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RESUMO

A esquistossomose, causada por diferentes espécies do género Schistosoma, continua sendo um
problema de saude publica nas éareas tropicais e subtropicais no mundo. No Brasil, a Unica
espécie presente € S. mansoni, afetando cerca de 1,5 milhdo de pessoas. O diagnostico correto
de individuos em areas endémicas e 0 mapeamento desses casos sdo dois pilares fundamentais
no controle dessa parasitose, pois permitem identificar e direcionar recursos para areas
prioritarias. Para abordar essas duas tematicas, a presente tese foi dividida em trés capitulos.

O primeiro capitulo teve o objetivo analisar caracteristicas epidemiologicas, tendéncias
temporais e padrdes espaciais da mortalidade relacionada a esquistossomose no Estado de
Minas Gerais, de 2000 a 2019. Para isso foi realizado um estudo ecoldgico e de séries temporais
com técnicas de andlise espacial com dados de mortalidade por S. mansoni, extraidos do
Sistema de Informag¢do de Mortalidade. Entre 2000 e 2019, foram registradas 1.290 mortes por
esquistossomose, com uma taxa média de mortalidade de 0,33/100.000. Embora a taxa geral de
mortalidade em Minas Gerais tenha caido significativamente, houve aumento nas mesorregioes
de Jequitinhonha, Vale do Mucuri ¢ Vale do Rio Doce. A andlise espacial mostrou um
deslocamento dos aglomerados de alto risco da regido central para o Vale do Rio Doce,
sugerindo possiveis falhas no diagnostico e tratamento da esquistossomose nessas areas. Este
estudo contribuiu para a compreensdo da dinamica espacgo-temporal da mortalidade por
esquistossomose no periodo avaliado, ajudando as autoridades de satide a alocar recursos de
forma mais eficiente em Minas Gerais.

O segundo capitulo teve como objetivo determinar as taxas de positividade da infecgdo por S.
mansoni, avaliar a associagdo de fatores socioecondmicos e comportamentais e a distribuicao
espacial dos casos para determinar areas de risco em trés comunidades rurais do distrito de
Brejo do Amparo, Municipio de Janudria, nos anos de 2014, 2015 e 2022. Foram conduzidos
trés estudos transversais com levantamentos parasitologicos, malacologico e aplicacdo de
questionarios. Modelos lineares generalizados binomiais identificaram fatores associados a
infeccdo. Aglomerados de alto risco foram mapeados com o estimador de densidade de Kernel
e varredura espacial flexivel (FleXScan). A prevaléncia caiu de 45,9% em 2014 para 10,38%
em 2015 apds intervencdo, mas subiu novamente em 2022 para 26,03%. Entre os fatores de
risco, a proximidade das residéncias ao riacho (<200m) e a auséncia de banheiro foram
significativos em 2014 e 2022. Em 2022, a falta de tratamento de d4gua também foi um fator de
risco, enquanto o uso de dgua para irrigacao foi marginalmente significativo. A analise espacial
revelou um aglomerado persistente em uma das comunidades, com risco relativo variando de
2,03 (2014) a 4,18 (2022). Esses resultados reforgam a necessidade de infraestrutura de dgua
segura, intervengdes de satde integradas e educagdo que promova a cidadania para reduzir a
esquistossomose na regiao.

O terceiro capitulo teve como objetivo avaliar o desempenho de diferentes métodos
diagnosticos e detectar anticorpos especificos frente a diferentes antigenos para S. mansoni em
urina e soro de pacientes infectados. Amostras de fezes, sangue e urina de individuos residentes
no distrito de Brejo do Amparo, Janudria, MG foram coletadas e processadas pelos métodos de
Kato-Katz, Helmintex, POC-CCA e ELISA. A sensibilidade dos métodos foi comparada a
combinacdo de Kato-Katz (seis laminas) e Helmintex como padrio de referéncia. A leitura de
duas laminas de Kato-Katz apresentou sensibilidade de 42,03%, enquanto a de seis laminas foi
superior, com 69,57%. O Helmintex obteve a maior sensibilidade, 98,55%, e excelente
concordancia com o padrao de referéncia (Kappa = 0,99). O teste POC-CCA, para detecgdo de
antigeno circulante na urina, apresentou sensibilidade de 50,72% (trago positivo) e 23,19%
(trago negativo), com fraca concordancia (Kappa= 0,39 e 0,27, respectivamente). Parametros
urinarios anormais ndo afetaram significativamente os resultados do POC-CCA. O ensaio de
ELISA sérico para detec¢do de IgG anti-SEA apresentou o melhor desempenho, com



sensibilidade de 81,97%, especificidade de 60,36% e Kappa de 0,33, indicando concordancia
fraca em comparag¢ao com o padrao de referéncia (seis laminas de KK e Helmintex). O antigeno
bruto de verme adulto (SWAP) e sua fracdo (SmJ1) apresentaram sensibilidade de 75,41% e
77,05%, respectivamente, com especificidade de 53,89% e 42,01%. A proteina quimérica de S.
mansoni (QSmP) teve sensibilidade de 80,33%, mas baixa especificidade (43,3%) e
concordancia ruim (Kappa = 0,16). A presenca de anticorpos da classe de IgG contra antigenos
de S. mansoni na urina também foi analisada, com baixa reatividade no ELISA e curvas
caracteristicas operacionais do receptor (ROC) apresentado area sob a curva (AUC) entre 0,53
e 0,58, indicando baixo poder discriminante entre os grupos controle e individuos infectados.

Palavras-chave: Esquistossomose, Schistosoma mansoni. Epidemiologia. Fatores de Risco.
Imunodiagndstico. Andlise espacial



ABSTRACT

Schistosomiasis, caused by various species of the genus Schistosoma, remains a public health
problem in tropical and subtropical regions worldwide. In Brazil, the only species present is S.
mansoni, which affects approximately 1.5 million people. Accurate diagnosis of individuals in
endemic areas and case mapping are two fundamental pillars in the controlling this this parasitic
disease, as they enable the identification and allocation of resources to priority areas. To address
these two aspects, this thesis was divided into three chapters.

The first chapter aimed to analyze epidemiological characteristics, temporal trends, and spatial
patterns of mortality related to schistosomiasis in the State of Minas Gerais, from 2000 to 2019.
For this purpose, an ecological and time-series study was conducted using spatial analysis
techniques with mortality data from S. mansoni, extracted from the Mortality Information
System. Between 2000 and 2019, 1,290 deaths from schistosomiasis were recorded, with an
average mortality rate of 0.33 per 100,000. Although the overall mortality rate in Minas Gerais
declined significantly, an increase was observed in the mesoregions of Jequitinhonha, Vale do
Mucuri, and Vale do Rio Doce. Spatial analysis revealed a shift in high-risk clusters from the
central region to Vale do Rio Doce, suggesting possible failures in the diagnosis and treatment
of schistosomiasis in these areas. This study contributed to a deeper understanding of the
spatiotemporal dynamics of schistosomiasis mortality in the evaluated period, assisting health
authorities in allocating resources more efficiently in Minas Gerais.

The second chapter aimed to determine the positivity rates of S. mansoni infection, evaluate the
association between socioeconomic and behavioral factors and the spatial distribution of cases
and identify risk areas in three rural communities in the Brejo do Amparo district, municipality
of Janudria, in 2014, 2015 and 2022. The Intestinal Helminthiasis Laboratory, in collaboration
with other laboratories, conducted three cross-sectional studies that included parasitological and
malacological surveys and application of questionnaires. Binomial generalized linear models
were used to identify factors associated with infection. High-risk clusters were mapped with
the Kernel Density Estimator and Flexible Spatial Scan (FleXScan). The prevalence decreased
from 45.9% in 2014 to 10.38% in 2015 after intervention, but rose again in 2022 to 26.03%.
Among the risk factors, the proximity of the residences to the stream (<200m) and the absence
of a toilet were significant in 2014 and 2022. In 2022, the lack of water treatment was also a
risk factor, while the use of water for irrigation showed marginal significant. Spatial analysis
revealed a persistent cluster in one of the communities, with a relative risk ranging from 2.03
(2014) to 4.18 (2022). These findings highlights the importance of safe water infrastructure,
integrated health interventions, and adequate health education to reduce schistosomiasis in the
region.

The third chapter aimed to evaluate the performance of different diagnostic methods and
detection specific antibodies against different antigens for S. mansoni in urine and serum of
infected patients. Fecal, blood and urine samples were collected from individuals living in the
district of Brejo do Amparo, Januaria, MG, and processed by the Kato-Katz, Helmintex, POC-
CCA and ELISA methods. The sensitivity of the methods was compared to the combination of
Kato-Katz (six slides) and Helmintex as a reference standard. The analysis of two Kato-Katz
slides showed a sensitivity of 42.03%, while six slides increased the sensitivity to 69.57%.
Helmintex exhibited the highest sensitivity at 98.55%, and excellent agreement with the
reference standard (Kappa = 0.99). The POC-CCA, for detection of circulating antigen in urine,
test showed a sensitivity of 50.72% (positive trace) and 23.19% (negative trace), with weak
agreement (Kappa = 0.39 and 0.27, respectively). Abnormal urinary parameters did not
significantly affect the POC-CCA results. The serum ELISA assay for detecting anti-SEA IgG
showed the best performance, with a sensitivity of 81.97%, specificity of 60.36% and Kappa
value of 0.33, indicating weak agreement compared to the reference standard (six KK slides



and Helmintex). The soluble adult worm antigen (SWAP) and its fraction (SmJ1) showed a
sensitivity of 75.41% and 77.05%, respectively, with specificity of 53.89% and 42.01%. The
chimeric protein of S. mansoni (qSmP) exhibited a sensitivity of 80.33%, but low specificity
(43.3%) and poor agreement (Kappa = 0.1634). The presence of IgG class antibodies against
S. mansoni antigens in urine was also analyzed, with low reactivity in ELISA and receiver
operating characteristics (ROC) showing area under the curve (AUC) between 0.53 and 0.58,
indicating low discriminant power between the control and infected individuals.

Keywords: Schistosomiasis, Schistosoma mansoni. Epidemiology. Risk factors.
Immunodiagnosis
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1 INTRODUCAO
1.1 O género Schistosoma e seu impacto na saude publica

A esquistossomose ¢ uma doenca tropical negligenciada (DTN) de grande relevancia
mundial. Descrita inicialmente por Theodor Bilharz em 1851, essa doenga ¢ causada por
parasitos do género Schistosoma Weiland, 1858, sendo as principais espécies: Schistosoma
mansoni, S. japonicum, S. haematobium, S. mekongi e S. intercalatum (Colley et al., 2014)
(Figura 1).

E uma doenga determinada pela pobreza ¢ afeta aproximadamente 151 milhdes de pessoas
em 78 paises localizados na Africa, Asia e América Latina (IHME, 2021). Estimativas
conservadoras indicam que, em 2021, a esquistossomose foi responsavel por cerca de 12.900
mortes (UI: 11.400-14.700), representando uma carga global de aproximadamente 1,75 milhao
(UIL: 1.04-2.99) de DALYs (Disability-Adjusted Life Years - anos de vida perdidos por
incapacidade), que representa a soma dos anos de vida produtiva perdidos devido a mortalidade

prematura e incapacidades (Hay et al., 2017; IHME, 2021).
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Figura 1. Distribuicao global das espécies de Schistosoma spp. Adaptado de Gryseels et al. (2006)

No Brasil, acredita-se que a esquistossomose foi introduzida por meio dos portos de
Salvador e Recife, durante o século XVI, com a chegada de africanos escravizados portadores
da infeccdo. Estabelecidos os primeiros focos, devido ao encontro de moluscos suscetiveis para
o desenvolvimento das larvas desse parasito, a doenca se dispersou pelas migragdes internas e

em decorréncia da distribui¢do dos caramujos infectados. A descoberta desse parasito coube ao
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médico baiano Manuel Augusto Piraja da Silva; entre os anos de 1908 e 1909, Piraja publicou
trés trabalhos descrevendo 20 casos diagnosticados por meio do exame de fezes, identificado
ovos com espiculo lateral. Além disso, por meio de trés necropsias, ele caracterizou o tamanho
e morfologia dos vermes adultos, concluindo que ndo correspondia a nenhuma das espécies
descritas até 0 momento; esse parasito ficou conhecido como S. mansoni (Katz, 2009).

No Brasil, a esquistossomose ¢ causada apenas pela espécie S. mansoni, com um impacto
significativo na saude publica. Em 2021, a esquistossomose foi responsavel por 55.910,63
DALYS e resultou em 516.52 6bitos (IHME, 2021). Além das vidas perdidas devido a essa
parasitose, a esquistossomose mansoni impde uma elevada carga econdmica no Brasil, com
impacto direto na produtividade. Em 2015, os custos associados a doenga no Brasil foram
estimados em 41,7 milhdes de dolares, dos quais 94,61% correspondem a custos indiretos,
como perda salarial por morte prematura, perda de salario por hospitalizacdo e afastamento, e
auxilio-doenga (Nascimento et al., 2019).

A transmissdo da esquistossomose ¢ registrada em 18 estados da federagdo, além do
Distrito Federal. As principais areas endémicas estdo localizadas nos estados de Alagoas, Bahia,
Sergipe, Espirito Santo, Minas Gerais e Pernambuco, enquanto areas focais ocorrem no Ceara,
Distrito Federal, Maranhao, Para, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro ¢ Sdo Paulo (Brasil, 2014).
De acordo com o Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni ¢ Geo-
Helmintiases, realizado entre 2010 € 2015, dos 197.564 escolares examinados, cerca de 0,99%
(2.664/197.564) estavam infectados por S. mansoni. Os estados com maiores indices de
positividade geral foram Sergipe (8,1%), Minas Gerais (3,8%), Alagoas (2,3%), Bahia (2,1%),
Pernambuco (2,1%) e Rio de Janeiro (1,6%) (Katz, 2018).
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Figura 2. Distribui¢ao da esquistossomose no Brasil. Fonte: Brasil (2018)

1.2 Esquistossomose mansoni em Minas Gerais

A distribuicdo da esquistossomose estd intrinsicamente relacionada aos movimentos
migratorios. O deslocamento de individuos provenientes de areas endémicas para regides onde
a doengca ndo estd estabelecida, mas onde ha a presenca de moluscos hospedeiros
intermediarios, aliado a auséncia de saneamento basico, pode favorecer a introdugdo e
manuten¢do do ciclo de transmissdo (Steverding, 2020). Durante o periodo escravocrata no
Brasil, Minas Gerais absorveu grande parte dos escravizados que desembarcaram na regido
Nordeste do pais, observando-se um grande fluxo migratorio no século XVII em decorréncia
do declinio da produgdo agucareira no Nordeste e o inicio do ciclo do ouro e diamante. As
regides que mais receberam escravizados foram a regido Metalirgica-Mantiqueira (atual
Mesorregiao Metropolitana de Belo Horizonte), Mata (atual Mesorregido da Zona da Mata) e
em menor propor¢ao a regido Sao Francisco-Montes Claros (atual Mesorregiao Norte de Minas)
(Filho; Martins, 1983). Essa migracdo para Minas Gerais, contribuiu para a disseminagdo da
esquistossomose ¢ a consolidacdo da endemia no estado, reforcada pela alta similaridade

genética de S. mansoni do Brasil com cepas da Africa Central e Ocidental (Platt ez al., 2022).
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Minas Gerais ¢ um dos principais estados endémicos para a esquistossomose no Brasil,
com registros da parasitose em 523 (61%) dos seus 853 municipios (Drummond et al., 2010).
Em um inquérito realizado em 1950 no estado, os sanitaristas Pellon e Teixeira examinaram
162.419 escolares em 279 localidades, identificando a infec¢do por S. mansoni em 7.997 (4,9%)
individuos. As mesorregides do Vale do Mucuri (30%), Zona do Médio Sao Francisco (16,6%)
e Vale do Rio Doce (12%) apresentaram as maiores taxas de prevaléncia. Entre os anos de 1976
e 1977, Katz et al., (1978) realizaram um novo inquérito coproscopico em Minas Gerais,
examinando 61.535 pelo método de Kato-Katz, encontrando 5.904 criangas positivas, com uma
prevaléncia geral de 9,6%. As maiores prevaléncias foram observadas no Vale do Mucuri (20%)
¢ na Zona do Médio Sao Francisco (16,1%).

Entre os municipios com altas prevaléncias na Zona do Médio Sao Francisco, destaca-
se o municipio de Janudria, que possui uma populacdo de 65.150 habitantes distribuida em oito
distritos e apresenta um Indice de Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM) de 0,658,
classificado como médio (IBGE, 2021). No municipio, 56,8% da populacdo utiliza fossas
rudimentares, enquanto 15,9% depende de fontes alternativas de 4gua, como pogos artesianos,
rios, acudes, corregos ou agua da chuva (Brasil, 2023). A esquistossomose ¢ endémica no
municipio, com um historico que remonta a 1920, quando uma crianga do sexo feminino,
natural de Janudria, foi diagnosticada com S. mansoni em Belo Horizonte (Meira, 1953). Entre
1937 e 1946, dados de viscerotomia revelaram a presenca de S. mansoni em 9 figados de
individuos residentes no municipio (Para, 1949). Mais recentemente, dados epidemioldgicos do
Sistema Informatizado do Programa de Controle da Esquistossomose (SISPCE) indicam uma
média de 452,7 (195,6-1.047) casos registrados entre 2004 e 2013 (Brasil, s.d). As precarias
condi¢des de saneamento e o acesso limitado a 4gua potavel em Januaria favorecem a
perpetuacdo do ciclo da esquistossomose, aumentando o risco de contaminagdo e transmissao

da doenga.

1.3 Ciclo de vida e aspectos imunopatologicos da infeccao por S. mansoni

O S. mansoni apresenta um ciclo de vida heteroxénico (Figura 3), tendo como hospedeiro
definitivo os humanos e algumas espécies de mamiferos, como primatas ndo humanos e
roedores silvestres. Os hospedeiros intermediarios sdo moluscos de 4dgua doce do género
Biomphalaria, essenciais para a transmissdo da esquistossomose, uma doenca de veiculacdo
hidrica (Colley et al., 2014). No Brasil, as espécies B. glabrata, B. straminea € B. tenagophila
jé foram identificadas como hospedeiros intermediarios, sendo B. glabrata a mais suscetivel

(Paraense, 1972, 1975).
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A infecc¢do ¢ adquirida quando individuos entram em contato com ambiente aquatico que
tenha caramujos do género Biomphalaria liberando cercarias, forma larval infectante do verme
trematddeo S. mansoni. Essa exposi¢do se d4, principalmente, durante atividades recreativas ou
laborais. A infec¢do acontece por meio da penetragdo ativa das cercarias pela pele que, apos a
perda da sua cauda, diferenciam-se em esquistossdmulos e migram, via circulagdo sanguinea,
até a veia porta hepdtica, onde ocorre a maturagdo sexual e acasalamento dos vermes (Lutz,
1919; Wilson et al. 1978). As fémeas fecundadas produzem em média 300 a 400 ovos por dia,
depositando seus ovos nos ramos inferiores das veias mesentéricas (Mooee; Sandgeound,
1956). Parte desses ovos, cerca de 50%, conseguem atravessar o endotélio, a partir de um
processo inflamatério, e serem eliminados nas fezes do hospedeiro (Schwartz; Fallon, 2018).
Os ovos, ao entrarem em contato com a agua, liberam miracidios, larvas ciliadas que nadam
ativamente em busca de um caramujo Biomphalaria suscetivel. Ao penetrar o caramujo, o
miracidio se transforma em esporocisto, que se reproduz assexuadamente, produzindo novas
geracdes de esporocistos e finalmente cercdrias. Fatores ambientais como temperatura e
luminosidade estimulam a liberacdo das cercérias do caramujo para o ambiente aquatico, onde
podem infectar novos hospedeiros humanos, perpetuando o ciclo de transmissao (Wolmarans

et al.,2002).

5. Vermes adultos

1.Ovos de 5. mansoni nas fezes
(150pm)

2. Miracidios
{150 pm)

3. Hospedeiro intermediari /
B. glabrata,
4, Corcisi B. straminea,
. Cercarias B. tenagophila
(500 pm) :

Figura 3. Ciclo de vida de Schistosoma mansoni. Os ovos do parasito sdo eliminados nas fezes de hospedeiros
vertebrados infectados (1) e, ao entrarem em contato com agua doce, liberam larvas chamadas miracidios (2). Os
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caramujos Biomphalaria suscetiveis sdo infectados pelos miracidios, que se desenvolvem em esporocistos (3).
Esses esporocistos produzem milhares de cercarias, que sio liberadas no ambiente aquatico como forma infectante
para os hospedeiros vertebrados (4). As cercarias penetram a pele do hospedeiro vertebrado, transformando-se em
esquistossomulos e, posteriormente, em vermes adultos, que se alojam nas veias mesentéricas (5). Os vermes se
acasalam dentro das veias mesentéricas, e parte dos ovos produzidos pelas fémeas atravessa o endotélio vascular
intestinal, sendo eliminados nas fezes do hospedeiro. O ciclo recomega quando os ovos alcangam agua doce,
miracidios eclodem, infectam moluscos, perpetuando o ciclo. Fonte: Adaptado de Musisi e Ndula (s.d)

A infeccdo por S. mansoni desencadeia uma complexa resposta imune do hospedeiro,
variando conforme o estdgio do ciclo parasitario e a carga infec¢do. Durante a fase inicial, a
penetragdo das cercarias na pele desencadeia uma resposta inflamatoria, caracterizada pelo
recrutamento de células polimorfonucleares e mononucleares. Durante essa resposta,
queratinocitos e cé¢lulas de Langerhans (LCs) ativadas produzem citocinas inflamatorias, como
IL-1B, IL-6, IL-12 e TNF-a (Dunne; Cooke, 2005). Essas citocinas, por sua vez, ativam células
imunes inatas, especialmente macrofagos, aumentando sua atividade fagocitaria e a producao
de derivados de oxigénio e nitrogénio, como 6xido nitrico (NO), que podem atuar no controle
de fases larvarias do parasito, bem como na lesdo tecidual e inducdo de sintomas inflamatorios
sistémicos (Pearce; MacDonald, 2002; Egesa et al., 2018). Em individuos de drea endémica
previamente expostos ao parasito, os sinais clinicos tendem a ser leves, com a possivel
manifesta¢do de urticaria local minutos apods a infeccdo pelas cercarias. Por outro lado, em
individuos primo-infectados, podem surgir sintomas associados a inflamagao sistémica, como
febre elevada, calafrios, sudorese, astenia, tosse, dores de cabeca (Lambertucci, 2010; Gryseels,
2012).

Com o inicio da oviposi¢do, hd uma mudanga no perfil imunolégico do hospedeiro, com
transi¢do da resposta Thl para Th2, mediada pelos antigenos solaveis do ovo, estimulando a
producdo de IL-4, IL-5, IL-13 e promovendo a diferenciagdo de eosinéfilos e macrdofagos
alternativamente ativados (M2) (Barron; Wynn, 2011). Assim, o perfil de resposta imune do
tipo 2 € responsavel pela indugdo de uma resposta celular rica em eosinéfilos, macréfagos e
fibroblastos ao redor dos ovos do parasito retidos nos tecidos do hospedeiro, conhecida como
granuloma, que pode evoluir progressivamente para fibrose, principalmente no intestino e no
sistema porta hepatico, podendo levar a intensa e grave fibrose hepatica e hipertensdo portal,
alteracdes fisioldgicas que caracterizam casos graves de esquistossomose (Cheever; Hoffmann;
Wynn, 2000; Colley et al., 2014; McManus et al., 2018). Paralelamente, antigenos do parasito
progressivamente induzem a ativagdo de uma rede regulatdria, pela diferenciacdo de
macrofagos, células T e células B com perfil regulatério, que mediante mecanismos que
envolvem, entre outros, a produ¢do de IL-10 e TGF-beta, regulam a intensidade das respostas

Th1 e Th2, caracterizando a fase cronica da esquistossomose (Chuah et al., 2014).
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A resposta humoral na esquistossomose ¢ caracterizada por uma produgdo dindmica de
anticorpos que varia conforme a fase da infec¢do e a intensidade da exposi¢do ao parasito.
Durante a fase aguda, marcada pela entrada do parasito no organismo e inicio da migragao
larval, hd predominancia de anticorpos das subclasses IgG1, [gG2, IgG3 e IgM, refletindo uma
resposta inicial contra antigenos do esquistossomulos (Jassim et al., 1987; Rabello et al., 1995).
J& na fase cronica, quando os vermes adultos estdo estabelecidos nos vasos mesentéricos e
ocorre a deposi¢ao continua de ovos nos tecidos, observa-se um aumento de IgG4 e IgE, sendo
esta ultima associada a resisténcia a reinfecgdo (Caldas et al., 2008; Jiz et al., 2009). Por outro
lado, niveis elevados de IgG4 na fase cronica estdo relacionados a susceptibilidade a infec¢ao
e maior gravidade clinica, uma vez que essa imunoglobulina pode competir com a IgE pela
ligacdo ao antigeno, inibindo sua fun¢do protetora (Negrao-Corréa et al., 2014; Silas et al.,
2014). O equilibro entre IgE e I1gG4 ¢, portanto, determinante para o desfecho da resposta
imunolodgica, influenciando diretamente a susceptibilidade, resisténcia e progressao da

esquistossomose (Silveira et al., 2002; Figueiredo et al., 2012).

