se
areas endémicas no Japao, Africa, América do Sul (Brasil, Colombia, Venezuela, Peruy,
Equador e Chile) e América Central, principalmente na regido do Caribe (BLANK et al,,
1993, MUELLER, 1991, STUVER et al, 1992; TAJIMA et al, 1982). Estudos
epidemiologicos, realizados no Brasil, relataram a presenga de anticorpos antt HTLV-1/2
em 0,41% dos doadores de sangue, com variagio entre 0,08% a 1,35%. A maior
soroprevaléncia (1,35%) foi encontrada na cidade de Salvador (GALVAO-CASTRO et al.,
1997). Qutro estudo realizado na cidade de Salvador mostrou infec¢do pelo HTLV-1 em
1,8% de pessoas saudaveis e em 18,4% de pacientes hospitalizados no Servi¢o de Doengas
Infecciosas (MOREIRA et al., 1993). Embora algumas justificativas tenham sido
levantadas para explicar a alta prevaléncia na cidade de Salvador, como a colonizag¢do
africana no Brasil, estudos necessitam ser realizados para esclarecer melhor este fato.

O virus HTLV-1 ¢ transmitido através de linfocitos infectados. As vias de
transmissdo viral sdo as seguintes: sexual, vertical e transmissdo parenteral. A via sexual
tem uma maior transmissdo do homem para a mulher com uma taxa de transmissao de 60%
(KAJIYAMA et al., 1986), enquanto que a transmissdo da mulher para o h.o.mem ¢ de 0,4%

a 1% (KAJIYAMA et al., 1986; KAPLAN et al., 1996). A transmissio pela via vertical tem
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sido principalmente atribuida ao aleitamento materno, com uma taxa de transmissdo de
25% em areas endémicas, quando a2 amamentagio for igual ou maior do que 6 meses, e em
menor proporgao (0-5%) pela via transplacentaria (RIMA et al., 1993). A transmissdo pela
via parenteral ocorre através da transfusdo sangiiinea, com uma soroconversdo variando
entre 44 a 63% em areas endémicas (MANNS et al., 1992; OKOCHI et al., 1984). Seringas
e/ou agulhas contaminadas sdo responsaveis pela transmissdo em usuarios de drogas. Na
cidade de Salvador foi encontrada uma soropreveléncia de 25% em usuarios de drogas
(ANDRADE et al, in press). Este dado difere de outras regides do mundo onde o uso de
drogas esta mais relacionado com a transmissdo do virus T-linfotropico humano tipo 2
(HTLV-2) (KHABBAZ et al., 1992). O HTLV-1 possui um periodo de laténcia muito
longo, com uma variagdo de acordo com a via de transmissdo. A via de transmissdo tem
também sido associada com o tipo de manifestagio clinica apresentada. O desenvolvimento
de leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL) esta associado com a transmissiao
vertical, com um periodo de laténcia maior ou igual a 40 anos. Ja no caso de doenca
neurologica, existe associagdo com a transmissdo pela via sexual ou parenteral e o periodo
de laténcia geralmente € bem mais curto (6 meses a 8 anos) (NAVARRO-ROMAN, 1997).
Clinicamente, a infec¢do pelo HTLV-1 pode manifestar-se sob a forma de
leucemia/linfoma de células T do adulto e sob a forma de paraparesia espastica tropical
(TSP) e mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM) (OSAME, et al., 1986). Na ATL, ocorre
uma integragdo monoclonal do virus nos linfécitos T, transformando e imortalizando estas
células (NAVARRO-ROMAN et al., 1997, TSUDA et al., 1993). Esta imortalizacio é
consequiéncia da maior expressdo de IL-2 R e de IL-2 que age inibindo a apoptose (TSUDA
et al., 1993). Ndo ¢ bem compreendido o motivo pelo qual somente a minoria de individuos

infectados pelo HTLV-1 (2 a 4%) desenvolvem a doenga, enquanto a grande maioria dos
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individuos infectados mantém-se assintomaticos (RIMA et al., 1993). Relatos tém sugerido
a participagdo do gene tax, que agiria inibindo a DNA polimerase de reparo da célula
infectada (JEANG et al, 1990). Este fato associado a um estresse oxidante como
conseqiiéncia de uma constante ativagdo, induz o aparecimento de mutagdes genéticas
randdmicas ndo letais e, eventualmente, mutagdes oncogénicas (ARIMA, 1997). Um estudo
recente mostra a importancia da carga viral no. aparecimento de linfocitos atipicos em
sangue periférico de portadores do virus, onde uma maior carga viral foi relacionada com
uma maior frequéncia destes linfocitos (HISADA et al., 1998). A importincia de fatores
genéticos como haplotipos do antigeno de histocompatibilidade leucocitario (HLA), em
determinar a intensidade da resposta do hospedeiro contra o virus, como também doengas a
ele relacionadas, deve ser relevante (SONODA et al., 1996). A ATL apresenta-se sob
quatro formas clinicas distintas: 1) incipiente; 2) aguda; 3) cronica e 4) linfomatosa. Apos
evidéncia de manifestagio clinica a sobrevida média é de 1,3 anos (BARBOSA et al,
1999).

Na TSP/HAM que se apresenta com uma freqiiéncia de 1% dentre portadores,
encontramos um grande leque de manifestagdes, onde o nucleo basico da sindrome inclui
uma paraparesia progressiva incapacitante com sinais piramidais (espasticidade e
hiperreflexia) e sinais sensitivos e esfmcterianos variaveis. Isto ocorre como conseqiiéncia
de uma cronica e progressiva desmielinizagdo do cordio espinhal. Aventa-se a
possibilidade de que a desmielinizagio é conseqiiéncia de uma resposta citotoxica (
linfocitos T CD8+ ) direta contra células infectadas no SNC ou por citocinas como TNF-o
que sdo implicadas na destrui¢do da mielina (KUBOTA et al., 1998). Outra explicagdo seria

um processo autoimune, onde células T CD4+ ativadas contra antigenos virais tivessem
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uma reag@o cruzada a antigenos do SNC, ou mesmo, células T CD4+ autorreativas para o
SNC, quando infectadas pelo HTLV-1, s@o ativadas, proliferam e acabam migrando para o
SNC onde vao encontrar o antigeno (HOLLSBERG, 1997) . Da suporte a esta possibilidade
a grande quantidade destas células no local acometido com produgio de substancias como
matriz metaloproteinase-9 e MIP-1a (quimiocina atraente para macrofagos e leucocitos)
que sdo produzidas por linfocitos T CD8+ facilitando a entrada de outras células no SNC e
IL-16 que tem efeito quimiotaxico sobre linféccitos T CD4+ (BIDDISON et al., 1997).
Tem sido demonstrada a participagdo do HLA no controle da carga viral e
consequentemente no desenvolvimento de HAM/TSP, onde o subtipo HLA- A 02 previne
em 28% o desenvolvimento desta patologia, reduzindo a carga viral nos portadores do virus
(JEFFERY et al, 1999). As queixas clinicas mais comuns na mielopatia associada ao
HTLV-1 sdo : paraparesia progressiva, dor em coluna toraxica e lombar com irradiagdo
para membros inferiores, incontinéncia urinaria, diminuigdo da libido, impoténcia,
parestesias e disestesias dentre outras.

Existem relatos de outras doengas associadas ao HTLV-1, onde o virus foi isolado
nos o6rgdos alvos tais como: Uveite, Poliomiosite, Artropatia Inflamatoria Cronica,
Alveolite Linfocitica, Dermatite Infectiva (em criangas) e outras doengas de origem
autoimune (HOLSBERG & HAFLER, 1993; MATTOS et al,, 1993; VERNANT et al.,
1987). O tropismo de células T infectadas para estas regides tem sido associado a alta

expressao da molécula 1 de adesdo da célula vascular (VCAM-1) encontrada nestas células

(VALENTIN et al., 1997).
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1.2.2 Interagdo do virus com o sistema imune

A resposta imune contra os virus, organismos intracelulares, caracteriza-se,
inicialmente, pela produgéo de interferon-a. (IFN-a) por células infectadas pelo virus. Esta
citocina age inibindo a replicagdo viral, leva a uma resisténcia a infecgdo viral de células
ndo infectadas, aumenta o potencial litico de células NK e aumenta a expressio de
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) classe I. A expressdo
destas moléculas juntamente com antigenos virais ativam a fase efetora da resposta imune
adaptativa, neste caso mediada por células T citotoxicas (CD8 +), que sdo as principais
células efetoras na imunidade contra o virus. Ativagdo do sistema complemento e os
anticorpos servem para neutralizar os agentes virais presentes em locais extracelulares e na
circulagdo.

O virus HTLV-1 ao penetrar nos linfocitos T, escapa do primeiro ataque do sistema
imune, ou seja, da virolise mediada pelo complemento. A resposta citotoxica por células
NK ¢ enfraquecida em pacientes com HTLV-1, talvez pela baixa expressio viral
encontrada nestes pacientes, principalmente em pacientes com ATL e carreadores. Nos
pacientes com HAM/TSP encontramos uma maior expressdo viral com maior freqiiéncia de
linfécitos T citotoxicos especificos contra o HTLV-1 (BIDDISON et al., 1997, KUBOTA
et al, 1998), que reconhecem, principalmente, células alvo, expressando proteina tax,
destruindo assim as células com maior expressdo viral. Como pode haver variantes de tax,
isto impede o reconhecimento das células T citotoxicas, contribuindo para a persisténcia do
virus.

Uma variedade de proteinas leva a uma resposta humoral, incluindo proteinas gag,

env e tax proteinas, sendo as proteinas gag com maior poder imunogénico. Foi sugerido que
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anticorpo (Ac) contra a proteina do envelope (gp46) pode neutralizar a infectividade do
HTLV-1, porém a soroconversdo com o aparecimento de anticorpos anti HTLV-1 nao leva
a eliminagdo do virus. Anticorpos do tipo M (IgM) anti HTLV-1 sdo encontrados com
maior freqiéncia nos pacientes com HAM/TSP, quando comparados com portadores
assintomaticos e pacientes com ATL (NAGASATO et al, 1991). Este achado pode ser
reflexo de uma ativa replicagdo do virus nestes pacientes, visto que nestes individuos tem-
se demonstrado uma maior expressdo viral.

Sendo o HTLV-1 um virus que tem predile¢do por infectar células T, sio multiplas
as conseqii€ncias da interagdo do HTLV-1 com o sistema imune, embora 0 mecanismo que
altera a fungio celular ndo seja bem esclarecido. Sabe-se que 0 HTLV-1 se beneficia com a
ativagdo de células T, favorecendo uma infec¢do permanente. Estas células, quando
infectadas, sofrem alteragbes importantes na expressdo génica e no controle do
crescimento celular, tendo como conseqiiéncia uma alta expressdo de IL-2R e, em alguns
casos, de IL-2 (COPELAND & HEENEY, 1996; TENDLER et al., 1990; UCHIYAMA et
al., 1985). Alguns trabalhos tém demonstrado que estas células T encontram-se sempre
ativadas (COPELAND & HEENEY, 1996, HOLLSBERG & HAFLER, 1993).
Constituem-se evidéncias desta constante ativagdo a presenga de marcadores como CD-25 e
HLA-DR (HOLLSBERG & HAFLER, 1993; MACCHI et al., 1998), a capacidade destas
células de proliferar espontaneamente e de responder indiscriminadamente a estimulos sem
restricio do HLA (POPOVIC et al., 1984). Embora haja evidéncia que esta ativagiao pode
levar a uma diminuig@o da expressdo viral, facilitando o escape do virus a resposta imune
do hospedeiro (COPELAND et al., 1994; COPELAND et al., 1995), persiste a expressio de
IL-2 e IL-2R mediada pelo gene tax. A ativagdo celular em individuos infectados pelo

HTLV-1 parece ser induzida pelo contato da célula infectada com célula ndo infectada com
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participagdo da ativag@io via CD2, que € uma via alternativa de ativagdo de linfocito T
(WUCHERPFENNIG et al., 1992). Esta molécula (CD2) também funciona como receptor
para a proteina do envelope viral (gp46). A principal evidéncia da necessidade do contato
entre células infectadas e ndo infectadas e da auséncia de restrigdo em relagdo ao HLA vem
de estudos realizados com clones de células T infectadas com HTLV-1. Embora clones de
células T infectados com HTLV-1 tenham capacidade de proliferar isoladamente ou na
presenca de antigeno, a proliferagdo torna-se bastante aumentada quando a cultura de
c€lulas sdo adicionadas células apresentadoras de antigenos . Nido foi documentado
diferencga, entretanto, se estas células apresentadoras apresentavam o mesmo MHC que a
célula T ou tinham MHC diferente, e se o antigeno estivesse presente ou nao (POPOVIC et
al., 1984). Os sinais para transcrigdo destas celulas sd@o usados por este retrovirus,
regulando, assim, a sua produgdo. Embora a IL-2 seja o principal fator de proliferagio de
células T, existe controvérsia em relagdo ao papel da IL-2 na proliferagio celular de
individuos infectados pelo HTLV-1. Enquanto alguns trabalhos mostram proliferagdo
independente de 1L-2 (HOLLSBERG et al, 1992; WUCHERPFENNIG et al., 1992),
outros sugerem a influéncia desta citocina na fun¢do das células T colaboradoras,
resultando em uma desregulada proliferagdo em individuos infectados pelo HTLV-1
(ARIMA, 1997, MARUYAMA et al, 1987). Apesar de n3o estar bem esclarecida a
influéncia da IL-2 na proliferagdo de linfocitos infectados pelo HTLV-1, sabe-se que esta
citocina age imortalizando estas células, protegendo-as contra a apoptose (TSUDA et al.,
1993). Um outro estudo demonstrou que células T infectadas pelo HTLV-1, ndo sdo
imunossuprimidas pelo fator inibidor de crescimento de células T-B (TGF-B)

(HOLLSBERG et al., 1994). Como a proliferagdo é predominantemente de células CD4+,
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a relagdo CD4/CD8 encontra-se aumentada. Encontramos, também, em sangue periférico
destes pacientes grande quantidade de células CD45RO infectadas pelo HTLV-1, que sdo
tolerantes a apoptose (MACCHI et al., 1993; SUSUKI et al., 1996).

