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RESUMO

A estrongiloidiase é uma infeccdo parasitaria causada pelo nematédeo intestinal
Strongyloides stercoralis. Esse parasito pode realizar um processo de autoinfeccdo
gracas a producao do horménio ecdisona pela fémea do parasito, que tem analogia
com um produto resultante da metabolizacdo dos corticoides. A utilizacdo exacerbada
desses farmacos pode favorecer o aparecimento do ciclo de autoinfecgdo, dado o
aumento da concentracdo do analogo hormonal provocando casos graves como a
Sindrome da Hiperinfeccdo ou ainda a disseminacdo hematogénica de
enterobactérias. Aproximadamente 50% dos pacientes com o diagnéstico das formas
graves podem evoluir para o 6bito. As variagdes hormonais encontradas em mulheres
favorecem situacdes de imunocomprometimento, além disso, sabe-se que diversos
pacientes diagnosticados com COVID-19 foram submetidos a corticoterapia para
tratamento sobretudo da tempestade de citocinas pulmonar. Diante disso, o estudo
teve como objetivo realizar o diagnéstico soroldgico da estrongiloidiase em pacientes
com histérico de COVID-19. As pacientes foram divididas em dois grupos
contemplando o histérico da infec¢do diagnosticada do SARS-CoV-2 (Grupo | sem
histérico e Grupo Il com o historico). Amostras de soro foram coletadas para realizacéo
do ELISA utilizando o antigeno de membrana de Strongyloides venezuelensis para
deteccdo de anticorpos especificos. O grupo | (n=35, média de idade de 25,6 anos)
apresentou 5,71% de positividade para estrongiloidiase, enquanto que o grupo Il
(n=26, média de idade de 23,6 anos) apresentou 15,38%. Nenhuma das pacientes
que testou positivo na sorologia refere “tratamento profilatico” com Ivermectina para
COVID-19. No grupo Il apenas uma paciente com sorologia positiva (25%) refere ter
tomado medicamento corticoide para infecgcdo pelo SARS-CoV-2. Em relacdo a
realizacdo do exame de fezes, apenas uma paciente do grupo | com sorologia positiva
afirma realizar periodicamente, todas as demais deste grupo e do grupo Il afirmam
gue nao realizam. Observa-se que houve maior nimero de casos de sorologia positiva
para estrongiloidiase no grupo com histérico de COVID-19.

Palavras-chave: estrongiloidiase, sorologia, Covid-19.
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1. INTRODUCAO

1.1. Estrongiloidiase

Strongyloides stercoralis € o0 agente causador da estrongiloidiase em
paises tropicais e subtropicais como o Brasil 1. Estima-se que mais de 600
milhGes de pessoas estejam infectadas com o parasito em todo o mundo. A
doenca tem amplo espectro de manifestacdes, que variam desde assintomatica
e cronica até hiperinfeccdo e estrongiloidiase disseminada dependendo do
estado de imunocomprometimento por alguma doenca de base ou induzido pela

utilizacdo de medicamentos como os cortidoides?2.

Os humanos podem adquirem a estrongiloidiase externamente pela
penetracdo ativa da larva filarioide na pele (ciclos direto e indireto) ou a partir de
autoinfeccdo®. As larvas filarioides (L3) penetram na pele de um hospedeiro
suscetivel e alcancam a corrente sanguinea, se deslocam aos capilares
alveolares dos pulmdes, alcancam a arvore brénquica, a traqueia e a faringe em
conjunto com o muco produzido. Nos pulmdes passara pelo processo de ecdise
larval se transforando de L3 para L4 e de L4 para L5. Esta larva L5 rompera os
alvéolos ascendendo pela arvore brénquica e chegando a faringe. Sera deglutida
atingindo o trato gastrointestinal, permanecendo na lamina prépria do duodeno
e jejuno proximal. Nessa fase completa o seu desenvolvimento em fémeas
parasitas que eliminacdo ovos por partenogénese. Este ovo logo se rompe
eclodindo a larva rabditoide (L1) na luz do intestino delgado. Essa larva é
eliminada juntamente com o material fecal com o auxilio do peristaltismo
intestinal, e no ambiente sofre transformacdes (de L1 para L2 e de L2 para L3)

e se torna a forma infectante do parasita, chamada de larva filarioide®.

Trés tipos genéticos de ovos podem ser produzidos pelas fémeas
parasitas, que podem dar origem a trés tipos de larvas rabditoides: as que se
diferenciam em larvas filarioides infectantes, as que originam vermes adultos de
vida livre que produzem novas geracdes de larvas, e as que produzem formas

filarioides infectantes no proéprio intestino ou a margem do anus*®,



O ciclo direto ocorre quando as L3 penetram na pele do hospedeiro,
alcancam a circulacéo, o coracao e os pulmdes, passam pela arvore bronquica
e chegam a faringe, podendo ser expulsas ou novamente deglutidas, e, no

intestino delgado, se transformam em fémeas parasitas®.