1.4 Estratégias de controle da esquistossomose

A transmissdo da esquistossomose ¢ complexa e envolve diversos fatores sociais,
econdmicos e ambientais, o que torna o controle da infec¢cdo mais dificil. Diversas a¢cdes devem
ser tomadas em conjunto para garantir o controle efetivo da transmissdo dessa infec¢do, como
por exemplo a vigilancia e controle dos hospedeiros intermediérios, agdes de educacdo em
saude e melhora das condigdes ambientais com a implantagdo de saneamento basico e o
diagnostico precoce e tratamento (WHO, 2020b). No Brasil, o controle da esquistossomose ¢
realizado pelo Programa de Controle da Esquistossomose (PCE), cujas principais acdes tém
como base a realizagdo de inquéritos coproparasitologicos e o tratamento dos individuos
positivos com praziquantel nas 4reas investigadas (Brasil, 2024). De acordo com as novas
diretrizes do Ministério da Satde, o mapeamento das areas que necessitam de intervengdo ¢
realizado por meio do exame de, no minimo, seis laminas pelo método parasitologico de Kato-
Katz (KK), e o tratamento ¢ recomendado de acordo com base na positividade da localidade.
Em areas com positividade inferior a 15% trata-se apenas os individuos positivos; quando a
positividade varia entre 15-25%, recomenda-se o tratamento dos positivos e conviventes; €, em
localidades com positividade superior a 25%, todos os individuos positivos e negativos devem
ser tratado (Brasil, 2024). O tratamento com praziquantel leva a cura de cerca de 80% dos

individuos tratados, reduz o numero de casos graves e a carga parasitaria, porém nao afeta a
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viabilidade dos ovos, das formas imaturas do parasito e ndo previne reinfec¢des (El-Lakkany
etal.,2011).

As medidas de controle adotadas pelo PCE aliadas as melhorias sanitarias tiveram um
efeito pratico ao longo dos anos, de acordo com os trés maiores inquéritos de levantamento da
esquistossomose mansoni a nivel nacional. O primeiro inquérito foi realizado em duas fases
distintas e coordenado pelos sanitaristas Pellon e Teixeira, entre os anos 1947 a 1953. A
primeira fase do levantamento, incluiu a andlise de individuos dos Estados de Alagoas, Bahia,
Espirito Santo, Maranhdo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e
Sergipe. Durante essa etapa, foram examinados 440.786 escolares, com idades entre 7 e 14
anos, em 877 localidades, utilizando o método diagnostico de sedimentagdo espontdnea. A
prevaléncia observada foi de 10%, com uma estimativa de 2,6 milhdes no niimero de pessoas
infectadas (Pellon e Teixeira, 1950). A segunda fase do levantamento focou nos Estados do Rio
de Janeiro, Parana, Santa Catarina, Goias ¢ Mato Grosso. Foram analisadas 174.192 fezes de
estudantes de 313 localidades, resultando em uma prevaléncia de 0,08% (Pellon e Teixeira,
1953). O segundo inquérito foi conduzido pela Superintendéncia de Campanhas de Satde
Publica (SUCAM), do Ministério da Saude, examinando 447.768 escolares na mesma faixa
etaria pelo método diagnostico de KK; a prevaléncia obtida foi de 6,7% (Katz, 2018). Por fim,
o inquérito mais recente, iniciado em 2010 e finalizado em 2015, a positividade foi de cerca de
1% dos 197.564 escolares examinados (Katz, 2018).

Apesar do declinio na prevaléncia da doenga em areas endémicas, atualmente observa-
se individuos infectados com baixa carga parasitaria em regides de baixa endemicidade. Porém
o diagnostico desses individuos ¢ dificultado devido a baixa sensibilidade do método
diagnoéstico empregado atualmente, conforme demonstrado em estudos anteriores (Silva-
Moraes et al., 2019a). Por vez, esses individuos falso-negativos ndo sao atingidos pelas medidas
de controle, fazendo com que continuem a eliminar ovos que irdo manter o ciclo da doenga
ativa em areas em processo de elimina¢do da doenga. Portanto, para que possamos atingir a
meta de eliminacdo da esquistossomose como um problema de satde publica, estabelecida no
roteiro para DTNs para o periodo de 2021-2030 pela Organizagdo Mundial da Satde, sdo
necessarios o desenvolvimento de novos métodos diagnosticos altamente especificos (para
evitar confusdo devido a falsos positivos) e sensiveis o suficiente para detectar os casos

restantes (WHO, 2020).
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1.5 Diagnostico da esquistossomose
1.5.1 Diagnostico parasitologico

O diagnoéstico parasitologico da esquistossomose mansoni ¢ feito por meio da
visualizacdo direta dos ovos do parasito nas fezes do individuo infectado (BRASIL, 2014).
Esses métodos sdo divididos em qualitativos e quantitativos, sendo os métodos quantitativos
capazes de estimar o nimero de ovos por grama de fezes analisadas.

O método de Kato e Miura (1954), anteriormente qualitativo, foi posteriormente
modificado por Katz et al., 1972 passando a ser quantitativo; esse método hoje ¢ recomendado
pela OMS para o diagndstico da esquistossomose em nivel comunitario (WHO, 2002). Essa
técnica ¢ baseada na quantificacdo de ovos nas fezes, exibindo uma alta especificidade e um
baixo custo operacional, requerendo equipamento laboratorial minimo, podendo ser utilizado
facilmente em estudos de campo. As laminas de KK sdo preparadas com kits padronizados,
utilizando um molde plastico com um orificio central de 6mm para padronizar a quantidade de
fezes examinada (cerca de 42mg); essas fezes sdo cobertas e pressionadas por uma laminula de
celofane semipermedvel, previamente embebida em solucdo diafanizadora (verde de malaquita
ou azul de metileno em glicerol). Apos a preparagdo, essas laminas sdo lidas em microscopio
optico, o numero de ovos de S. mansoni € registrado e, ap6s a multiplicacdo por um fator de 24,
esta andlise revela uma estimativa de ovos por 1g de fezes (Katz; Chaves; Pellegrino, 1972).
Recomenda-se a leitura de duas laminas para busca ativa devido ao seu custo-beneficio
operacional, porém esse protocolo ¢ adequado apenas para infecgdes de intensidade moderada
(100-399 OPG) e alta (>400 OPG), apresentando uma baixa sensibilidade na detec¢do de
infeccodes de baixa intensidade (<100 OPG) (Okoyo et al., 2018; Oliveira et al., 2018; Cools et
al., 2019).

A baixa deposicao de ovos pelas fémeas de S. mansoni (300-400 ovo/dia) e a quantidade
reduzida de ovos que chegam a luz intestinal, sendo excretados nas fezes, sdo fatores que
comprometem a sensibilidade do diagnostico coproparasitolégico. O aumento no numero de
laminas ou amostras analisadas pode aumentar a sensibilidade do teste; um estudo conduzido
por Santos et al. (2020) em uma area de baixa prevaléncia no estado de Alagoas demonstrou
uma variagdo na positividade de 18,4 a 31% quando comparadas as andlises de duas laminas e
seis laminas, respectivamente. Além disso, a combinagdo de diferentes métodos parasitologicos
pode aumentar a sensibilidade em mais de 90% (Oliveira et al., 2018). No entanto, a
implementagdo de um nimero maior de amostras fecais € um maior numero de laminas em

combinagdo com outros testes, torna o procedimento de diagndstico em campo e em larga escala



28

impraticavel e economicamente inviavel, especialmente em areas endémicas, onde a logistica
€ 0s custos operacionais sdo desafiadores.

Uma outra metodologia, baseada nas propriedades fisicas dos ovos, denominada
Helmintex, foi desenvolvida para melhorar a sensibilidade na detec¢ao de ovos. O Helmintex
permite o exame de uma amostra maior (30g), aumentando assim sua sensibilidade (Teixeira et
al., 2007). Esta técnica promove o isolamento de ovos de S. mansoni usando microesferas
magnéticas que formam conjugados entre os ovos do parasito e as microesferas magnéticas,
uma vez que o ferro estd geralmente presente nos poros da casca do ovo, mas outros fatores
como forgas eletrostaticas entre as particulas magnéticas e a ornamentacao da superficie dos
ovos, podem desempenhar um papel fundamental (Candido et al, 2015; Karl et al,
2013). Embora a modificacdo do método Helmintex (Favero et al., 2017) tenha diminuido
significativamente o tempo do exame por meio da adicdo de detergente durante as etapas de
concentragdo e também a coloracdo do sedimento final com ninhidrina, o seu custo geral ainda
¢ alto e a necessidade de uma quantidade grande de amostra e processos demorados de
peneiragdo e sedimenta¢do tornam o procedimento trabalhoso e complexo. Apesar dessas
limita¢des, o Helmintex pode ser utilizado como método de referéncia para avaliacdo de novas
técnicas diagnosticas, devido ao seu alto desempenho quando comparado a outros métodos

parasitologicos, mesmo em infec¢des de baixa intensidade.

1.5.2 Diagnostico molecular

Meétodos moleculares, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) destacam-se pela
alta sensibilidade e especificidade, especialmente em infec¢cdes com baixa carga parasitaria.
Essa técnica baseia-se na amplificagdo de material genético especifico por meio de iniciadores
(primers), que sdo pequenas sequéncias de DNA complementares ao gene de interesse. Esses
primers identificam e delimitam a regido-alvo, permitindo sua amplificacdo. No diagndstico da
esquistossomose, varias sequéncias génicas foram exploradas como possiveis alvos para
detectar a infeccdo ativa por Schistosoma. Regides especificas como as subunidades ribossomal
rDNA 18S, rDNA 28S, SSU-rRNA, genes mitocondriais (NADH-I, NADH-3), ITS2, COX-1
e arepeti¢do em tandem de 121bp sdo as regides mais exploradas (Gomes et al., 2006; Sandoval
et al., 2006; Siqueira et al., 2021); esse ultimo apresentou uma sensibilidade de 91,4% e
especificidade de 80,2% em amostras de fezes de individuos com baixa carga parasitaria
(Magalhaes et al., 2020). Embora apresentem alta sensibilidade e especificidade, os testes
moleculares tém seu desempenho influenciado pelo alvo genético escolhido e pelo tipo de

amostra analisada. A sensibilidade pode variar entre 20% em amostras de soros ¢ 80% em
p
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amostras fecais (Espirito-Santo et al., 2014). Além dessa variacdo, a necessidade de
profissionais qualificados, infraestrutura laboratorial complexa e altos custos ainda representam
desafios para sua adogao em paises em desenvolvimento (Weerakoon et al., 2018)

Para superar essas limitagdes, a amplificagdo isotérmica mediada por loop (LAMP)
surge como uma alternativa. Essa técnica emprega quatro a seis iniciadores para amplificar um
unico gene-alvo, aumentando a sua sensibilidade; além disso a amplificagdo ocorre em
condigoes isotérmica (63°C e 65°C), eliminando a necessidade de termociclador. Essa técnica
jé foi utilizada com sucesso na deteccdo de DNA de S. mansoni em fezes e urina, apresentando
altas taxas de sensibilidade e especificidade (Fernandez-Soto et al., 2014, 2019; Allam et al.,
2022). Embora essa abordagem elimine a necessidade de termocicladores caros, sua aplicagao
em larga escala no campo dependerd do fornecimento de misturas de reagdo pré-preparadas e

estaveis sob condi¢des laboratoriais de campo (Gandasegui et al., 2018).

1.5.3 Diagnostico imunologico

Os métodos imunologicos representam ferramentas valiosas na triagem de individuos
positivos para esquistossomose em inquéritos epidemiologicos, especialmente em situagdes
com baixa intensidade de infeccdo, infec¢des cronicas ou infecgdes unissexuadas, que
dificultam o diagndstico por técnicas parasitologicas baseadas em fezes. Essas técnicas de
imunodiagnostico podem ser empregadas tanto na detec¢do de antigenos circulantes de
Schistosoma (método direto) quanto na identificagdo de anticorpos produzidos contra o parasito
(método indireto). Dentre os métodos imunologicos frequentemente empregados estdo o teste
de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), o teste de imunofluorescéncia indireta e os
testes rapidos (POC — Point-of-care) de pesquisa de antigenos circulantes do parasito.

A pesquisa de antigenos circulantes do parasito ¢ direcionada principalmente para dois
antigenos principais, o CAA (circulanting anodic antigen - antigeno anddico circulante) e o
CCA (circulanting cathodic antigen- antigeno catodico circulante). O CCA ¢ uma glicoproteina
derivada do epitélio intestinal de S. mansoni regurgitado pelo parasito durante a sua vida, sendo
detectado em amostras de urina de individuos infectados (Stothard et al., 2014; Van Dam et al.,
2004); esse teste estava disponivel comercialmente no Brasil (Ecodiagnostica Ltda., Brasil) em
formato de fluxo lateral baseado em cassete. Os niveis desse antigeno e a intensidade de
infeccdo se correlacionam e a sua concentracdo em pacientes recém tratados diminui
rapidamente, sugerindo que sua detec¢ao so ¢ possivel em individuos com infecgdo ativa (Van
Lieshout et al., 1993; Standley et al., 2010). O resultado ¢ obtido em cerca de 20 minutos,

podendo ser relatado semiquantitativamente, de acordo com a intensidade da banda na linha
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teste e interpretado como um reflexo da carga parasitaria (Oliveira et al., 2018). O teste com o
CCA foi recentemente aceito pela OMS para uso no monitoramento e avaliacdo de programas
de eliminagdo e controle da infec¢do por S. mansoni, especialmente em areas de baixa
prevaléncia (WHO, 2022).

A avaliagao de POC-CCA 4areas de alta e moderada endemicidade em paises africanos
demonstrou desempenho satisfatorio em comparagdo ao método de KK, além de apresentar
maior sensibilidade na avaliacdo pds-tratamento com Praziquantel (Tchuem-Tchuenté et al.,
2012; Lamberton et al., 2014; Chieng et al., 2021); porém em regides de baixa endemicidade
e/ou baixa carga parasitaria o seu desempenho continua sendo questionavel. Um estudo
multicéntrico, encomendado pelo Ministério da Satide do Brasil, avaliou o desempenho do teste
POC-CCA (Ecodiagnostica Ltda., Brasil) em areas com diferentes niveis de endemicidade. Um
elevado numero de falsos-positivos e falsos-negativos foi encontrado nas diferentes areas
pesquisadas, prejudicando a estimativa da prevaléncia. O desempenho do POC-CCA
(Ecodiagnostica Ltda., Brasil) levou a ndo recomendacdo do teste como ferramenta diagnostica
para monitoramento e avaliagdo das medidas de controle para esquistossomose no Brasil (Pieri
et al., 2023). A diminui¢do no desempenho do teste, com o aparecimento de reacdes falso-
positivas, pode estar relacionada principalmente no aparecimento de reagdes muito fracas,
denominadas trago-positivo, que podem superestimar o nimero de infecgdes ativas (Danso-
Appiah et al., 2016). As reagdes traco-positivo no POC-CCA geralmente ndo estdo associadas
a positividade em outros testes, sendo esse fato relacionado a baixa sensibilidade do KK que ¢
utilizado na maioria dos estudos como “padrdo ouro” para comparar o desempenho de novos
testes diagnostico (Coelho et al., 2016). Mais recentemente, outro alvo antigénico conhecido
como CAA tem sido testado, demonstrando um melhor desempenho quando comparado com o
CCA, porém s6 como teste experimental, sem disponibilidade como ‘point-of-care’, ou teste
rapido (Corstjens et al., 2020; Tamarozzi et al., 2021)

Outro método ¢ a técnica de ELISA, sendo o teste soroldgico mais comumente utilizado
para fins de diagnostico de infec¢des parasitarias, incluindo a infecgdo por S. mansoni. Este
ensaio tem como base a detec¢do de varias classes e subclasses de anticorpos por meio do
reconhecimento de diferentes antigenos aderidos a placas de poliestireno. Os antigenos
empregados em ensaio soroldgicos sdo obtidos de diferentes estagios evolutivos do parasito,
por meio da ruptura de vermes adultos, cercérias ou ovos. O homogeneizado de ovos, conhecido
como antigeno soluvel de ovo (Soluble egg antigen - SEA) apresenta uma elevada proporgao
de fracdes antigénicas, porém apenas uma pequena parte desses antigenos sdo liberados por

ovos viaveis. Atualmente, a preparacao de antigeno soluvel de vermes adultos (SWAP) ¢ a fonte



31

mais facil e abundante de material antigénico (Doenhoff; Chiodini; Hamilton, 2004). Estudos
utilizando SEA, relatam uma ampla sensibilidade (71-99%) e especificidade (6-100%) que
pode ser em decorréncia de diversos fatores, incluindo a falta de um padrdo de referéncia
composto por métodos diagnodsticos robustos, ma caracterizagdo do material bioldgico, entre
outros problemas (Graeff-Teixeira et al., 2021).

Os ensaios de anticorpos, embora apresentem maior sensibilidade do que o método de
KK, especialmente em infeccdes de baixa intensidade, possuem algumas limitagdes
importantes. Uma das principais restricdes € que os anticorpos especificos para o parasito
podem permanecer no soro por anos ap6s a eliminag¢do da infecgdo, dificultando a distingao
entre infecgdes ativas e passadas (Rabello et al., 1997; Ogongo; Kariuki; Wilson, 2018). Além
disso, resultados positivos em ensaios imunoldgicos na auséncia de excrecdo de ovos podem
estar relacionados a infecgdes de sexo unico (Lu et al., 2018). Essa caracteristica limita sua
aplicacdo no monitoramento de programas de controle, como os de administragdo em massa de
medicamentos, sobretudo quando o antigeno utilizado € o extrato bruto do parasito. Além disso,
os niveis de anticorpos ndo necessariamente refletem a carga parasitéria ativa, sendo, portanto,
uma medida indireta da infec¢@o (Lopes et al., 2023). Outro ponto a se destacar ¢ a possibilidade
de reagdes cruzadas, devido ao compartilhamento de epitopos semelhantes em outros
helmintos, podendo levar a falso positivos, principalmente em regides onde a coinfeccdo com

outras helmintiases ¢ comum (Zhou; Zheng; Jiang, 2011; Doenhoff et al., 2016).

1.5.3.1 Utilizagdo de peptideos sintéticos

Apesar das limitagdes dos métodos imunologicos, estratégias tém sido desenvolvidas para
superar esses desafios, reduzindo a chance de reatividade cruzada (Lv et al., 2016). A
purificacdo de antigenos brutos tem sido utilizada nos ultimos anos para obter fragdes
especificas o suficiente para o diagndstico da esquistossomose, destacando-se a fragdo catidnica
de SEA (CEF6) (Doenhoff et al., 2003), antigeno microssomal de verme de adulto de S.
Jjaponicum (JAMA) (Tsang et al., 1984), S. haematobium (HAMA) (Abdel-Fattah et al., 2011)
e S. mansoni (MAMA) (Maddison et al., 1985); este ultimo apresenta baixas taxas de
reatividade cruzada, sendo atualmente utilizado pelo Center for Disease Control and
Prevention (EUA) na triagem de pacientes que estiveram em areas endémicas de
esquistossomose, € em casos em que os métodos de diagnostico por fezes e urina apresentam
diagnoéstico inconclusivo (Tsang et al., 1983; Tsang et al., 1984; CDC, 2024). Além da
purificacdo de antigenos brutos, a utilizagdo de antigenos recombinantes ou sintéticos pode

aumentar a especificidade e minimizar a ocorréncia de reacdes cruzadas. Além disso, essa



32

forma de manipulagdo ndo exige a utilizacdo do parasito e permite a sele¢do de alvos com maior
potencial antigénico antes da construg¢do e producdo do antigeno (Lv ef al., 2016). A exemplo
disso, peptideos antigénicos derivados das proteinas catepsina B e asparaginil endopeptidase de
S. mansoni foram utilizados para construir um antigeno multiepitopo que apresentou uma
sensibilidade de 81,1% e especificidade de 46,1% (Lopes ef al., 2023). Essa estratégia também
foi aplicada a proteina recombinante rMEA ou Major egg antigen, que, em ensaios sorologicos
de IgG, apresentou 87,1% de sensibilidade e especificidade de 89,09%, sendo capaz de detectar
a maioria dos individuos com cargas parasitarias baixas (<10 OPG). Outras proteinas, como a
rMEG-3.2 e rMEG-3.4, uma proteina do gene microexons, apresentaram uma sensibilidade de
90% e especificidade de 83% (Mambelli et al., 2020). No entanto, ¢ essencial que esses ensaios
sorologicos, incluindo aqueles baseados em antigenos recombinantes ou purificados, sejam
avaliados com maior rigor metodoldgico. A padronizagdo dos protocolos, a defini¢do adequada
dos grupos controle, a validacdo independente por terceiros e a aplicacdo em populagdes
endémicas sdo elementos essenciais para garantir a reprodutibilidade e a aplicabilidade desses

ensaios (Graeff-Teixeira et al., 2021)

1.5.3.2 Detecgdo de anticorpos na urina

Ensaios soroldgicos necessitam da coleta de sangue, considerado um procedimento
invasivo que requer pessoal minimamente treinado, equipamentos para processamento €
condi¢des ideais de armazenamento (Eamudomkarn ef al., 2018). Em contrapartida, o uso de
urina na detec¢do de anticorpos ¢ facilitado por ser um método ndo invasivo, o que facilita a
participagdo da populagdo, especialmente em contextos onde a aceitagdo de procedimentos
invasivos ¢ baixa. Além disso, ¢ um método de coleta de baixo custo, pois ndo requer seringas,
lancetas ou a presenca de profissionais de satde, tornando a sua utilizacdo mais acessivel
financeiramente. Embora a concentragao de anticorpos na urina seja cerca de 1/4.000 a 10.000
vezes menor do que no soro, a urina contém muitos componentes séricos, incluindo anticorpos
(Katsuragi et al., 1998; Takagi, 2003). Isso permite a medi¢do quantitativa dos anticorpos na
urina por meio de técnicas sensiveis, como o ELISA, tornando a urina uma alternativa viavel e
eficaz para a detec¢do de anticorpos especificos de patdgenos.

Entre as classes de imunoglobulinas, IgG especifico ¢ a mais abundante na urina de
pacientes acometidos por doencas infecciosas e parasitarias. Sua subclasse, IgG4, ¢
particularmente especifica e pode ser detectada com maior precisdo, reduzindo a possibilidade
de reacdes cruzadas (Rattanaxay et al., 2001). Outras imunoglobulinas, como IgA, estdo

presentes em altos titulos em pacientes recém vacinados para o virus da rubéola; esses niveis
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elevados de IgA sdo mantidos por um longo periodo, enquanto os titulos de IgG aumentam
gradativamente apds a vacinacao (Takahashi et al., 1998). Por outro lado, a imunoglobulina M
(IgM), comumente utilizada para detec¢ao de infec¢do recente, tem a sua detec¢do em amostras
de urina dificultada, seja por sua baixa sensibilidade ou devido a sua baixa concentracdo em
individuos saudaveis. Além disso, o seu peso molecular (970kDa), dificulta sua passagem pelos
glomérulos em condi¢des normais, mas, em caso de lesdo renal aguda ou cronica, essa
passagem pode ser facilitada (Tencer et al., 1998; Vazquez et al., 2007).

A detecgdo de anticorpos na urina tem sido amplamente estudada em diversas doencas
infecciosas. O primeiro teste de triagem para HIV baseado em urina foi aprovado pela FDA
(Food and Drug Administration dos EUA) em 1996, sendo baseado na detec¢ao de anticorpos
urinarios IgG. Esse ensaio apresenta uma sensibilidade de 89,6% - 97,2% e especificidade de
97,3% - 100%, sendo considerado um 6timo teste de triagem na deteccdo de HIV-1 (Martinez
et al., 1996; Sahni et al., 2014). Outros ensaios de ELISA, baseados em urina, tem sido
desenvolvido para deteccdo de infeccdo por dengue, hepatite A e rubéola (Takahashi et al.,
1998; Joshi et al., 2002; Caraballo et al., 2020).

Anticorpos na urina de individuos afetados por helmintos também tém sido estudados.
No caso da filaria Wuchereria bancrofti, um parasito dos vasos linfaticos, o principal método
de diagnostico € a pesquisa de microfilarias no sangue periférico, porém o método ¢ invasivo e
apresenta baixa sensibilidade. Diante dessas dificuldades, um ensaio de ELISA para detec¢ao
de IgG4 especifico para filarias na urina tem se mostrado promissor em areas endémicas, tanto
antes quanto apds o tratamento. Estudos realizados em paises como Sri Lanka, Laos, Tailandia
e Japao, com amostras de individuos ndo tratados, indicaram uma sensibilidade de 95,6% e
especificidade de 99,0%. Apds quatro rodadas de tratamento, a sensibilidade do ensaio diminui
para 84,8%, mas ainda se mantém como uma boa op¢ao para uso em campo. Além disso, as
amostras de urina podem ser armazenadas a 37°C por até 4 semanas sem qualquer perda de
qualidade (Rattanaxay et al., 2001; Samad et al., 2013; Takagi et al., 2019). Alternativas para
o diagndstico da estrongiloidiase também tém sido exploradas como, por exemplo, um ensaio
soroldgico utilizando antigeno de Strongyloides ratti para detectar anticorpos na urina. Esse
método tem demonstrado alta sensibilidade (93%) quando comparado aos métodos
parasitoldgicos convencionais, além de apresentar sensibilidade e especificidade semelhante
aos ensaios de ELISA utilizando soro e uma baixa reatividade cruzada com outras espécies de
helmintos (Eamudomkarn et al., 2018). Quando comparado a kits ELISA comerciais para soro,

como o InBios Strongy Detect™ IgG (Antigeno NIE recombinante) e SciMedx (antigeno bruto
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de S. stercoralis), o ELISA com antigeno de S. ratti apresenta uma sensibilidade superior
(97,1%) (Ruantip et al., 2019).