A infecg@o das células T colaboradoras com conseqiiente ativagdo e proliferagio
favorece a uma estimulagdo de células B com produgdo policlonal de anticorpos. Esta
proliferagdo é independente do antigeno e do MHC das células apresentadoras de antigeno.
Diferente do que ocorre com as células CD4+, quando a infecg¢do ¢ de células citotdxicas
(CD8+) ha uma perda da sua atividade citotoxica (POPOVIC et al., 1984). Outra alteragdo
encontrada nas células T infectadas com este virus € um aumento da expressdo da molécula
de adesdo VCAM-1, normalmente pouco expressa nestas células (VALENTIN et al., 1997).
Este fato favorece a uma maior interagio entre as células infectadas com as ndo infectadas
que, geralmente, expressam moléculas 4 de ativagdo muito tardia (VLA-4).

A infecgdo pelo virus HTLV-1 desvia a resposta imune para uma resposta Thl nos
pacientes infectados com produgao aumentada de IFN-y e diminuigdo de IL-4 (MACCHI et
al., 1998). Como a IL-4 ¢ a principal citocina envolvida na diferencia¢do de células B em
células produtoras de IgE, ocorre, conseqiientemente, diminui¢do dos niveis de IgE total.
Além disso, tem-se observado diminuig¢do dos receptores soliveis de baixa afinidade para
Igk (MATSUMOTO et al., 1990). Em um estudo realizado onde houve infeccio de clones
de células T CD4+ Th1 e de clones Th2, observou-se que o clone Thl manteve producio de
IFN-vy, enquanto que o clone Th2 passou a produzir IFN-y e diminuir a produgio de IL-4,
adquirindo, assim, um comportamento Th1 (MACCHI et al., 1998). Embora a reacio de
hipersensibilidade tardia seja considerada uma resposta do tipo Thl, diminui¢do da resposta

ao teste intradérmico com derivado protéico purificado de Micobacterium tuberculosis
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(PPD) em pacientes infectados com HTLV-1 foi observada, principalmente, em individuos
acima de 60 anos. Foi também documentada uma associagdo inversa entre reatividade ao
PPD e prevaléncia de anticorpos antt HTLV-1 (TACHIBANA et al., 1988). Este encontro
pode ter como uma explicagdo, o fato de que a infecgdo pelo HTLV-1 induz uma ativagio
antigeno inespecifica, por exemplo, tem sido documentado que células T CD8+ infectadas

pelo HTLV-1 perdem sua capacidade citotoxica (POPOVIC et al., 1984).

1.3 INFECCAO PELO HTLV-1 E ESTRONGILOIDIASE

Associagdo entre HTLV-1 e estrongiloidiase tem sido demonstrada em regides onde
ambos os agentes sdo endémicos. Apos relatos de casos isolados da associagdo entre
HTLV-1 e infecgdo por S. stercoralis, estudos epidemiologicos tém avaliado esta
associagdo. Em Okinawa, uma area endémica conhecida pela elevada propor¢do de
infeccdo pelo S. stercoralis e pelo HTLV-1, Nakada et al (NAKADA et al., 1984)
demonstraram que 60% de portadores de S. stercoralis apresentavam sorologia positiva
para HTLV-1. Subsequentemente Takai et al. e Fujita et al. demonstraram indices de
positividade para HTLV-1 em 47,8% e em 57,8% de pacientes com estrongiloidiase
respectivamente. Ainda em Okinawa Sato e Shiroma, em 1989, detectaram anticorpos anti
HTLV-1 em 73,6% dos pacientes com estrongiloidiase, enquanto que em controles
negativos para esta parasitose anti HTLV-1 foi encontrado em somente 18,4% dos casos.
Também foi observada associag¢do entre S. stercoralis ¢ HTLV-1 em um outro estudo
realizado em Okinawa, onde 31,6% dos pacientes com estrongiloidise detectada pelas
fezes, apresentavam sorologia positiva para HTLV-1 enquanto, que, apenas 9,6% do grupo

controle apresentava sorologia positiva para HTLV-1 (HAYASHI et al., 1997). Ndo ha,
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entretanto, unanimidade na demonstra¢do de uma freqié€ncia maior de infecg¢do pelo S.
stercoralis em pacientes infectados com o HTLV-1. Em estudo realizado nesta mesma
cidade ni3o houve diferenga entre a soropositividade para HTLV-1 (33,7%) em 86
portadores de estrongiloidiase comparado com 29% em 359 individuos controles negativos
(ARAKAKI et al., 1992). Embora um estudo realizado na Jamaica nio tenha mostrado
maior freqiiéncia de anticorpos contra o S. stercoralis em pacientes HTLV-1 positivos
comparados com HTLV-1 negativos (NEVA et al., 1989), houve associagdo significativa
entre estas duas condigdes em um outro estudo nesta mesma regido (ROBINSON et al,,
1994). Desta forma, embora a maioria dos estudos mostrem uma maior freqii€ncia de
infec¢do de HTLV-1 em pacientes com estrongiloidiase, existem dados que sdo contrarios a
existéncia significativa desta associagao.

Embora estudos posteriores sejam necessarios para melhor esclarecer a existéncia
ou ndo, de uma associagdo mator que a esperada destas duas infec¢des, existem fortes
dados que indicam que a presenga destes dois agentes infecciosos em um mesmo individuo
tem implicag¢des clinicas e imunologicas. Relatos de caso de formas graves da doeng¢a com
evidéncia de hiperinfec¢do tém sido documentados em pacientes portadores de HTLV-1
(GOTUZZO et al., 1999; NEWTON et al., 1992; PATEY et al., 1992; PHELPS, 1991). Ha,
também, relatos de estrongiloidiase recorrente em portador de HTLV-1 destacando-se a
observagdo de um paciente que durante 7 anos apresentou 5 episodios de estrongiloidiase,
grave (PATEY et al, 1992). Em 1982 foi reportado um caso de um paciente com
estrongiloidiase apresentando forma grave e recorrente da doenga que apds 2 anos de
acompanhamento apresentou ATL, e foi confirmada a sorologia para HTLV-1
(ODOHERTY et al., 1984). Foi sugerido, entdo, que o0 S. stercoralis agiria como cofator no

desenvolvimento de ATL nos carreadores de HTLV-1, desde que uma integragio
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monoclonal do virus com anormalidades morfologicas dos linfocitos em sangue periférico
conhecida como ATL forma “smoldering” foi demonstrada em 39% dos pacientes com
estrongiloidiase coinfectados com HTLV-1 (NAKADA et al, 1987). Um outro estudo
realizado onde individuos com HTLV-1 coinfectados com S. stercoralis desenvolveram
ATL mais previamente do que individuos apenas com HTLV-1, reforgou esta hipotese
(PLUMELLE et al., 1997).

Do ponto de vista imunolégico, como a infecgdo pelo HTLV-1 se associa com uma
predominante resposta Thl, com grande produgio de IFN-y, é de se esperar a existéncia de
uma alteragio da resposta humoral nestes pacientes, principalmente no que diz referéncia a
sintese de IgE. De fato, niveis de IgE total sdo significativamente mais baixos em pacientes
coinfectados com S. stercoralis e HTLV-1 do que em pacientes com estrongiloidiase sem
HTLV-1 (HAYASHI et al., 1997, NEWTON et al., 1992). Além da redugéo total da IgE,
reducdo de IgE, IgA e 1gG1 especificos contra S. stercoralis foi observado em 14 pacientes
coinfectados por HTLV-1 e S. stercoralis, quando comparados com controles, pareados por
idade e que apresentavam infecgio isolada pelo S. stercoralis (ATKINS et al., 1998). Mais
recentemente, foi documentado diminui¢3o dos niveis de IL-4 em culturas estimuladas com
forbol ester (PMA) mais ionomicina em pacientes coinfectados por HTLV-1 e S
stercoralis (NEVA et al, 1998) = Neste mesmo estudo foi mostrado a existéncia de uma
correlagdo inversa entre a produgdo IFN-y e IgE total. Estes dados indicam que a ativagdo
de células Thl e conseqiiente produgédo exarcebada de IFN-y se associa negativamente com
producdo de IgE total.

Outro aspecto importante em relagao a associagdo entre estas infecgdes € a aparente

maior falha terapéutica no tratamento de estrongiloidiase em pacientes portadores de
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HTLV-1. Enquanto que em 31 (94%) de 33 pacientes com estrongiloidiase sem HTLV-1
foi observada a cura da parasitose apds tratamento com thiabendazol, nos pacientes
coinfectados, a cura foi documentada em somente 39 (70%) de 55 pacientes tratados com
esta mesma droga (SATO et al., 1994). Neste mesmo estudo, a cura da estrongiloidiase foi
também significativamente maior em pacientes com estrongiloidiase sem HTLV-1 do que
em pacientes coinfectados, quando o tratamento da parasitose foi feito por Albendazol ou
Pamoato de pirvinio.

A maioria dos estudos previamente relatados apontam para a existéncia de uma
associacdo entre S. stercoralis e HTLV-1. Ha, também, evidéncias preliminares de que este
virus pode alterar a resposta imunologica do hospedeiro, tornando-se um ponto critico no
controle da estrongiloidiase. Devido a Salvador apresentar uma maior soroprevaléncia para
HTLV-1 nos seus doadores de sangue em comparagdo com outras cidades do pais, o
presente estudo tem como finalidade investigar a existéncia desta associagdo, como também

fatores imunologicos a ela relacionados.
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2 OBJETIVOS

Geral

Avaliar a existéncia de associag@o entre estrongiloidiase e infecgdo pelo HTLV-1 e determinar

o perfil de citocinas e niveis de IgE anti S. stercoralis nestes pacientes.

Especificos

Comparar a prevaléncia da estrongiloidiase em doadores de sangue HTLV-1 positivos e
negativos e descrever as formas clinicas apresentadas na presenga ou auséncia de
coinfecgdo.

Avaliar a eficacia do teste sorologico através da detec¢do de IgG e IgE especificos
contra S. stercoralis e do teste de hipersensibilidade imediata no diagnostico de
estrongiloidiase em pacientes com estrongiloidase coinfectados ou ndo pelo HTLV-1.
Determinar o perfil de citocinas em individuos com §. stercoralis coinfectados ou nao
pelo HTLV-1.