No ciclo indireto, as larvas rabditoides sé&o eliminadas juntamente com as
fezes e se diferenciam em machos e fémeas de vida livre apds sofrerem
transformacdes no solo. Os vermes adultos apresentam morfologia bastante
distinta da fémea parasita presente no hospedeiro, e apos a copula, as fémeas
produzem milhares de ovos, que abrigam as larvas rabditoides. Essas larvas
evoluem para larvas filarioides infectantes, que penetram na pele do

hospedeiro®.

Por fim, o ciclo de autoinfeccéo é marcado pela transformacao das larvas
rabditoides em larvas filarioides infectantes no préprio intestino, na regido anal
ou na perianal, sem a invasao ou influéncia do ambiente externo. Decorrente
disso, penetram na mucosa, alcancam a corrente sanguinea e realizam o ciclo
direto. Esse ciclo resulta na multiplicacdo do numero de vermes no hospedeiro
e na perpetuacao da infeccdo por varios anos ou décadas, sem que haja
necessidade de reexposicdo ao parasito. Além disso, pode resultar na
hiperinfecgdo, que corresponde a um processo acelerado de autoinfecgéo

interna podendo atingir outros érgéos e sistemas®.

A estrongiloidiase costuma cursar de forma assintomatica em individuos
imunocompetentes, e, quando ha o surgimento de sintomas, pode apresentar
inicialmente desconforto ou coceira na regido da penetracdo larval.
Posteriormente, de modo geral, a infeccdo pode apresentar sintomas
inespecificos em mdltiplos sistemas, com predominadncia no sistema

gastrointestinal, dermatolégico e respiratério”2.

Dessa maneira, 0s sintomas mais habituais s&o inchagco abdominal, azia,
prisio de ventre ou diarreia, diminuicdo do apetite, fraqueza e dores
disseminadas pelo corpo, anemia, emagrecimento, desidratacdo, astenia,
irritabilidade nervosa e depressdo. Dentre as manifestacdes respiratérias, é

possivel citar a tosse seca ou seguida de expectoracéo, febre baixa, mal-estar,



e o chiado pulmonar, e os sintomas levam um periodo de aproximadamente 2

semanas apos a infeccao inicial para se manifestarem?.

J& o inicio do quadro de hiperinfeccdo por Strongyloides pode apresentar
sintomas genéricos, tais como fraqueza, fadiga e dores disseminadas pelo
corpo. Entretanto, os principais e mais importantes sintomas também estéo
relacionados ao sistema digestivo, podendo ser citados como exemplo acessos
de diarreia ou constipacao intestinal, desconforto abdominal ou coélicas, nauseas
e vomitos. Como h& acometimento do duodeno, a possibilidade de ulceras
pépticas com acompanhamento de dor ao alimentar-se ndo deve ser

descartada®®.

Para a diminuicdo do risco de hiperinfeccdo por Strongyloides, é
recomendado que o tratamento seja aplicado tanto em pacientes sintomaticos
quanto em assintomaticos, sendo o principal medicamento usado a ivermectina.
Esse medicamento € utilizado em substituicdo ao albendazol e o tiabendazol,
drogas anteriormente utilizadas. Em comparacao a eles, a ivermectina apresenta
menos efeitos colaterais e a mesma eficacia, e o seu uso é associado a grande
erradicacdo de larvas e a baixa toxicidade. Desse modo, quando utilizada no
periodo de 1 a 2 dias, com administracdo de 200 pg/kg/dia, apresenta cura de

97% dos casos de estrongiloidiase em sua forma intestinal310.11,

A profilaxia da estrongiloidiase consiste em acfes que minimizem a
contaminac¢ao da populacéo, tal como o uso de calcados, a educacédo sanitaria
e civica da populacéo, o uso de fossas ou privadas com tratamento de esgoto, o
acesso ao saneamento basico e o tratamento dos individuos parasitados, que

podem constituir grandes fontes de transmissao®.

1.2. Diagndstico da estrongiloidiase

O diagnostico da estrongiloidiase consiste na observagdo de larvas
principalmente nas fezes. As técnicas parasitoldgicas de rotina como Baermann-
Moraes e Rugai sdo as mais indicadas, pois baseaim-se no termohidrotropismo
positivo larval, mas apresentam baixa sensibilidade, devido a intermiténcia de

liberacdo de larvas. Nesse contexto as técnicas de cultura parasitolégica como
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cultura em placa de agar, Harada-Mori (cultura em papel filtro) e a técnica de
Loos (cultura em carvdo) ganharam importancia, pois aumentam
consideravelmente a sensibilidade do método, porém a desvantagem € o tempo
necessario para obtencdo de resultados apreciaveis (Costa-Cruz et al., 2003;
Paula et al., 2013).