Para o género Schistosoma, ensaios com SEA e SWAP tém sido utilizados na detec¢do
de anticorpos urinarios especificos. No estudo de Elhag et al., (2011) utilizando SWAP e
amostras emparelhadas de soro e urina de pacientes positivos para S. mansoni € S.
haematobium, demonstraram que a diferenca nos niveis de anticorpos nessas duas amostras nao
foi significativa. Essa correlacdo entre os niveis de anticorpos e essas duas amostras bioldgicas
jé foi relatada em outro ensaio utilizando SEA na detec¢do da infecgao por S. japonicum. Além
dessa boa correlagdo, o armazenamento dessas amostras em temperatura ambiente (37°) por 8
semanas ndo interferiu em seu resultado (Itoh et al., 2003). Por se tratar de ensaios utilizando
antigenos brutos, problemas relacionados a reatividade cruzada podem ser encontrados. Por
isso, medidas como a utilizacdo de antigenos recombinantes podem diminuir a ocorréncia

desses casos.

1.6 Mapeamento da doenca e analises de dados espaciais em saude publica

Diagnosticos aprimorados sdo fundamentais para atingir as metas de eliminacdo da
esquistossomose até 2030, pois garantem a identificacdo precisa de casos, essencial para as
fases de avaliagdo dos programas de controle, vigilancia e mapeamento dos casos (WHO,
2022). A utilizagao de Sistemas de Informagdes Geograficas (SIG), possibilita a analise desses
dados epidemiologicos, destacando a localizagdo de casos segundo a distribuicdo em
determinada area ou territorio e exibindo aglomerados espaciais que indicam espagos de maior
risco para infeccao e areas que necessitam intervencao (Gomes et al., 2020; Gomes et al., 2023)

A avaliagdo da densidade de agravos ou eventos na satde por meio do estimador de
densidade de Kernel (EDK) ¢ uma das analises espaciais mais utilizadas e conhecidas (Chen,
2017). Trata-se de uma técnica de interpolagdo exploratdria, portanto sem valor estatistico, que
permite identificar visualmente areas de alta e baixa concentragao de eventos, conhecidas como
“areas quentes” e “dreas frias”, respectivamente. As “dreas quentes”, representam uma maior
densidade de eventos, sugerindo uma aglomera¢do ou padrdo de concentracdo em uma
distribui¢do espacial, o que pode indicar regides prioritarias para intervengdes de saude (Chen,
2017). Esse método facilita a visualizagdo de padrdes espaciais de forma intuitiva, auxiliando
na deteccdo de agrupamentos e tendéncias que podem ser essenciais para o planejamento de
acdes preventivas e de controle em saude (Xia, et al., 2020).

O termo “aglomerados de casos” ¢ utilizado se a frequéncia da doenga for maior do que

normalmente esperado para um tempo ou area especifica ajustada pelo tamanho da populagao.
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Estatisticas de varredura espacial tentam identificar esses aglomerados, também conhecidos
como “clusters mais provaveis”, a partir de modelo Binomiais ou de Poisson. No entanto, como
uma janela circular € utilizada para escanear as areas potenciais de cluster, esses métodos pecam
na detecgdo correta de clusters ndo circulares, como aqueles ao longo de um rio. Para detectar
clusters de formato flexivel, que ndo podem ser detectados pela estatistica de varredura espacial
circular, muitos autores propuseram diferentes alternativas. A estatistica de varredura espacial
flexivel, implementada no software FleXScan, proposta por Tango e Takahashi busca resolver
esses problemas (Tango; Takahashi, 2012). Esse método tem-se mostrado eficaz na detecg¢ao
de clusters de casos em areas endémicas de maldria e esquistossomose (Mlacha et al., 2017,
Xiaetal., 2017).

A esquistossomose ¢ uma doenga endémica em varios estados e muitos municipios
brasileiros, porém a sua distribuicdo dentro dessas areas ¢ concentrada em focos especificos.
Nessas regioes, marcadas por bolsdes de pobreza e pela auséncia de saneamento basico, a
doenga encontra um campo fértil para a sua disseminacdo e manutencdo (Gazzinelli et al.,
2006). A compreensdo da distribuicdo espacial da esquistossomose ¢ fundamental para
implementar intervencdes eficazes e direcionadas, pois permite que formuladores de politicas
tomem decisdes embasadas sobre a alocagdo racional de recursos. Mapas de risco que mostram
a distribuicao geografica da doenca, obtidos com ferramentas GIS, possibilitam a visualizagao
de dados de prevaléncia e sua correlagdo com fatores ambientais e sociais (Guimaraes et al.,
2010; Scholte ef al., 2014). Essa abordagem facilita uma resposta mais precisa e focada nas
areas que mais necessitam de atencdo. Ao combinar diagndsticos aprimorados com
mapeamento geoespacial, otimiza-se o controle da esquistossomose e apoia-se a verificagdo de
sua eliminagdo em areas endémicas, promovendo a saude publica e o bem-estar das populagdes

afetadas.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da significativa redu¢do dos casos de esquistossomose no Brasil, alcangada por
meio das politicas implementadas pelo Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) e pela
melhoria da infraestrutura sanitaria, a transmissdo ainda persiste em diversas regides do pais.
Além disso, muitos individuos infectados em arecas endémicas submetidas ao controle
quimioterdpico apresentam baixa carga parasitaria, dificultando o diagnostico pelos métodos
tradicionais, como o Kato-Katz (KK). Embora recomendado pela Organizacdo Mundial da
Saude, devido ao baixo custo e praticidade, o KK apresenta sensibilidade limitada em contexto
de baixa endemicidade ou em pacientes com cargas leves, levando frequentemente a resultados
falso-negativos. Essa limitagdo contribui para a subnotificacdo de casos, comprometendo o
alcance das metas de eliminacdao da doenga. Assim, métodos mais sensiveis sao fundamentais
para diagnosticar adequadamente esses casos € interromper a perpetuacao da transmissao.

Alternativas como o Helmintex, embora mais sensiveis, sdo de dificil implementagdo em
larga escala devido a sua complexidade e as exigéncias laboratoriais. O teste rapido POC-CCA
surge como uma alternativa para o uso em campo, mas a sua baixa sensibilidade e pouca
concordancia com outros testes questionaram a sua aplicagdo em areas endémicas no Brasil.
Desta forma, as metodologias de diagnostico disponiveis até 0 momento ndo permitirdo atingir
a meta de eliminac¢do da esquistossomose como problema de saude publica e/ou interrupgao da
transmissdo da infeccdo no pais. Nesse contexto, os métodos imunologicos, aliados a pesquisa
de novos antigenos recombinantes ou ao fracionamento de antigenos brutos de vermes, surgem
como uma alternativa promissora. Essas abordagens tém o potencial de superar as limitacdes
de sensibilidade e especificidade dos métodos tradicionais, proporcionando uma detec¢ao mais
precisa, especialmente em casos de baixa carga parasitaria, e representando um avango
importante no combate da esquistossomose.

O sucesso dos programas de controle de doengas parasitrias, depende da capacidade do
gestor em diagnosticar de forma acurada os portadores da enfermidade para controlar a doenga
e sua progressao, além de identificar regides que necessitam de medidas de intervencdo. Nesse
contexto, a andlise espacial da distribuicdo da esquistossomose ¢ a identificacdo dos fatores de
risco associados sdo fundamentais para o controle eficaz da doenca, especialmente em areas
endémicas. Mapear os casos, calcular a prevaléncia no local e investigar os determinantes locais
da transmissdo proporcionam uma visdo abrangente dos fatores que perpetuam a doenga,

permitindo a identifica¢do de 4reas prioritarias para intervengao.
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Esta tese reune dados sobre a distribuicao da mortalidade por esquistossomose em Minas
Gerais e dados de casos de esquistossomose no distrito de Brejo do Amparo, uma regido
historicamente endémica no norte do estado, além de avaliar o uso de diferentes métodos de
diagnostico, incluindo antigenos recombinantes para o diagndstico soroldgico/imunoldgico. O
aprimoramento dos métodos diagndsticos, especialmente para casos com baixa carga
parasitaria, aliado a andlise espacial detalhada, representa uma estratégia integrada e eficiente
para o controle e, eventualmente, a eliminagdo da esquistossomose como problema de saude

publica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar as caracteristicas epidemiologicas, tendéncias temporais e padrdes espaciais

relacionados a ocorréncia de casos e Obitos por esquistossomose no estado de Minas Gerais,

além de avaliar o desempenho de métodos parasitologicos e imunologicos na detec¢do da

infec¢do por S. mansoni.

3.2 Especificos

Capitulo I:

Analisar as caracteristicas epidemioldgicas, tendéncias temporais e padrdes espaciais da
mortalidade relacionada a esquistossomose no estado de Minas Gerais, Brasil, entre

2000 e 2019;

Capitulo II:

Nas comunidades rurais de P¢é da Serra, Tocantins e Santana, pertencentes ao distrito de Brejo
do Amparo, Municipio de Januaria, Minas Gerais:

Determinar a prevaléncia da infec¢do por S. mansoni utilizando os métodos de Kato-
Katz ¢ Helmintex;

Avaliar a associacdo entre fatores socioeconomicos € comportamentais na prevaléncia
da infec¢do por S. mansoni, bem como possiveis alteragdes nesses fatores, nos anos de
2014 ¢ 2022;

Determinar a distribui¢c@o espacial dos casos de esquistossomose mansoni;

Verificar possiveis alteragdes na distribuicdo espacial e os fatores de risco associados a

esquistossomose mansoni, nos anos de 2014, 2015 e 2022;

Capitulo I1I:

Avaliar o desempenho dos métodos de diagnostico parasitologico Kato-Katz e
Helmintex individualmente ou em conjunto na detec¢do da infecgdo por Schistosoma
mansoni.

Avaliar o desempenho do teste rapido POC-CCA para o diagnostico da infecgdo por S.
mansoni considerando o método de Kato-Katz e Helmintex como referéncia.
Investigar possivel influéncia de pardmetros urinarios, detectados pela Tira Reagente de
Urina Biocon Biol10®, sobre o desempenho do teste POC-CCA para o diagnostico de

S. mansoni.
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Avaliar o desempenho de ensaios imunolégicos de ELISA indireto (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), baseado na deteccdo de IgG especifico contra antigenos de
verme adulto (SWAP), uma fra¢do derivada desse antigeno (SmJ1), antigenos do ovo
(SEA) e uma proteina quimera (qSmP), em amostras de soro e urina de pacientes
positivos para esquistossomose.

Avaliar a influéncia da concentragdo da urina utilizando filtros Amicon na detec¢do de
IgG especifico contra antigenos soluveis de ovo (SEA) em amostras de pacientes

positivos para S. mansoni.
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Mortalidade relacionada a esquistossomose intestinal em Minas Gerais, Brasil, 2000-
2019: tendéncias temporais e padrdes espaciais para determinacio de areas prioritarias

Objetivo: Analisar as caracteristicas epidemiologicas, tendéncias temporais e padroes espaciais
da mortalidade relacionada a esquistossomose no estado de Minas Gerais, Brasil, entre 2000 e

2019;

Artigo publicado na revista Tropical Medicine & International Health (FI: 3.057; Qualis Al).
doi: 10.1111/tmi.13850

Este trabalho teve como objetivo principal determinar municipios prioritarios para intervengdes
de controle da esquistossomose mansoni no Estado de Minas Gerais. Para isso, rastreamos
obitos que tiveram como causa base a esquistossomose (subcategoria B65; CID-10) a partir de
dados do Sistema de Informacao sobre Mortalidade provenientes do DATASUS. Os resultados
apresentados permitiram identificar municipios com altas taxas de mortalidade, indicando

possiveis falhas no diagnoéstico e tratamento de individuos dessas areas.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenga parasitaria causada por parasitos trematodeos do género
Schistosoma que afeta humanos e outros hospedeiros mamiferos em muitas regides tropicais.
A esquistossomose humana ¢ responsavel por aproximadamente 140 milhdes de infec¢des, em
segundo lugar depois das infecgdes por malaria (IHME, 2019). E considerada uma doenga
tropical negligenciada, intimamente ligada a pobreza e a regides com saneamento precario ou
nenhum (Campbell ef al., 2014). Hoje, 78 paises em regides tropicais ou subtropicais na Africa,
Asia e América Latina sdo considerados endémicos para esquistossomose (WHO, 2016; WHO,
2022). As ultimas estimativas do estudo Global Burden of Disease calcularam um total de 1,64
milhdo de anos de vida perdidas por incapacidade devido a morte prematura e/ou morbidade e
cerca de 11.500 mortes em 2019 (IHME, 2019).

Entre as espécies de esquistossomos, S. mansoni merece atencdo especial, porque a
infec¢do cronica pode causar patologias hepdticas e intestinais graves, causando morbidade e
mortalidade consideraveis em regides dos continentes africano e americano (Colley et al.,
2014). O parasito e sua transmissao estdo ligados ao contato com a dgua, a contaminagao fecal
dos corpos de 4gua e a presenga de hospedeiros intermedidrios adequados representados por
moluscos planorbideos do género Biomphalaria (Grimes et al., 2014). Cercarias, o estagio
infeccioso para o hospedeiro humano, sdo eliminadas por hospedeiros intermedidrios em
colegdes hidricas, onde podem entrar ativamente em contato com o hospedeiro definitivo
durante atividades de lazer ou ocupacionais, que sdo considerados fatores de risco para infec¢ao
(Nelwan et al., 2019).

No Brasil, a esquistossomose mansoni ¢ considerada uma doencga endémica com uma
vasta distribuicdo e transmissdo ativa em 18 estados da Federagdo. De acordo com o tltimo
Inquérito Nacional de Esquistossomose e com base em dados de 2010 a 2015, a taxa de
positividade estimada para a populagao brasileira ¢ de cerca de 1% (Katz, 2018). Nesta pesquisa
nacional, as regides sudeste e nordeste foram apontadas como as dreas com as maiores taxas de
positividade. Dentro da regido sudeste, o Estado de Minas Gerais, com seus 853 municipios e
seu enorme territorio, apresentou a maior taxa de positividade (3,86%) (Katz, 2018). No estado,
registros historicos e contemporaneos de esquistossomose indicam transmissdo ativa em 523
municipios (Drummond et al., 2010).

Durante as Uultimas décadas, o Programa Nacional Brasileiro de Controle de
Esquistossomose (PCE) concentrou-se na triagem, no diagndstico precoce e no tratamento
individual de pacientes infectados (Silva-Moraes et al., 2019a), que, ao longo das décadas,

alcancou uma redu¢do da morbidade, de casos clinicos graves e da taxa de mortalidade por
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esquistossomose (Brasil, 2014). O controle desse parasito ou mesmo sua eliminagdo como um
problema de saide publica ¢ essencial para o Brasil dentro do Objetivo de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) 3, garantindo uma vida saudavel e bem-estar para toda a populacdo. No
entanto, devido a sua extensdo territorial e as enormes desigualdades socioecondmicas
existentes, combinadas com diferentes cendrios epidemioldgicos e ambientais, o controle
nacional da esquistossomose tornou-se cada vez mais complexo (Rollemberg et al., 2015). Em
geral, e ndo apenas em nivel nacional, a esquistossomose ¢ uma doenca multifatorial que requer
medidas de controle integradas, como saneamento basico, acdes de educacdo em saude,
controle de caramujos e mapeamento espacial mais preciso dos casos humanos. Esse fato
dificulta o cumprimento dos ODS sem apoio governamental significativo e esforcos
sustentaveis (McManus et al., 2018; WHO, 2022). Acreditamos que uma pequena, mas
importante peca, neste quebra-cabega para verificar e avaliar a situagdo atual e o impacto de um
programa de controle ¢ entender a dindmica dos casos clinicos graves e das mortes relacionadas
a esquistossomose e indicar regides prioritarias para intervengdes. Portanto, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar padrdes temporais e espaciais de mortalidade por esquistossomose

mansoni no Estado de Minas Gerais, Brasil, entre 2000 € 2019.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Design e periodo de estudo

Foi realizado um estudo ecolédgico, baseado em andlises temporais e espaciais, utilizando
dados de mortalidade secundéria relatados atribuidos a esquistossomose em Minas Gerais,
Brasil, de 2000 a 2019. Cada um dos 853 municipios do estado foi tratado como a menor

unidade para analise.

2.2 Area de estudo

Minas Gerais, na regido sudeste do Brasil, ¢ composta por 853 municipios, cobre uma
area maior que a Franga (587.000 km2; Figura 1), tem uma populacdo de 21 milhdes (IBGE,
2021) e um indice de desenvolvimento humano de 0,731 (IPEA, 2020). O estado ¢ subdividido
em 12 mesorregides: Campo das Vertentes, Mineira Central, Jequitinhonha, Noroeste, Norte,
Minas Oriental, Regido Metropolitana de Belo Horizonte, Sul/Sudoeste, Tridngulo Mineiro,

Vale do Mucuri, Vale do Rio Doce e Zona da Mata (IBGE, 2021).
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Figura 1. Mapa da area de estudo de Minas Gerais, Brasil, e seus municipios e divisdo territorial em mesorregioes

2.3 Fontes de dados
Os dados sobre mortalidade foram obtidos do Sistema Nacional de Informacdo sobre

Mortalidade (SIM), vinculado ao Ministério da Saude do Brasil (acesso publico aberto e sem
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possibilidade de identificagdo individual). Esta foi a principal fonte de dados nao identificavel
para a mortalidade associada a esquistossomose para os municipios e regides de Minas Gerais.
Esses dados sdo de dominio publico e estavam disponiveis no site da Secretaria de Informatica
do 'Sistema Unico de Saude' (DATASUS). Todas as mortes entre 2000 e 2019 em Minas Gerais
cuja causa subjacente foi esquistossomose, foram incluidas conforme indicado na certiddo de
obito (subcategoria B65; CID-10 para o sistema de notificacdo brasileiro).

Os dados populacionais foram extraidos do censo nacional em 2000 e 2010, e as
estimativas populacionais para os periodos entre 2000 e 2010 foram obtidas do Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Os limites geograficos foram obtidos do IBGE.

2.4 Analise de dados
2.4.1 Caracterizacao epidemioldgica de mortes por esquistossomose

Como primeiro passo, as mortes relacionadas a esquistossomose foram caracterizadas
epidemiologicamente, extraindo o sexo, a idade e o municipio de residéncia dos pacientes do
relatorio de Obito. Anélises bivariadas foram realizadas sobre fatores associados a mortalidade.
As razdes de chance (odds ratios — OR) e seus respectivos intervalos de confianga (IC) de 95%
foram calculados a partir de tabelas de contingéncia. Diferencas estatisticamente significativas

foram consideradas ao apresentar um valor p < 0,05.

2.4.2 Analise de tendéncias de tempo

Para avaliar os efeitos temporais da mortalidade devido a esquistossomose em Minas
Gerais, usamos modelos de regressdo log-linear segmentados, um método que permite verificar
mudangas nas tendéncias de uma varidvel ao longo do tempo. As taxas brutas de mortalidade
dentro do estado e suas mesorregides, bem como as caracteristicas epidemiologicas (sexo e
faixas etarias) foram calculadas e incluidas nas analises de tendéncia. As mudancas percentuais
anuais (APC) e as mudancas percentuais anuais médias (AAPC) foram calculadas e expressas
como porcentagens com um IC de 95%. O teste de permutagdo de Monte Carlo foi usado para
identificar o melhor segmento para cada modelo. Portanto, 999 permutagdes foram aplicadas e
o melhor modelo com o maior coeficiente de determinacdo residual (R2) foi selecionado

(Antunes; Cardoso, 2015).

2.4.3 Distribui¢ao espacial e analise de autocorrelacao espacial
A distribui¢@o espacial das mortes causadas por esquistossomose em Minas Gerais foi

analisada pelas taxas de mortalidade brutas e suavizadas por 100.000 habitantes e dividida em
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quatro periodos de tempo: P1 (2000-2004), P2 (2005-2009), P3 (2010-2014) e P4 (2015-2019).
A divisao em periodos de 5 anos e a suavizagdo resultaram em uma melhor estabilidade das
taxas de mortalidade, especialmente em municipios menores € com poucos casos. Estimativas
bayesianas empiricas foram usadas para suavizar as taxas de mortalidade (BRASIL, 2007).

A analise de autocorrelagdo espacial foi usada para verificar a dependéncia espacial ou
o padrao de aleatoriedade da mortalidade por esquistossomose no territorio analisado. O indice
global de Moran foi usado para estudar a dependéncia espacial, com base na elabora¢do de uma
matriz de proximidade espacial obtida pelo critério de contiguidade, adotando um nivel de
significancia de 5%. Este indice varia de -1 a +1, onde 0 indica a auséncia de autocorrelagao
espacial e os valores de -1 e +1 indicam a existéncia de autocorrelagdo negativa e positiva,
respectivamente. Nesse sentido, quanto mais perto de +1, maior a semelhanga entre os vizinhos
(Anselin, 1995).

Uma vez que a autocorrelagdo foi identificada, a ocorréncia de autocorrelacdo local foi
avaliada calculando o indice local de Moran (indicador local de associagdo espacial - LISA),
que determina a existéncia de padrdoes de dependéncia e risco espacial. Os municipios
identificados dentro dos padrdes Q1, Q2, Q3 e Q4 foram classificados de acordo com o nivel
de prioridade para agdes de intervencdo. O padrdo Q1 (alto/alto) incluiu municipios com altas
taxas de mortalidade, cercados por municipios que também tém altas taxas, sendo considerados
de alta prioridade. O padrio Q2 (baixo/baixo) incluiu municipios com baixas taxas de
mortalidade, cercados por municipios que também tém taxas baixas, sendo considerados de
baixa prioridade. Os padrdes Q3 (alto/baixo) e Q4 (baixo/alto) incluiram municipios com taxas
de mortalidade diferentes de seus vizinhos e sem associacdo espacial, sendo considerados

prioridade intermediéria (Chen, 2013).

2.4.4 Analise de cluster espago-temporal

Uma estatistica retrospectiva de varredura espago-temporal foi realizada para identificar
agrupamentos espacgo-temporal de morte de alto risco por esquistossomose usando o modelo
discreto de distribui¢do de probabilidade de Poisson (Kulldorff, 1997). Construimos o modelo
com as seguintes condi¢des: tempo de agregacdo de 1 ano, sem sobreposicao de cluster, clusters
circulares, tamanho maximo de cluster espacial de 35% da populagdo em risco e tamanho
maximo de cluster temporal de 50% do estudo do periodo. O cluster mais provavel e os clusters
secundarios foram detectados usando o logaritmo da razdo de verossimilhanga e representados

como em mapas. Calculamos o risco relativo (RR) de mortes por esquistossomose,
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considerando cada municipio e clusters em relacdo aos seus vizinhos. Resultados com um p

< 0,05 apds 9.999 simulacdes de Monte Carlo foram considerados significativos.

3 PROGRAMAS COMPUTACIONAIS

O banco de dados foi organizado usando o Microsoft Excel 2019 (Microsoft
Corporation). JoinPoint Regression 4.9.0.0 (Surveillance Research and Applications Branch,
National Cancer Institute) foi usado na andlise de tendéncias temporais. GeoDa 1.20 (ASU,
Centro GeoDa de Andlise e Computacdo Geoespacial) foi usado para realizar a analise de
dependéncia espacial. Para andlise de cluster espacial ao longo do tempo, o SaTScan 9.6
(Harvard Medical School and Information Management Service Inc.) foi usado e 0 QGis 3.4.11
(QGIS Development Team; Open Source Geospatial Foundation Project) para produzir mapas
coropléticos. Para todas as anélises de dados, diferencas estatisticamente significativas foram

consideradas se p < 0,05.

4 CONSIDERACOES ETICAS

Usamos dados secundérios do Sistema Brasileiro de Informagdo sobre Mortalidade
(SIM), um banco de dados do Ministério da Satude do Brasil, que esta em dominio publico. Os
dados sobre individuos humanos ndo sdo identificaveis e, portanto, a aprovagao de um Conselho

de revisio Etica ndo foi necessaria.
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5 RESULTADOS

De 2000 a 2019, houve um total de 1.290 mortes relatadas por esquistossomose como
causas subjacentes de morte no Estado de Minas Gerais. A contagem média anual de mortes,
relacionada a esquistossomose, foi de 64,5 mortes (IC 95%: 58,8-70,2), variando de 43 casos
em 2000 a 90 mortes em 2018. A taxa média anual de mortalidade durante os 20 anos da
presente investigagdo foi calculada em 0,33 (IC 95%: 0,30-0,35) por 100.000 habitantes. A
mesorregido Vale do Rio Doce, na parte oriental de Minas Gerais, foi a regido com a maior taxa
média de mortalidade nesse periodo (0,38 mortes/100.000 habitantes). A andlise de associagao
de fatores sociodemograficos com mortalidade (Tabela 1) revelou as maiores ORs de morte em
homens (OR = 2,18), em individuos com mais de 60 anos (OR = 447) e residentes da
mesorregido do Vale do Rio Doce (OR = 18,64), todos fatores altamente significativos (p <

0,0001).

Tabela 1. Analise bivariada entre caracteristicas epidemioldgicas e mortes relacionadas a esquistossomose no
estado de Minas Gerais, Brasil, entre 2000 ¢ 2019.