Determinar o perfil de citocinas em individuos com infecgido pelo HTLV-1.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SELECAO DE PACIENTES E DEFINICAO DE GRUPOS

3.1.1 Voluntarios participantes do estudo da prevaléncia da infec¢do pelo S.
stercoralis

Participaram do estudo de prevaléncia de S. stercoralis individuos maiores de 18 anos de
ambos os sexos que foram recrutados no Hemocentro da Bahia (HEMOBA) e no Servigo
de Transfusio de Sangue (STS), ambos localizados em Salvador-Bahia. A selegdo dos
individuos HTLV-1 positivos (n=100) e HTLV1 negativos (n=100) foi realizada apoés
conhecimento da sorologia para HTLV-1. Os critérios de exclusio foram: uso de
corticosterodides e/ou outros imunossupressores. O N da amostra foi calculado estimando
uma diferenga quatro vezes maior da frequéncia de estrongiloidiase do grupo de doadores
de sangue infectados pelo virus HTLV-1 quando comparados com os doadores de sangue
sem infecgdo pelo HTLV-1. O poder do estudo com este N € de 81%.

Os individuos com sorologia positiva para HTLV-1 foram contactados
pessoalmente e/ou por carta e, apos a confirmagio da positividade sorologica pelo teste de
Western blot, entraram no estudo apds assinatura do termo de consentimento. Mensalmente
foram contactados nestes dois servigos de transfusdo de sangue em média 20 individuos
com sorologia positiva para HTLV-1 dos quais cerca de 80% tiveram o resultado da
sorologia confirmado pela técnica de Western blot. Os individuos que tiveram sorologia
positiva comegaram a ser contactados em dezembro de 1997 e até agosto de 1998 ja tinham

sido cadastrados 140 doadores de sangue HTLV-1 positivos. Os 100 primeiros individuos
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que compareceram ao Servico de Imunologia foram selecionados para participagdo do
estudo da prevaléncia de S. stercoralis. Paralelamente, 100 doadores com sorologia
negativa para HTLV-1 (ELISA ou Western blot), os quais constituiram o grupo controle
para a avaliagdo da prevaléncia de infecgdo pelo S. stercoralis foram incluidos no estudo.
Os 200 pacientes realizaram trés exames parasitologicos de fezes pela técnica de
Baermann e pelo método de Hoffman. Para efeito de analise comparativa, foram, também,
incluidos neste material, os dados de parasitologico de fezes realizados pelos métodos de
Baermann e Hoffman, de 100 pacientes acompanhados no ambulatorio do Hospital
Universitario Prof Edgard Santos (HUPES). Nio foi realizada sorologia para HTLV-1

nestes 100 pacientes do HUPES.

3.12 Voluntarios participantes dos estudos sorolégicos e do teste de
hipersensibilidade imediata

Para os estudos imunologicos, especialmente determinacdo de IgG, IgE e teste
cutaneo de hipersensibilidade imediata, dois grupos de individuos foram formados sendo o
grupo hum constituido de pacientes coinfectados com S. stercoralis e HTLV-1 e o grupo
dois constituido de pacientes com infec¢io pelo S. stercoralis sem HTLV-1. Constituiram
o primeiro grupo além de 16 doadores de sangue que participaram do estudo da
prevaléncia de estrongiloidiase, mais 11 individuos que apresentavam esta coinfec¢ao,
perfazendo um total de 27 individuos. Estes 11 individuos foram selecionados entre
doadores de sangue e pacientes acompanhados pelo Nucleo de Neurologia do Hospital
Universitario Prof. Edgard Santos que foram encaminhados ao servigo de Imunologia por

apresentarem parasitologico de fezes positivo para S. stercoralis. O grupo controle foi
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constituido de 40 individuos que apresentavam estrongiloidiase e sorologia negativa para
HTLV-1. Quatro destes individuos foram recrutados do estudo de prevaléncia de infecg@o
pelo S. stercoralis € 36 individuos eram residentes em uma vila no interior do estado (Corte
de Pedra), area endémica de leishmaniose tegumentar, localidade onde pesquisadores do
servigo de Imunologia realizam trabalho de campo. Estes 36 individuos ndo apresentavam
historia clinica de leishmaniose cutinea ou mucosa. Foram excluidos do estudo pacientes
em uso de corticosterdides € ou outros imunossupressores, ou com doengas consumptivas

que levam a um estado de imunodepressao.

3.1.3 Voluntarios participantes dos estudos de resposta imune celular

Os participantes dos estudos in vitro da resposta imune (determinag@o de citocinas)
foram divididos em trés grupos: o primeiro grupo foi constituido de pacientes coinfectados
pelo HTLV-1 e S. stercoralis (n=20), o segundo grupo foi formado por pacientes com .
stercoralis sem infecgdo pelo HTLV-1 (n=20) e o terceiro grupo foi constituido de
pacientes com HTLV-1 sem estrongiloidiase (n=26). Todos estes individuos fizeram parte
do estudo da prevaléncia de infecgdo pelo S. stercoralis ou do estudo do teste sorologico e
do teste de hipersensibilidade imediata.

Todos os participantes do estudo foram informados sobre a natureza da pesquisa a
voluntariedade na participagdo do estudos e os prejuizos e beneficios oriundos deste
trabalho. O presente trabalho foi aprovado e seguiu as normas do comité de ética da
Fundagio Oswaldo Cruz e do Hospital Universitario Prof. Edgard Santos. A medicagio
para o tratamento de estrongiloidiase foi fornecida gratuitamente, como também o

tratamento para outras parasitoses intestinais que foram documentadas. Estes pacientes
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foram aconselhados com referéncia a infecgdo pelo HTLV-1 e informados que serdo
contactados caso venha a aparecer um tratamento para esta infec¢do, como também
encaminhados para uma avaliagdo neurologica. Foram também informados da importancia
de repetir o exame parasitologico de fezes periodicamente € de que caso viessem a
apresentar diarréia em qualquer periodo da vida deveriam procurar um médico devido a

importincia da associagio entre estrongiloidiase e a infecgdo pelo HTLV-1.

3.2 DIAGNOSTICO DE ESTRONGILOIDIASE

O diagnostico de estrongiloidiase foi feito através da documentagdo de larvas de 5.
stercoralis nas fezes. Um total de trés exames parasitologicos de fezes através da técnica de
Baermann foi realizado por cada paciente. Estes exames foram realizados no laboratorio de
parasitologia da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da Bahia (UFBA).
Concomitantemente foram feitos trés exames de sedimentagdo através da técnica de

Hoffman para detecgdo de ovos de outros helmintos ou cistos e trofozoitos de protozoarios.

3.3 AVALIACAO DA IMUNIDADE HUMORAL

A avaliagio da imunidade humoral foi realizada através da determinagio de IgG e IgE

contra antigeno de S. stercoralis e do teste cutneo de hipersensibilidade imediata.

3.3.1 Aantigeno de S. stercoralis

Os titulos séricos de IgE e de IgG especificos contra antigeno de S. stercoralis
foram determinados através da técnica ELISA como previamente descrito (BRASIL et al.,

1988; NEVA et al., 1998), utilizando antigeno somatico de S. stercoralis. O teste cutineo
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foi ralizado, usando o antigeno metabolico (excregio e secregdo) de S. stercoralis. Estes
antigenos foram preparados da mesma forma, a partir de larvas filarioides de S. stercoralis
cultivadas em laboratorio como previamente descrito (BRASIL et al., 1988; NEVA, 1986).
Resumidamente, larvas foram colhidas do meio de cultura através do método de Baerman e
concentradas por centrifugagdo (600g por 15 min. a 4°C). Apos centrifugag@o, foram
expostas por trés a cinco min. a hipoclorito de sodio a 0,25% para esterilizagdo da
superficie e centrifugadas por varias vezes em meio RPMI, contendo gentamicina
(100pug/ml) e rompidas por sonificagdo (quatro periodos de 20 segundos com intervalos de
4min. em banho de gelo). As larvas lisadas foram centrifugadas a 160g por 30 min. a 4°C e
o sobrenadante colhido constituiu o antigeno somaético usado no teste de ELISA. O
antigeno metabolico para o teste cutineo foi preparado incubando larvas tratadas com
hipoclorito de s6dio em meio RPMI a 33°C. Apoés separagdo das larvas por centrifugagéo e
filtragdo em Millipore, o fluido foi liofilizado, reconstituido em agua destilada e dializado
em tampdo fosfato pH 7,2 (PBS). Tanto o antigeno somatico como o antigeno metabolico
foram tratados com formalina (1:4000) a 37°C por um periodo de 14 dias e apOs
comprovagio da esterilizagdo e da auséncia de endotoxinas, o conteido foi estocado a 4°C
até o uso, na presenga de fenol a 0,4%. A concentragdo proteica do antigeno foi medida
pelo método de Lowry’s (LOWRY, 1951). Os antigenos foram gentilmente cedidos por Dr.
Franklin Neva do Laboratory of Parasitic Diseases, National Institutes of Allergy and

Infectious Diseases, National Institute of Health, Bethesda, Maryland, U.S.A.
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3.3.2 Teste cutineo de hipersensibilidade imediata com antigeno de S.
stercoralis

O teste foi realizado através de uma injegdo intradérmica contendo 0,1ml do
antigeno metabolico (3,5 pg/ml) como previamente descrito (NEVA, 1986), diluido em
salina na superficie do antebrago usando uma agulha de calibre 27mm e uma seringa para
testes alérgicos de 1,0ml. Uma quantidade igual de salina foi injetada como controle.
Quinze minutos apods a injegdo, a rea¢do foi medida por um decalque com tinta em papel de
filtro do contorno da reagdo urticariforme. Apos secagem do papel de filtro a regido
contornada foi pesada e convertida de peso para area através de um normograma. O valor
final deste teste consiste na diferenga da area da reagdo com antigeno da area da reagdo

controle. Uma diferenga igual ou maior que 35 mm? foi considerada como positiva.

3.3.3 Determinagdo de IgE especifico contra antigeno de S. stercoralis

Como previamente descrito (NEVA et al, 1998), placas de microtitulagdo
(Immulon 2; Dynatech Laboratories, Chantilly, VA) com fundo redondo foram
sensibilizadas com o antigeno somatico de S. stercoralis na concentragido de 40 pg/mi em
tampdo carbonato-bicarbonato pH 7,4 durante 24 horas a 4°C. Apos cinco lavagens com
tampio fosfato a 0,05% Tween 20 (PBS-T), foi realizado o bloqueio com PBS contendo
5% de soro albumina bovino. Apos deplegdo de IgG pelo uso da proteina G (Pharmacia
Biotechnology, Uppsala, Sweden), o soro foi adicionado as placas por 24 horas a 37°C. As
placas foram lavadas cinco vezes com PBS-T e em seguida incubadas por duas horas com

um anti IgE humana conjugada a fosfatase alcalina (Sigma, St Louis, MO, U.S.A). Apos
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lavagem com PBS-T, a reacdo foi revelada com o substrato p-nitrofenilfosfato (Sigma, St
Louis, MO, U S A), diluido em tampao carbonato-bicarbonato, 1mM MgCL2 por 30 min. a
temperatura ambiente. A reagdo foi bloqueada por adigdo de hidroxido de sodio 3M e o
resultado lido através de espectrofotdometro a 405 nm. Um pool contendo 10 soros de
pacientes com estrongiloidiase depletados de IgG através do uso de proteina G foi
estabelecido e a determinagio de IgE total foi feita antes e apOs a passagem em colunas
com pérolas de sefarose 4B recobertas com antigeno de S. stercoralis ligado a brometo de
cianogénio ativado. Este pool foi designado como curva padréo e calibrado com padrdes de
um kit comercial com concentragdes conhecidas de IgE, para que os resultados pudessem

ser expressos em Unidades Internacionais (UT).

3.3.4 Determinagio de IgG especifico contra antigeno de S. stercoralis

Placas de microtitulagdo (Linbro, Flow Laboratories Inc., Virginia, U S.A) com
fundo chato foram sensibilizadas com o antigeno somatico de S. stercoralis na
concentragdo de 2,5 pg/ml em tampdo carbonato-bicarbonato pH 7,2 durante 24 horas a
4°C. Posteriormente, foram realizadas cinco lavagens com PBS-T. Apos bloqueio com PBS
contendo 0,25% de soro albumina bovino por huma hora e cinco lavagens com PBS-T, o
soro (100 pl/pogo) foi adicionado na dilui¢do 1:32 e incubado por 30 minutos a 37°C. Os
pogos foram lavados por 5 vezes com PBS-T e incubados com 100 ul de anti IgG humana
conjugada a fosfatase alcalina por 45 min.(Sigma, St Louis, MO, USA). Os pogos foram
lavados novamente por cinco vezes € a coloragdo desenvolvida pela adigdo do substrato p-
nitrofenilfosfato ap6s 30 min. A absorvancia foi medida através de espectrofotometro a 405

nm e os resultados expressos em densidade optica (DO). O cut off considerado foi obtido
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através da média + 3 desvios padrdes dos controles negativos. Valores > cutoff foram
considerados positivos. Este teste foi padronizado no laboratério de Imunologia do HUPES

e apresenta sensibilidade de 92% e especificiddade de 82% (BRASIL et al., 1988).