As técnicas soroldgicas surgem como alternativas e complementares ao
diagnostico parasitolégico e apresentam a vantagem de ndo necessitar da
observacéo de larvas nas fezes. Diversas técnicas vém sendo relatadas na
literatura, mas o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a imunodeteccéo de bandas
imunogénicas (Western-blotting) vem se destacando das demais. Neste
contexto, estudos de variagbes antigénicas como o de Corral et al., (2015), que
utilizaram as fracdes sollvel e de membrana de Strongyloides venezuelensis,
vem se destacando, pois possuem altas sensibilidade e especificidade (superior
a 90% em ambos o0s casos) podendo ser utilizadas em inquéritos

soroepidemiolégicos como o estudo de Toledo et al., (2019).

O desenvolvimento e aprimoramento de métodos de diagndéstico
moleculares também vém sendo relatado na literatura. Recentemente Buonfrate
et al. (2018) realizaram uma reviséo sistematica sobre o tema e concluiram que
tanto a PCR convencional como a PCR em tempo real podem ser utilizados
como testes confirmatérios diante dos valores apreciaveis de especificidade
(95,3% e 95,4%, respectivamente), porém com ressalvas para a triagem de
pacientes dada a baixa sensibilidade (61,9% e 56,5%, respectivamente). Tais
resultados reforcam o0s investimentos no desenvolvimento das técnicas

sorologicas.

1.3. O novo coronavirus (SARS-CoV-2) e a COVID-19

Em dezembro de 2019, em Wuhan, na China, iniciou-se a epidemia do
novo coronavirus (SARS-CoV-2), causada pela Sindrome Respiratoria Aguda
Grave. Ligeiramente esse virus se alastrou para outros lugares da China, assim
como para outros paises, e devido a essa rapida disseminacéo, foi declarado

estado de pandemia pela Organizacdo Mundial da Saude. Além disso, a OMS



nomeou essa nova doenga como “COVID-19”, sendo esse termo a convergéncia

entre as palavras: Corona, Virus e Doenca, indicando que teve inicio em 201912,

O coronavirus é um virus zoonético da familia Coronavidae, e recebe esse
nome devido ao formato de coroa observado durante a microscopia. Além do
SARS-CoV-2, sdo conhecidos outros tipos de coronavirus: MERS-CoV, SARS-
CoV e HCoV-OC43, que provocam outras sindromes respiratérias*s,

A transmissao ocorre por meio de uma pessoa doente para outra ou por
contato préximo por meio de goticulas de saliva, tosse, espirro, catarro,
aerossois e até por objetos ou superficies contaminadas, como celulares, mesas,

talheres, maganetas, brinquedos, teclados de computador etc'4.

Por se tratar de uma doenga nova e pouco conhecida, 0s sintomas variam
entre os pacientes, variando desde um simples resfriado até uma pneumonia
grave, sendo os sintomas mais referidos entre as pessoas: anosmia, augesia,
dispneia, tosse seca, mialgia, cefaléia, fadiga, febre e distlrbios gastrointestinais

(nauseas, diarreias, vomitos)4.

7

O diagnostico € realizado clinicamente e epidemiolégicamente pelo
meédico atendente através dos sintomas apresentados e de relatos do proprio
paciente de contato préximo ou domiciliar, nos 14 dias antecedentes ao
aparecimento dos sintomas, com caso confirmado laboratorialmente para
COVID-19 e para o qual ndo foi possivel realizar a investigacdo laboratorial
especifica. Além disso, o médico podera solicitar exames laboratoriais para
confirmar a hipétese, como o de biologia mocelular (RT-PCR), o imunoldgico, o
ensaio imunoenzimatico (ELISA), a imunocromatografia (teste rapido), o
imunoensaio por Eletroquimioluminescéncia (ECLIA) e a pesquisa de

antigenos!4.

Ainda que ndo haja terapias medicamentosas com total eficacia
direcionadas ao tratamento da COVID-19, alguns estudos clinicos estdo sendo
feitos. O uso da corticoterapia tem trazido resultados benéficos, principalmente
para 0s pacientes com sintomas graves da doencga, e a dexametasona, um
glicocorticoide com alta poténcia de acdo, esta sendo muito testada nos

pacientes em estado grave'>16,



Em contrapartida, pacientes tratados com corticoesterbides que
apresentam infeccdo por Strongyloides costumam nao apresentar bons
resultados. Isso ocorre pois 0s corticoides aumentam a apoptose de células Th2,
diminuindo, assim, o nimero de eosinoéfilos, que consequentemente irdo inibir a
resposta imune dos mastocitos, causando o agravamento da infeccdo. Além
disso, a elevacdo da concentracdo de derivados de glicocorticoides tem
afinidade com a ecdisona, que € o horménio regulador da fecundidade das
fémeas partenogenéticas e da transformacdo das larvas rabditoides em
filarioides infectantes. Com isso, 0 paciente podera apresentar um quadro de

Sindrome de Hiperinfecg¢éo por Strongyloides stercoralis?!’.