Mortes por
Esquistossomose
Variaveis Sim Niao Taxa de Mortalidade OR (95% CI) p-Valor
(IC95%)
Género
Homem 877 9,774,426 0.45 (0.40-0.49) 2.18 (1.94-2.45) <0.0001
Mulher 413 10,041,273 0.21 (0.18-0.23) Ref. Ref.
Faixa etaria
0-9 anos 2 2,962,538 0.00 (0.00-0.01) Ref. Ref.
10-19 anos 12 3,386,822 0.02 (0.01-0.03) 5.25(1.17-23.45) 0.03
20-39 anos 152 6,542,657 0.12 (0.09-0.15) 34.41 (8.53-138.86) <0.0001
40-59 anos 440 4,660,175 0.47 (0.42-0.53) 140 (34.87-560.99) <0.0001
>60 anos 684 2,263,506 1.51 (1.2-1.8) 447 (111.72-1793.45) <0.0001
Mesorregioes
Campo dos Vertentes 12 1,117,080 0.05 (0.01-0.10) 2.62 (0.74-9.30) 0.14
Central Mineira 11 827,712 0.07 (0.02-0.12) 3.25(0.91-11.63) 0.07
Jequitinhonha 67 1,421,698 0.24 (0.16-0.31) 11.51 (3.62-36.59) <0.0001
Noroeste de Minas 3 732,693 0.02 (0.00-0.04) Ref. Ref.
Norte de Minas 134 3,255,528 0.21 (0.18-0.24) 10.05 (3.20-31.57) <0.0001
Oeste de Minas 45 1,916,923 0.12 (0.09-0.14) 5.73 (1.78-18.45) 0.0034
Metropolitana de Belo 660 12,726,773 0.26 (0.24-0.28) 12.67 (4.07-39.37) <0.0001
Horizonte
Sul de Minas 20 4,887,777 0.02 (0.01-0.03) 1.00 (0.30-3.36) 0.9992
Trigngulo Mineiro 11 4,331,329 0.01 (0.01-0.02) 0.62 (0.17-2.22) 0.4634
Vale do Mucuri 27 773,711 0.17 (0.11-0.24) 8.52(2.59-28.09) 0.0004
Vale do Rio Doce 249 3,262,629 0.38 (0.28-0.48) 18.64 (5.97-58.19) <0.0001
Zona da Mata 51 4,377,545 0.06 (0.04-0.08) 2.85(0.89-9.12) 0.0784

Nota: Taxas de mortalidade por 100.000 habitantes calculadas usando o niimero médio de mortes relacionadas a
esquistossomose no periodo de 20 anos como o numerador ¢ a média da populacdo no meio do periodo de estudo (2009-2010)

como denominador.

Abreviaturas: IC, intervalo de confianga; OR, odds ratio; Ref, referéncia.
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A andlise da tendéncia temporal da mortalidade causada pela esquistossomose (Tabela
2) revelou uma tendéncia decrescente e altamente significativa (p <0,001) para a taxa de
mortalidade notificada no Estado de Minas Gerais durante o periodo de tempo avaliado (AAPC
=—9,6; IC 95% = —14,4 a —4,6). No entanto, tendéncias crescentes foram observadas para as
mesorregides de Jequitinhonha (APC = 5,3; IC 95% = 0,6-10,2; p < 0,001), Vale do Mucuri
(AAPC =5,3; IC 95% = 1,3-9,4; p < 0,001) e Vale do Rio Doce (APC = 7,1; IC 95% = 4,3—
10,0; p < 0,001). Os homens (AAPC = —-9,9; IC 95% = —16,0 a —3,4; p < 0,001) e mulheres
(AAPC =-8,9; IC 95% =—16,0 a 0,9; p < 0,001) apresentaram uma tendéncia decrescente nas
taxas de mortalidade. Também observamos uma reducao consideravel nas taxas de mortalidade
para a maioria das faixas etarias, especialmente em adultos de 20 a 39 anos (AAPC =—-21,6; IC

95% =—29,4 a 13,0; p < 0,001) (Tabela 2).



Tabela 2. Analise da tendéncia temporal das taxas de mortalidade por esquistossomose, de acordo com variaveis sociodemograficas e mesorregioes no estado de Minas
Gerais, Brasil 2000-2019.

Periodo segmentado Periodo completo

Varidveis Periodo APC Tendéncia AAPC Tendéncia

Minas Gerais 20002011 2.5(—03,5.3) Estavel —9.6%** (—14.4,—4.6) Decrescente
20112014 —54.0%%* (—67.5, 34.9) Decrescente
2014-2019 3.0(—44,11.0) Estavel

Género

Homem 20002011 1.8(—1.7,5.5) Estavel —9.9%**% (—16.0, —3.4) Decrescente
20112014 —51.8%* (—69.2, —24.7) Decrescente
2014-2019 0.3(—8.9,104) Estavel

Mulher 2000-2011 3.6(—0.5,8.0) Estavel —8.9% (—16.2, —0.9) Decrescente
20112014 —58.5%* (—75.8,—28.8) Decrescente
2014-2019 9.9(—2.1,234) Estavel

Faixa etiria

0-9 anos 2000-2011 —1.6(—7.0,42) Estavel —12.1(—23.8,1.4) Estavel
2011-2014 —55.5(—82.3, 12.1) Estavel
2014-2019 3.0(—16.2,26.6) Estavel

10-19 anos 2000-2019 —15.8%**% (—19.7, —11.7) Decrescente - -

20-39 anos 2000-2010 —8.8(—19.5,3.2) Estavel —21.6%*%* (—29.4, —13.0) Decrescente
2010-2019 —33.8%*%* (—45.6, —19.4) Decrescente

40-59 anos 20002011 0.7(—5.2,7.0) Estavel —12.0% (—22.1, —0.7) Decrescente
20112014 —54.4% (—179.0, —1.0) Decrescente
2014-2019 —3.0 (—18.1, 14.8) Estavel

>60 anos 20002011 34(—1.1,8.1) Estavel —9.0* (—15.8,—1.5) Decrescente
2011-2014 —54.3%* (—72.2, —24.9) Decrescente
2014-2019 4.0(—6.6,15.7) Estavel

Mesorregioes

Noroeste de Minas 2000-2019 —1.9(—44,0.8) Estavel - -

Norte de Minas 2000-2019 1.1(—1.3,3.7) Estavel - -

Jequitinhonha 2000-2019 5.3* (0.6, 10.2) Crescente - -

Vale do Mucuri 2000-2019 5.3*(1.3,94) Crescente - -

Triangulo Mineiro 2000-2019 1.8(—2.5,6.3) Estavel - -

Central Mineira 20002019 —1.0(—6.8,52) Estavel - -

Regido Metropolitana de Belo Horizonte 2000-2019 0.1(—1.1,1.3) Estavel - -

Vale do Rio Doce 2000-2019 7.1%*%* (4.3, 10.0) Crescente - -

Oeste de Minas 2000-2019 —23(=5.6,1.1) Estavel - -

Sul de Minas 2000-2019 —0.2(—4.5,43) Estavel - -

Campo dos Vertentes 2000-2019 —8.0%* (—13.2, —2.5) Decrescente - -

Zona da Mata 20002019 0.1(—43,47 Estavel - -

Nota: Taxas de mortalidade por 100.000 habitantes calculadas utilizando a média de 6bitos por esquistossomose no periodo de 20 anos como numerador e a média
populacional no meio do periodo de estudo (2009-2010) como denominador.
Abreviagoes: IC, intervalo de confianga; OR, razdo de chances; —, ndo calculado.
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A andlise da distribuicdo espacial das taxas de mortalidade por esquistossomose em
nivel municipal (Figura 2a—d) revelou que, no geral, o nimero de municipios com alta taxa de
mortalidade (>5 por 100.000 habitantes) aumentou durante os quatro periodos de tempo em
analise (P1: 6; P2: 7, P3: 12 e P4: 15 municipios). Curiosamente, o nimero de municipios com
altas taxas de mortalidade (2,0—4,9 por 100.000 habitantes) caiu durante os periodos de tempo
P2 e P3 e depois aumentou durante P4 (P1: 32, P2: 29, P3: 26; e P4: 49 municipios). As maiores
taxas de mortalidade em nivel municipal foram registradas para as mesorregides Norte,
Jequitinhonha, Vale do Mucuri, Vale do Rio Doce e Regido Metropolitana de Belo Horizonte

(Figura 2a—d).
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Figura 2. Distribui¢@o espacial das taxas de mortalidade por esquistossomose no estado de Minas Gerais, Brasil,
2000-2019. As taxas médias de mortalidade por 100.000 habitantes nos municipios foram representadas em
intervalos de 5 anos de 2000 a 2004 (a), 2005 a 2009 (b), 2010 a 2014 (c) ¢ 2015 a 2019 (d). Taxas de mortalidade
foram arbitrariamente classificadas como baixa (<1.0), moderada (1.0-1.9), alta (2.0-4.9), e intensa (=5 por
100.000 habitantes), de acordo com Paz et al., (2020)

Posteriormente, analisamos a autocorrelagdo espacial para os quatro periodos de tempo,

com base no Indice Global de Moran univariado (Tabela 3). Uma correlagio espacial positiva
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resultou entre a mortalidade causada pela esquistossomose e municipios com padrdes
semelhantes (P1: 0,694, p = 0,001; P2: 0,684, p = 0,001; P3: 0,794, p = 0,001; e P4: 0,824, p =
0,001). Para identificar municipios de alta prioridade, o LISA foi calculado. A mesorregido do
Vale do Rio Doce surgiu como tendo a maioria dos municipios com alta prioridade. Em

contraste, o numero de areas de alta prioridade caiu para a mesorregido da Area Metropolitana

de Belo Horizonte (Figura 3; Tabela 3).
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[ 1 Areas de prioridade intermediaria

Figura 3. Identifica¢@o de areas prioritarias para controle e vigilancia da esquistossomose segundo analise LISA univariada no
estado de Minas Gerais, Brasil. Alta (vermelho), intermediaria (amarelo) e baixa prioridade (azul) sdo indicadas para
periodos de 5 anos de 2000 a 2004 (a), 2005 a 2009 (b), 2010 a 2014 (c), e de 2015 a 2019 (d).
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Tabela 3. Estatisticas de autocorrelagio espacial e nimero de municipios prioritarios no estado de Minas Gerais,
Brasil, 2000-2019.

Moran Global Indicador Local de Associagdo Espacial (LISA)
Periodo Moran’s/  p-Valor Areas de alta  Areas de prioridade  Areas de baixa Nao
prioridade intermedidria prioridade significativo
20002004 0.694 0.001 138 3 192 520
20052009 0.684 0.001 133 6 221 493
20102014 0.794 0.001 120 1 200 532
20152019 0.824 0.001 119 0 248 486

Finalmente, a varredura espago-temporal foi realizada durante o periodo investigado
para identificar grupos de alto risco de mortalidade devido a esquistossomose dentro e entre os
municipios. Identificamos grupos altamente significativos de mortalidade durante todos os
quatro periodos de tempo avaliados (Figura 4; Tabela 4), mas especialmente para 2015 a 2019
(P4). P4 foi responsavel pelas maiores taxas anuais de mortalidade e RR (taxa de mortalidade
anual: 1,7; RR: 5,03; p <0,05). Vale ressaltar que a Regido Metropolitana de Belo Horizonte
foi incluida nas andlises de cluster para areas de alto risco durante os trés primeiros periodos de
tempo (P1-P3). No entanto, com a expansdo do aglomerado principal durante o P3 na direcao
das areas do nordeste de Minas Gerais, a mesorregido Metropolitana Belo Horizonte ndo foi
mais classificada como de alto risco dentro do aglomerado principal e deu lugar a mesorregiao

do Vale do Rio Doce (Figura 4).
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Figura 4. Analise estatistica da varredura espago-temporal da mortalidade por esquistossomose no estado de Minas Gerais,
Brasil, entre os anos de 2000 a 2019, representada em intervalos de 5 anos de 2000 a 2004 (a), 2005 a 2009 (b), 2010 a 2014

(¢) e de 2015 a 2019 (d).




Tabela 4. Varredura espago-temporal das taxas anuais de mortalidade por esquistossomose por 100.000 habitantes em Minas Gerais, Brasil, de 2000 a 2019.
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Duragao do Obitos Taxa anual de
Variaveis Cluster  Cluster Mesorregides Municipios  Obitos esperados mortalidade®  RR LLR p -Valor
Periodo 1 1 2001-2002 Campo das Vertentes, Zona da 121 77 33,42 0,7 2,85 25,140522  <0,05
(2000-2004) Mata, Vale do Rio Doce ¢ Regido
Metropolitana de Belo Horizonte
2 2001-2001 Norte de Minas 4 5 0,17 8,2 29,29 12,011080  <0,05
3 2002-2003 Norte de Minas 6 4 0,39 2,9 10,46 5,748566 0,989
Periodo 2 1 2005-2006 Regidao Metropolitana de Belo 59 69 32,99 0,6 2,43 17,555943  <0,05
(2005-2009) Horizonte, Oeste de Minas
2 20062007 Jequitinhonha 4 6 0,37 4.8 16,75 11,212661  <0,05
3 2007-2008 Vale do Mucuri, Vale do Rio 82 21 6,94 0,9 3,19 9,555843 0,136
Doce, Zona da Mata
4 2007-2007 Norte de Minas 11 6 10,54 3,1 10,74 8,750304 0,261
5 2008-2008 Norte de Minas 2 3 0,090 9,9 33,83 7,638058 0,602
Periodo 3 1 2012-2013 Regido Metropolitana de Belo 207 100 48,16 0,7 2,52 26,063573  <0,05
(2010-2014) Horizonte, Zona da Mata, Vale
do Rio Doce, Vale do Mucuri,
Jequitinhonha, Central Mineira
2011-2012 Norte de Minas 11 7 1,37 1,7 5,19 5,824597 0,988
Periodo 4 1 20172018 Vale do Rio Doce, Vale do 102 57 12,83 1,7 5,03 43507553  <0,05
(2015-2019) Mucuri, Regido Metropolitana
de Belo Horizonte, Zona da Mata
2 2016-2017 Regido Metropolitana de Belo 27 73 38,42 0,7 2,10 14,014986  <0,05

Horizonte

Abreviaturas: LLR, razdo de verossimilhanc¢a; RR, risco relativo para o cluster em comparagdo com o resto das regides.
*Taxa de mortalidade por esquistossomose (por 100.000 habitantes) durante o periodo de aglomeragao.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo usou estatisticas geoespaciais para avaliar o perfil epidemioldgico e
os aspectos espaco-temporais da mortalidade por esquistossomose mansoni em um dos estados
historicamente mais afetados do sudeste do Brasil. Por uma janela de tempo de 20 anos,
identificamos padrdes geograficos, areas de risco e areas de maior gravidade que poderiam
indicar areas de intervencao preferenciais para servi¢os publicos de saude.

De acordo com estudos anteriores, a taxa de mortalidade em homens ¢ maior do que em
mulheres, o que pode ser um reflexo da maior prevaléncia da doenca neste grupo (Martins-
Melo et al., 2014; Santos, et al., 2016). O maior risco de infec¢do e, como consequéncia final,
maior mortalidade, em homens pode estar intimamente relacionado ao aumento da exposi¢ao
causada por diferencas especificas nas atividades ocupacionais e de lazer (Resendes; Souza-
Santos; Barbosa, 2005; Simdes; Sena; Meira, 2020). No geral, a diminuicdo da taxa de
mortalidade foi observada em ambos os sexos ao longo do tempo, mas com um declinio mais
lento nas mulheres. Aqui, um aumento da expectativa de vida e a inclusdo de mulheres em
atividades de trabalho com risco elevado de infec¢do podem ter contribuido para um aumento
da exposi¢do a estagios parasitarios infecciosos (Alves et al., 2009; Davidson; DiGiacomo;
McGrath, 2011).

Um risco aumentado de mortalidade foi observado em grupos etarios mais velhos. Para
a esquistossomose, ¢ bem sabido que hd uma progressdo lenta para as formas clinicas mais
graves, com uma contribui¢do importante da resposta imune do individuo e, as vezes, com um
atraso de varios anos até¢ que estas manifestagdes clinicas possam aparecer (Resendes; Souza-
Santos; Barbosa, 2005; Barbosa et al., 2016; Santos et al.,, 2017; Nelwan et al., 2019). Esse
fato, em combinagdo com outras comorbidades, pode explicar o maior risco em adultos e nas
faixas etarias mais velhas (Resendes; Souza-Santos; Barbosa, 2005; Martins-Melo et al., 2014).
Também identificamos uma redu¢@o nas taxas de mortalidade de adolescentes e adultos (10 a
39 anos), o que pode refletir os esfor¢os de intervencdes de controle repetidas, incluindo
diagnostico e quimioterapia com praziquantel, especialmente em criancas em idade escolar e
adultos jovens (Brasil, 2014).

Diferencas significativas em termos de taxas de mortalidade foram observadas para as
diferentes mesorregides do Estado de Minas Gerais. Notavelmente, as mesorregides do
Jequitinhonha, Vale do Mucuri e Vale do Rio Doce mostraram taxas de mortalidade crescentes
durante o periodo estudado. Isso corrobora estudos anteriores sobre a prevaléncia de
esquistossomose em diferentes regides deste estado (Guimardes et al., 2010). Nessas

mesorregides, a necessidade de mao de obra na mineragdo e na agricultura no inicio do século
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XVIII facilitou uma migracao consideravel do nordeste do Brasil para Minas Gerais e para suas
regides do norte e nordeste (Lambertucci et al., 1987; Brasil, 2014). Na verdade, essas regides
sdo historicamente consideradas endémicas para a esquistossomose, com altas taxas de
prevaléncia e mortalidade sendo relatadas em pesquisas epidemioldgicas nacionais anteriores
(Pellon; Teixeira, 1953; Drummond et al., 2006).

Minas Gerais ¢ grande e tem varios municipios com populacdo flutuante. Essa
heterogeneidade na estrutura demografica do estado se reflete na organizacgao da prestacdo de
servigos de satde e, consequentemente, no acesso ao sistema de saiude (Reis et al., 2010). Além
disso, a heterogeneidade demografica afeta as taxas de mortalidade, sendo sua precisao
inversamente proporcional ao tamanho da populagdo em risco. Técnicas de suavizagdo
estatistica, como o método bayesiano usado no presente estudo, levam em conta os municipios
vizinhos para gerar estimativas das taxas de mortalidade; esses métodos podem ser usados para
superar problemas de flutuacdo populacional (Simdes; Sena; Meira, 2020; Paz et al., 2020;
Silva et al., 2021).

Durante o estudo, areas de alto risco e de alta prioridade foram observadas como
resultado das andlises espaciais e espago-temporais. Com o tempo, uma reducdo de areas
prioritarias foi registrada na mesorregido metropolitana de Belo Horizonte, juntamente com
uma mudanca de areas de alta prioridade em direcdo a regido do Vale do Rio Doce - uma
dindmica que moveu o conjunto de alto risco para regido nordeste do estado. A distribuicdo da
esquistossomose ndo ¢ homogénea e as infecgdes humanas e a mortalidade também dependem
de fatores socioecondmicos, como demonstrado em outros estudos (Alves et al., 2009; Santos
et al., 2016; Paz et al., 2020). Como tal, as mesorregioes classificadas como areas de alta
prioridade para o controle da esquistossomose também apresentam menores indice de
desenvolvimento humano (médio ou baixo) (IPEA, 2020). A taxa de mortalidade ¢ um
importante indicador operacional do PCE nacional e, neste caso, mostrando que a
esquistossomose esta avangando nessas regides, indicando falhas do programa.

A criacdo do PCE pelo Ministério da Saiude do Brasil na década de 1970, implementou
acdes sistematicas para o controle da esquistossomose e se concentrou na reducdo das taxas de
prevaléncia e mortalidade em areas endémicas (Katz, 2018). Embora uma redu¢do de casos
clinicos graves tenha sido alcangada ao longo dos anos, o programa nao foi eficiente o suficiente
para evitar a expansdo da esquistossomose para novas areas (Coura; Mendonga; Madruga,
1982; Katz, 1998). Finalmente, o PCE foi descentralizado no final do século passado para
garantir um diagndéstico mais igualmente distribuido, mesmo em 4areas rurais remotas

(Drummond et al., 2010; Brasil, 2014). No entanto, problemas inerentes ao PCE, como falta de
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autonomia de outros programas de saude, falta de mao de obra e pessoal treinado, métodos de
diagnostico divergentes e acesso restrito de areas rurais remotas aos servigos de satde sao
alguns dos fatores que impediram um melhor controle da esquistossomose (Reis et al., 2010;
Quites et al., 2016). Além disso, foi observada queda significativa na positividade da
esquistossomose no Estado de Minas Gerais, porém essa reducdo foi acompanhada de uma
diminui¢do no numero de exames (Apéndice A), o que indica ndo um sucesso nas agdes do
programa de controle e sim um retrocesso. Esses resultados foram observados anteriormente
no Nordeste do Brasil (Cruz; Oliveira; La-Corte, 2020; Paz et al., 2020).

Este estudo tem limitacdes. Como se trata de estudo ecoldgico que usou dados
secunddrios, pode haver inconsisténcias nas informagdes obtidas. No entanto, e
notavelmente, foram relatadas melhorias considerdveis no sistema de registro de mortes (SIM)
no Brasil (Santo, 2007; Martins-Melo et al., 2014). Incluir apenas a causa subjacente da morte
por esquistossomose mansoni ¢ uma limitacdo metodologica deste estudo, uma vez que o
pequeno numero de mortes e a subnotificacdo poderiam ser melhor explorados, incluindo
causas contribuintes. Além disso, a andlise espacial usando varredura circular e seus padroes
de configuragdo comuns mostraram uma tendéncia a indicar clusters maiores do que os
normalmente confirmados e isso também incluiu areas sem risco. Para lidar com isso, usamos
uma populacao de risco reduzida de 35% da area originalmente denominada, indicando assim
clusters menores (Tango, 2021).

Conforme afirmado em seus Objetivos do Milénio mais recentemente reformulados, a
OMS pretende eliminar a esquistossomose como um problema de saude publica até 2030. Para
pavimentar o caminho para isso, a¢des integradas sdo essenciais: ferramentas de diagndstico
precisas, tratamento prontamente disponivel, controle de vetores e melhorias consideraveis no
saneamento. Conforme descrito nas diretrizes mais recentes, o0 mapeamento preciso da doenca
em nivel comunitario ¢ fundamental/decisivo e direciona as agdes para as areas de risco mais

vulneraveis (WHO, 2022).
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7 CONCLUSAO

Os dados apresentados apontam para as mesorregioes do norte e nordeste do estado de
Minas Gerais como areas prioritarias para interven¢do. Mudangas temporais e deslocamentos
de areas de alto risco da regido central para a mesorregido do Vale do Rio Doce indicam
possiveis falhas no diagnodstico e tratamento precoces pelo PCE nessas areas. A presente
pesquisa contribui para uma melhor compreensao da dinamica espaco-temporal das taxas de
mortalidade por infec¢des por esquistossomose e pode ajudar as autoridades de satde a

direcionar os recursos de maneira mais eficiente, para evitar desfechos clinicos mais graves.
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Mapeamento de fatores de risco e aglomerados espaciais da esquistossomose mansoni em
comunidades rurais do Brasil: trés estudos transversais entre 2014 e 2022

Objetivos:

Nas comunidades rurais de P¢é da Serra, Tocantins e Santana, pertencentes ao distrito de Brejo
do Amparo, Municipio de Januaria, Minas Gerais:
e Determinar a prevaléncia da infeccao por S. mansoni utilizando os métodos de Kato-

Katz ¢ Helmintex;

e Avaliar a associagdo entre fatores socioecondmicos e comportamentais na prevaléncia
da infec¢do por S. mansoni, bem como possiveis alteragdes nesses fatores, nos anos de
2014 ¢ 2022;

e Determinar a distribui¢do espacial dos casos de esquistossomose mansoni;

e Verificar possiveis alteragdes na distribuicdo espacial e os fatores de risco associados a

esquistossomose mansoni, nos anos de 2014, 2015 e 2022;

Artigo publicado na revista Parasitology International (FI: 1.5; Qualis A3). doi:
10.1016/j.parint.2025.103145

Este trabalho teve como objetivo principal determinar a taxa de positividade da infecg@o por S.
mansoni e avaliar a associag@o entre fatores socioeconomicos e fatores comportamentais, bem
como a determinacdo de areas de risco, ao longo dos anos de 2014, 2015 e 2022 em
comunidades rurais no distrito de Brejo do Amparo, municipio de Janudria, Minas Gerais,
Brasil. Os resultados apresentados permitiram identificar como principais fatores de risco a
proximidade das casas com o corrego, a auséncia de banheiros e a falta de tratamento de agua.
Além disso, identificamos a persisténcia de um aglomerado espacial de casos de
esquistossomose em uma das comunidades estudadas, onde atividades agricolas foram

identificadas como um fator de risco especifico da comunidade.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma doenca tropical negligenciada causada por vermes sanguineos
do género Schistosoma que afeta mais de 151 milhdes de pessoas e ¢ endémica em 78 paises da
Africa, Asia e América Latina (IHME, 2021). No Brasil, estima-se que 1,5 milhdo de pessoas
sejam afetadas pela esquistossomose intestinal, causada pelo Schistosoma mansoni (Noya et
al., 2015), com uma carga de morbidade estimada em 22,13 anos de anos de vida perdidas por
incapacidade (DALYs) em 2021. Para que a transmissdo da esquistossomose ocorra, €
necessario que o hospedeiro definitivo infectado, principalmente seres humanos, descarte suas
fezes contaminadas em corpos d’agua (Colley et al., 2014). O contato dos ovos de S. mansoni
presentes em fezes humanas com agua doce, leva a eclosdo de larvas ciliadas, que podem
infectar os hospedeiros intermediarios, caramujos do género Biomphalaria — B. glabrata, B.
straminea e B. tenagophila (Nelwan et al., 2019). Esses caramujos infectados podem liberar
milhares de cercarias em ambientes aquaticos, transformando esses recursos hidricos em focos
de infec¢do para humanos e outros mamiferos.

A falta de acesso a saneamento e de instalacdes sanitarias adequados, levando a
defecagdo a céu aberto e, consequentemente, a contamina¢do ambiental, ¢ um dos principais
fatores que facilitam a transmissdo continua da doenca (Grimes et al., 2014). Fatores
socioeconomicos desempenham um papel significativo na transmissao; por exemplo, pobreza,
acesso restrito a 4gua corrente em habitacdes e proximidade de corpos de agua doce, como rios,
represas e lagoas, facilitam ainda mais a disseminacdo da esquistossomose (Utzinger et al.,
2011; Musuva et al., 2021). Além disso, fatores comportamentais frequentes como nadar, tomar
banho, lavar roupas e fatores ocupacionais como pesca, praticas agricolas e cerimonias
religiosas, aumentam o risco de infec¢do (Reitzug; Ledien; Chami, 2023; Paulo R. S. C. 2024).
Sem melhorias simultaneas e significativas nas condi¢des ambientais, incluindo saneamento e
higiene, o tratamento pode ndo ser suficiente para controlar a esquistossomose, € essa exposicao
continua a fontes de 4gua contaminadas pode resultar em reinfec¢do logo apds o tratamento,
perpetuando o ciclo de transmissdo (Spencer et al., 2021).