3.4 AVALIACAO DA IMUNIDADE CELULAR

A avaliagdo da resposta imune celular foi feita com sangue heparinizado colhido em
veia periférica na face ventral do antebrago apos assepsia. Esta avaliagdo constou da
avaliagdo de producgdo de citocinas em células ndo estimuladas ou estimuladas com
mitogenos e antigenos de S. stercoralis. Foram determinadas a produg@o das seguintes

citocinas: IFN-y, IL-5, IL-10 e TNF-a.

3.4.1 Separagio de células mononucleares do sangue periférico

Células mononucleares de sangue periférico foram isoladas a partir de sangue
heparinizado, através de gradiente de centrifugagdo com Ficoll-Hypaque (LSM; Organon
Teknika corporation, Durham, NC). Apds separagdo, as células foram coletadas da
interface e lavadas por trés vezes em salina estéril. Depois de lavadas, as células foram
ressuspendidas em meio RPMI (GIBCOBRL, Grand Island, NY) suplementado com 10%
de soro AB+, glutamina e gentamicina, ¢ ajustadas a uma concentragio de 3 X 10%ml. A

viabilidade celular determinada através da coloragdo de azul de tripano foi superior a 98%.

3.4.2 Dosagem de IFN-y, IL-5, IL-10, TNF-a

Células mononucleares (3 X 10°ml) foram cultivadas em' meio RPMI,

suplementadas com 10% de soro AB+ na presenga de antigeno de S. stercoralis (01 pg/ml)
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(apenas nos pacientes com estrongiloidiase), mitogeno PHA (dilui¢do final 1:10) ou na
auséncia de estimulo, a 37°C 5% COZ. Apos incubagdo por 72 horas o sobrenadante destas
culturas foram colhidas e os niveis de Interferon-y, IL-5, IL-10 ¢ TNF-o foram dosados
através da técnica de ELISA (técnica sanduiche), utilizando-se reagentes comercialmente
fabricados (Genzyme Corp., Cambridge, MA, USA). Uma curva padrio foi utilizada para

expressar os resultados em pg/ml.

3.5 TESTES SOROLOGICOS PARA HTLV-1

Titulos séricos de anticorpos anti-HTLV-1 foram determinados através da técnica
de ELISA (Cambridge Biotech Corp., Worcester, MA, U.S.A). Amostras positivas foram
entdo, submetidas a confirmagdo sorologica e a discriminagdo entre HTLV-I ¢ HTLV-II
que foi feita através da técnica Western blot (HTLV Blot 2.4, Genelabs, Science Park
Drive, Singapore). Os resultados do Western blot foram interpretados de acordo com as
instrugdes do fabricante: a) HTLV-I positivo: reatividade para o GAG p24 com ou sem p19
e 2 proteinas do envelope (ENV) (gd21 e rgp 46-1); b) HTLV-II positivo: reatividade para o
GAG p24 com ou sem p19 e 2 ENV (gd21 e rgp 46-1II); ¢) HTLV positivo: reatividade para
o GAG pl9, p24 e ENV gd21; d) Indeterminado: detec¢do de bandas especificas para
HTLYV, porém n3o preenchendo os critérios de positividade para HTLV-1, HTLV-1I ou
HTLV; e) HTLV negativo: nenhuma reatividade para bandas especificas para o HTLV. As
células de pacientes sorologicamente positivos e indeterminados foram avaliadas através da
técnica de reagdo de polimerase em cadeia (PCR) para diferenciagdo dos tipos e para
determinagdo da positividade respectivamente. Estes exames foram realizados no

Laboratorio Avangado de Saude Publica (LASP) na Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

A freqiiéncia de infecgdo pelo S. stercoralis e por outros parasitos intestinais entre
dois grupos foram comparadas usando o teste Qui Quadrado. Para comparar a positividade
do teste sorologico (IgG) e do teste cutdneo entre dois grupos foi utilizado o teste exato de
Fisher. A comparagdo dos dados imunologicos foi realizada usando o teste ndo paramétrico
Mann Whitney. Estes testes foram realizados, utilizando o programa de estatistica
PRIMER. As correlagdes foram avaliadas, utilizando o teste nio paramétrico de Spearman

e o programa de estatistica usado foi o "In Stat" para computador Macintosh.
progr p p



4 RESULTADOS

4.1 Dados epidemiologicos e freqiiéncia de estrongiloidiase e outras
parasitoses intestinais em doadores de sangue com sorologia positiva €
negativa para HTL V-1

Os dados de sexo, idade dos 200 doadores de sangue com sorologia positiva
(n=100) e negativa (n=100) para HTLV-1 sdo apresentados na tabela 1(A), enquanto
que os dados sobre o grau de instrugio e os fatores de risco dos 100 doadores de sangue
com sorologia positiva para HTLV-1 sdo apresentados na tabela 1(B). No grupo com
sorologia positiva para HTLV-1 a relag@o sexo masculino/sexo feminino foi de 2,4/1. A
idade dos individuos variou de 18 a 58 anos, com média e desvio padrdo de 38 + 10. O
grau de instrugio foi dividido em quatro niveis: analfabeto (nivel 0), 1° grau incompleto
(nivel 1), 1° grau (nivel 2), 2° grau (nivel 3) e nivel superior (nivel 4). A maioria dos
doadores HTLV-1 positivos tinham até o 1° grau (57%) e 43% tinham o 2° grau ou nivel
superior. Os fatores de risco avaliados com relagdo as possiveis fontes de transmissdo do
virus foram uso de drogas, transfuso prévia, historia de homossexualismo e
promiscuidade (mais de quatro parceiros sexuais por ano). Estes dados foram colhidos
em uma nova entrevista, vide ficha de avaliagdo no anexo 1, visto que estas informagdes
foram negadas pelos doadores na triagem prévia a transfusdo. Nenhum doador relatou
uso de drogas e somente uma minoria apresentava historia de transfusdo sanguinea
prévia (12%), prosmicuidade (13%). Adcionalmente, quando questionamos a respeito do
aleitamento materno, 93 doadores com sorologia positiva para HTLV-1 sabiam esta
informagdo. Destes 93 doadores, 87 (93,5%) tinham historia de aleitamento materno. Em

relagdo ao tempo de amamentagdo 33 (38%) destes 87 doadores ndo sabiam esta



informag@o, enquanto que sete doadores dos que sabiam esta informagdo tinham historia
de aleitamento materno < seis meses e 47 (54%) tinham historia de aleitamento materno
> seis meses. No grupo de 100 doadores com sorologia negativa para HTLV-1 a idade
varioi de 18 a 58 anos com média e desvio padrio de 34 + 10 e a relagdo sexo
masculino/feminino foi de 2,2/1. Foram analisados, também, os resultados de testes
sorologicos para outras doengas tais como: sifilis, hepatite B e hepatite C (tabela 2) nestes
dois grupos. Aqueles com sorologia positiva para HIV ndo fizeram parte do estudo. Houve
diferenga estatisticamente significante em relagdo a sorologia para sifilis (VDRL), quando
comparamos os dois grupos. Dos 10 doadores com infecgdo pelo HTLV-1 e sorologia
positiva para sifilis apenas trés tinham historia de promiscuidade associada.

TABELA 1

A. Idade e sexo de doadores de sangue com sorologia positiva € negativa para para
HTLV-1

Variaveis HTLV-1 positivo (n=100) | HTLV-1 negativo (n=100)
Idade 38+ 10 34+10
Sexo ( M/F) 2,4/1 2,2/1

B. Aspectos epidemiologicos de doadores de sangue com sorologia positiva para
HTLV-1

Variaveis HTLV-1 positivo (n=100)
Estado civil (C/S) 2,21
Grau de instrugdo : 0 03
1 31
2 23
3 33
4 10
Fatores de risco:
1. Uso de drogas 0
2. Transfusdo prévia 12.

3. Promiscuidade (mais de 04 parceiros por ano) 13
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Tabela 2
Aspectos sorologicos (sifilis, hepatite B, hepatite C) de 100 doadores de sangue
HTLV-1 positivos e 100 doadores de sangue HTLV-1 negativos

Sorologias associadas Nuimero de individuos com teste valor de p
sorologico positivo

HTLV-1 positivo | HTLV-1 negativo
Sifilis 10 01 0,01
Hepatite B 05 08 0,56
Hepatite C 02 02 0,61

Teste Qui-quadrado

A freqiiéncia de infecgdao causada pelo S. stercoralis determinada pelo encontro
de larvas no exame de Baermann em doadores de sangue HTLV-1 positivos e HTLV-1
negativos € mostrada na tabela 3. Nos individuos HTLV-1 positivos a freqiiéncia de
infecgdo pelo S. stercoralis foi maior (16%) do que nos individuos HTLV-1 negativos,
nos quais a frequéncia foi de 8%, porém esta diferenga nio foi estatisticamente
significante (p = 0,128). A frequéncia de positividade do exame de Baermann e da
sorologia (1gG anti S. stercoralis) em 100 doadores com sorologia positiva para HTLV-
1 esta mostrado na tabela 4. Dos 16 individuos com Baermann positivo, 14
apresentavam sorologia positiva para S. stercoralis. Em 9 casos o exame de Baermann
foi negativo e a sorologia para IgG foi positiva. Nestes casos foi negada a historia prévia
de infecgdo pelo S. stercoralis assim como uso de anti helminticos nos Gltimos 12 meses.
A sensibilidade do teste sorologico (IgG anti S. stercoralis) em pacientes com HTLV-1
foi de 87% e a especificidade neste mesmo grupo foi de 90%. A freqiiéncia de outras
parasitoses intestinais em pacientes HTLV-1 positivos ¢ HTLV-1 negativosié mostrada

na tabela 5. A frequiéncia de parasitos detectados no exame parasitologico de fezes foi



sempre maior no grupo HTLV-1 positivo exceto com relagdo ao parasito Enterobius
vermicularis e ao parasito Giardia lamblia cuja positividade foi igual nos dois grupos.
Em virtude da nédo existéncia de um estudo recente com relagio a freqiiéncia de
infeccdo pelo S. stercoralis e por outras parasitoses intestinais na populagdo de Salvador,
e considerando a possibilidade da existéncia de um viés na amostra do grupo controle
HTLV-1 negativo, os resultados acima obtidos foram comparados com o observado em
pacientes do ambulatéorio do HUPES. A frequiéncia de infeccdo causada pelo S.
stercoralis determinada pelo encontro de larvas no exame de Baermann em doadores de
sangue HTLV-1 positivos e pacientes do ambulatorio do HUPES € mostrada na tabela 6.
Nos individuos HTLV-1 positivos a freqiéncia de infecgdo pelo S. stercoralis foi maior
(16%) do que nos pacientes do amblatorio do HUPES, nos quais a frequéncia foi de 4%
(p = 0,01). A frequiéncia de outras parasitoses intestinais em pacientes HTLV-1 positivos
e em pacientes do amblatério do HUPES ¢é mostrada na tabela 7. A freqiiéncia de
parasitos detectados no exame parasitologico de fezes foi sempre maior no grupo

HTLV-1 positivo.