A patologia da COVID-19 é caracterizada pela rapida replicacdo do
SARS-CoV-2, o que leva a uma resposta imune exacerbada, podendo ocorrer
uma tempestade de citocinas, comum fator desencadeante de resposta
inflamatoria severa nos pulmdes. Nesse caso, além da utilizacdo de um antiviral,

torna-se necessario o uso de medicamentos anti-inflamatérios18:19.20,

Dessa maneira, a ivermectina, farmaco antiparasitario de amplo espectro
utilizado no tratamento da estrongiloidiase, demonstrou também poder contra
virus de DNA e RNA. Novos estudos estabelecem o papel da ivermectina na
resposta inflamatéria causada pelo SARS-CoV-2, sendo assim, além de
atividade antiviral a ivermectina poderia ter papel de suporte frente a infeccéo.
Porém, a eficacia desse medicamento ndo foi efetivamente comprovada, e
apesar dos resultados positivos in vitro, ainda ndo € possivel saber a sua eficacia
para o tratamento de individuos com COVID-19'8.

Portanto, ndo é possivel realizar qualquer recomendacao quanto ao uso
de ivermectina em pacientes com COVID-19, e o seu uso indiscriminado pode
causar efeitos adversos, incluindo a hepatite medicamentosa. Além disso,
segundo arquivo do Ministério da Saude, simulacbes demonstraram que a dose
de ivermectina para inibir SARS-CoV-2 excederia a dose mais alta dessa terapia
(200 pg/kg — tratamento da estrongiloidiase) em no minimo nove vezes.
Portanto, a descoberta da atividade desse medicamento contra a COVID-19
fornece expectativas, mas seu uso off-label e compassivo requer consideracgoes
cuidadosas de risco-beneficio, especialmente em pacientes gravemente

enfermos?!.



1.4. Estrongiloidiase, COVID-19 e mulheres

Segundo dados de 2019 da PNAD Continua (Pesquisa Nacional por
Amostra de Domicilios Continua), o numero de mulheres no Brasil é superior ao
de homens, sendo a populacdo brasileira composta por 51,8% de mulheres e
48,2% de homens. Além disso, a populacdo feminina tem apresentado aumento

significativo na expectativa de vida quando relacionada a populacédo masculina??.

Dessa forma, apesar de 0os homens possuirem um risco maior de adquirir
a estrongiloidiase do que as mulheres, as mulheres apresentam constantes
alteracdes hormonais durante toda a vida, estando expostas de forma acentuada
a infeccdo. Além disso, as doencas crbnicas ndo-transmissiveis, como a
hipertenséo e a diabetes, por exemplo, mais comuns nesse grupo, qguando em
estagio avancado, constituem um agravante para a Sindrome de Hiperinfecccao
por Strongyloides, uma vez que essa se estabelece em condi¢cdes de

imunosupressao?23,

Com relagcdo a COVID-19, devido a alta producdo de citocinas proé-
inflamatdrias induzidas pelo SARS-CoV-2, os corticoesteroides sistémicos foram
inicialmente utilizados no tratamento da doenca grave visando reduzir o
processo inflamatorio nos pulmdées. Porém, existem evidéncias de que o uso
desses medicamentos pode diminuir o crearance viral, e, em doses
indiscriminadas ou em condicdes de automedicacdo, podem causar
imunosupressao, que pode ser prejudicial nas mulheres quando em conjunto a

outras patologias de base e/ou a estrongiloidiase?*.

10



2. OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Relacionar as complicacbes apresentadas em pacientes com
estrongiloidiase e a hiperinfeccdo ao tratamento da COVID-19 com

corticosteroides.

2.20bjetivos Especificos

e Coletar amostras de soro de mulheres com e sem histérico de COVID-19.
e Avaliar a deteccdo de anticorpos IgG Anti-Strongyloides em mulheres com e
sem histoérico de COVID-19.

11



3. MATERIAL E METODOS

3.1Casuistica

As voluntarias foram abordadas individualmente e pessoalmente pela equipe
de pesquisa, que explicou a cada um deles os termos da pesquisa, explicitando

o carater voluntario do estudo (anexo 1).

Além da coleta de sangue para obtencéo de amostras de soro foi questionado
(anexo 2) para as pacientes a idade, o status vacinal e o historico de COVID-19

diagnosticado.

As pacientes foram divididas em dois grupos conforme a tabela 1 a seguir.

Tabela 1. Identificacdo dos grupos de pacientes estudos, 2022.

Grupo n Descrigéo
I 35 Sem histérico de COVID-19
Il 26 Com histoérico de COVID-19
Total 61

3.2. Imunodiagndéstico
3.2.1 Obtencéo dos antigenos brutos

Para este estudo foi utilizado um antigeno classico, bem descrito pela
literatura (CORRAL et al., 2015). Aproximadamente 200.000 larvas filarioides de
S. venezuelesis (gentimente cedidas pela Dra. Fabiana Martins de Paula,
pesquisadora cientifica VI do Laboratério de Investigagcdo Médica (LIM-06) do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo)
foram ressuspensas em tampao de homogeneizacdao 10mM Tris-HCI pH 7.5,
1mM DTT, suplementado com coquetel de inibidores de protease.