Para intervir nessas areas de transmissdo da esquistossomose, ¢ necessario avaliar as
areas por meio de investigagao epidemiologica para identificar, mapear e monitorar os casos de
infecg¢do por S. mansoni na populacdo e a ocorréncia de caramujos Biomphalaria, infectados
ou ndo, em corpos d’agua (Palasio et al., 2021). Segundo as diretrizes da Organizagdo Mundial
da Satde (OMS), a realizacdo de inquéritos epidemioldgicos em comunidades endémicas e
mapeamento da efetividade das intervencdes ao longo do tempo sdo uma forma de direcionar

as acdes a serem tomadas pelas autoridades e reduzir custos continuos (WHO, 2022). Essas
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avaliacdes devem ser conduzidas em pequena escala, considerando a transmissdo focal
caracteristica da esquistossomose, e levando em consideracdo dados socioecondmicos e
comportamentais da populagdo (Santos et al., 2016; Santos et al., 2020; Lamberti et al., 2021).
Isso permitiria uma melhor compreensdo da dindmica da infec¢do por S. mansoni nas
comunidades afetadas e o reconhecimento mais preciso de fatores de risco significativos e areas
de risco. Como consequéncia disso, a epidemiologia da doenca serd avaliada de forma
integrativa, com dados espaciais e temporais precisos. Isso forneceria informacdes
significativas aos profissionais de satide e formuladores de politicas, contribuindo para o
enfrentamento da infec¢do e o avanco rumo a eliminagdo da esquistossomose como um
problema de saude publica até¢ 2030, conforme proposto pela Assembleia Mundial da Saude e
pela OMS (WHO, 2022).

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo determinar a taxa de positividade
da infec¢do por S. mansoni e avaliar a associagdo entre fatores socioecondmicos e
comportamentais, bem como distribui¢ao espacial, determinacdo de areas de risco e mudancas
nos fatores de risco, ao longo dos anos de 2014, 2015 e 2022 em trés comunidades rurais na

regido norte de Minas Gerais, Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Aspectos éticos

Para o presente estudo, o projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal de Minas Gerais - Parecer:
5.410.388; CAAE 55239522.3.0000.5149 (Anexo A). O estudo realizado nos anos de 2014 ¢
2015, dos quais a presente tese analisou a retrospectiva dos seus dados, foi apreciado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos do Instituto René
Rachou/FIOCRUZ - CAAE21824513.9.0000.5091 (Anexo B). Foram realizadas reunides na
comunidade e visitas domiciliares para esclarecer dividas sobre o projeto a ser desenvolvido.
Autoridades locais de satde foram contatadas e concordaram em colaborar com os
pesquisadores das diferentes instituicdes. Todos os participantes deste estudo receberam um
codigo de identificacdo para garantir o sigilo das informagdes pessoais, sem utilizar nenhuma
informacdo que permitisse a identificagdo dos pacientes. Os objetivos do estudo foram
apresentados e explicados a todos os participantes, ¢ os Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e Termos de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) foram assinados
individualmente e devidamente armazenados.

A pesquisa também foi submetida ao Sistema de Autorizagdo e Informagdo sobre

Biodiversidade (Sisbio), sob o ntimero 68627-1 e cédigo de autenticagcdo 068627012019029.

2.2 Area de estudo

O estudo foi realizado nas comunidades rurais de Pé da Serra, Tocantins e Santana,
localizadas em Brejo do Amparo, distrito do Municipio de Janudria, localizada na regido norte
do Estado de Minas, a aproximadamente 635 km da capital Belo Horizonte (Figura 1). O
municipio de Januaria, assim como os seus distritos (incluindo Brejo do Amparo) apresentam
saneamento basico precario, com apenas 37,2% dos domicilios com esgotamento sanitario
adequado; esse fato dificulta o controle da esquistossomose, principalmente quando essa
doenga ¢ considerada endémica no municipio, com média de casos entre 2004-2013 de 452,7
(IC95%, 195,7-1047) (Brasil, s.d). A populacdo examinada é composta por aproximadamente
270-300 pessoas, que residem as margens do corrego Tocantins, em uma area sem rede de dgua
tratada. A principal atividade econdmica local ¢ o cultivo de cana-de-acucar, utilizada na
producdo de cachaca e rapadura, enquanto algumas familias também praticam agricultura de
subsisténcia, aproveitando a 4gua do corrego para irrigacdo de suas plantagdes. Essa

dependéncia do corrego, somada a falta de infraestrutura de saneamento basico, aumenta a
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exposicao da populacdo a doencgas de veiculagdo hidrica, como a esquistossomose, cujos casos

sdo recorrentes na regido.
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Figura 1. Localizagdo geografica do Estado de Minas Gerais dentro do Brasil (em cinza), do municipio de Januaria,
regido norte de Minas Gerais (em vermelho) e o distrito de Brejo do Amparo, com as comunidades rurais
trabalhadas.

2.3 Delineamento do estudo

Trés estudos transversais foram conduzidos nos anos de 2014, 2015 e 2022 para
verificar o status da infec¢ao por S. mansoni na populagdo, os fatores de risco associados a ela
e a presenca de caramujos do género Biomphalaria em colecdes de agua (Figura 1). O
monitoramento das comunidades ndo foi viavel entre 2015 e 2022 devido a restri¢des logisticas
e a pandemia de COVID-19. Nos trés anos, estimamos a prevaléncia inicial da infec¢do por S.
mansoni usando diferentes métodos parasitologicos, como esfregacos fecais de Kato-Katz
(Katz; Chaves; Pellegrino, 1972) e Helmintex (Favero et al., 2017). Utilizamos questionarios
socioecondmicos e de contato com a dgua para avaliar os fatores de risco associados a infec¢ao
por S. mansoni (Anexo C, D) e conduzimos levantamentos malacolégico para caramujos do
género Biomphalaria em 2014 e 2022. Para o levantamento parasitologico em 2014 e 2015,
todos os individuos de ambos os sexos, com idade superior a dois anos, foram incluidos. Em

2022, incluimos apenas individuos com idade entre seis e 70 anos. Em 2014 e 2015, os
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participantes foram solicitados a fornecer trés amostras fecais, coletadas em dias consecutivos;

em 2022, uma unica amostra de fezes foi coletada de cada individuo.

2.4 Métodos de diagndstico

Para a realizag¢do do diagnoéstico parasitologico pelo método de Kato-Katz e Helmintex,
foi fornecido para cada individuo um pote com capacidade para uma evacuagao total de S00mL
devidamente identificado. Todos os individuos foram orientados quanto a forma correta de
coleta, armazenamento e entrega das amostras. Apds o recolhimento das amostras, as mesmas
foram encaminhadas e processadas no laboratorio do Centro Avangado de Pesquisa e

Tratamento das Leishmanioses de Januaria, situado na sede do Municipio de Janudria.

2.4.1 Kato-Katz

Para a deteccdo da infecg@o por S. mansoni e geohelmintos foi utilizado o método de
Kato-Katz que consiste na deteccdo dos ovos desses parasitos em amostras fecais (Figura 2).
Utilizamos o kit parasitologico fornecido pelo Ministério da Satude do Brasil, o Helm-Test
(Biomanguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). Em 2014 e 2015, 14 laminas foram
preparadas da primeira amostra, enquanto 2 laminas de cada uma das segunda e terceira
amostras, totalizado 18 laminas; mais detalhes podem ser encontrados em Oliveira et al.,
(2018). Os resultados observados no ano de 2014 e 2015 demostraram que o aumento no
numero de laminas lidas ndo levou a estimativas de prevaléncia significativamente maiores
(Oliveira et al., 2018). Com base nessas observagdes, em 2022, preparamos seis laminas de
uma Unica amostra fecal por individuo. Em todos os casos, as ldminas de KK foram examinadas
por microscopistas experientes sob microscopio (100x), pelo menos 1-2 horas apds a
preparacao. Para controle de qualidade, pelo menos 10% das laminas negativas para S. mansoni

foram verificadas por outro microscopista experiente.
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Passo 1 Passo 2

Figura 2. Representagdo esquematica do método de Kato-Katz. Adaptado de WHO (2019).

Os pacientes positivos para esquistossomose receberam tratamento gratuitamente com
praziquantel (40-60 mg/kg) e os positivos para helmintos intestinais receberam Albendazol
(400 mg dose unica), medicamentos e tratamento foram providenciados pela equipe

colaboradora do posto de satude local no Brejo do Amparo.

2.4.2 Helmintex

Adicionalmente, aplicamos o método Helmintex em todas as amostras de todos os
individuos nos trés estudos transversais, conforme descrito por Teixeira et al., (2007) e
aprimorado por Favero et al., (2017). Resumidamente, foram utilizados 30g de fezes suspensas
em etanol 70% tratado com detergente (Tween-20). O homogeneizado foi filtrado em peneira
com abertura de 500pum sobreposta a um recipiente coletor e deixado por uma hora em

temperatura ambiente para sedimentagdo. Transcorrido o tempo, o sobrenadante foi desprezado
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e, em seguida, adicionado agua destilada para uma nova sedimentagdo, repetindo-se esse
processo até que o sobrenadante ficasse limpido. Apds as lavagens e sedimentagdes
consecutivas, uma nova tamisa¢ao foi realizada utilizando peneiras com aberturas diferentes
(150 e 45 pm). O material retido na ultima peneira (45 um) foi recolhido e submetido ao método
de Ritchie (1948). O sedimento obtido foi ajustado até o volume de 1,5mL, transferido para
microtubos € adicionados 19 uL de particulas paramagnéticas (BioMag® Superparamagnetic
Iron Oxide; lote: 10516). Os microtubos foram incubados e agitados por uma hora com o auxilio
de um agitador orbital a temperatura ambiente. Apds a incubagdo, os microtubos foram
conectados ao magneto (BioMag® Multi-6-Separator; PolySciences, Inc. Valley Road,
Washington, PA) por 3 minutos; o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em
ImL de soluc¢do aquosa de NaCl (0,9%) e armazenados a -4°C até o momento da andlise. Para
a analise microscopica, o sedimento foi corado com uma solugao de 3% de ninhydrina em &lcool
70% e transferido para papéis filtro (5 cm x 2,5 cm; poro de 25um; UNIFIL), e examinadas por

microscopia Optica para identificacdo dos ovos de S. mansoni (Figura 3).
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Figura 3. Representagdo esquematica do método de Helmintex. Adaptado de Candido e colaboradores (2018)

2.5 Potenciais fatores de risco
Os questionarios pré-codificados foram aplicados em 2014 e 2022 por entrevistadores
treinados e consistiam em duas partes: uma para avaliar o status socioecondmico e

caracteristicas domiciliares das familias, e a outra para avaliar os fatores de risco associados a
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esquistossomose. A primeira se¢do, que dizia respeito a familia e residéncia, foi aplicada apenas
ao chefe da familia, enquanto os fatores de risco foram avaliados em nivel individual. As
variaveis independentes foram categorizadas como zero para fatores de protecdo e um para
fatores de risco, exceto idade, cuja varidvel foi categorizada como 0 (<10 anos), 1 (11-20 anos),
2 (21-40 anos), 3 (41-60 anos) ou 4 (>60 anos), e comunidade rural, que foi categorizada como

1 (comunidade de P¢ da Serra), 2 (comunidade de Tocantins) ou 3 (comunidade de Santana).

2.6 Levantamento malacologico

Coletas malacoldgicas, com amostragem qualitativa, foram realizadas em 2014, 2015 e
2022, ao longo do corrego Tocantins. Para as coletas foram utilizadas conchas metalicas (malha
<Imm) com didmetro de 16¢cm, pingas e peneiras, com um esfor¢o amostral de 20 minutos por
ponto de coleta (BRASIL, 2008). Os animais coletados foram acondicionados em sacos
plasticos, identificados por localidades e encaminhados ao Laboratério de Helmintoses
Intestinais ICB/UFMG.

Para a identificagdo especifica do género Biomphalaria, utilizamos dados
conquiliologicos como a morfologia das conchas, sistema reprodutivo e crista renal dos
moluscos (Deslandes, 1951; Paraense, 1975). Para o diagndstico da infec¢do por S. mansoni,
foi utilizado o método de Kuntz (1946), adaptado por Jannotti-Passos et al. (2008).
Resumidamente, os caramujos foram coletados individualmente em recipientes com agua
desclorada, expostos a fotoestimulacdo artificial e a uma temperatura entre 28 e 30 °C,
utilizando lampadas incandescentes de 60W por um periodo de 2 horas. Apds esse periodo, a
agua foi examinada com o auxilio de um microscopio estereoscopico para a verificacdo de
larvas de trematddeos. Os caramujos que nao liberaram cercérias na primeira fotoestimulagao
foram reexaminados pelo mesmo método nas trés semanas subsequentes ao primeiro exame.
Na quarta semana, os moluscos que ainda apresentaram resultado negativo para a liberacdo de
cercarias foram esmagados entre placas de vidro para confirmar a auséncia de formas de
desenvolvimento intra-molusco (esporocistos) de S. mansoni. As larvas encontradas foram
coletadas com auxilio de pipeta, coradas com lugol e montadas entre ldmina e laminula e

identificadas de acordo com a literatura especializada (Souza; Melo, 2012; Pinto; Melo, 2013).

2.7 Analise espacial
As coordenadas geograficas do endereco residencial de cada individuo e dos locais de
reproducao dos caramujos Biomphalaria foram obtidas usando um receptor portatil de Sistemas

de Posicionamento Global (GPS) (GPSMAP® 64s G, GARMIN International, Inc., Olathe, KS,
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EUA) e importadas para o software de sistema de informagdes geograficas QGis .4.11 (QGIS
Development Team; Open Source Geospatial Foundation Project).

Usamos o estimador de densidade de kernel (EDK) para mapear o risco de infec¢ao por
esquistossomose, mostrando a distancia entre os enderecos residenciais de individuos positivos
e os locais de reproducdo dos caramujos Biomphalaria. O EDK € uma técnica estatistica nao
paramétrica que cria uma superficie de densidade continua, identificando visualmente os pontos
criticos sem alterar as caracteristicas locais. Essa técnica suaviza a variagdo na densidade de
eventos pontuais, atribuindo maior peso aos pontos proximos ao centro do kernel; essa
suavizagdo ¢ ajustada pela largura de banda escolhida, refletindo a escala geografica da
hipotese, que no nosso caso foi de 300m (Chen, 2017).

Uma inspe¢ao puramente visual do EDK seria enganosa, pois ndo ¢ possivel examinar
o numero de casos por tras das taxas estimadas individualmente. Aplicar um teste de cluster
local a dados de satde ¢ importante para priorizar areas para futuras intervencdes de saude
publica; neste estudo, usamos estatisticas de varredura espacial flexiveis (FleXScan). A
estatistica de varredura espacial ¢ um teste de cluster local que determina a localizagdo e a
significancia de clusters locais usando uma janela de varredura flexivel que varre as
coordenadas da area de estudo, examinando diferentes localizagdes e tamanhos de clusters de
acordo com as configuragdes definidas pelo usuario (Tango, 2021). Para o presente estudo,
construimos um modelo com as seguintes condi¢des: modelo de Poisson puramente espacial e
tamanho maximo de cluster espacial de 15% da populacao em risco. O cluster mais provavel e
os clusters secunddrios foram detectados usando a probabilidade de log restrita (rLLR, alfa
padrdo = 0,2) (Tango; Takahashi, 2012). Calculamos o risco relativo (RR) de casos de
esquistossomose, considerando cada residéncia e cluster em relacdo aos seus vizinhos.
Resultados com p<0,05 apés 999 simulacdes de Monte Carlo foram considerados

significativos.

2.8 Analise estatistica

Para analise estatistica, os casos de esquistossomose foram considerados a varidvel
dependente, de acordo com os resultados do método KK e Helmintex (0=negativo; 1=positivo).
A relagdo entre as variaveis coletadas nos questionarios e os casos de esquistossomose foi
examinada usando o teste qui-quadrado (y2) para identificar potenciais fatores de risco. Para
evitar colinearidade em modelos multivariaveis, avaliamos a relagdo de variaveis em pares para
determinar se havia alguma correlagao forte (r > 0,6 ou r < —0,60) usando o coeficiente de

correlagdo de Pearson. Varidveis colineares foram removidas com base na significancia
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bioldgica e as variaveis restantes foram incluidas no modelo. Para o modelo multivariado,
usamos um modelo linear generalizado (GLM) com uma fun¢do de ligacao logit, devido a
natureza bindria de nossas variaveis de resposta (positivas ou negativas). Um procedimento
combinado de sele¢do de modelo stepwise para tras e para frente foi entdo realizado com base
no ajuste do modelo medido pelo critério de informacdo de Akaike (AIC) para construir um
modelo parcimonioso. Inicialmente, incluimos todas as varidveis explicativas selecionadas na
analise univariada, depois as excluimos uma por uma usando o método ‘stepwise backward’,
verificando a significancia de cada variavel e o ajuste do modelo em cada etapa. O processo de
selecdo do modelo foi complementado com a selecdao ‘forward’, onde as variaveis excluidas
foram reavaliadas para inclusdo no modelo final, garantindo que nenhuma variavel importante
fosse omitida. As variaveis mantidas no modelo final foram aquelas que melhor explicaram a
variabilidade nos dados, com base no menor AIC e significancia estatistica. Além disso, o
modelo foi explorado para colinearidade entre suas varidveis preditoras calculando fatores de
inflacdo de variancia (VIF), garantindo que todos os VIFs fossem <3 (Fox; Weisberg, 2018).
Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software R (R Core Team, 2020) usando a

interface RStudio (Rstudio Team, 2020).
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3 RESULTADOS

Um total de 257 individuos foi recrutado na linha de base em 2014, representando
95,17% da populagdo estimada naquele ano (257/270). Em 2015, 260 individuos foram
recrutados, correspondendo a 90,27% da populagdo estimada (260/288), e em 2022, oito anos
apOs a primeira intervencdo, 265 individuos foram recrutados, representando 78,17% da
populacdo estimada (265/339). A Tabela 1 fornece um resumo dos resultados parasitologicos
observados nesses trés periodos. Houve um declinio notavel na prevaléncia da infec¢do por S
mansoni, de 45,9% em 2014 para 10,38% em 2015, seguido por um aumento de 26,03% em
2022. Em 2014, individuos de 11 a 20 anos apresentaram risco significativamente maior de
infeccdo por S. mansoni (OR=2,62; 1C95% 1,10-6,48; p=0,029), padrao que nao foi observado
em 2015 e 2022. A positividade por género ndo mostrou diferenca significativa. A tUnica
variavel que manteve alto risco em dois dos trés periodos analisados foi a comunidade de
residéncia; individuos residentes na Comunidade de Tocantins apresentaram maior risco de
infeccdo por S. mansoni tanto em 2014 (OR=2,24; p=0,009) quanto em 2022 (OR=2,49;
p=0,01).
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Tabela 1. Analise univariada entre caracteristicas epidemiologicas e casos relacionados a esquistossomose em comunidade rurais do distrito de Brejo do Amparo,
Januaria, Minas Gerais, Brasil, entre 2014, 2015 ¢ 2022.

2014 2015 2022
Variaveis Negativo Positivo OR (IC95%) P-valor Negativo Positivo OR (IC95%) P-valor Negativo Positivo OR (IC95%) P-valor
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Total 139 (54.1) 118 (45.9) - - 233 (89.62)  27(10.38) - - 196 (73.97) 69 (26.03) - -
Género
Masculino 65 (46.8) 56 (47.5) Ref. Ref. 108 (46.4) 15 (55.6) Ref. Ref. 93 (47.4) 33 (47.8) Ref. Ref.
Feminino 74 (53.2) 62 (52.5) 0.97[0.59;1.59] 0.912 125 (53.6) 12 (44.4) 0.69 [0.31;1.54] 0.24 103 (52.6) 36 (52.2) 0.98[0.57;1.71]  0.957
Faixa etdria
(Anos)
<=10 28 (20.1) 13 (11.0) Ref. Ref. 38 (16.3) 3(11.1) Ref. Ref. 22 (11.2) 7 (10.1) Ref. Ref.
11-20 21 (15.1) 26 (22.0) 2.62[1.10;6.48] 0.029 44 (18.9) 3(11.1) 0.86 [0.16;4.53] 0.40 25(12.8) 14 (20.3) 1.73[0.60;5.39] 0.316
21-40 35(25.2) 33 (28.0) 2.01[0.90;4.66] 0.090 55(23.6) 10 (37) 2.30[0.60;8.92] 0.18 75 (38.3) 18 (26.1) 0.75[0.28;2.17]  0.579
41-60 33(23.7) 32(27.1) 2.07[0.92;4.82] 0.080 66 (28.3) 7(25.9) 1.34[0.33;5.50] 0.47 58 (29.6) 22 (31.9) 1.18[0.45;3.38]  0.745
>60 22 (15.8) 14 (11.9) 1.36 [0.53;3.56] 0.522 30 (12.9) 4 (14.8) 1.68[0.35;8.13] 0.40 16 (8.16) 8 (11.6) 1.55[0.46;5.42]  0.479
Comunidade
P¢-da-Serra 47 (33.8) 31(26.3) Ref. Ref. 71 (30.5) 4 (14.8) Ref. Ref. 60 (30.6) 15 (21.7) Ref. Ref.
Tocantins 39 (28.1) 58(49.2) 2.24[1.22;4.16] 0.009 87 (37.3) 11 (40.7) 2.2410.69;7.35] 0.14 54 (27.6) 34 (49.3) 2.49[1.24;5.21] 0.010
Santana 53 (38.1) 29 (24.6) 0.83 [0.44;1.58] 0.573 75(32.2) 12 (44.4) 2.84[0.88;9.22] 0.06 82 (41.8) 20 (29.0) 0.97 [0.46;2.10]  0.945

OR: odds ratio.

1C95%: intervalo de confianga. Ref: referéncia. Comunidade: A (Pé-da-Serra), B (Tocantins), C (Santana).
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Todos os 257 individuos recrutados em 2014 foram convidados a preencher um
questionario para avaliar os fatores de risco ambientais e comportamentais associados a
infeccdo por S. mansoni; 229 concordaram em participar. Em 2022, dos 265 individuos
recrutados, 260 responderam ao questionario. A analise dos dados identificou cinco varidveis
possivelmente associadas ao aumento do risco de esquistossomose, conforme descrito na Figura
4. A proximidade das residéncias ao corrego e a auséncia de banheiros foram significativamente
associadas ao maior risco de infec¢do por S. mansoni em ambos os periodos avaliados (Figura
4A-B). Por outro lado, o grau de escolaridade, o uso de 4gua do coérrego e a falta de tratamento
da agua foram encontrados significativamente associados ao risco de infec¢ao apenas em 2022

(Figura 4B).
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A
Variaveis OR (IC95%) P-valor
Analfabeto ou ensino fundamental 1.06 (0.57-2.00) 0.850 +—'
Disténcia do corrego (s200m) 4.38 (2.13-9.85) <0,001* : ——
Tomar banho no carrego 1.46 (0.81-2.66) 0.208 a}l—<
Nadar no cérrego 0.96 (0.56-163) 0.876 -
Buscar agua no corrego 1.54 (0.84-2.86) 0.164 ':-.—|
Lavar utensilios no corrego 1.46 (0.83-2.58) 0191 ~I;l—~
Agua do cérrego para irrigagao 1.14 (0.68-1.93) 0.614 '*IF—'
Trabalhar na lavoura 1.68 (0.93-3.08) 0.088 :""—'
Limpar o carrego 2.41(0.81-8.17) 0.113 ':—u—-
Auséncia de banheiro 5.35 (1.64-25.0) 0.004* : =
Uso de dgua do corrego em casa 1.29(0.77-2.19) 0.332 *I-—‘
Falta de tratamento de agua 0.89 (0.41-1.89) 0.753 »ll—u
I ! | T 1 [ T
] 5 10 15 20 25
Odds Ratio (95% Cl)
B
Variaveis OR (IC95%) P-valor
Analfabeto ou ensino fundamental 2.25(1.22-4.35)  0.009* :»—-—c
Distancia do corrego (200m) 2.86(1.426.31) 0.003* : 1
Tomar banha no corrego 1.29 (0.65-2.49) 0.456 -—:I—-
Nadar no corrego 1.38 (0.74-2.53) 0.308 -+-—-
Buscar agua no corrego 1.65 (0.87-3.05) 0.122 l:—l—1
Lavar utensilios no carrego 1.29(0.73-2.26) 0.381 »-:l—i
Agua do corrego para irrigagéo 1.49 (0.84-2.71) 0.179 '-:-I—'
Trabalhar na lavoura 129 (0.70-2.34) 0412 ":.—'
Limpar o carrego 1.66 (0.75-3.54) 0.207 -:—l—-
Auséncia de banheiro 13.5 (3.30-99.6) <0.001* : =
Uso de agua do corrego em casa 2.65(1.49-4.75) 0.001* : e ——
Falta de tratamento de dgua 2.53 (1.44-451) 0.001 : ——
1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Odds Ratio (35% Cl)

Figura 4. Forest plot mostrando a razdo de chance (OR) e intervalo de confianca (IC95%) da analise univariada
para fatores de risco para esquistossomose mansoni em comunidades rurais do distrito de Brejo do Amparo,
Januaria, Minas Gerais, Brasil. 4A) Fatores de risco para esquistossomose em 2014. 4B) Fatores de risco para
esquistossomose em 2022

A Figura 5 representa o modelo multivariado para infec¢do por esquistossomose.
Consideramos todas as variaveis, independentemente de sua significancia na analise univariada,
e entdo aplicamos o método ‘stepwise both’ para selecionar as varidveis, deixando as varidveis
Sexo, Idade e Educagao como modelo base. De acordo com o modelo, em 2014, o maior risco

de infec¢do por esquistossomose ocorreu nas faixas etarias de 11 a 20 anos (OR=3,60; 1C95%

1,21-10,73; p=0,021), 41 a 60 anos (OR=2,87; 1C95% 1,05-7,84 p=0,04) e em individuos que
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residiam em domicilios a menos de 200m do corrego (OR=2,93; 1C95% 1,27-6,76; p=0,01) e
que ndo possuiam banheiro (OR=10,35; 1C95% 1,90-56,39; p<0,01) (Fig. 6A). Por outro lado,
em 2022, apenas a distancia da residéncia ao corrego (OR=2,46; 1C95% 1,08-5,59) e a auséncia
de banheiro permaneceram como fatores de risco (OR=6,52; 1C95% 1,13-37,77). Nao utilizar
nenhum método de tratamento de dgua potavel também foi fator de risco (OR=2,27; 1C95%

1,21-4,28); o uso de agua para irrigacdo de jardins ou plantagdes foi marginalmente

significativo (OR=1,85; IC95% 0,92-3,73; p=0,08) (Figura 5B).