Tabela 3
Frequéncia de infecg¢do pelo S. stercoralis em 100 doadores de
sangue com sorologia positiva € 100 doadores de sangue com
sorologia negativa para HTLV-1

Grupos Numero de pacientes com %
Baermann positivo

HTLV-1 positivo 16/100 16%

HTLV-1 negativo 8/100 8%

Teste Qui-quadrado
p=0,128



Tabela 4
Frequiéncia de positividade do exame de Baermann e da sorologia
(1gG) para S. stercoralis em 100 doadores de sangue com sorologia
positiva para HTLV-1

Teste diagnéstico Frequéncia %
Exame de Baermann + 16/100 16%
1gG anti S. stercoralis + 23/100 23%
Baermann + e IgG + 14/100 14%
Baermann + e 1gG - 2/100 2%
Baermann —e IgG + 9/100 9%
Tabela 5

Freqii€ncia de parasitoses intestinais em 100 doadores de sangue HTLV-1 positivos e
100 doadores de sangue HTLV-1 negativos

Parasitose intestinal HTLV-1 positivo (%) HTLV-1 negativo (%) valordep

Trichocephalus trichiurus 17/100 (17%) 14/100 (14%) 0,69
Ascaris lumbricoides 15/100 (15%) 9/100 (9%) 0,27
Schistosoma mansoni 10/100 (10%) 4/100 (4%) 0,16
Ancilostomo duodenalis 6/100 (6%) 4/100 (4%) 0,74
L.nterobius vermicularis 1/100 (1%) 1/100 (1%) 0,47
Entamoeba histolytica 6/100 (6%) 4/100 (4%) 0,74
Giardia lamblia 2/100 (2%) 3/100 (3%) 1,00

Teste Qui-quadrado
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Tabela 6
Freqiiéncia de infecgdo pelo S. stercoralis em 100 doadores de sangue

com sorologia positiva para HTLV-1 e 100 pacientes do ambulatorio do
HUPES

Grupos Numero de pacientes com %

Baermann positivo

HTLV-1 positivo 16/100 16%

Pacientes do HUPES 4/100 4%

Teste Qui-quadrado
p=0,01

Tabela 7
Frequéncia de parasitoses intestinais em 100 doadores de sangue HTLV-1 positivos e
100 pacientes do ambulatorio do HUPES

Parasitose intestinal HTLV-1 positive (%) Pacientes do HUPES valor de p
Trichocephalus trichiurus 17/100 (17%) 3/100 (3%) 0,002
Ascaris lumbricoides 15/100 (15%) 2/100 (2%) 0,002
Schistosoma mansoni 10/100 (10%) 0/100 (0%) 0,004
Ancilostomo duodenalis 6/100 (6%) 0/100 (0%) 0,03
Enterobius vermicularis 1/100 (1%) 0/100 (0%) 1,0
Entamoeba histolytica 6/100 (6%) 3/100 (4%) 0,49
Giardia lamblia 2/100 (2%) 2/100 (2%) 0,61

Teste Qui-quadrado



4.2 Influéncia da infec¢do pelo HTLV-1 nos titulos ¢ na frequéncia

de anticorpos da classe IgG e IgE e na resposta ao teste cutdneo para S.
stercoralis

Com a finalidade de determinar se a infecgdo pelo HTLV-1 interfere na
positividade de testes sorologicos e no teste de hipersensibilidade imediata com antigeno
de S. stercoralis, os niveis de 1gG e IgE especificos contra antigenos parasitarios
realizados pela técnica de ELISA e os testes cutdneos com antigeno metabolico de S.
stercoralis foram avaliados em 27 pacientes coinfectados com HTLV-1 e S. stercoralis e
em 40 pacientes com estrongiloidiase, mas sem infec¢do pelo HTLV-1. No grupo com
coinfecgdo pelo HTLV-1 e S. stercoralis e no grupo com infecgdo pelo S. stercoralis
sem coinfecg@o pelo HTLV-1 as relagtes sexo masculino/feminino foi de 1,7/1 e de 1,8/1
respectivamente. A idade variou de 20 a 53 anos com média e desvio padrdo 39 + 9 no
grupo com coinfecg¢do pelo HTLV-1 e §. stercoralis e no grupo com infec¢do pelo S.
stercoralis sem coinfecgdo pelo HTLV-1 a idade variou de 8 a 49 anos com média e
desvio padrao de 26 + 14. A distribuigdo dos niveis de IgE expressos em Ul e os
resultados do teste cutineo expressos em mm’ em pacientes com estrongiloidiase sem
infecgdo por HTLV-1 e coinfectados com HTLV-1 sdo mostrados na figura 1. A média
dos titulos de IgE em pacientes sem infecgdo pelo HTLV-1 (251 + 437 Ul) foi maior (p
=0,01) que a observada em pacientes com estrongiloidiase coinfectados com HTLV-1
(74 + 94 Ul). De modo semelthante, a média dos resultados do teste cutaneo expressos
em mm’ em pacientes com S. stercoralis sem HTLV-1 (136 + 75mm?) foi mais alta (p =
0,001) do que a média deste teste em pacientes coinfectados com S. stercoralis e HTLV-
1 (74 +65mm®). Em contraste com os resultados de IgE e do teste de hipersensibilidade

imediata, ambos os grupos tiveram densidades Opticas similares nos testes de ELISA



para 1gG: 0,194 + 0,086 nos pacientes coinfectados por HTLV-1 e S. stercoralis e 0,187

+ 0,094 no grupo com estrongiloidiase sem infeccdo pelo HTLV-1 (p = 0,54 ). As

analises estatisticas foram realizadas, usando o teste ndo paramétrico Mann Whitney.
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Figura 1. Comparag@o dos niveis de IgE especifico contra antigeno
de S. stercoralis e do teste cutaneo de 27 pacientes com
estrongilodiases coinfectados pelo HTLV-1 e 40 pacientes com

estrongiloidiase sem coinfec¢io pelo HTLV-1; Mann Whitney.

Enquanto houve uma correlagdo direta entre as absorvancias de IgG e IgE

especificos contra antigeno de S. stercoralis em pacientes com estrongiloidiase sem

HTLV-1 (p = 0,01; rs = 0,39,Correlagdo de Spearman), (figura2) nenhuma correlagdo

entre estes 1sotipos foi observada no grupo que apresentava infec¢do concomitante por

S. stercoralis e HTLV-1 (p = 0,59; rs = 0,19).
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Em ambos os grupos uma correlagio direta entre a area do teste cutianeo e os
niveis de IgE especifico contra antigeno de S. stercoralis foi observada (Correlagio de

Spearman) (figura 3).
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FIGURA 2. Correlagdo entre os niveis de 1gG (DO) e IgE (UT)
especificos contra antigeno de S. stercoralis em 40 pacientes com
estrongiloidiase sem HTLV-1. p = 0,01; rs = 0,39; Correlag¢do de
Spearman.
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FIGURA 3. Correlagao entre os niveis de IgE (Ul) e o tamanho do teste cutineo (mm®)
em 27 pacientes com estrongiloidiase com coinfecgdo pelo HTLV-1 (A) e 40 pacientes

sem (B) coinfecgdo pelo HTLV-1; Correlagdo de Spearman.



Em adig¢do a uma diminuigdo dos niveis de IgE especifico contra antigenos de S.
stercoralis e do teste cutaneo no grupo com estrongiloidiase associado com infecgdo
pelo HTLV-1, o niimero de pacientes com testes positivos foi também mais baixo neste
grupo (tabela 8). Enquanto 32 (80%) dos pacientes com estrongiloidiase sem infecgdo
por HTLV-1 tiveram anticorpos da classe IgE especificos contra S. stercoralis, somente
12 (44%) dos 27 pacientes coinfectados pelo S. stercoralis e pelo HTLV-1 tiveram
anticorpos da classe IgE especificos contra S. stercoralis detectaveis através do método
ELISA (p = 0,004). A presenga de infecgdo pelo HTLV-1 também reduziu a
sensibilidade do teste cutdneo com antigeno de S. stercoralis. Enquanto no grupo de
pacientes com estrongiloidiase sem HTLV-1, o numero de individuos com teste cutidneo
positivo foi 37/40 (92.5%), no grupo com coinfecgdao por HTLV-1 a positividade do teste

cutaneo foi 16/27 (59%) (p = 0,002).

Tabela 8
Influéncia da infec¢do por HTLV-1 na freqiiéncia de anticorpos IgE especifica e na
positividade do Teste Cutadneo com antigeno de S. stercoralis

Testes Estrongiloidiase (+) Estrongiloidiase (+) Valor de P
HTLV-1 (+) N=27 HTLV-1 (-) N=40
IgE 12 (44%) 32 (80%) 0,004
Teste cutineo 16 (59%) 37 (92,5%) 0,002

Teste exato de Fisher

Todos os pacientes destes grupos tinham larvas de S. stercoralis- documentadas
nas fezes e a grande maioria deles era assintomatica em relagdo a infecgdo por S.

stercoralis. Em trés pacientes foi documentada estrongiloidiase grave (caracterizada por



diarréia intesnsa, hipoalbuminemia, perda de peso e desidratagdo) e todos estes pacientes
faziam parte do grupo com coinfec¢gdo pelo HTLV-1. Embora estes pacientes com
estrongiloidiase grave tivessem niveis de anticorpos da classe IgG especificos contra S.
stercoralis, eles ndo apresentavam niveis de IgE especificos contra S. stercoralis

detectaveis no soro, e os testes cutaneos foram negativos.

4.3 Produgdo de citocinas em culturas ndo estimuladas de individuos
infectados ou ndo pelo HTLV-1

Com a finalidade de determinar se a produgdo aumentada de IFN-y previamente
observada em pacientes portadores de HTLV-1 esta restrita a esta citocina,
determinagdo de IFN- vy, IL-5, IL-10 e TNF-a foi realizada em culturas ndo estimuladas
de 26 individuos portadores de HTLV-1 ndo infectados por S. stercoralis e em 15
controles sadios. A distribui¢do dos valores obtidos, expressos em pg/ml sio mostrados
na figura 4. A média dos niveis de IFN-y em pacientes infectados com HTLV-1 foi de
1128 + 1037 pg/ml com variagdo de 0 a 2966 pg/ml, enquanto nos individuos sadios a
meédia foi de 1 + 4 pg/ml (p <0,0001) e os niveis variaram de 0 a 15 pg/ml. A média dos
niveis de IL-5 no grupo infectado pelo HTLV-1 (220 + 287 pg/ml) com variagdo de 0 a
1126 pg/ml foi mais alta (p < 0,0001) do que a média dos niveis de IL-5 (2 £ 2 pg/ml)
com variagdo de 2 a 4 pg/ml em individuos sadios. Houve diferenga estatisticamente
significante ndo s6 com relagdo aos niveis destas duas citocinas nos grupos HTLV-1
positivos e controles, como também quanto as citocinas IL-10 e TNF-a.. A média dos
niveis de IL-10 em individuos com infec¢ao pelo HTLV-1 foi de 139 -+ 124 pg/ml e
variaram de 0 a 390 pg/ml, enquanto que nos individuos controles a média foi de 2,6 +

10 pg/ml com uma variagdo de 0 a 39 pg/ml (p < 0,0001). A média dos niveis de TNF-o
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em individuos com infec¢do pelo HTLV-1 e controles foi de 213 + 202 pg/ml com

varia¢do de 0 a 726 pg/ml e 60 £ 63 pg/ml com vartagdo de O a 159 pg/ml

respectivamente (p = 0,004). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste ndo

paramétrico Mann Whitney.
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Figura 4. Producdo de citocinas em culturas ndo estimuladas de 26
doadores de sangue com sorologia positiva para HTLV-1 e 15

controles; Mann Whitney.

Embora os niveis de IFN-y fossem em todos os casos de infecgdo pelo HTLV-1
mais elevados do que no grupo controle, houve uma grande variabilidade nos niveis
desta citoctna nos individuos HTLV-1 positivos. Com a finalidade de determinar se os
niveis de IFN-y poderiam interferir na produg@o de outras citocinas, estes individuos
foram arbitrariamente subdivididos em dois grupos: os altos produtores apresentavam
uma variagdo de IFN-y de 712 a 2966 pg/ml, enquanto que os baixos produtores de IFN-
y tinham niveis abaixo de 366 pg/ml. Foi observado que, quando os niveis de IFN-y eram

altos, os niveis de TNF-a, IL-5 e IL-10 também eram mais elevados. Na tabela 9 estdo



ilustradas as médias dos niveis de IFN~y, TNF-a, IL-5 ¢ IL-10 nos dois grupos (altos
respondedores e baixos respondedores), como também os valores de p, revelando haver
diferengas estatisticamente significantes, quando comparamos os niveis destas citocinas
nestes dois grupos. As variaveis idade, sexo, outras sorologias associadas (sifilis, hepatite
B e hepatite C) e parasitoses intestinais foram avaliadas com a finalidade de saber se
outro fator estaria influenciando nestes resultados, ndo sendo documentada associagdo

entre os niveis de IFN-vy e estas variaveis.