Em seguida a solucdo de larvas passou por sonicagdo e posterior
centrifugacéo a 124009g/4°C por 30 minutos. O pellet foi ressuspenso em tampé&o

12



de rehidratacéo (Ureia 7M, Tioureia 2M e CHAPS 2%), homogeneizado por 30
min/4°C e centrifugado a 124009g/4°C por 30 minutos. O sobrenadante deu

origem a fragdo de membrana.

3.2.2 Caracterizacdo do antigeno

Uma aliquota da fracdo antigénica foi destinada a avaliagdo da
concentracdo proteica pela técnica desenvolvida por Lowry et al. (1951).
Paralelamente, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢gbes
desnaturantes (SDS-PAGE).

Para determinar o perfil de bandas, aproximadamente 20ug/mL por cm de
gel da fracdo antigénica foi submetida a eletroforese, de acordo com Laemmli
(1970). O gel de poliacrilamida de 12% foi preparado em suporte vertical para
mini-gel. As amostras foram ressuspensas em tampéao de amostra (125mM Tris-
HCI pH 6,8, SDS 2%, glicerol 20%, 50mM DTT, Azul de bromofenol 0,01%) e
aguecidas a 100°C em banho-maria por cinco minutos. Apés a adi¢cao do tampéo
de corrida (25mM Tris, 192mM Glicina, 3,5mM SDS) foi realizada a eletroforese
a 20mA/gel por aproximadamente duas horas. Foi utilizado padrdo de massa
molecular (10 a 260kDa - BioRad) para determinacdo das bandas proteicas

relativas.

3.2.3 ELISA

A técnica de ELISA foi realizada de acordo com Corral et al. (2015), sendo
que as placas de poliestireno foram sensibilizadas por um periodo de 16 horas
com 10ug/ml da fracdo antigénica, em tampéo carbonato-bicarbonato 0,06M pH

9,6 a 4°C. Apoés lavagem com PBS-T (tampéo fosfato acrescido de Tween 20),

13



foram adicionados o0s soros padrdes negativos e positivos, bem como soros-
testes e controles diluidos em PBS-TM (PBS-T acrescido de leite em p6). Apds
45 minutos a 37°C, nova lavagem com PBS-T. Em seguida, foi adicionado o
conjugado anti-lgG humano fracdo Fc marcado com peroxidase em PBS-TM.
Apos 45 minutos a 37°C, foi adicionado 100uL de reagente cromogénico TMB
(3,3, 5,5;-tetrametilbenzidino — Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados
Unidos) na auséncia da luz por 6 minutos. A reacdao foi interrompida com H2S0Oa4
2N. Os valores de absorbancia foram determinados em leitor de ELISA no

comprimento de onda de 450nm.

3.3 Analise dos dados

Foi construida uma curva ROC (Receiver Operating Characteristic)
(GREINER et al., 1995) com as amostras controle positivas e negativas para
obtencédo do cut off. Os resultados foram analisados a partir da obtencdo do
indice ELISA (IE) (Média da Densidade Optica dividido pelo Cut off), sendo que

o IE<1 indicou positividade.

3.4 Normas de Biosseguranca
Os procedimentos laboratoriais estiveram em conformidade com as
normas de biosseguranca descritas por Mineo et al. (2005) e pela Sociedade

Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial (2013).
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https://www.google.com.br/search?biw=1152&bih=763&q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIniG2ZbF5uoKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q7jPWEmb5n8d0U-rVidytkt43JfgNARQkEXhiAAAA&sa=X&ei=awUsVa29PLP9sATBjoGAAw&sqi=2&ved=0CIUBEJsTKAMwEQ
https://www.google.com.br/search?biw=1152&bih=763&q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIniG2ZbF5uoKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q7jPWEmb5n8d0U-rVidytkt43JfgNARQkEXhiAAAA&sa=X&ei=awUsVa29PLP9sATBjoGAAw&sqi=2&ved=0CIUBEJsTKAMwEQ

4. RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo da populacéo de estudo

O grupo | foi composto por 35 participantes, que apresentaram média de
idade de 25,6 anos, enquanto o grupo Il a média foi de 23,6 anos. Toda as
participantes do estudo j& tinham tomado pelo menos 2 doses da vacina para

COVID-19.

4.2 Caracterizacao dafracdo de membrana de Strongyloides venezuelensis

Foi realizado um SDS-PAGE 12% para caracterizacdo das fracoes
antigénicas e observou-se bandas mais evidentes na regido de 40-35kDa (Figura
1).
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Figura 2. SDS-PAGE 12% corado com nitrato de Prata identificando as bandas
proteicas do antigeno de membrana de Strongyloides venezuelensis.
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4.3 Deteccgéo de anticorpos IgG Anti-Strongyloides
O grupo | apresentou 5,71% (2/35) de positividade para estrongiloidiase,
enquanto que o grupo Il apresentou 15,38% (4/26). Nao houve diferenca

estatistica significativa entre a taxa de positidade dos grupos (Figura 2).
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Figura 2. Densidade 6tica (DO) das amostras de soro das pacientes sem (Grupo 1) ou
com (Grupo 2) histérico da infeccdo pelo SARS-CoV- 2 a partir da realizacao do ELISA
indireto para deteccédo de anticorpos especificos anti-Strongyloides utilizando o antigeno
de membrana derivado de Strongyloides venezuelensis. Pacientes com DO a cima da
linha pontilhada foram considerados positivos.
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5. DISCUSSAO