A
Variaveis OR (IC95%) P-valor
Feminino 0.82 (0.450-148)  0.503 -
1
11-20 anos 3.60 (1.210-10.73) 0.021* 1 o
1
21-40 anos 2.72 (0.960-7.70) 0.060 * -
]
41-60 anos 2.87 (1.050-7.84) 0.040* : -
>60 anos 174 (0.530-5.65)  0.358 e
1
Analfabeto ou fundamental 1.21 (0.550-2.66) 0.632 ——
1
Comunidade B 1.59 (0.740-3.42) 0.234 H——
1
Comunidade C 0.61(0.290-1.29)  0.196 o
Distancia do corrego (200m) 2.93 (1.270-6.76) 0.011* : —_—
Auséncia de banheiro 10.34 (1.900-57.39) 0.006* :
1
Falta de tratamento de agua 0.30 (0.095-0.94) 0.038* _-—
= T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14
Odds Ratio (95% Cl)
B
Variaveis OR (IC95%) P-valor
Feminino 116 (0.62-2.15)  0.648 -
1
11-20 anos 2.41(0.71-8.23) 0.158 ri—
1
21-40 anos 1.15(0.32-4.13) 0.828 -—
]
41-60 anos 1.12 (0.37-3.42) 0.838 r.h—c
>60 anos 1.31(0.34-5.14) 0.694 +—-
1
Analfabeto ou fundamental 1.66 (0.68-4.05) 0.268 _—
]
Distancia do corrego (s200m) 2.46 (1.08-5.59) 0.031* e
1
Agua do corrego para irrigagde 1.85 (0.92-3.73) 0.085 :"—‘
Auséncia de banheiro 6.52 (1.13-37.77) 0.036* : =
Falta de tratamento de agua 2.27 (1.21-4.28) 0.011* :o—.—|
1
Uso de agua do corrego em casa  1.83 (0.89-3.74) 0.097 HE—
: T T T 1
10 20 30 40
Odds Ratio (95% Cl)

Figura 5. Forest plot mostrando a razdo de chance (OR) e intervalo de confianga (IC95%) da analise multivariada
para fatores de risco para esquistossomose mansoni em comunidade rurais do distrito de Brejo do Amparo,
Januaria, Minas Gerais, Brasil. 5A) Fatores de risco para esquistossomose em 2014. 5B) Fatores de risco para
esquistossomose em 2022.
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Para avaliar os clusters de domicilios com alto nimero de casos positivos para
esquistossomose nos anos de 2014, 2015 e 2022, foi utilizado o EDK; a Figura 6, 7 ¢ 8 resume
os resultados. Observa-se que, em todos os anos avaliados, foram identificados clusters de casos
na comunidade de Tocantins; Vale ressaltar que, em 2014, o cluster com maior nimero de casos
foi na comunidade de Pé-da-Serra, desaparecendo em 2015 e reaparecendo em 2022. Para
avaliar melhor e identificar clusters significativos de casos de esquistossomose, aplicamos a
estatistica de varredura espacial flexivel; o cluster significativo permaneceu na comunidade de
Tocantins em todos os periodos avaliados, com RR variando de 2,03 em 2014 a 4,18 em 2022,
corroborando as observagdes do EDK. Além disso, cerca de 17 pontos de coleta de moluscos
ao longo do corrego Tocantins foram investigados, identificando caramujos do género
Biomphalaria em 11 destes; apenas dois caramujos estavam positivos para S. mansoni, um em

2015 e outro em 2022.
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Figura 6. Areas de risco para esquistossomose mansoni em trés comunidades rurais do distrito de Brejo do Amparo, Januaria, Minas Gerais, Brasil no ano de 2014.
(A) Distribui¢do espacial dos casos humanos de esquistossomose por residéncia (circulos vermelhos) e localizagdo dos pontos de coleta malacologica e localidades
com Biomphalaria (losangos). As areas destacadas representam as comunidades de Pé da Serra (vermelho), Tocantins (amarelo) e Santana (azul). (B) Mapa de densidade Kernel
mostrando a intensidade de casos positivos por domicilio. (C) Detec¢do de aglomerado espacial de alto risco utilizando o método FlexScan (circulo vermelho).
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Figuras 7. Areas de risco para esquistossomose mansoni em trés comunidades rurais do distrito de Brejo do Amparo, Janudria, Minas Gerais, Brasil no ano de 2015.
(A) Distribuig¢do espacial dos casos humanos de esquistossomose por residéncia (circulos vermelhos) e localizagdo dos pontos de coleta malacoldgica (losangos brancos),
localidades com Biomphalaria sp. negativos (losangos pretos) e localidades com B. glabrata positivos (losango amarelo). As areas destacadas representam as comunidades de
P¢é da Serra (vermelho), Tocantins (amarelo) e Santana (azul). (B) Mapa de densidade Kernel mostrando a intensidade de casos positivos por domicilio. (C) Detecgdo de
aglomerado espacial de alto risco utilizando o método FlexScan (circulo vermelho).
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Figuras 8. Areas de risco para esquistossomose mansoni em trés comunidades rurais do distrito de Brejo do Amparo, Janudria, Minas Gerais, Brasil no ano de 2022.
(A) Distribuig¢do espacial dos casos humanos de esquistossomose por residéncia (circulos vermelhos) e localizagdo dos pontos de coleta malacoldgica (losangos brancos),
localidades com Biomphalaria sp. negativos (losangos pretos) e localidades com B. glabrata positivos (losango amarelo). As areas destacadas representam as comunidades de
P¢é da Serra (vermelho), Tocantins (amarelo) e Santana (azul). (B) Mapa de densidade Kernel mostrando a intensidade de casos positivos por domicilio. (C) Detecgdo de

aglomerado espacial de alto risco utilizando o método FlexScan (circulo vermelho).
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4 DISCUSSAO

Esta série de estudos transversais investigou a prevaléncia, os fatores de risco e a
distribuicdo espacial dos casos de esquistossomose em uma area rural de baixa renda do sudeste
do Brasil. Os resultados indicam os principais fatores de risco associados a infec¢do por S.
mansoni e a persisténcia de areas de risco mesmo ap6s duas rodadas de tratamento da
populagao.

Em nossa area de estudo, uma alta prevaléncia de esquistossomose foi observada em
2014, com 45,9% da populacao afetada. Esse resultado difere da taxa de positividade de 10,81%
relatada pelo Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) em 2013 (Brasil, s.d). Essa
discrepancia pode ser atribuida a distribuicao focal da transmissdo da esquistossomose. Nosso
estudo foi conduzido em um tnico distrito do municipio de Januaria, e a positividade varia
conforme as diferentes localidades, como demonstrado por Viana et al., (comunicagdo pessoal,
2018), que testaram 1.284 escolares das principais escolas do municipio e seus distritos. Além
disso, diferencas metodologicas empregadas pelo PCE, que utiliza a leitura de uma lamina de
KK derivada de uma Unica amostra fecal, podem contribuir para resultados discordantes. Essa
metodologia ja foi demonstrada como insuficientemente sensivel para identificar todos os
individuos infectados, especialmente em areas endémicas com baixa carga parasitaria (Vlas;
Gryseels, 1992; Lindholz et al., 2018; Oliveira et al., 2018; Santos et al., 2021; Menezes, D.L.
et al.,2023). No Brasil, a estratégia de tratamento ¢ baseada na porcentagem de positividade na
populacdo endémica, sendo recomendado tratamento apenas para casos positivos em dreas com
menos de 15% de casos e administragdo em massa de medicamentos (MDA) em areas com
>25% (Brasil, 2014). No entanto, campanhas de administracdo em massa de medicamentos no
Brasil ndo sdo comuns e o controle normalmente depende de diagnostico e tratamento
individuais (Graeff-Teixeira; Pieri, 2022). Aqui, em nossa area de pesquisa, teria sido indicado
conduzir MDA, em vez de tratamento individual de casos positivos. O cenario em que
individuos infectados com baixa carga parasitaria ndo sao afetados efetivamente pelas medidas
de controle resulta na eliminacdo continua de ovos € na manutencao da transmissao ativa. Isso
favorece a contaminagdo de colecdes hidricas, a infec¢do de novos individuos e a reinfec¢ao
daqueles que, embora tratados, continuam vivendo em risco de infec¢do (Tchuem-Tchuenté et
al., 2017). Esse fenomeno pode ser o principal fator que contribuiu para o aumento da
prevaléncia da esquistossomose, que aumentou de 10,38% em 2015 para 26,03% em 2022.

Em 2014, nossos dados revelaram uma prevaléncia de 45,9% estimada por multiplos
testes parasitologicos entre moradores da comunidade rural de Brejo do Amparo, e conduzimos

nossa primeira intervengao na area, incluindo tanto o tratamento dos individuos infectados com
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praziquantel quanto atividades educativas, como palestras e exposi¢des. Esta intervengao, e as
outras que se seguiram, podem ter contribuido para a redu¢do da prevaléncia entre 2014-2015
e 2014-2022, tratando os positivos para S. mansoni e trabalhando em mudangas
comportamentais. No entanto, de 2015 a 2022, houve um aumento na prevaléncia,
provavelmente refletindo a descontinuacdo dos esforgcos de controle ativo do PCE nessas
comunidades durante esse periodo. Em 2022, a comunidade ainda ndo tinha acesso a
saneamento basico e, embora a implementacao da infraestrutura de saneamento tenha comegado
logo apds o estudo, ela ainda ndo havia sido concluida. Também nio foram observadas
melhorias substancias no acesso ao abastecimento de 4gua limpa, o que pode ter prolongado a
exposicao a fontes de agua contaminadas. Além disso, nenhuma mudanca ambiental ou
climatica significativa foi relatada pelas autoridades locais que pudesse justificar o aumento da
prevaléncia. Portanto, a persisténcia de fatores de risco comportamentais relacionados ao
contato com a agua, combinada com a interrup¢do dos esfor¢os de controle e o atraso nas
melhorias de infraestrutura, provavelmente contribuiu para a transmissdo sustentada ou
aumentada observada em 2022. Apesar de nossos esforcos intervencionistas, isso foi observado
especialmente na comunidade de Tocantins, onde a area quente persistiu durante todos os trés
periodos. Identificamos uma taxa de reinfec¢do de 32,95% (28/85) nos individuos dessa
comunidade, com 85,71% (24/28) destes alegando ter tido algum tipo de contato com o riacho.
A persisténcia da esquistossomose em determinadas localidades pode ser reflexo da auséncia
de mudangas estruturais, como melhorias no saneamento € no acesso a agua potavel, além de
dificuldades em promover mudangas comportamentais em contextos de vulnerabilidade social
(Walker et al., 2020).

Em nosso estudo, o género ndo foi considerado um fator de risco significativo para a
infecgdo pela esquistossomose mansoni nas comunidades, contrastando com outros estudos em
que individuos do sexo masculino apresentam maior risco de infec¢do do que individuos do
sexo feminino. Isso provavelmente se deve ao tipo e a frequéncia de exposi¢do desses
individuos durante atividades domésticas, ocupacionais e de lazer (Coura-Filho et al., 1995;
Guimaraes; Tavares-Neto, 2006; Lamberti et al., 2021). Essa diferenca ressalta a necessidade
de avaliagdes focais e integrais das comunidades afetadas, uma vez que ha muitas
particularidades em cada uma delas e ndo ¢ possivel estabelecer um padrdo generalizado para
todas as populacdes endémicas. Por outro lado, considerando o risco relacionado a idade, os
resultados indicaram maiores chances de infec¢do entre individuos de 11 a 20 anos e de 41 a
60 anos. Embora todos esses grupos facam parte da populacdo economicamente ativa, a faixa

etaria de 21 a 40 anos, geralmente a mais engajada em atividades produtivas (Brasil, 2010b.),
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apresentou menores taxas de infec¢do. Esse aparente paradoxo sugere que a exposi¢ao
ocupacional por si s6 ndo explica completamente o padrdo observado. Fatores comportamentais
podem desempenhar um papel mais importante, como o envolvimento em atividades
recreativas como natag¢do, banho e pesca em riachos, que exigem contato direto com agua
potencialmente contaminada (Coura-Filho, 1994; De Moira et al., 2007; Ayabina et al., 2021;
Lamberti et al., 2021).

Identificamos areas de risco para infec¢do por esquistossomose combinante o método
espacial de EDK, que fornece uma representacao visual dos pontos criticos de infec¢do, com a
varredura espacial flexivel, um método estatistico que confirma a significincia dos
aglomerados de risco. Essa combina¢ao aumenta a confiabilidade da deteccdo de aglomerados,
complementando insights visuais intuitivos com validacdo estatistica rigorosa, permitindo-nos
identificar um cluster persistente de infeccdo por S. mansoni na comunidade do Tocantins
durantes as trés intervengdes. As familias que vivem nesse clsuter persistente praticam
agricultura de subsisténcia e dependem da dgua de um corrego préximo, onde caramujos
Biomphalaria foram identificados. Esse corrego serve como unica fonte de agua para uso
doméstico e agricola, visto que a comunidade atualmente ndo tem acesso a agua tratada. Embora
o municipio tenha iniciado um projeto para implementar um sistema de abastecimento de 4gua
tratada, sua conclusdo ainda estd pendente. Garantir o acesso a dgua segura e tratada reduziria
significativamente a exposi¢do a fontes contaminadas e traria beneficios substanciais a saude
publica. As atividades agricolas foram fortemente associadas a um maior risco de infec¢do por
S. mansoni, como demonstrado em nosso modelo de regressdo comunitaria, que mostrou um
risco sete vezes maior em individuos envolvidos na agricultura. A agricultura de subsisténcia
muito comum em 4reas rurais no Brasil (Brasil, 2017) e a dependéncia da dgua de corregos para
irrigar essas plantagdes expde esses trabalhadores a riscos continuos de infec¢do. O trabalho
em campos irrigados pode desempenhar um papel crucial na manutencao e disseminagdo da
doenga; os trabalhadores rurais sdo frequentemente expostos a agua de canais de irrigagdo, que
pode estar contaminada com cercérias de S. mansoni (Secor, 2014; Lund et al., 2021).

Para reduzir o risco, recomendamos priorizar as seguintes medidas: (1) conclusao e
expansao do sistema de abastecimento de dgua tratada; (2) construgdo de sistemas de irrigagao
fechados e mais seguros; (3) fornecimento de equipamentos de protecdo individual (por
exemplo, botas e luvas) para trabalhadores agricolas; (4) implementacdo de campanhas
regulares de educagdo em saude com foco na mudanca comportamental e no uso seguro da
agua. Além disso, a populagdo residente nesses clusters persistentes pode se beneficiar da

ADM, que, dada a prevaléncia observada em 2022, esta alinhada a estratégia recomendada pelo
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Ministério da Saude do Brasil (Brasil, 2024). Essa foi a intervencdo que propusemos as
autoridades de saude competentes.

Um importante fator de risco relatado no estudo foi a distancia entre o corrego Tocantins
e as residéncias, em que a distancia de 200 metros ou menos coloca o individuo em maior risco
de infec¢ao. Resultados semelhantes foram relatados por Lamberti e colaboradores (2021) em
seu estudo conduzido no distrito de Mayuge, Uganda. Os pesquisadores descobriram que
pessoas que viviam a 500 metros ou menos do Lago Vitoria apresentavam maior risco de
infeccdo e intensidade do que aquelas que viviam mais longe. A explica¢do mais provavel para
tais resultados ¢ a facilidade de contato frequente e prolongado com os corpos d’agua
contaminados quando estdo mais proximos da vida diaria dos individuos (Hu et al., 2015;
Arnold et al., 2020). Em nosso estudo, esse argumento ¢ corroborado quando se observa que,
para todas as areas de risco identificadas, havia caramujos Biomphalaria sp. presentes,
sugerindo que as infecgdes estdo realmente acontecendo dentro dos aglomerados de residéncias
positivas e ndo em outros lugares.

Apesar de nossos esfor¢os malacologico, apenas dois caramujos infectados foram
encontrados durante uma série de estudos transversais - um em 2015 e outro em 2022.
Levantamentos anteriores enfrentaram dificuldades semelhantes em encontrar espécimes de
Biomphalaria sp. eliminando cercérias de S. mansoni, mesmo em areas endémicas (Gandasegui
et al., 2018; Mesquita et al., 2021). Esses achados refletem as limitacdes da técnica de
fotoestimulagdo, cuja sensibilidade pode ser comprometida por fatores como infecgdes pré-
patentes, baixa carga parasitdria e mortalidade dos moluscos antes da andlise (Abath et al.,
2006) Isso ressalta a importancia de conduzir multiplas coletas de amostras em diferentes
estagdes, para levar em consideragdo a biologia dos caramujos na amostragem (Brasil, 2008;
Hu et al., 2015). Considerando as condicdes sanitarias observadas, nossos resultados
demonstram que a mera presenc¢a de caramujos Biomphalaria ja distingue a regido como uma
area potencialmente de risco para transmissao de S. mansoni.

Algumas limitagdes em nosso estudo merecem ser mencionadas. Embora tenhamos
usado dois métodos parasitologicos diferentes, confeccionado mais laminas do que o
recomendado pela OMS e realizado os testes com equipe de laboratério bem treinada, os
resultados diagnosticos podem ter uma sensibilidade limitada; isso também se aplica a
identificacdo de caramujos naturalmente infectados. Estudos adicionais usando abordagens
mais sensiveis (por exemplo, testes moleculares e imunoldgicos) sdo importantes para avaliar
a situacdo parasitologica e malacoldgica com mais precisdo. Além disso, os métodos

parasitologicos aplicados nos trés inquéritos (2014, 2015 e 2022) diferiram ligeiramente,
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particularmente em relacdo a técnica de KK. A redu¢do no esfor¢o de amostragem em 2022
pode ter diminuido a sensibilidade para deteccdo de ovos de S. mansoni, especialmente em
individuos com baixas cargas parasitarias. O aumento do numero de amostras demonstrou
melhorar a sensibilidade em aproximadamente 10,3 pontos percentuais, de acordo com um
estudo conduzido por nosso grupo (Oliveira ef al., 2018). Isso sugere que a estratégia adotada
em 2022, com apenas uma amostra fecal e a preparacao de seis laminas de KK, potencialmente
deixou de detectar entre 20 e 25 casos na populacdo. Para mitigar essas limitagdes, o método
Helmintex foi empregado em todos os inquéritos devido a sua sensibilidade superior a 80% em
comparacdo com a técnica de KK (Favero et al., 2017; Oliveira et al., 2018). No entanto,
diferengas metodologicas ao longo dos anos podem ter introduzido viés, o que deve ser
considerado na interpretagao das tendéncias temporais de prevaléncia.

Os resultados destacam a necessidade de infraestrutura sanitaria adequada e o
fornecimento de dgua limpa para o controle da esquistossomose, bem como de outras doengas
transmitidas pela agua, nessas areas de risco. Para a atencdo primaria a saude, tais intervengdes
integradas de satde devem ser orientadas e direcionadas por fortes evidéncias de dados
epidemioldgicos e juntamente com intervengdes educacionais permanentes, a fim de fornecer

solugdes e alternativas eficientes para o controle da esquistossomose.



ITULO III
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Diagnéstico da esquistossomose mansoni em uma drea historicamente endémica:
comparacio de técnicas diagnosticas (Kato-Katz, Helmintex e POC-CCA) e detec¢io de
anticorpos especificos para S. mansoni em urina e soro de pacientes infectados

Objetivos:

e Avaliar o desempenho dos métodos de diagndstico parasitologico Kato-Katz e
Helmintex individualmente ou em conjunto na detec¢do da infec¢do por Schistosoma
mansoni.

e Avaliar o desempenho do teste rapido POC-CCA para o diagndstico da infec¢do por
Schistosoma mansoni considerando o método de Kato-Katz e Helmintex como
referéncia.

e Investigar possivel influéncia de pardmetros anormais, detectados pela Tira Reagente
de Urina Biocon Biol0®, sobre o desempenho do teste POC-CCA para o diagnostico
de S. mansoni.

e Avaliar o desempenho do ensaio imunoldgico de ELISA indireto (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), baseado na deteccdo de IgG especifico contra antigenos de
verme adulto (SWAP), uma fra¢do derivada do antigeno SWAP (SmJ1), antigenos
soluveis de ovo (SEA) e uma proteina quimera (qSmp), em amostras de soro e urina de
pacientes positivos para S. mansoni.

e Avaliar a influéncia da concentracao da urina utilizando filtros Amicon na detec¢do de
IgG especifico contra antigenos soluveis de ovo (SEA) em amostras de pacientes

positivos para S. mansoni.

Esse trabalho teve como principal objetivo avaliar o desempenho de diferentes métodos
parasitoldgicos e imunoldgicos em amostras de soro e urina de pacientes de uma area endémica
para esquistossomose. Os resultados demonstraram que o método de Helmintex apresentou
maior sensibilidade, enquanto que o Kato-Katz teve sensibilidade variavel, de acordo com o
numero de laminas analisadas. Nos testes sorologicos, o antigeno soluvel de ovo (SEA) mostrou
o melhor desempenho, e a fragdo SmJ1 foi mais especifica em comparagdo ao antigeno soluvel
de verme adulto (SWAP). A deteccdao de IgG na urina mostrou baixa reatividade, com baixo

poder discriminatdrio entre grupo negativo e positivo para infec¢do por S. mansoni.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento e o uso de métodos diagndsticos que sejam sensiveis e especificos
para detec¢do de doengas infecciosas e parasitarias sdo essenciais para a vigilancia e
mapeamento em programas de controle de Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs). A
esquistossomose, causada por helmintos do género Schistosoma, destaca-se como uma das
principais DTN, ficando atras apenas da malaria. A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS)
estabeleceu um roteiro para a eliminagdo global da esquistossomose como um problema de
saude publica até¢ 2030, com metas como a diminuicdo da prevaléncia de infeccdes de
intensidade moderada e alta por meio da quimioterapia com praziquantel (WHO, 2022). No
entanto, um dos principais obstaculos para alcancar esse objetivo ¢ a limitagdo dos métodos
diagnésticos disponiveis, que apresentam baixa sensibilidade, principalmente em areas de baixa
prevaléncia (Oliveira et al., 2018).

Os avangos do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) no Brasil, com a
implementagdo de estratégias de triagem, diagnostico precoce e tratamento individual resultou
na reducdo dos casos graves e mortes por S. mansoni, com uma acentuada reducdo na
prevaléncia e carga parasitaria dessa parasitose na populagdo brasileira (Brasil, 2014). Nessas
areas, particularmente aquelas com baixa intensidade de infec¢do, ha uma necessidade de
desenvolver e implementar novas ferramentas de diagndstico mais precisa. Para a deteccdo da
infeccdo por S. mansoni, a OMS recomenda o método de Kato-Katz, que consiste na observagao
de ovos do parasito em amostras fecais. Apesar da alta especificidade, limitagdes no seu
desempenho devido a carga parasitaria do hospedeiro, distribuicdo desigual dos ovos dentro da
amostra fecal e a variagdo diaria da excrecdo dos ovos do parasito pode prejudicar a detecgao
de individuos infectados em areas de baixa endemicidade (Ogongo et al., 2022). Avangos nos
métodos coproparasitologicos, como o método do gradiente salino e Helmintex, tém sido
desenvolvidos para superar essas limitagdes. Porém, apesar da sua alta sensibilidade, essas
abordagens demandam longo tempo de processamento e podem nao ser adequadas para triagens
em larga escala (Teixeira et al., 2007; Coelho et al., 2009).

Devido a maior sensibilidade, métodos soroldgicos que detectam anticorpos contra
antigenos de S. mansoni t€m sido empregados. Entre os antigenos utilizados, destacam-se o
antigeno soluvel de ovos (SEA) e o antigeno soluvel de vermes adultos (SWAP), ambos com
elevadas proporg¢oes de fragdes antigénicas (Doenhoff; Chiodini; Hamilton, 2004). No entanto,
essas preparagdes contém proteinas e glicanos que podem apresentar reatividade cruzada com
outros parasitos, comprometendo a sua especificidade (Zhou; Zheng; Jiang, 2011; Doenhoff et

al., 2016). Para superar essa limitacdo, alternativas como o fracionamento de extratos
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antigénicos, destacando-se os antigenos Adult Microsomal Antigen (MAMA) e a fracdo
cationica de SEA (CEF6), além do uso de antigenos recombinantes, tém sido explorados para
identificar proteinas mais especificas (Maddison et al., 1985; Doenhoff et al., 2003; Silva-
Moraes et al., 2019b; Mambelli et al., 2020). Outra limitagdo significativa dos ensaios
sorologicos € a necessidade da coleta de sangue, que torna a técnica invasiva e exige equipe
treinada. Como alternativa, a deteccdo de anticorpos em amostras de urina tem surgido como
uma abordagem menos invasiva e promissora (Eamudomkarn et al., 2018).