Tabela 9

Niveis de citocinas de culturas ndo estimuladas de individuos infectados pelo
HTLV-1 com alta ou baixa produgédo de IFN-y

Individuos infectados com HTLV-1 (n=26)
Citocinas Altos respondedores | Baixos respondedores valor de p
(n=15) (n=11)

IFN-y 1900 + 635 75 = 107 <0,0001
TNF-a 291 £ 191 107 £ 171 0,005

IL-5 332 +333 69 £ 86 0,001
IL-10 216 + 105 32+39 <0,0001

Teste Mann Whitney

Como ¢ sabido que uma resposta do tipo Th2 pode diminuir a produgido de IFN-
Y, correlagdes entre os niveis de IFN-y, IL-5 e 1L-10 foram analisadas em 26 pacientes,
apenas, com infec¢do pelo HTLV-1. Foi observada uma correlag¢do direta entre os niveis
de IL-5 e IL-10 (p = 0,0003,rs = 0,65,Correlagdio de Spearman) (figura 5), como
também houve uma correlagio direta entre os niveis de IFN-y e de IL-5 (p < 0,0001,rs =
0,73,Correlagdo de Spearman) (figura 6) e entre os niveis de IFN-y e de I1L-10 (p <
0,0001,rs = 0,79,Correlagdo de Spearman) (figura 7).
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Figura S. Correlacgdo entre os niveis de 1L-5 (pg/ml) e de IL-10 (pg/ml) em

26 doadores de sangue com infecgdo pelo HTLV-1. p=0,0003;
rs=0,65; Correlagdo de Spearman.
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Figura 6. Correlagdo entre os niveis de IFN-y (pg/ml) e de IL-5 (pg/ml)

de 26 doadores de sangue com infecgdo pelo HTLV-1. p<0,0001;
rs=0,73; Correlagdo de Spearman.
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Figura 7. Correlagdo entre os niveis de IFN-y (pg/ml) e de IL-10
(pg/ml) de 26 doadores de sangue com infec¢do pelo HTLV-1.
p<0,0001; rs=0,79; Correlagdo de Spearman.

4.4 Interferéncia da infec¢do pelo S. stercoralis na produgdo de

citocinas em culturas nio estimuladas de pacientes HTL V-1 positivos

Com a finalidade de saber se a coinfec¢do pelo S. stercoralis poderia alterar a
resposta imune nos pacientes infectados pelo HTLV-1, os niveis de citocinas (IFN-y, IL-
5 e IL-10) de culturas ndo estimuladas de 26 pacientes com HTLV-1 sem coinfecgdo
pelo S. stercoralis e de 20 pacientes com coinfeccdo pelo S. stercoralis foram
comparados. A média dos niveis de IFN-y, IL-5 e IL-10 no grupo apenas com infecgio
pelo HTLV-1 foi de 1128 + 1037 pg/ml com variagdo de 0 a 2966 pg/ml, 220 + 287
pg/ml com variagdo de 0 al126 pg/ml e 139 + 124 pg/ml com variagdo de 0 a 390 pg/ml
respectivamente. Nao houve diferenca estatisticamente significante, quando estes niveis
foram comparados com os niveis de IFN-y (919 £ 944 com variagdo de 0 a 3470 pg/ml)

(p = 0,69), com os niveis de IL-5 (115 £139 pg/ml com variagdo de 0 a 571 pg/ml) (p =



0,20) e com os niveis de IL-10 (88 + 116 pg/ml com variagido de 0 a 334) (p = 0,28) do
grupo com HTLV-1 com coinfecgdo pelo S. stercoralis (figura 8). As analises

estatisticas foram realizadas usando o teste ndo paramétrico Mann Whitney.
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Figura 8. Produgdo de citocinas (pg/ml) em culturas ndo estimuladas de
pacientes com HTLV-1 coinfectados (n=20) ou nédo coinfectados (n=26) pelo S.

stercoralis. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos;
Mann Whitney.
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4.5 Produgio de citocinas em pacientes com estrongiloidiase com e
sem coinfecc¢do pelo HTLV-1

Os niveis de citocinas (IFN-y e IL-5) em culturas estimuladas com Ag. de S.
stercoralis (1ug/ml) de 20 pacientes com estrongiloidiase sem HTLV-1 e de 20
pacientes com estrongiloidiase coinfectados com HTLV-1 foram determinados com a
finalidade de observar se a infecgdo pelo S. stercoralis esta relacionada com uma
resposta tipo Thl ou tipo Th2, como também se o virus HTLV-1 compromete esta
resposta. Enquanto o IFN-y representa uma resposta do tipo Thl, a IL-5 esta
relacionada com uma resposta do tipo Th2. A distribuigio dos valores obtidos, expressos
em pg/ml estdo representados na figura 9. No grupo com coinfecgdo pelo HTLV-1 e S.
stercoralis e no grupo com infecgdo pelo S. stercoralis sem coinfecgido pelo HTLV-1 as
relagdes sexo masculino/feminino foi de 2,3/1 e de 4/1 respectivamente. A idade variou
de 20 a 53 anos com média e desvio padrio 39 + 9 no grupo com coinfecg¢do pelo
HTLV-1 e 8. stercoralis € no grupo com infec¢do pelo S. stercoralis sem coinfecgio
pelo HTLV-1 a idade variou de 8 a 49 anos com média e desvio padrdo de 26 + 16. A
meédia dos niveis de IFN-y em pacientes, apenas, com infecgdo pelo S. stercoralis foi de
20 + 46 pg/ml com variagdo de 0 a 192 pg/ml. Estes valores foram inferiores (p = 0,01)
aos observados em pacientes coinfectados pelo S. stercoralis e pelo HTLV-1 nos quais a
média foi 919 + 944 pg/ml com varia¢do de 0 a 3470 pg/ml. Em contraste, a média dos
niveis de IL-5 (727 + 554 pg/ml) dos pacientes que apresentavam apenas infec¢io pelo
S. stercoralis com uma variagdo de 0 a 1683 pg/ml, foi bem mais alta (p < 0,0001)
quando comparadas com a média dos niveis de IL-5 dos pacientes com infecg¢@o pelo S.

stercoralis e coinfectados pelo HTLV-1. Neste ultimo grupo houve uma variagdo de 0 a
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488 pg/ml e uma média de 173 + 168 pg/ml. As analises estatisticas foram realizadas

usando o teste ndo paramétrico Mann Whitney.
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Figura 9. Produgio de IFN-y e IL-5 em culturas estimuladas com Ag.
de S. stercoralis em pacientes com estrongiloidiase coinfectados (n=20)
ou ndo coinfectados (n=20) pelo HTLV-1; Mann Whitney. Os niveis de
IFN-y nos pacientes coinfectados pelo HTLV-1 representam dados
obtidos em culturas contendo somente meio.

Com a finalidade de determinar se a produgdo de citocinas como IFN-y e IL-5
poderiam influenciar na produgdo de anticorpos da classe IgE , correlagbes foram
realizadas com os niveis de IFN-y, IL-5 e IgE especifica paia S. stercoralis em 40
pacientes com estrongiloidiases coinfectados ou ndo com HTLV-1. Como foi
demonstrado, anteriormente, os pacientes com infec¢do pelo S. stercoralis coinfectados
pelo HTLV-1 apresentam niveis mais altos de IFN-y, quando comparados com os

pacientes com estrongiloidiase sem coinfecgdo pelo HTLV-1. Ji com relagdo a IL-5, os



niveis foram superiores no grupo com estrongiloidiase sem coinfec¢do pelo HTLV-1. A
figura 10 mostra a existéncia de uma correlagio inversa entre os niveis de IFN-y e IgE
especifica para §. stercoralis (p = 0,01,rs = -0,39,Correlacdo de Spearman). Neste
mesmo grupo de pacientes, observamos uma correlagdo direta entre 1L-5 e IgE

especifica para §. stercoralis (p = 0,0001,rs = 0,57,Correlagdo de Spearman) (figura 11).
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Figura 10. Correlagio entre os niveis de IFN-y (pg/ml) e de IgE (UI) de
40 pacientes com estrongiloidiase coinfectados (n=20) ou ndo
coinfectados (n=20) pelo HTLV-1. p=0,01; rs= -0,39; Correlagdo de
Spearman.
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Figura 11. Correlagio entre os niveis de IL-5 (pg/ml) e de IgE (UI) em
40 pacientes com estrongiloidiase coinfectados (n=20) ou ndo
coinfectados (n=20) pelo HTLV-1. p=0,0001; rs=0,57, Correlagdo de
Spearman.

Estes achados ndo foram observados, quando os niveis de IFN-y e de IgE da
populagdo de individuos coinfectados pelo S. stercoralis e pelo HTLV-1 e do grupo com
estrongiloidiase sem HTLV-1 foram analisados separadamente. A despeito dos titulos de
IFN-y mais elevados do que os observados nos pacientes sem HTLV-1, a correlagao
com IgE especifica nio foi documentada quando somente o grupo.coinfectado com

estrongiloidiase e HTL.V-1 foi avaliado.



A correlagdo entre os niveis de IFN-y e de IL-5 em 40 pacientes com
estrongiloidiase coinfectados ou ndo pelo HTLV-1 é mostrada na figura 12

(p=0,01,rs= -0,37,Correlagio de Spearman).
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Figura 12. Correlagdo entre os niveis de IFN-y e IL-5 em 40 pacientes
com estrongiloidiase coinfectados (n=20) ou ndo coinfectados (n=20)
pelo HTLV-1. p=0,01; rs=-0,37; Correlagio de Spearman.
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5 DISCUSSAO
Aspectos epidemiologicos

O presente estudo representa a primeira contribui¢do na qual a freqiiéncia de
estrongiloidiase e outras parasitoses intestinais foi avaliada em doadores de sangue
portadores ou ndo da infecgdo pelo HTLV-1. Os dois grupos foram comparaveis com
relagdo a idade e sexo. A despeito de terem negados fatores de risco reconhecidamente
associados com infec¢do pelo HTLV-1 por ocasido da selecio como doadores de sangue,
em entrevista posterior, 25% dos individuos HTLV-1 positivos relataram historia de
transfusdo prévia ou promiscuidade sexual. Estes dados ndo apoiam que a via sexual e a
transfusdo sangiiinea sdo as principais vias de transmissdo do HTLV-1. Estas observagoes
estdo de acordo com a literatura que indica que o aleitamento materno representa a
principal via de transmissdo para o HTLV-1 (KAJIYAMA et al., 1986; STUVER et al,
1992), porem seria necessario o conhecimento de dados sobre o parceiro sexual do doador
como também uma comparagdo com doadores de sangue HTLV-1 negativos, para
podermos concluir qual a principal via de transmissdo no presente estudo. Com referéncia a
sorologia para outras doengas infecciosas tais como hepatite B, hepatite C e sifilis, houve
documentagdo de uma sorologia para sifilis 10 vezes superior nos doadores de sangue
HTLV-1 positivos, quando comparados com os doadores de sangue HTLV-1 negativos.
Este dado mostra a elevada infecgdo pelo 7reponema pallidum em doadores de sangue. A
razdo pela qual a evidéncia de sifilis foi maior no grupo HTLV-1 positivo do que no grupo
HTLV-1 negativo, poderia ser relacionada com historia de promiscuidade sexual, porém
apenas trés destes individuos tinham historia de promiscuidade associada. No caso seria

importante o conhecimento sobre historia de promiscuidade do parceiro sexual do doador.
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Associagdo da coinfecgao pelo HTLV-1 e S. stercoralis tem sido realizada,
comparando a frequéncia de sorologia positiva para HTLV-1 em individuos com evidéncia
ou ndo de estrongiloidiase. Embora no presente estudo a freqiiéncia de infec¢do pelo S.
stercoralis tenha sido duas vezes maior nos individuos com sorologia positiva para HTLV-
1 do que nos individuos com sorologia negativa para HTLV-1, esta diferenca ndo foi
estatisticamente significante. Vale-se frisar que a freqii€ncia de infecgdo por outros
helmintos intestinais foi também superior no grupo com infec¢do pelo HTLV-1,
principalmente com referéncia ao S. mansoni, embora essa diferenga ndo tenha atingido
significancia estatistica. Pode-se argumentar que em virtude do N da referida amostra, o
poder do estudo para esta associag@o foi somente de 41%. Neste caso, a amostra ndo foi
suficiente para detectar uma diferenga. Desta forma, ndo pode ser afastada a hipotese de
que em uma amostra maior esta significancia fosse atingida.