O diagndéstico da estrongiloidiase é baseado em técnicas parasitoldgicas,
sobretudo aquelas que possuem o termohidrotropismo larvario positivo como
fundamento (Baermann,1917; Moraes, 1948; Rugai et al., 1954) ou por técnicas
de cultura como a placa de agar (Koga et al.,, 1991; Paula et al., 2013).
Entretanto, quando realizadas isoladamente, apresentam baixa sensibilidade,
principalmente pela intermiténcia na liberagdo larvaria e baixa carga parasitaria
nos casos crénicos, sendo necessarias coletas de multiplas amostras fecais ou
associacdo entre técnicas parasitologicas. Estes métodos ndo costumam ser
adotados na rotina laboratorial dada a quantidade de amostra fornecida e o
incorreto estado de conservacao, como refrigeracéo e utilizacao de substancias

conservantes (Uparanukraw et al., 1999; Zaha et al., 2000).

Diante dos problemas enfrentados na deteccdo direta de formas
parasitarias de S. stercoralis, a literatura vem propondo medidas alternativas de
diagndstico que ndo dependam diretamente da liberacdo e deteccao das larvas
nos materiais biolégicos. O desenvolvimento de técnicas sorologicas e
moleculares, cada vez mais aprimoradas, vem sendo o objeto de estudo de
diversos grupos pelo mundo. De forma geral, os valores dos parametros de
diagnésticos das técnicas sorologicas sobressaem os das moleculares

(Levanhagen e Costa-Cruz, 2014; Buonfrate et al., 2018).

Muito se tem discutido sobre a forma de obtencéo, caracterizacéo e
aplicacdo de diferentes fracbes antigénicas no imunodiagnostico da
estrongiloidiase humana (Buonfrate et al., 2015b; Nutman, 2016). A técnica mais
explorada na literatura é o ensaio imunoenzimatico (ELISA), seguido por alguns
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relatos da utilizagdo da reacdo de imunofluorescéncia indireta e do WB
(Levenhagen; Costa-Cruz, 2014).

Este trabalha se destaca por ser o primeiro a ser realizado buscando
correlacionar o histérico da infeccao pelo SARS-CoV-2 e deteccado de anticorpos
especificos anti-Strongyloides em mulheres jovens. Os resultados encontrados
neste estudo refletem a principal hipotese deste estudo, que versa sobre a maior
frequéncia de anticorpos nas pessoas que fizeram algum tipo de tratamento

guando desenvolveram a COVID-19.

Mesmo diante de uma auséncia de diferenca estatistica entre os grupos, é
possivel observar uma maior frequéncia de positividade de deteccdo de

anticorpos no grupo que se infectou e tratou com medicamentos cortidoides.
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6. CONCLUSAO

Ha maior taxa de deteccéo de anticorpos anti-Strongyloides em pacientes
com histérico da infeccdo pelo SARS-CoV-2. O presente estudo reforca a
necessidade da triagem sorolégica para pacientes nesta categoria, 0 que
corrobora com a literatura no que tange a utilizacdo dos medicamentos

corticoides.
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ANEXOS E APENDICES

ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROTOCOLO: A correlacao entre Strongyloides stercoralis e Sars-CoV-2 em

mulheres.
Investigador Principal: Marcelo Andreetta Corral
Vinculo Institucional: Universidade de Santo Amaro (UNISA)

Telefone para Contato com o investigador principal: 55 11 99963-9342

Estes esclarecimentos estdo sendo apresentados para solicitar sua participacéo livre e voluntaria
no projeto “A correlagdo entre Strongyloides stercoralis e Sars-CoV-2 em mulheres”, do Curso
de Medicina da Universidade de Santo Amaro - UNISA, que sera realizado pelo pesquisador
Marcelo Andreetta Corral, pela assistente Priscila Paruci e pela equipe de pesquisa formada
pelas alunas Ana Clara Cassine de Souza Medeiros, Carolina Victoria Marcitelli Pereira e
Giovanna Ribeiro Achur Mastandrea do Curso de Medicina.

Esse projeto € necessario para estabelecer uma relacdo entre as manifestacbes de
estrongiloidiase e de COVID-19 em mulheres, sendo de grande relevancia no contexto atual,
uma vez que ndo ha um tratamento com eficacia comprovada para a COVID-19, e as doses de
corticoides normalmente utilizadas podem agravar as manifestagfes da estrongiloidiase em
individuos contaminados com essa parasitose, que sdo, em sua maioria, do sexo feminino.