Por tanto, ¢ fundamental desenvolver métodos de diagndstico mais sensiveis e
especificos que possam orientar de maneira eficaz os programas de controle, bem como garantir
a vigilancia continua em cendarios pds-eliminag¢d@o. Com o objetivo de abordar essa necessidade,
nosso estudo avaliou a sensibilidade e especificidade de diferentes métodos diagndsticos,
incluindo os métodos parasitologicos de Kato-Katz, Helmintex, o teste imunologico POC-CCA
e ensaios de ELISA utilizando os antigenos SWAP, uma fracdo derivada de SWAP (SmJ1),
SEA e uma proteina recombinante (qSmP) em um painel de soros e urinas coletadas de
individuos residentes na comunidade de Brejo do Amparo, distrito de Januaria, Minas Gerais,

Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta de material biologico

Para esse capitulo, foram utilizadas amostras de sangue e urina proveniente dos
pacientes que passaram por extensos exames parasitologicos, conforme descrito no capitulo II.
Os resultados dos exames parasitologicos foram utilizados para avaliagdo do desempenho dos

métodos avaliados nesse capitulo.

2.1.1 Sangue

A coleta de sangue venoso foi conduzida em adultos e criangas, sendo coletado um tubo
de 5mL por paciente, contendo EDTA, para a confeccdo de hemograma. Este exame foi
realizado pelo laboratorio terceirizado Millenium, situado no municipio de Januaria. Além
disso, foram coletados dois tubos de 10mL sem anticoagulante para obtencdo de soro; estes
foram centrifugados a 1.500 rpm por 10min e o soro obtido foi aliquotado em microtubos e

armazenados a -80°C.

2.1.2 Urina

Para a realizagdo do teste POC-CCA (EcoDiagnostico (Nova Lima, Brasil), Urinalise
(Biocon Bio10® Yercon Diagnostic, China) e para deteccdo de anticorpos na urina pelo ensaio
de ELISA, foram distribuidos a cada individuo um coletor de amostras biologicas descartavel
com capacidade para 80mL (NeoLab), previamente identificado. Os individuos foram
orientados a coletar cerca de 20mL da primeira urina da manha, dispensando-se o primeiro jato.
Ainda de manha, as urinas foram recolhidas e transferidas para o laboratério do Centro
Avancado de Pesquisa e Tratamento das Leishmanioses de Janudria, situado na sede do
Municipio de Januéria. Cada amostra de urina foi aliquotada e estocada em microtubos (1,5mL)

devidamente identificados e armazenados em ultrafreezer a -80°C.

2.2 Teste rapido de urina POC-CCA

O teste foi realizado com uma amostra de urina ainda no mesmo dia da coleta, antes do
congelamento e conforme indicacdo pelo distribuidor EcoDiagnostico (Nova Lima, Brasil;
lote# 201806011). Para a realizacdo desse método, a amostra de urina foi homogeneizada e,
com o auxilio de uma pipeta plastica, duas gotas (100 pL) foram transferidas para o poco
circular da placa plastica. As gotas se distribuiram por toda a placa e a reacdo foi observada
apos 20 minutos de incubacdo em temperatura ambiente. O teste s6 foi considerado valido

quando a banda controle foi visualizada, sendo os testes validos pontuados como negativos ou
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positivos de acordo com a aparéncia da faixa teste. O resultado do teste foi considerado negativo
quando a linha de teste apresentou auséncia de banda (Figura 1A). O aparecimento de banda na
linha teste fortemente positiva foi considerado um teste positivo (Figura 1C). Na literatura,
ainda ndo ha consenso sobre os resultados dos tracos observados nos testes diagnosticos do
POC-CCA (Figura 1B). Assim, os resultados do POC-CCA foram apresentados de duas formas
distintas: a primeira considerando o trago como resultado negativo (#-) e a segunda

considerando trago positivo (z+). Os resultados foram interpretados por um leitor treinado.
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Figura 1. Teste rapido de urina para antigeno catddico circulante (POC-CCA). (A) Negativo: linha teste ndo
aparente. (B) linha teste fracamente positiva. (C) linha teste fortemente positiva. C: banda controle; T: banda teste
para antigeno catddico circulante.
2.3 Tira reagente de urina

A Tira Reagente de Urina Biocon Bio10® (Yercon Diagnostic, China; lote# 20210811)
(Figura 2) foi utilizada conforme o protocolo do fabricante, logo apos a realizacdo do teste
POC-CCA. Este teste permite a andlise de dez pardmetros na amostra de urina: glicose,
bilirrubina, cetona, densidade, sangue, pH, proteina, urobilinogénio, nitrito e leucécitos. Para
evitar confusoes e facilitar a imersdo da fita nas amostras de urina, transferimos as amostras
para tubos conicos de 15 mL individualmente previamente identificados. As tiras reagentes
foram entdo imersas nos tubos contendo urina e, apds o tempo determinado pelo fabricante
(entre 30 e 160 segundos), comparadas com a tabela de referéncia fornecida no kit. Esses
parametros foram analisados para identificar possiveis alteracdes fisico-quimicas na urina que
pudessem interferir no diagnéstico do POC-CCA, potencialmente gerando resultados falso-

negativos
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Figura 2. Analise de urina utilizando a tira reagente de urina Biocon Biol0®. (A) Kit de Urinalise baseado em
tiras reagentes. (B) Grade colorimétrica de referéncia onde amostras de cores sdo organizadas em forma de tabela.
(C) Tiras de teste de urina com sensores multianalitos, demonstrando rea¢des para Leucdcitos, Proteina e Sangue.

2.4 Obtencao de antigenos
A concentragdo de proteinas nos diferentes antigenos utilizados neste estudo foi obtida
a partir do kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific, USA), seguindo as instrugdes

do fabricante

2.4.1 Antigeno soluvel de verme adulto (SWAP)

Para a producio do SWAP, camundongos BALB/c foram infectados com
aproximadamente 100 cercarias da cepa LE de Schistosoma mansoni, que tem sido mantida no
Laboratorio de Esquistossomose e Imunoparasitologia do Departamento de Parasitologia
(ICB/UFMG). Apo6s 45-50 dias, os camundongos foram anestesiados via intraperitoneal com
uma mistura de Ketamina (88 mg/kg - Dopalen — Sespo Industria e Comércio Ltda, Jacarei,
Brasil) e Xilazina (16 mg/kg - Kensol - Laboratdrios Kding S.A. - Avellaneda, Argentina) e
posteriormente eutanasiados por deslocamento cervical, sendo perfundidos pelo sistema porta-
hepatico para recuperagdo dos vermes adultos (Pellegrino; Siqueira, 1956). Os vermes
recuperados foram lavados trés vezes em tampao fosfato salino (PBS: 3.7mM NaCl, 0.27 mM
KCl, 0.43 mM Na;HPO4, 0.14mM KH2PO4), congelados em nitrogénio liquido e macerados.
O macerado foi ressuspenso em PBS contendo de inibidor de protease (Protease Inhibitor
Cocktail, Sigma-Aldrich Brasil Ltda) e o extrato antigénico foi homogeneizado em 30 ciclos de

30 segundos no homogeneizador de tecidos (Dremel - Brasil), permanecendo em repouso pelo
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mesmo tempo, seguido por 5 ciclos de 30 seg no sonicador (Sonicador Ultrassonico- Ecosonics,
Brasil). A solucdo antigénica foi transferida para microtubos de 1,5mL e centrifugada
(Eppendorf 5810R, 11.200g a 4°C por 60 minutos); o pellet foi descartado e o sobrenadante

coletado e armazenado a - 80°C.

2.4.2 Fracoes derivadas de SWAP (SmJ1)

Para aumentar a especificidade do diagnostico, o antigeno total do verme adulto
(SWAP) foi fracionado e testado em ensaios de Western Blot para identificar fragdes com
proteinas imunogénicas. Essa etapa foi realizada em colaboracdo com o Laboratorio de
Esquistossomose e Imunoparasitologia (LABESIM — ICB/UFMG), coordenado pela Profa.
Dra. Deborah Aparecida Negrao-Correa e com auxilio do doutorando Jodo Marcelo Peixoto
Moreira (Moreira, JMP; Tese de Doutorado, 2025).

Resumidamente, o SWAP foi fracionado por precipitacdo sequencial com sulfato de
amonio (incrementos de 25%, 50%, 75% e 100%), com agitacdo continua e incubacado, seguido
de centrifugacdo para separar fracdes soluveis e insoliveis. Posteriormente, uma amostra de
SWAP foi submetida a coluna de exclusao molecular (Superdex® 200 Increase 10/300 GL da
Pharmacia LKB Biotechnology, USA) para separagao de proteinas entre 600-10 kDa. A elui¢ao
foi feita com tampao PBS, coletando fragdes de 2mL monitoradas por bomba de precisao
(Pharmacia Biotech P-500 LKB), e posteriormente concentradas para 0,5 ml por centrifugacao
a vacuo (Centrifuga Concentradora a Vacuo UNIVAPO 100H da UNIEQUIP, Italia). O
fracionamento de SWAP na coluna de exclusdo resultou na produgdo de 60 fragdes antigénicas;
essas fragdes foram separadas por SDS PAGE seguida de transferéncia para membranas de
PVDF e testadas por Western Blot com pool de soro de individuos infectados com S. mansoni
para confirmar a especificidade do reconhecimento dessas proteinas por [gG4 sérica. A andlise
de Wester Blot revelou que proteinas das fragdes 10-13 (140-260kDa) foram especificamente
reconhecidas por IgG4 do soro de individuos infectados. Essas fracdes, denominadas SmJ1,

foram coletadas e armazenadas a - 80°C.

2.4.3 Antigeno Soluvel de Ovos (SEA)

O Antigeno Soluvel de Ovos (SEA) foi preparado a partir de ovos do parasito, isolados
do figado de animais infectados, conforme descrito por Dunne et al. (1981). Apds a realizagao
da necropsia nos camundongos, os figados com granulomas foram separados e processados em
solucao gelada de NaCl a 2%, em baixa rotacao, por dois minutos. O liquido obtido foi filtrado

e submetido a sedimenta¢do em calice, sendo mantido a uma temperatura de 2-5°C por 40



94

minutos. Transcorrido o tempo, o sobrenadante foi aspirado e, em seguida, adicionado uma
nova solugdo gelada de NaCl a 2%, repetindo-se esse processo até que o sobrenadante ficasse
limpido. O material sedimentado contendo os ovos foi entdo passado por uma série de filtros
com porosidades decrescentes (150 e 45um). O material retido no filtro de 45 um foi recolhido
e centrifugado (200g a 4°C por 10 minutos) em tubos de polipropileno (Falcon®) de 50 mL.
Durante todo o procedimento, os tubos foram mantidos em NaCl 2% (4°C) para evitar a eclosao
de miracidios. Apds confirmar a limpeza dos ovos, eles foram ressuspendidos em 1 mL de PBS
contendo inibidor de protease (Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich Brasil Ltda), e
transferidos para um tubo de vidro acoplado a um homogeneizador (Virtiz®). A trituragdo dos
ovos foi realizada por aproximadamente 30 minutos em gelo, garantindo a completa destruicao
dos mesmos, confirmada por microscopia Optica. O homogenato foi entdo centrifugado a
10.000g por 30 min. a 4 °C, e o sobrenadante, denominado SEA, coletado e armazenado a -

80°C.

2.4.4 Proteina Quimera (qSmP)

A partir de peptideos antigénicos selecionados por Bioinformadtica a partir do proteoma
de S. mansoni, uma proteina quimera foi construida. Essa etapa foi realizada em colaboragao
com o Laboratorio de Imunologia e Controle de Parasitos (LICP — ICB/UFMG), coordenado
pelo Prof. Dr. Ricardo Toshio Fujiwara e conduzido pela doutoranda Ana Cristina Loiola Ruas
(Ruas et al., 2025).

O proteoma de S. mansoni foi obtido da base WormBase (ID PRJEA36577), e epitopos
lineares para células B foram preditos com o ImmunoRank, selecionando peptideos de 15
aminodcidos com alta imunogenicidade (‘score’ minimo: 0,5826). A identidade e cobertura dos
peptideos foram avaliadas contra proteomas de helmintos para evitar reatividade cruzada,
utilizando o programa BLASTp. Somente peptideos com identidade x cobertura < 6.000 foram
selecionados e peptideos redundantes ou repetitivos foram excluidos, conforme descrito por
Fantin et al., (2021) e Siqueira et al., (2023). No total, 422 peptideos foram selecionados,
sintetizados em membrana de celulose, utilizando um sintetizador automatizado (Intavis,
Alemanha). A membrana contendo os peptideos foi entdo submetida a ensaios de
immunoblotting, permitindo a andlise do desempenho sorologico dos peptideos com pools de
soros de individuos infectados por S. mansoni. Nove peptideos, que apresentaram os melhores
resultados de cobertura de reconhecimento, foram utilizados para confeccdo de um plasmideo

para a producdo de uma proteina quimera.
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As sequéncias de aminoacidos previamente selecionadas foram inseridas no vetor de
expressao pET28a(+)-TEV, contendo uma etiqueta de histidina em sua regido N-terminal.
Células eletrocompetentes de E. coli ArcticExpress foram transformadas com o plasmideo
recombinante pET-TEV28a(+)-TEV/qsmP por eletroporagdo, usando um MicroPulser
Electroporation Apparatus (Bio-Rad Laboratories, EUA). A inser¢do correta do gene foi
confirmada por PCR de colonia, usando primers universais T7 (Macrogen, Coreia do Sul). A
expressdo em larga escala da proteina foi induzida a partir da adi¢do de 1 mM de isopropil B-
D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG, Promega, EUA), por 24h a 180rpm e 12°C. As células foram
rompidas por um homogeneizador de alta pressdo (Avestin Emulsiflex-C3 Hight Pressure
Homogenizer) e centrifugadas a 10000 x g por 1 hora a 4°C. A proteina recombinante foi
purificada usando uma coluna de afinidade HisTrap HP 5 mL (GE Healthcare, EUA) conectada
ao sistema A" KTA Prime Plus (GE Healthcare, EUA). A proteina qSmP purificada foi coletada

e armazenada a - 80°C.

2.5 Detecgdo de anticorpos por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Antigenos derivados de ovos (SEA — Soluble Egg Antigen), de vermes adultos (SWAP —
Soluble Antigen Worm Protein), uma fracdo derivada de SWAP (SmJ1) e uma proteina quimera
(qSmP) da espécie de S. mansoni foram diluidos em uma solug¢do de tampao carbonato-
bicarbonato 0.1M (pH 9,6) nas concentra¢des de Spg/mL, 10pg/mL, 1ug/mL e lpg/ mL,
respectivamente. Para os antigenos SEA e SmJ1, microplacas de 96 pocos ‘half-area’ (Greiner
Bio-One GmbH, Frickenhausen, Alemanha; 675061) foram sensibilizadas com 25ul do
antigeno diluido. Para os antigenos SWAP e qSmP, microplacas de 96 pocos de poliestireno
(Nunc Maxisorp (Thermo) foram sensibilizadas com 100ul do antigeno. Todas as placas foram
protegidas com plastico filme para evitar a dessecagdo e incubadas por 12h a 4°C. Entre cada
etapa de incubacdo, as placas foram lavadas quatro vezes com uma solugdo de lavagem (PBS
contendo 0,5% de Tween-20, pH 7,2). Apos a sensibilizacdo, as placas com SEA, SWAP e
SmJ1foram bloqueadas com uma solucdo tampao de PBS contendo 1% de albumina de soro
fetal bovino (BSA, Sigma, EUA) por 1 hora a temperatura ambiente; placas contendo proteina
gSmP foram bloqueadas com uma solu¢do de PBS 1x + BSA 5% e incubadas a 37°C em estufa.
Para a etapa de incuba¢do com amostras humanas com soro e urina, os antigenos SEA, SWAP
e SmJ1foram incubados com soro diluido (1:100 em PBS Ix + 0,1% de BSA) por 2 horas a
temperatura ambiente (Placas Nunc: 100 pL/poco; Placas Greiner ‘Half-Area’: 25 uL/poco);
para a proteina qSmP, o soro foi diluido em PBS 1x + 0,5% de BSA e incubado por 1 hora a

37°C. Amostras de urina nao diluida foram utilizadas, seguindo o mesmo tempo e temperatura
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de incubagdo. A presenga de anticorpo parasito-especifico foi detectada pela adi¢do de anti-IgG
humano conjugado a fosfatase alcalina na dilui¢do de 1:7.000. A reagdo foi revelada pela adi¢ao
do substrato pNPP (p-Nitrophenyl Phosphate) diluido em 20mL de 4gua destilada (Placas Nunc:
100 pL/poco; Placas ‘Half-Area’: 25 pL/pogo). A reagdo ocorreu por 40 minutos, sendo
interrompida com a adi¢ao de 50 pL de solugdo de 3M de NaOH para as placas Nunc e 20 L.
para as placas ‘Half-Area’. As placas foram lidas no leitor de microplacas VersaMax
(Molecular Devices, San José, CA, EUA) a 405nm.

O ponto de corte para os testes sorologicos foi definido utilizando as curvas ROC
(receiver operating characteristic curve) e TG-ROC (two-graph receiver operating curves). As
curvas foram construidas a partir da reatividade de individuos ndo infectados, os quais
apresentaram resultados negativos para ovos de helminto e cisto de protozodrio em multiplos
exames parasitologicos realizados, desde 2014, além de baixa eosinofilia no hemograma
(<200mm?). Para o grupo infectado, foram incluidos individuos com infec¢do confirmada pela
presenca de ovos de S. mansoni nas fezes, detectados nas duas primeiras laminas do exame pelo
método de Kato-Katz. O valor de corte para cada ensaio foi estabelecido baseado no ponto de
intersec¢do entre as curvas de sensibilidade e especificidade estabelecida pela curva TG-ROC,
considerando-se como soros reativos aqueles com valores de absorbancia acima desse ponto de

corte.

2.6 Concentracio de urina por ultrafiltracao

Para avaliar a influéncia da concentracdo de amostras de urina na reatividade de IgG
especifico para SEA, foram selecionadas 10 amostras positivas e 10 amostras de individuos
ovo-negativos com base nos testes parasitologicos. As amostras foram concentradas por
ultrafiltra¢do utilizando filtros Amicon Ultra-15 (Merck Millipore, Tullagreenm Carrigtwohill,
Irlanda) com peso molecular de corte de 50kDa. Inicialmente, 3mL de urina foram adicionados
ao filtro juntamente com 3mL de PBS 1x. As amostras foram centrifugadas a 4000 x g por
10min a 4°C (Mikro 200 R, Hettich GmbH, Alemanha). O volume final foi de 100uL,
resultando em uma concentragdo de 30 vezes. O sobrenadante foi recuperado por pipetagem,
com varrimento lateral para garantir a sua recuperacao total. Os niveis de IgG especificos para
SEA nas amostras de urina concentrada foram medidos por ELISA, conforme protocolo
previamente descrito, e os resultados foram comparados com amostras de urina nao

concentrada.
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2.6 Analises estatistica

Os resultados dos testes realizados foram codificados e digitados em dupla entrada no
Microsoft Excel 2019 (Microsoft Corporation). As analises estatistica e confec¢cdo dos graficos
foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism Versdao 10.1.1 (San Diego, CA, EUA).

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para analises
comparativas entre dois grupos, os dados com distribui¢do ndo-paramétrica foram submetidos
ao teste Mann-Whitney; para mais de dois grupos, o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado, com
diferengas no valor de p<0,05 consideradas significativas. O coeficiente de correlagdo de postos
de Spearman foi utilizado para avaliar a correlagdo entre anticorpos séricos e urindrios. Para
avaliar o desempenho dos diferentes testes para o diagndstico da esquistossomose, utilizou-se
um padrdo de referéncia composto, considerando como positivos os individuos com resultado
em pelo menos um dos testes parasitologicos (Kato-Katz e/ou Helmintex). A avaliacdo do
desempenho dos métodos diagnodstico foi realizada por medidas de acurdcia como
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN).
A concordancia entre os diferentes métodos de diagndstico foi testada pelo indice kappa (x),
utilizando a seguinte classificacdo: sem concordancia (k < 0,01), concordancia fraca (0,01 <«
<0,20), razoavel (0,21 <« <0,40), moderada (0,41 <« <0,60), forte (0,61 <k <0,80) e quase
perfeita (k > 0,81), conforme Landis e Koch (1977).
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3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacao e perfil parasitologico da populacio

Um total de 271 individuos participaram deste estudo, fornecendo ao menos um tipo de
amostra biologica para analise. Dentre eles, 265 (99,78%) forneceram amostra fecais, e 261
(96,30%) forneceram tanto amostras de fezes quanto de urina. A populacdo de estudo foi
composta por 52,03% de individuos do sexo masculino, com um média de idade de 34,88
(desvio padrdo: £18,12). As andlises das amostras fecais pelo método de Kato-Katz revelaram
uma taxa de positividade de 18,11% (48/265) para S. mansoni, com uma média de 63,33+200,3
ovos por grama de fezes. Entre os 48 individuos infectados, 85,42% (41/48) apresentaram baixa
carga, 12,5% (6/48) carga moderada e 2,08% (1/48) alta carga (Figura 3a). A intensidade da
infeccdo por S. mansoni foi semelhante entre os individuos de diferentes faixas etérias (Figura
3b). Pelo método de Helmintex, a positividade foi de 25,66% e a combinacdo desses dois
métodos resultou numa positividade de 26,04%. A positividade para S. mansoni no teste de
urina POC-CCA foi de 7,38%, quando o resultado “traco” foi considerado negativo (POC-CCA
t-) € 26,20%, quando o resultado “traco” foi considerado positivo (POC-CCA ¢+) (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuigdo das taxas de positividade e carga parasitaria, de acordo com os métodos diagndsticos para
Schistosoma mansoni em relagdo ao sexo e faixa etaria da populagdo de estudo.

Fezes (n=265) Urina (n=271)
Kato-Katz (6 Laminas) Helmintex POC-CCA
Varidveis N Positivos Carga parasitaria  Positivos N POC-CCA POC-CCA
(%) — Ovos/g de fezes (%) @) @)
(Média+DP)
Total 265 48 (18,11) 63,33+200,3 68 (25,66) 271 20(7,38) 71 (26,20)
Género
Masculino 126 21 (16,67) 101,7433,48 33 (26,19) 130 11 (8,46) 25 (19,23)
Feminino 139 27(19,42) 33,48+57,37 35 (25,18) 141 9 (6,38) 36 (25,53)
Faixa etdria
<=10 29 6 (20,69) 254+545.9 7 (24,14) 29 6 (20.69) 10 (34,48)
11-20 39 8(20,51) 88+99,94 14 (35,9) 42 4(9,52) 15 (35,71)
21-40 93 14 (15,05) 30,57+49,08 18 (19,35) 96 33,13) 16 (16,67)
41-60 80 14 (17,50) 19,14+32,62 21 (26,25) 80 6 (7,5) 16 (20)
>60 24 6 (25) 19,33+29,94 8(33,33) 24 1(4,17) 4 (16,67)

N: ntimero de individuos; POC-CCA (#-): resultado do POC-CCA considerando trago um resultado negativo; POC-
CCA (t+): resultado do POC-CCA considerando trago um resultado positivo.
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Figura 3. Classificagdo dos individuos infectados com Schistosoma mansoni de acordo com sua carga parasitaria,
determinado pelo método de Kato-Katz seis 1aminas. (A) Contagem individual de ovos por gramas de fezes (OPG)
de acordo com carga parasitaria. (B) Boxplot mostrando a mediana e o intervalo interquartilico da carga parasitaria
por faixa etaria.

3.1.2 Desempenho dos métodos diagnosticos (Kato-Katz, Helmintex e POC-CCA) para a
detecc¢do da infeccio por S. mansoni

Para avaliar a sensibilidade dos métodos empregados no estudo, utilizamos como padrao

de referéncia a combinacdo do método de Kato-Katz (seis ldminas) e Helmintex. A leitura de
duas laminas de KK resultou em uma sensibilidade de 42,03 (31,11-53,79), enquanto a leitura
de seis laminas apresentou uma sensibilidade superior de 69,57 (57,92-79,15), com um
coeficiente Kappa variando de 0,51 (0,41-0,61) a 0,77 (0,65-0,88) respectivamente. O método
de Helmintex apresentou a maior taxa de sensibilidade, com 98,55 (92,24-99,74) ¢ um
coeficiente Kappa de 0,99 (0,86-1), indicando uma excelente concordancia com o padrao de
referéncia (Tabela 2).

Em relacdo ao teste de POC-CCA, a sensibilidade variou conforme a interpretacdo dos
resultados (Tabela 2). Considerando o trago positivo, o teste de urina apresentou sensibilidade
de 50,72 (39,21-62,17) e especificidade de 86,98 (81,48-91,02), com Kappa de 0,39 (0,18-0,37),
indicando uma fraca concordancia diagnostica. Quando traco foi considerado negativo, a
sensibilidade foi de 23,19 (14,81-34,4), com especificidade de 97,92 (94,77-99,19) e Kappa de
0,27 (0,18-0,37), indicando uma fraca concordancia. Além disso, a ocorréncia de parametros

anormais ndo teve efeito significativo no resultado do POC-CCA (Tabela 3).
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Tabela 2. Desempenho de diferentes métodos parasitolégicos e imunocromatograficos para a detecgdo da
esquistossomose mansoni em comparagdo com padrio de referéncia (seis 1dminas de Kato-Katz ¢ Helmintex).