Outra hipdtese a ser considerada, seria a presenga de um viés de seguimento dos
pacientes, visto que foram contactados 220 individuos com sorologia negativa para HTLV-
1 e apenas 100 realizaram os parasitologicos de fezes. Estes 100 individuos que realizaram
os exames poderiam estar mais preocupados com o fato de serem portadores de alguma
parasitose e, conseqiientemente, aderiram ao estudo. Uma menor prevaléncia de S
stercoralis e de outras parasitoses intestinais encontrada nos pacientes do ambulatério do
HUPES, quando comparados com o grupo de doadores de sangue com sorologia negativa
para HTLV-1 reforca esta hipotese. Quando o grupo de individuos com sorologia positiva
para HTLV-1 foi comparado com o grupo de pacientes do ambulatoério do HUPES houve
diferenca estatisticamente significante nao s6 em relagdo a frequéncia da documentagio de
S. stercoralis, como também em relagdo a quatro outros parasitos (7. trichiurus, A.

lumbricoides, S. mansoni e A. duodenalis). Foi importante o fato de que somente
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helmintiases foram mais freqiientes nos individuos infectados pelo HTLV-=1, ndo sendo
observada diferenga entre a freqiiéncia de infecgdo pela G. lamblia e L. histolytica. Este
dado ¢ importante considerando estudos prévios que tém documentado o papel de IgE
como um mecanismo de defesa contra helmintos (DUNNE et al., 1992; RIHET et al,
1991), enquanto que a defesa contra estes protozoarios, embora nio totalmente esclarecida,
parece depender tanto da resposta imune celular como da humoral. Um relato recente
mostra uma forte associagdo entre estrongiloidiase grave e infecgdo pelo HTLV-1
(GOTUZZO et al., 1999). Nos doadores de sangue do presente estudo, a estrongiloidiase
apresentava-se sob forma assintomatica. Considerando relatos da ocorréncia de
estrongiloidiase grave em portadores de HTLV-1, existe a hipotese de que nos individuos
infectados por este virus deva haver uma maior eliminagdo de parasitos. No entanto ndo se
pode ser afastada a possibilidade de que nestes individuos, a eliminagdo do parasito nas
fezes seja menor quando ha coinfecg¢do pelo HTLV-1 e S. stercoralis. Neste caso, o HTLV-
1 facilitaria a auto-endo-infec¢do, por impedir que a eliminagio do parasito acontecesse
naturalmente nas fezes. A eliminagdo de parasitos depende do transito intestinal e da
quantidade de fluido intestinal, fatores que recentemente tem sido mostrado relacionados
com a resposta imune do tipo Th2 com participagdo de IL-4, IgE e mastocitos (AHMAD et

al, 1991; FINKELMAN et al., 1997; KING & NUTMAN, 1992; NAWA et al., 1994).



64

Aspectos imunologicos

Anticorpos da classe IgG tém sido utilizados no diagnéstico da estrongiloidiase em
inquéritos epidemiologicos tém também, contribuido na pratica clinica para o diagnéstico
das formas agudas desta parasitose e para elucidar situagdes clinicas onde a despeito da
existéncia de uma forte suspeita de infeccdo pelo S. stercoralis o exame parasitologico
persiste negativo (BIRCK et al, 1996, SATO et al., 1995). Anticorpos da classe IgE
especifico contra antigeno de S. stercoralis sio também documentados em casos de
estrongiloidiase (GENTA et al., 1989; MCRURY et al., 1986). No caso deste isotipo, a
importancia na sua detec¢io se relaciona mais com o papel da IgE no mecanismo de defesa
contra o S. stercoralis do que propriamente como um método de diagnostico. Um teste
alternativo para o diagnostico da estrongilotdiase com base na produgio de IgE poderia ser
um teste de hipersensibilidade imediata. A existéncia de um teste cutdneo com alta
sensibilidade e especificidade pode contribuir de modo relevante para o diagnostico da
estrongiloidiase devido a sua simplicidade e a rapidez dos resultados.

Estudos prévios tém demonstrado que a sensibilidade e a especificidade dos testes
que detectam anticorpos das classes IgG e IgE e do teste cutdneo para estrongilodiase sio
elevados (BRASIL et al., 1988; GAM et al., 1987, GENTA, 1988, MCRURY et al., 1986,
SATO et al, 1986, TRIBOULEY-DURET et al., 1976). Considerando-se a importancia
deste aspecto no diagnodstico da estrongiloidiase foi avaliado no presente estudo se a
existéncia de coinfec¢do pelo HTLV-1 poderia alterar a resposta a estes testes.

Estudos sorologicos feitos anteriormente em individuos portadores de HTLV-1 e
estrongiloidiase revelaram que anticorpos da classe IgG sdo detectados nesses pacientes

(ARAKAKI et al., 1992; NEVA et al, 1989; ROBINSON et al., 1994). Os dados do
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presente estudo confirmam estes achados e trazem como informagdo adicional, que os
titulos de IgG especifico contra antigeno de S. sfercoralis sio semelhantes nos dois grupos
(pacientes com estrongiloidiase coinfectados ou ndo pelo HTLV-1). Desta forma, a
infecgdo pelo HTLV-1 ndo interfere na positividade nem na magnitude dos titulos de
anticorpos IgG contra o S. stercoralis. Em um estudo realizado na Jamaica observou-se
diminuig¢do dos niveis de IgG1 especifica contra antigeno de S. stercoralis em pacientes
com estrongiloidiase coinfectados pelo HTLV-1, quando comparados com aqueles com
estrongiloidiase apenas, enquanto que ndo houve diferenga da subclasse 1gG4 especifica
contra antigeno de S. stercoralis entre os dois grupos (ATKINS et al, 1998). Este dado
poderia justificar o fato de ndo ter sido encontrado no presente estudo diferengas entre os
niveis de IgG especifica contra antigeno de S. stercoralis. Dando suporte a esta hipotese,
Genta em 1989 observou um predominio da subclasse IgG4 especifica contra antigeno de S.
stercoralis nos pacientes com estrongiloidiase em relagdo aos outros isotipos de IgG. Por
outro lado, desde que ha na infecgdo pelo HTLV-1 um grande predominio de atividade Th1
e como IgG4 se relaciona com uma ativagdo de células Th2, € possivel que outras
subclasses de IgG possam estar elevadas contribuindo para a ndo existéncia da diferenca
nos niveis de IgG. Estudos posteriores serdo necessarios no sentido de avaliar se a infec¢do
pelo HTLV-1 interfere nos niveis totais e antigeno especifico das subclasses de
Imunoglobulinas G. Estes dados poderiam contribuir para determinar que subclasses de 1gG
estdo relacionadas com uma produgio exacerbada de IL-2 e de IFN-y.

Em relag@o aos anticorpos da classe IgE e o teste cutaneo, foi mostrado no presente
estudo que a coinfeccdo pelo S. stercoralis e HTLV-1 leva a uma diminuigio dos niveis de

anticorpos da classe IgE especifico contra antigeno de S. stercoralis e uma negatividade do
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teste de hipersensibilidade imediata para antigeno de S. stercoralis. A maioria dos pacientes
neste estudo tinham estrongiloidiase assintomatica ou leve. Em trés pacientes todavia,
estrongiloidiase grave foi documentada. Como todos estes trés pacientes ndo tinham
anticorpos da classe IgE especificos detectaveis e os testes cutaneos contra antigeno de S.
stercoralis foram negativos, € possivel que a coinfecgdo com HTLV-1 possa mudar o curso
clinico da estrongiloidiase. Desde que a resposta aos testes de hipersensibilidade imediata
dependem de IgE, houve, como de se esperar, uma correlagdo direta entre o teste cutineo e
os nivels de IgE nos dois grupos estudados. Enquanto a negatividade dos testes
intradérmicos em pacientes com estrongiloidiase e HTLV-1 comprometem a utilizagdo
deste exame complementar no diagnostico de estrongiloidiase, a diminuigdo dos niveis de
IgE em pacientes coinfectados pode ter conseqiiéncias importantes para a doenga, devido
ao papel desempenhado por este 1sotipo na defesa contra helmintos.

Como esperado houve uma correlagdo direta entre os niveis de IgG e de IgE
especificos contra antigenos de S. stercoralis em pacientes apenas com estrongiloidiase. A
aus€ncia de significancia desta correlacdo em pacientes coinfectados com S. stercoralis e
HTLV-1 indica que nos pacientes com HTLV-1 a diferenciagdo de célula B para célula
secretora de IgE ndo ¢ feita de modo adequado. Sabe-se que os niveis de imunoglobulinas
variam de acordo com a idade e os niveis de IgE sdao mais elevados nos adultos do que nas
criangas. Como a faixa etaria dos dois grupos aqui comparados sdo diferentes, poderia ser
argumentado que o fator idade estivesse interferindo nestes resultados. Considerando,
entretanto, que criangas participaram no grupo com estrongiloidiase sem HTLV-1, que,
consequientemente tinha uma média de idade inferior ao grupo de HTLV-1 cqinfectado com
S. stercoralis, este viés era contrario aos achados observados. Na realidade, a IgE especifica

foi mais elevada no grupo com faixa etaria menor.
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Os padrées Th1 e Th2 tém contribuido para a compreensio da patogénese de varias
doengas infecciosas e de doengas alérgicas. Uma resposta com perfil Th2 € observada na
leishmaniose visceral (CARVALHO, 1995; CARVALHO et al., 1994) lepra virchowiana
(MACHADO et al., 1998) e atopia (BRADDING et al, 1994). No caso da leishmaniose
visceral e da lepra virchowiana, doengas causadas por agentes intracelulares, ha
necessidade para o controle da infecg¢do, da producdo de IFN-y que ativard macrofagos a
destruir estes agentes (BACELLAR et al., 1996; MACHADO et al., 1998). Incapacidade de
produzir esta citocina se associa, portanto, com formas mais graves destas doengas. Nas
doengas atopicas a predominante ativagido de células Th2 é responsavel pelo aumento de
IgE, imunoglobulina envolvida com os eventos iniciais de hipersenbilidade imediata.
Estudos prévios tém mostrado em cultura de células de sangue periférico de portadores do
virus HTLV-1 um aumento da produgido de IL-2 e de IFN-y (BIDDISON et al, 1997,
KUBOTA et al, 1998). Desde que a infecgdo por helmintos esta associada com uma
resposta do tipo Th2, a presenga no mesmo individuo de S. stercoralis e HTLV-1 pode
determinar como uma predominante resposta do tipo Thl altera a resposta imune contra
helmintos. No presente estudo, ficou evidente a existéncia de uma diferenga de produgio de
IFN-y e de IL-5 nas culturas estimuladas com antigeno de S. stercoralis, quando
comparamos os grupos de pacientes com estrongiloidiase com e sem coinfec¢do pelo
HTLV-1. Os niveis de IL-5 nos pacientes com estrongiloidiase nio infectados pelo HTLV-
1 foram significativamente mais altos do que os niveis no grupo sem coinfecgdo pelo
HTLV-1. Como a citocina IL-5 esta relacionada com a produgdo, diferenciagio e
maturagio de eosinofilos e estas células sdo importantes na defesa contra o S. stercoralis,

estes dados ddo suporte a idéia de que a infecgdo pelo HTLV-1 pode levar a uma



68

dificuldade na eliminagdo do parasita. Desta forma, haveria a persisténcia de larvas no trato
gastrointestinal, favorecendo o processo de disseminagio da infecg@o pelo S. stercoralis.
Esta diminui¢do da IL-5 parece estar diretamente relacionada com uma alta produgdo de
IFN-y. Na realidade, uma correlagdo inversa foi observada entre os niveis de IL-5 e IFN-y
nos pacientes com estrongiloidiase com e sem infec¢do pelo HTLV-1. Quando os grupos
foram analisados separadamente esta correlagdo ndo teve significdncia estatistica, o que
provavelmente se deve ao pequeno tamanho da amostra quando os grupos foram analisados
separadamente.