A estrongiloidiase é uma parasitose endémica em paises tropicais ou com saneamento béasico
precario, que infecta cerca de 30 a 100 milhdes de pessoas em todo o mundo. A doenga tem
grande variedade de manifestacdes, que variam desde doenca assintomatica e crbnica até
hiperinfeccdo e estrongiloidiase disseminada. O presente trabalho propde estabelecer uma
relacdo entre as manifestac6es de estrongiloidiase e de COVID-19 em mulheres, sendo de
grande relevancia no contexto atual, uma vez que ndo ha um tratamento com eficacia
comprovada para a COVID-19, e as doses de corticoides normalmente utilizadas para o
tratamento dessa doenca podem agravar as manifestacdes da estrongiloidiase em individuos
contaminados com essa parasitose. O objetivo principal da pesquisa € relacionar as
complicagBes apresentadas em pacientes com estrongiloidiase ao tratamento da COVID-19 feito
com corticoides. Além disso, objetivamos analisar a incidéncia de estrongiloidiase e de COVID-
19 em mulheres, tal como a frequéncia da realizacéo de exame de fezes nessas voluntarias.

Para a realizacdo da pesquisa, primeiramente os voluntarios serdo chamados individualmente e
pessoalmente pela equipe de pesquisa, que ira explicar a cada um deles os termos da pesquisa,
explicitando o carater voluntario do estudo e a ndo necessidade da resposta de todas as
perguntas em caso de constrangimento. Apds isso, sera solicitada a participacéo dos voluntérios.
Os membros da equipe de pesquisa estardo vestindo jaleco, utilizando um dispositivo mével
(tablet, celular) e uma prancheta com o questionario. Os voluntarios serdo abordados sempre
dentro do Hospital Escola Wladimir Arruda (HEWA) localizado no campus | da Universidade
Santo Amaro, no setor de Ginecologia e Obstetricia. Antes do inicio dos questionamentos, a
equipe de pesquisa ira conversar com os voluntarios novamente sobre a possibilidade de eles
desistirem da pesquisa em qualquer momento, ou em se negarem a responder algumas das
questdes do questionario se ndo se sentirem confortaveis.

Rubrica do Participante: Rubrica do pesquisador: Pag. 1de 3
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Assim, iniciara a leitura desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do inicio ao
fim, com possibilidade de pausas para esclarecer dividas. Depois de lido, o voluntario devera
assinar o termo. Dessa forma, o Questionario sobre Infeccdo por COVID-19 e estrongiloidiase
sera iniciado por uma das trés pessoas da equipe, sempre com a presenca do pesquisador
responsavel. Ao final das respostas, os questionarios serao guardados em uma pasta, a fim de
garantir seguranca quanto ao sigilo das informacdes do voluntario. Em seguida, sera realizada a
analise dos resultados. As informacdes coletadas por meio do questionario serdo analisadas
estatisticamente através de gréaficos e/ou tabelas visando confirmar ou descartar a hipotese
proposta, e, por fim, realizaremos a divulgacao dos resultados através de artigos e pOsteres
cientificos.

Entre os desconfortos e riscos da pesquisa, 0s voluntarios poderdo apresentar desconforto
quando perguntados sobre a ocorréncia de infeccdo por Sars-CoV-2 (COVID-19) elou
estrongiloidiase, tal como risco de constrangimento com algumas das perguntas presentes no
Questionario proposto. Ja entre os beneficios, encontram-se a obtencdo de maiores informacdes
sobre o assunto do estudo, que pode trazer beneficios a toda a populacdo e ajudar na
disseminagdo de conhecimento a essa area, considerando que é um assunto recente ainda com
poucas informac¢des comprovadas cientificamente, constituindo um beneficio tanto para as
geragdes atuais quanto as geragdes futuras.

E garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas ou informagdes sobre os resultados parciais
das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores.

O pesquisador responsavel é o Prof. Marcelo Andreetta Corral (Telefone: 99963-9342; e-mail:
mcorral@prof.unisa.br), que pode ser encontrado no endereco Rua Prof. Enéas de Siqueira
Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP — UNISA Campus | Telefone: (11) 2141-8687. Se vocé tiver
alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP-UNISA) — Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias,
SP —Tel.: (11) 2141-8687.

E garantida sua liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de qualquer beneficio que vocé tenha
obtido junto a Institui¢do, antes, durante ou ap0s o periodo deste estudo. As informacdes obtidas
pelos pesquisadores serdo analisadas em conjunto com as de outros participantes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum deles.

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndo ha compensacéao financeira relacionada a sua participacdo. Se existir
gualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos deste estudo (nexo
causal comprovado), a qualquer tempo, fica assegurado ao participante o respeito a seus direitos
legais, bem como procurar obter indeniza¢des por danos eventuais.

Uma via deste Termo de Consentimento ficara em seu poder.

Rubrica do Participante: Rubrica do pesquisador: Pag.2 de 3
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S3o Paulo, / /

(pesquisadores)

Se vocé concordar em participar desta pesquisa assine no espaco determinado abaixo e
coloque seu nome e o n2 de seu documento de identificagdo.

(oY oa (=T (o Lol o T= L ol o= ) LA PSRN
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Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste participante para a participagdo neste estudo, conforme preconiza a Resolucdo CNS
466, de 12 de dezembro de 2012, IV.3 a 6.

Assinatura do pesquisador responsavel pelo estudo

Data / /

Rubrica do Participante: Rubrica do pesquisador: Pag.3de3
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ANEXO B - QUESTIONARIO

Pesquisa: COVID-19 e Estrongiloidiase

Idade:

Data de nascimento:

Peso:

Altura:

a)
b)
c)
d)
e)

Vocé ja teve COVID-19?

Sim
Nao

Se sim, a COVID-19 vocé procurou auxilio médico para o diagnostico?

Sim
Nao

Qual foi o método diagnéstico utilizado?

RT-PCR em swab combinado de nasofaringe
RT-LAMP

RT-PCR em saliva

Teste rapido

Sorologia

Outro:

4.
a)

b)

5.

(
(
(

Se vocé ja teve COVID-19, vocé manifestou sintomas da doenca?
Sim

N&o

Quais foram os sintomas manifestados?

) Febre

) Anosmia (perda de olfato)
) Ageusia (perda do padalar)
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( ) Tosse
( ) Faltade ar

Outros:

6. Por quanto tempo os sintomas foram manifestados?

7. Vocé ja foi vacinado contra a COVID-19?

a) Sim
b) Néao

8. Se sim, qual a marca da vacina?

a) Coronavac (Butantan)

b) AstraZeneca (Fiocruz)

c) Pfizer (BioNTech)

9. Vocé apresentou algum evento adverso decorrente da vacina?
a) Sim

b) Nao

10. Se sim, qual(is)?

11.Vocé ja fez uso do medicamento Ivermectina?
a) Sim

b) Nao

12.Vocé ja realizou exame de fezes?

a) Sim
b) N&o
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13.Se sim, qual a frequéncia em que vocé realiza esse exame?

a) Mensalmente

b) De seis em seis meses

c) Anualmente

d) Apenas quando solicitado pelos médicos

Outra frequéncia:

14.Vocé ja ouviu falar sobre a Estrongiloidiase?

a) Sim
b) Nao

15.Vocé possui alguma doenca crbnica e/ou de base?

a) Sim
b) Nao

16.Se sim, qual(is)?

17.Vocé faz uso cronico de alguma medicacdo? Se sim, qual(is), em qual(is)

dose(s), e ha quanto tempo?
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INTRODUCTION

Strongyloidiasis is @ parasitic infection caused by the intestinal nematode Strongyloides stercoralis. This parasite can develop a process of zelf-
infection, which can be favored by the prolonged use of corticoids (analogous to the parasite’s molting hormone). The exacerbated or prolonged use
of these drugs may further the appearance of sevese cases such as Hyperinfection Syndrome and/or disseminated disease, where approximately 50%
of patients may lead up to death. Knowing that patients diagnosed with SARS-CoY-2 infection underwent corticosteroid therapy, the present study
aimed to carry out the serclegical diagnesis of 5. stercoralis infection in women without or with & history of COVID-19,

METHODS

Serum samples were divided into two groups contemplating SARS-CoV-2 infection {Group | without history and Group Il with history). &n ELISA was
performed using the heterclogous membrane antigen of Strongyloides venezuelensis for the detection of anti-Strongyloides |gG antibodies.

Patients \ \ ELISA

-10 mg heterclogous membrane antigen
of Strongyloides venezuelznsis.

Serum Samples -Blocked with PBS Tween milk 5%; -
-Serum diluted 1:200;

-Secundary antibody diluted 1:30,000;
— -Revelation with TWIE. )L =
Group Il (n=26) (/@;

With history of
SARS-CoV-2
infection

Group | (n=35)
Without history of
SARS-CoV-2
infection

RESULTS AND DISCUSSION

Group | (n=35, mean age 25.6 years) had 5.71% (2/35) of positivity for
strongyloidiasis, while group Il [(n=26, mean age 23.6 years) presented
15.38 % [4/26) [Figure 1). None of the patients with a positive ELISA
report “prophylactic treatment” with ivermectin for COVID-1%. In group
I, only one patient with a positive ELISA reported having used
corticosteroids for the treatment of SARS-CaV-2 infection.

34
. « Group|
o Groupll

Optical density (620nm)

Figure 1. Optical density (OD) of patients’ serum samples without (Group 0
I} ou with {Group I} SARS-CoV- 2 Infection by ELISA test using
heterologous membrane antigen from Strongyloides venezuelensis. ‘o‘:’q
Pacients with OD upper the line was considered positive. ©

RESULTS AND DISCUSSION

Regarding the completion of the stool test, only one patient (group 1) with positive serology claims to perform it pericdically, all the others state that
they do not perform it. It is noted that there were more cases of positive serology for strongyloidiasis in the group with 2 history of COVID-19. The
present results reinforce the need to carry out serological screening for . stercoralis infection in individuals with a history of COVID-18.
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