Tem sido demonstrado in vitro que IFN-y pode reduzir a produgdo espontinea de
IgE (KING et al., 1989), podendo este fato ser conseqiiéncia dos baixos niveis de 1L-4.
Neste estudo niveis de IL-4 ndo foram determinados em sobrenadante de culturas devido a
dificuldade de dosar esta citocina pelo método de ELISA neste tipo de espécime, porém
uma correlagdo inversa foi encontrada entre os niveis de IFN-y e IGE nos pacientes com
estrongiloidiase. Quando os grupos foram analisados separadamente com relagdo a
existéncia ou ndo de infecgdo pelo HTLV-1, também ndo houve uma correlagdo
significante. Como ja mencionado anteriormente, acreditamos que o tamanho pequeno da
amostra pode ter interferido neste resultado, quando a analise foi feita separadamente. Foi
demonstrado em um estudo recente que os niveis de IL-4 em sobrenadante de culturas de
linfocitos estimuladas com ionomicina ¢ PMA eram significantemente mais baixos em
pacientes com estrongiloidiase coinfectados com HTLV-1, quando comparados com os
niveis de IL-4 em pacientes apenas com estrongiloidiase (NEVA et al., 1999). Devido a
dificuldade na determinagdo de IL-4, a dosagem de IL-5 se constituiu no presente estudo como

o marcador de atividade de células Th2 . Embora a produgio de IL-4 e ndo a produgdo de IL-5
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esteja relacionada com a sintese de IgE, quando os dados de IL-5 (representando uma resposta
Th2) e este isotipo foram analisados, documentamos a existéncia de uma correlagio direta entre

IL-5 e IgE.

Perfil de citocinas no curso da infecgio pelo HTLV-1

A despeito do conhecimento de que uma intensa e ndo regulada proliferagdo
linfocitaria € a principal caracteristica resultante da infecgdo da célula T pelo HTLV-1
(HOLLSBERG et al, 1992; MACCHI et al, 1998, WUCHERPFENNIG et al., 1992)
pouco se conhece sobre o funcionamento destas células. Enquanto as observagdes
indicando a existéncia de uma redugdo da apoptose em culturas de células de individuos
infectados pelo HTLV-1 sejam concordantes (COPELAND & HEENEY, 1996), as
observagdes com referéncia a dependéncia ou nido de IL-2 na proliferagdo celular tém
mostrado resultados contraditorios. Sabe-se que a IL-2 € produzida em grande quantidade
nestes pacientes (COPELAND & HEENEY, 1996, HOLLSBERG & HAFLER,1993;
KUBOTA et al, 1997) e o papel desta citocina na manutengdo da apoptose celular em
pacientes infectados com HTLV-1 ja fot demonstrado (TSUDA et al, 1993). Mais
recentemente, foi documentado que em culturas de linfocitos nas quais a inibigdo da
proliferacdo destas células ndo foi conseguida apenas com a adigdo de anti-IL-2, quando foi
realizada a inibigdo da proliferagdo através da neutralizagido de 1L.-2 (com anti IL-2) e de
interleucina-15 (I1L-15) com anti IL-15, houve supressdo da proliferagdo linfocitaria
(WALDMANN et al., 1999), sugerindo a participagdo de IL-15 na proliferagdo destas

células.
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Considerando que a principal célula infectada pelo virus é a célula CD4 +
(RICHARDSON et al., 1990, RICHARDSON et al., 1997, WUCHERPFENNIG et al,
1992) e sendo esta célula através das citocinas que secreta, uma das principais responsaveis
pela cooperagé@o celular € modulagio da resposta imune, € relevante o conhecimento sobre
o perfil de citocinas secretadas pela células mononucleares de individuos infectados pelo
HTLV-1. Previamente ja tinha sido chamada a atenc¢do da grande produgdo de IFN-y que é
observada no sobrenadante de células de individuos infectados pelo HTLV-1 (NEVA et al.,
1998). Esta produgio ocorre na auséncia de qualquer estimulo e tem repercussdo na fungdo
de células B desde que existe uma correlagio inversa entre a produgio de IFN-y e a sintese
de IgE total (NEVA et al., 1998). No presente estudo, além da determinagio da producio
de IFN-y, os niveis de TNF-o, [L.-5 e IL-10 foram determinados no sobrenadante de
células de individuos infectados com HTLV-1 sem estrongiloidiase e em individuos
controles.

Neste estudo, foi documentado, pela primeira vez, que nio s6 IFN-y, mas outras
citocinas como TNF-q, IL-5 e IL-10 sdo significantemente mais elevadas em sobrenadante
de células ndo estimuladas de pacientes com HTLV-1 do que em individuos controles
sadios. Como os linfocitos € mondcitos representam as células mononucleares do sangue
periférico, neste sistema a produgdo exacerbada de TNF-a pode estar sendo feita por
qualquer uma destas cé€lulas. Desde que além das células CD4+ terem capacidade de
secretar TNF-a, estas células , através da produgdo de IFN-y ativam macroéfagos, levando-
os a secretar TNF-a, estudos subseqiientes serdo necessarios no sentido de determinar qual

destas células € responsavel pelo aumento de produ¢do desta citocina.
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Considerando que os niveis de TNF-ao encontram-se elevados em situagdes nos
quais ocorre uma predominante ativagao de células Thl, era de se esperar o aumento da
produg@o desta citocina em pacientes infectados pelo HTLV-1. Foi entretanto, inesperada a
observagdo da produgdo mais elevada de IL-5 e de IL-10 nas culturas de individuos
infectados pelo HTLV-1. Os macrofagos sdo fonte importante de [1.-10 e tanto a IL-5 como
a IL-10 sd3o produzidas por células Th2. Considerando-se que as citocinas secretadas pelas
células Thl e Th2 tém vanas fungdes antagonicas e que em varias situagdes onde ocorre
uma exacerbacdo de atividades das células Th2 ocorre uma supressio da produgdo de
citocinas do tipo Thl (CARVALHO et al., 1994), era de se esperar que em individuos
infectados pelo HTLV-1 devesse haver uma produgio diminuida de citocinas de perfil Th2.
Previamente, em estudos realizados no nosso meio, foi encontrada uma produg¢io diminuida
de IL-4 em culturas de células estimuladas com PMA e ionomicina em individuos
coinfectados com HTLV-1 e §. stercoralis (NEVA et al. [1998). Nao foi, entretanto,
determinado no estudo citado a produgdo de IL-4 em culturas nao estimuladas. A
documentagio de que os niveis basais de 1L-5 estdo elevados em individuos infectados pelo
HTLV-1 sugere que, tanto células de perfil Thl, como de perfil Th2, estdo ativadas na
infec¢do pelo HTLV-1, e, que, embora a produgdo de IFN-y fosse muito mais elevada que
qualquer outra citocina, ndao houve bloqueio da secregdo de IL-5.

A IL-10 é uma das principats citocinas moduladoras da resposta imune. Tem
capacidade de suprimir a sintese de citocinas por macrofagos e por células T, inibir a
proliferagdo de células T e suprimir a ativagdo de macrofagos mediada por IFN-y
(CARVALHO, 1995). A IL-10 suprime de modo importante a sintese de TNF-a

(FIORENTINO et al., 1991), e por esta razdo, ¢ considerada uma importante citocina na
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modulagdo do processo inflamatorio. No homem, o papel de IL-10 na desregulagdo da
resposta imune a agentes infectantes tem sido documentada. Por exemplo, em pacientes
com leishmaniose visceral existe uma supressdo da proliferagio linfocitaria e da producgio
de IFN-y, fun¢des que podem ser restauradas in vitro por adi¢do de anticorpos monoclonais
anti-IL-10 e a consequente neutralizagdo desta citocina (CARVALHO et al., 1994). Como
em pacientes com HTLV-1 existe uma produgdo elevada de IFN-y, era relevante se
determinar a produgdo de IL-10 nestes individuos. Foi observado que os niveis de IL-10
eram também significativamente mais elevados em portadores do virus HTLV-1 do que em
controles sadios.

A despeito da exacerbada produg@o de IFN-y observada no curso da infecgdo pelo
HTLV-1, esta produgdo ndo estd tdo elevada em todos os individuos infectados. Na
verdade, existe uma grande variabilidade na produgdo desta citocina. Como foi citado
anteriormente, uma das principais citocinas que modula a produgdo de IFN-y é a IL-10.
Desta forma, ¢ possivel que esta variabilidade na produgido de IFN-y estivesse por conta da
maior ou menor secre¢do de 1L-10. Neste caso, deveria se esperar uma correlagdo inversa
entre os niveis destas citocinas. Diferente do esperado o resultado aqui apresentado foi da
existéncia de uma correlag@o direta entre estas citocinas. Alias, esta foi a tendéncia, quando
foi feita a correlagdo dos niveis de IFN-y com todas as citocinas determinadas. Ou seja, os
niveis de IL-5 e de TNF-a foram mais elevados nos altos produtores de IFN-y do que nos
baixos produtores. Desta forma, € possivel que esta produgdo aumentada de IL-10 nestes
individuos seja consequéncia direta da estimulag@o da sintese de citocinas Th2 causada pela
infecgdo viral. Alternativamente, poder-se-ia argumentar que a elevagio de IL-10

observada nos altos produtores de IFN-y reflete uma tentativa do organismo em suprimir
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esta grande produgdo de IFN-y. Neste caso haveria elevagio de IL-10 a qual, entretanto,

ndo seria capaz ou teria a capacidade reduzida de modular a produgio de IFN-y.
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6 CONCLUSOES

e A prevaléncia da infec¢do pelo S. stercoralis em doadores de sangue foi duas vezes
maior no grupo com infecgdo pelo HTLV-1, quando comparado com o grupo sem
infecgdo pelo HTLV-1 (p=0,128). Em relag¢@o aos pacientes ambulatoriais do HUPES

esta diferenca foi quatro vezes maior (p=0,01).

e A infecg@o pelo HTLV-1 ndo interfere nos niveis de IgG especifico contra antigeno de
S. stercoralis, podendo este teste ser usado no diagnostico da estrongiloidiase mesmo

em pacientes coinfectados com este virus.

e O grupo de pacientes coinfectados pelo S. stercoralis e HTLV-1 apresentou uma
diminuigdo dos niveis de IgE especifica contra antigeno de S. stercoralis (p = 0,01) e do
tamanho do teste de hipersensibilidade imediata (p = 0,001), quando comparados com o

grupo com estrongtloidiase sem coinfecgio pelo HTLV-1.

¢ Enquanto a positividade do teste sorologico para IgE e do teste cutdneo foi de 80% e de
92,5% respectivamente nos pacientes com estrongiloidiase, nos pacientes coinfectados
com S.stercoralis € HTLV-1 a positividade destes testes foi de 44% e 59%

respectivamente (p = 0,004 e p = 0,002).

¢ Em individuos somente infectados pelo HTLV-1 ocorre uma produgdo espontinea de
citocinas IFN- vy, IL-5, IL-10, TNF-a. e existe uma correlagio direta entre producéo de

IFN-y e destas citocinas.



75

Pacientes coinfectados por HTLV-1 e S.stercoralis apresentam uma diminuigdo dos
niveis de IL-5 (p=0,001) e um aumento de produgio de IFN-y em culturas estimuladas
com antigeno de S. stercoralis, quando comparados com pacientes com estrongiloidiase

sem coinfec¢do pelo HTLV-1.
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Anexo 1

FICHA EPIDEMIOLOGICA DOS PACIENTES COM HTLV-1

IDENTIFICACAO

Nome Idade
Estado civil
Cor (B) (MC) (MM) (ME) (N)  Profissdo

Endereco

Telefone para contato
Naturalidade Até quando viveu la Outras localidades
onde residiu Desde quando reside na ultima
localidade
Local de atendimento ( )Ambulatoério ( )Enfermaria Leito

Data de admissao

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

1- Nivel de escolaridade( )nunca estudou( )1°grau incompleto( )1°grau( )2°grau
()3°grau
2- Conjuge vivo? (S) (N) Numero de filhos Foram amamentados?
Quantos?
3- Ja viveu fora do Brasil? (S) (N) n°® de vezes
locais
4 - Ja trabalhou na area de satude? (S) (N) n° de vezes locais
5 - Foi amamentado(a) (S) (N) Durante quanto tempo
6 - Mae viva Patologias da mie relacionadas ao HTL V-1
7 - Ja recebeu transfusdo de sangue ou derivados (S) (N) n° de vezes
8 - Ja foi submetido a hemodialise? (S) (N)
9 - Ja fez uso de drogas injetaveis (S) (N)
10 - Atividade sexual
e Numero médio de parceiros: ( )apenas 1; ( )menos de 3 por ano ( )4 al0 por ano; ()
mais de 10 por ano
e Faz uso de preservativos? ( )sempre ( )nunca ( )esporadicamente
Ja manteve alguma atividade homossexual? (S) (N)
Ja pagou para manter atividade sexual? (S) (N)
Ja recebeu dinheiro para manter atividade sexual? (S) (N)
Ja teve alguma DST? (S) (N) qual?

Manifestagdes neurologicas
Outras manifesta¢oes
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