Padrao Positividade  Sensibilidade Especificidade VPP VPN Kappa
referéncia C9I5%) (IC95%) (C95%) (1C95%) (1C95%)
Método Pos Neg
KK Pos 29 0 10,94 42,03 100 100 83,05 0,51
(2 laminas) Neg 40 196 (31,11-53,79) (98,08-100) (88,3-100) (77,74-87,3)  (0,41-0,62)
KK Pos 48 0 18,11 69,57 100 100 90,32 0,77
(6 laminas) Neg 21 196 (57,92-79,15) (98,08-100) (92,59-100)  (85,66-93,58) (0,65-0,88)
Helmintex Pos 68 0 25,66 98,55 100 100 99,49 0,99
Neg 1 196 (92,24-99,74) (98,08-100) (94,65-100)  (97,17-99,91)  (0,86-1)
POC-CCA  Pos 35 25 22,98 50,72 86,98 58,33 83,08 0,39
t+) Neg 34 167 (39,21-62,17)  (81,48-91,02)  (45,73-69,94)  (77,3-87,6) (0,27-0,51)
POC-CCA  Pos 16 4 7,66 23,19 97,92 80 78,1 0,27
() Neg 53 188 (14,81-34,4)  (94,77-99,19)  (58,4-91,93) (72,36-82,78) (0,18-0,37)

VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo; POC (t-): resultado do POC-CCA considerando
traco negativo; POC (t+): resultado do POC-CCA considerando trago positivo.

Tabela 3. Regressao logistica binaria entre os pardmetros de urina e o resultado do

POC-CCA.

Intervalo de Confianca
Parametros Odds Ratio Erro padrao

Inferior Superior
Leucdcitos 1,006 0,385 0,473 2,138
Nitrito 1,745 1,250 0,151 20,221
Proteina 3,118 0,874 0,562 17,298
Sangue 1,487 0,528 0,528 4,190
Densidade 1,030 0,834 0,201 5,285
Cetona 0,591 0,701 0,150 2,337
Glicose 0,887 1,142 0,095 8,322




101

3.2 Reatividade de imunoglobulinas IgG contra antigenos de verme adulto (SWAP e
SmJ1), do ovo (SEA) e uma proteina quimera (qSmP) de S. mansoni em soro de individuos
infectados

Dos 265 individuos que entregaram amostras de fezes para a realizacdo do exame
parasitoldgico, 230 (86,79%) forneceram uma amostra de sangue para avaliagao dos métodos
imunoldgicos. As amostras de soro da popula¢do de estudo foram utilizadas para detectar
anticorpos IgG contra os antigenos SEA, SWAP, SmJ1 e qSmP.

Curvas ROC e TG-ROC foram utilizadas para estimar os valores de corte e desempenho
(sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e AUC) dos ensaios de ELISA. Amostras de
individuos positivos nas duas primeiras laminas de KK (N=26) foram utilizadas como grupo
teste e individuos negativos para todos os métodos testados (KK, Helmintex e POC-CCA) e
sem historico de infeccdo (N=13) foram usados como grupo controle. A reatividade sérica de
IgG contra os antigenos de verme adulto (SWAP e SmJ1) demonstrou um moderado poder de
discriminacdo entre o grupo infectado e o grupo controle, com valores de AUC de 0,8757
(IC95%: 0,7686-0,9829) para SWAP e 0,8876 (1C95%: 0,7836-0,9916) para SmJ1. O ensaio de
reatividade de IgG contra antigeno de ovo (SEA) mostrou um AUC inferior quando comparado
aos antigenos de verme adulto, porém a sua sensibilidade e especificidade foram maiores
(AUC:0,8580; Sensibilidade: 88,46; Especificidade: 92,31). A proteina quimera de S. mansoni
apresentou um moderado poder de discriminagdo, com valor de AUC de 0,8609 (0,7441-
0,9778). As analises de ROC e TG-ROC estdo ilustradas na figura 4 e 5 respectivamente, € na
tabela 4, onde os valores de corte estabelecidos foram utilizados para avaliar os ensaios

sorolégicos em todos os moradores das trés comunidades rurais do Brejo do Amparo.
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Figura 4. Analise de Curva ROC da reatividade de IgG contra antigenos de Schistosoma mansoni (SWAP, SmJ1,
SEA e qSmP) em soros de moradores de trés comunidades rurais do distrito de Brejo do Amparo, Januaria, Minas

Gerais, Brasil.
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Figura 5. Analise de Curva TG-ROC da reatividade de IgG contra antigenos de Schistosoma mansoni (SWAP,
SmJ1, SEA e qSmP) em soros de moradores de trés comunidades rurais do distrito de Brejo do Amparo,
Januaria, Minas Gerais, Brasil.
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Tabela 4. Valores de corte para reatividade, sensibilidade, especificidade e area sob a curva (AUC) de ensaios
de ELISA anti-IgG contra diferentes preparagdes de antigenos avaliadas.

Antigeno Ponte de corte Sensibilidade Especificidade AUC
(1C95%) (1C95%) (1C95%)
SWAP >0,1015 76,92 (57,95-88,97) 76,92 (49,74-91,82)  0,8757 (0,7686-0,9829)
SEA >0,1131 88,46 (71,02-96,0) 92,31 (66,69-99,61) 0,8580 (0,7155-1)
SmJ1 >0,09403 80,77 (62,12-91,49) 84,62 (57,77-97,27)  0,8876 (0,7836-0,9916)
qSmP >0,09333 84,62 (66,47-93,85) 84,62 (57,77-97,27)  0,8609 (0,7441-0,9778)

SWAP: preparagdo de antigeno de vermes adultos; SmJ1: fragdo do antigeno de vermes adultos; SEA:
antigenos soluveis de ovos; AUC: Area sob a curva ROC; IC95%: Intervalo de confianca de 95%. O valor de
corte foi definido pela interse¢do entre as curvas de sensibilidade e especificidades obtidas usando amostras de
soro de individuos verdadeiramente infectados (n=26) e nio infectados (n=13).

3.3 Desempenho das diferentes preparacdes antigénicas como ferramenta de diagndstico
para infeccio ativa por S. mansoni na populacgido de estudo

Comparado com o padrdo de referéncia composto por seis laminas de KK e um
Helmintex, o ensaio de ELISA de IgG anti-SEA apresentou o melhor desempenho com
sensibilidade de 81,97% (70,53-89,62), especificidade de 60,36% (52,83-67,42) e um indice
Kappa indicando uma concordéncia fraca 0,3272 (0,21-0,44). Diferengas entre o antigeno bruto
de verme adulto (SWAP) e a sua fracdo (SmJ1) foram observadas, com uma sensibilidade de
77,05% (65,09-85,81) para SmJ1 e 75,41% (63,32-84,49) para SWAP; a especificidade também
variou de 53,89% (46,33-61,82) a 42,01% (34,84-49,55), respectivamente. A proteina quimera
de S. mansoni apresentou alta sensibilidade com 80,33% (68,69-88,37), porém baixa

especificidade (43,3%) e concordancia ruim (Kappa=0.1634) (Tabela 5).



Tabela 5. Desempenho diagnéstico dos ensaios sorologicos IgG contra antigenos de Schistosoma mansoni (SWAP, SmJ1, SEA e qSmP) em
moradores de trés comunidades rurais do distrito de Brejo do Amparo, cidade de Janudria, Minas Gerais, Brasil.

Antigeno Teste Sensibilidade Especificidade VPP VPN Kappa Score
referéncia (IC95%) (IC95%) (IC95%) 1C95%) (1C95%)
Pos Neg
Pos 46 98 75,41 42,01 31,94 82,56 0,1214
SWAP Neg 15 71 (63,32-84,49) (34,83-49,55) (24,88-39,94) (73,2-89,14) (0,02-0,22)
Pos 47 77 77,05 53,89 37,9 86,54 0,233
SmJ1 Neg 14 90 (65,09-85,81) (46,33-61,28) (29,85-46,68) (78,66-91,81) (0,12-0,34)
Pos 50 67 81,97 60,36 42,74 90,27 0,3272
SEA Neg 11 102 (70,53-89,62) (52,83-67,42) (34,14-51,79) (83,41-94,48) (0,21-0,44)
Pos 49 96 80,33 43,3 33,79 85,88 0,1634
qSmP Neg 12 73 (68,69, 88,37) (35,96, 50,73) (26,6, 41,82) (76,93-91,74) (0,06-0,26)

SWAP: preparagdo de antigeno de vermes adultos; SmJ1: fracdo do antigeno de vermes adultos; SEA: antigenos soluveis de ovos; VPP: Valor
preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo; IC95%: Intervalo de confianga de 95%. No total, 230 amostras de soro coletadas da populagao
de estudo foram avaliadas para os ensaios.
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Para avaliar melhor a sensibilidade e especificidade dos testes soroldgicos na
identificacdo de individuos reativos, a populacdo de estudo foi dividida em dois grupos:
individuos positivos para S. mansoni (n=61) e individuos negativos para infeccdo por S.
mansoni (n=169), conforme determinado pelo padrdo de referéncia dos testes parasitologicos.
Conforme ilustrado na Figura 6 (A-D), a comparagdo dos valores de densidade optica (O.D)
entre os soros de individuos positivos para S. mansoni e individuos negativos revelou uma
reatividade significativamente maior de IgG anti-SWAP, anti- SmJ1 e anti-SEA no grupo
infectado por S. mansoni (Figura 6A-C); nenhuma diferenca significativa nos niveis de IgG

anti-qSmp foi observada entre os grupos analisados (Figura, 6D).
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Figura 6. Reatividade sérica de IgG contra os antigenos SWAP (A), SEA (B), SmJ1 (C) e gSmP (D) em
participantes positivos para ovos de Schistosoma mansoni (n=61) e participantes negativos (n=169). Foram usadas
as medianas individuais e a linha vermelha representa o ponto de corte determinado pela curva ROC e Tg-ROC.
Os valores de p foram determinados usando o teste de Mann-Whitney. **p< 0,01, **** p<0,0001.

Para avaliar a reatividade de individuos com historico de infeccdo por Schistosoma
mansoni sem infeccdo ativa, um grupo de individuos que tinham registros prévios de exames

parasitoldgicos realizados pelo nosso grupo de pesquisa em 2014 e 2015 (Capitulo IT) foram
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divididos em dois subgrupos: individuos com histdrico positivo para S. mansoni (n=53) e
individuos sem histérico de infeccdo (n=51). A figura 7 ilustra a reatividade sérica de IgG aos
antigenos de SWAP, SmJ1, SEA e qSmP nos individuos com os diferentes status
parasitologicos. A reatividade de IgG para todos os antigenos testados, foi significativamente

maior nos individuos com histérico de infec¢do para S. mansoni.
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Figura 7. Reatividade sérica de IgG contra antigenos SWAP (A), SEA (B), SmJ1 (C) e gSmP (D) em individuos
negativos com historico positivo (n=53) ou sem historico de infecgdo (n=51) para Schistosoma mansoni. Foram
usadas as medianas individuais e a linha vermelha representa o ponto de corte determinado pela curva ROC e Tg-
ROC. Os valores de p foram determinados usando o teste de Mann-Whitney. *p<0,05; **p<0,01.

3.4 Reatividade de imunoglobulinas IgG contra antigenos de verme adulto (SWAP e
SmJ1), do ovo (SEA) e uma proteina quimera (qSmp) de S. mansoni na urina de individuos
infectados

Dos 265 individuos que entregaram amostras de fezes para a realizagdo do exame

parasitologico, 261 (98,49%) forneceram uma amostra de urina para avaliagdo dos métodos



108

imunologicos. As amostras de urina da populagdo de estudo foram utilizadas para detectar

anticorpos IgG contra os antigenos SEA, SWAP, SmJ1 e qSmP.

Para avaliar a presenca de IgG contra diferentes antigenos de S. mansoni na urina de

pacientes saudaveis e infectados, curvas ROC foram geradas (Figura 8) utilizando amostras de

individuos positivos nas duas primeiras laminas de KK (N=29) como grupo teste e individuos

negativos para todos os métodos testados (Kato-Katz, Helmintex e POC-CCA) e sem historico

de infec¢do (N=13) como grupo controle. Os valores de AUC variaram de 0,5332 a 0,5836,

com valores de p>0,05, indicando que ndo ha nenhum poder de discriminagdo entre os grupos

controle e teste nos ensaios de ELISA para urina avaliados.
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Figura 8. Analise de Curva ROC da reatividade de IgG contra antigenos de Schistosoma mansoni (SWAP, SmJ1,

SEA e qSmP) em urina de moradores de comunidades rurais do distrito de Brejo do Amparo, Januaria, Minas
Gerais, Brasil.
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A reatividade de IgG contra diferentes antigenos de S. mansoni foi avaliada em amostras
emparelhadas de soro e urina de 229 individuos. A analise de correlacdo de Spearman revelou
uma correlagdo positiva, embora baixa, entre a reatividade de IgG anti-SmJ1 (= 0,2986,
p<0,0001) e IgG anti-qSmP (+=0,1774, p=0,0071) no soro e na urina. Nao foram observadas
correlagdes significativas para IgG anti-SWAP e IgG anti-SEA (Figura 9).
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Figuras 9. Correlagao entre reatividade de anticorpos IgG no soro e urina em amostras emparelhadas, avaliadas
pelo coeficiente de correlagdo de postos de Spearman.
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A reatividade de IgG na urina de individuos positivos para S. mansoni (N=69) e
negativos (N=192) estd ilustrada na Figura 10 (A-D). A comparag¢do dos valores de O.D entre
os grupos revelou uma reatividade significativamente maior de IgG anti-SWAP, anti-SmJ1 e
anti-SEA nos individuos infectados (Figura 10A-C). Por outro lado, ndo foi observada diferenca

significativa nos niveis de IgG anti-qSmp entre os grupos analisados (Figura, 10D).
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Figuras 10. Reatividade urinaria de IgG contra os antigenos SWAP (A), SEA (B), SmJ1 (C) e qSmP (D)em
participantes positivos para ovos de Schistosoma mansoni (n=61) e participantes negativos (n=169). Foram usadas
as medianas individuais. Os valores de p foram determinados usando o teste de Mann-Whitney. *p< 0,05, ***
p<0,001.
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A influéncia da concentragdo de amostras de urina na detec¢ao de IgG especifico para
SEA foi avaliada em 10 individuos positivos e 10 negativos para S. mansoni. A comparagao
dos valores de O.D entre amostras concentradas e in natura ndo revelou diferencas

estatisticamente significativas (Figura 11A-B).
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Figuras 11. Comparacdo da reatividade de IgG anti-SEA em amostras de urina in natura e concentrada de
individuos positivos (A) e negativos (B) para S. mansoni. A comparagdo entre os grupos foi realizada pelo teste
de Mann-Whitney, ndo sendo observada diferenga estatisticamente significativa (p>0,05).
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4 DISCUSSAO

Apesar dos avangos alcangados pelo Programa de Controle da Esquistossomose (PCE)
no Brasil, com a redu¢do da morbidade, mortalidade e das formas graves da doenca, a
persisténcia de infecgdes de baixa intensidade em dareas de baixa endemicidade revela
limitacdes nas estratégias diagndsticas atualmente empregadas (Silva-Moraes et al., 2019a). O
método de Kato-Katz (KK), ainda utilizado como principal ferramenta para mapeamento e
tomada de decisdo terap€utica, apresenta sensibilidade reduzida em individuos com baixa carga
parasitaria, resultando em casos falso-negativos que ndo recebem tratamento e,
consequentemente, continuam a contribuir para a manutencao do ciclo de transmissao (Santos
et al., 2021; Menezes, D.L. et al., 2023). Esta limitacdo representa um entrave significativo
para o alcance da meta de eliminagdo da esquistossomose como problema de satide publica,
conforme proposto pela OMS para o periodo de 2021/2030 (WHO, 2022). Neste contexto,
torna-se urgente o desenvolvimento e validagdo de métodos diagnosticos mais sensiveis e
especificos, capazes de detectar infecgdes residuais e permitir intervengdes mais eficazes,
especialmente em areas em processo de eliminagdo da doenca.

Os resultados do presente estudo demonstram que a sensibilidade do método de KK
aumenta de acordo com o numero de laminas analisadas, com a sensibilidade passando de
42,03% com duas laminas para 69,57% com seis. Contudo, ¢ fundamental ressaltar que ha um
limite na ampliagdo do nimero de amostras ou ldminas analisadas, uma vez que incrementos
adicionais podem ndo refletir em ganhos significativos na detecc¢ao da positividade (Oliveira et
al., 2018). Atualmente, o Ministério da Satde do Brasil recomenda a analise de seis laminas de
KK por individuo em areas de baixa endemicidade (Brasil, 2024). Para aprimorar a deteccao da
infeccdo por S. mansoni, utilizamos o método de Helmintex, que se baseia no processamento
de grandes volumes de fezes (30g) e na recuperagdo dos ovos utilizando microesferas
magnéticas. Esse método apresentou a maior taxa de sensibilidade, 98,55%. Sua elevada
sensibilidade, especialmente em areas com individuos com baixa carga parasitaria, ja foi
evidenciada em estudos anteriores (Caldeira et al., 2012; Lindholz et al., 2018; Oliveira et al.,
2018; Menezes, D.L. et al., 2023). Apesar da sua alta sensibilidade, o Helmintex apresenta
custos mais elevados e demanda maior tempo para processamento e obten¢do dos resultados,
quando comparado ao método de KK (Lindholz ef al., 2018). Ainda assim, devido a sua
eficacia, o Helmintex pode ser considerado um método de referéncia para a avali¢do da acuracia
de outras técnicas diagndsticas.

Além dos métodos parasitologicos, a deteccdo de antigenos do parasito, como POC-

CCA, tem se mostrado uma alternativa promissora para o diagnostico da esquistossomose,
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especialmente como ferramenta de triagem em areas com alta endemicidade (Colley ef al.,
2020). Em nosso estudo, a positividade obtida com o POC-CCA (22,95%) foi 2,1 vezes
superior a detectada pelo método de KK com duas laminas (10,94%), que é o padrao
preconizado pela OMS e foi utilizado pelo PCE no Brasil até o ano de 2024 (Brasil, 2024). Essa
diferencga pode ser atribuida a baixa sensibilidade do KK nessas configuragdes, sobretudo em
infeccdes com baixa carga parasitaria, uma vez que a excre¢ao de ovos pode ser intermitente e
sua distribui¢do nas fezes € notoriamente heterogénea (Berhe ef al., 2004; Krauth et al., 2012).
Por outro lado, observamos que, ao ampliar o nimero de laminas analisadas ou utilizar métodos
parasitoldgicos de maior sensibilidade — como o nosso padrdo de referéncia composto —, a
positividade parasitoldgica se torna superior a detectada pelo POC-CCA. Nessa comparacao, o
teste de POC-CCA apresentou sensibilidade de 50,72% quando consideramos o traco positivo
e de apenas 23,19% quando o trago foi considerado negativo. Esse desempenho pode ser
explicado pela baixa sensibilidade desse teste em infecgdes com carga parasitaria muito baixa
(Oliveira et al., 2018), além de fatores como varia¢des na sensibilidade entre diferentes lotes
do teste, a ocorréncia de resultados falso-positivos e o desafio na interpretacdo de resultados
traco (Lindholz et al., 2018; Viana et al., 2019). Dessa forma, € necessario cautela na avaliagao
da sensibilidade do POC-CCA em diferentes contextos epidemioldgicos. Esses fatores afetam
ndo apenas a acuracia do diagnostico individual, mas também tém implicagdes significativas
em nivel populacional. Dependendo do método diagndstico empregado e da forma como os
resultados do POC-CCA sido classificados (traco positivo ou negativo), a categorizagao
epidemioldgica da area estudada pode ser alterada substancialmente, o que pode impactar
diretamente as estratégias adotadas para o controle e eliminagdo da esquistossomose (Brasil,
2024).

A detec¢@o de anticorpos ¢ considerada altamente sensivel e tem sido recomendada
como uma ferramenta suplementar para o diagndstico de esquistossomose em individuos com
baixas cargas de infec¢do, que geralmente sdo dificeis de detectar por métodos parasitologicos
(Ogongo et al., 2022). As técnicas de diagndstico sorologico da esquistossomose atualmente
existentes variam em relagdo aos niveis de sensibilidade e especificidade devido a composi¢ao
dos antigenos utilizados. Aqui, utilizamos dois extratos brutos, um de ovo (SEA) e outro de
verme adulto (SWAP), além de uma fragdo do extrato bruto de verme adulto (SmJ1) ¢ uma
proteina quimera contendo peptideos selecionados pela bioinformadtica (qSmP). Entre os
extratos brutos avaliados, SEA apresentou o melhor desempenho diagndstico, com
sensibilidade de 81,97% e especificidade de 60,36%. Por outro lado, SWAP apresentou valores

inferiores de sensibilidade (75,41%) e especificidade (42,01%). Esses resultados corroboram
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com os dados apresentados por Magalhaes et al., (2023), os quais evidenciaram maior acuracia
diagnostica do SEA. A baixa especificidade observada em extratos brutos como o SWAP pode
ser atribuida a presenca de componentes antigénicos inespecificos, com potencial para reagdes
cruzadas, uma das principais limitacdes dos testes soroldgicos baseados em anticorpos. Nesse
contexto, o fracionamento desses extratos surge como alternativa para aprimorar a
especificidades dos ensaios. A fracdo de 140-260kDa (SmJ1), derivada de SWAP, apresentou
uma maior especificidade (53,89%) quando comparada a especificidade do extrato bruto SWAP
(42,01%), representando um aumento de aproximadamente 28%. Outra abordagem para
melhorar o desempenho desses ensaios ¢ a utilizagdo de antigenos recombinantes. O nosso
ensaio com a proteina quimérica qSmP apresentou alta sensibilidade (80,33%), porém com
baixa especificidade (43,3%). Embora a especificidade seja limitada, a alta sensibilidade do
ensaio sugere que ele poderia ser integrado em uma abordagem diagnostica em duas etapas.
Nesse contexto, as Diretrizes da OMS sobre Controle e Eliminacdo da Esquistossomose
Humana (WHO, 2022) recomendam o uso dessa estratégia para detectar a infec¢do por S.
mansoni, especialmente em areas de baixa endemicidade. Essa estratégia consiste em aplicar,
inicialmente, um teste de alta sensibilidade, seguido de uma confirmac¢do com um teste de alta
especificidade. Novos ensaios e ajustes na proteina ainda sdo necessarios para a sua otimizagao
e eventual aplicagao.

A deteccdo de anticorpos especificos contra S. mansoni em amostras de soro enfrenta
limitagcdes operacionais em contextos de campo e vigilancia em larga escala. A coleta de
sangue, por se tratar de um procedimento invasivo, requer infraestrutura adequada,
profissionais treinados, materiais especificos para processamento e condi¢des ideais de
armazenamento e transporte. Além disso, pode gerar resisténcia por parte da populacdo. Como
alternativa, a utilizacdo de amostras de urina para fins diagndsticos tem sido proposta como
uma estratégia diagndstica mais acessivel. A urina ¢ uma matriz bioldgica de obtencao simples,
ndo invasiva, com minimas implica¢des logisticas, podendo ser coletada pelo proprio individuo
com orientagdo basica (Eamudomkarn et al., 2018; Archer et al., 2020). Avaliamos a
capacidade diagnostica de ensaios de ELISA na deteccdo de anticorpos IgG especifico contra
diferentes antigenos de S. mansoni em amostras de urinas dos residentes das trés comunidades
rurais do distrito de Brejo do Amparo. As nossas andlises por curva ROC revelaram baixo
desempenho discriminatorio entre os individuos infectados e controles endémicos negativos,
com os valores de AUC variando de 0,5332 a 0,5836 e com valores de p>0.05, indicando
auséncia de capacidade discriminatdria entre os grupos. Esses achados contrastam com estudos

anteriores que demonstraram reatividade diferencial de IgG na urina de individuos positivos e
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negativos nos exames parasitologicos (Elhag et al., 2011; Itoh et al., 2003). Embora a presenca
de anticorpos IgG na urina de pacientes infectados por diferente parasitos ja tenha sido
documentada (Eamudomkarn et al., 2018; Takagi et al., 2019; Caraballo et al., 2020), sabe-se
que a concentracdo dessa imunoglobulina na urina ¢ aproximadamente 10.000 vezes inferior a
observada no soro (Katsuragi et al., 1998; Takagi, 2003). Com o objetivo de superar essa
limitacdo, realizamos a concentragdo das amostras utilizando ultrafiltracdo com filtros Amicon
Ultra-15 (cut-off de 50kDa) e comparamos os resultados com amostras ndo concentradas. No
entanto, ndo foi observada diferenga estatistica significativa entre os grupos.

A barreira glomerular, em condi¢des normais, impede a passagem de imunoglobulinas
como a IgG para o filtrado urinario, devido a restrigdes de tamanho molecular e interagdes
eletrostaticas com a carga negativa do endotélio glomerular (Eamudomkarn et al., 2018). No
entanto, a formacdo de imunocomplexos e a inflama¢do glomerular associadas a
esquistossomose podem levar a alteragdes renais, com consequente aumento da permeabilidade
glomerular, permitindo o extravasamento de anticorpos para a urina (Rodrigues et al., 2010).
Embora a infec¢do por S. mansoni esteja associada a manifestacdes renais como proteinuria,
sindrome nefrodtica e presenca de quimiocinas inflamatdrias na urina — especialmente em sua
forma hepatoesplénica — essas alteragdes ocorrem de forma menos frequente e intensa quando
comparadas a infec¢do por S. haematobium (Duarte et al., 2014; Rosinger et al., 2018). Além
disso, fatores como a dilui¢@o urinaria e 0 armazenamento das amostras podem comprometer a
estabilidade e a deteccdo dos anticorpos urindrios. Estudos indicam que a conservagdo
prolongada a -20°C compromete os niveis de IgG e reduz o desempenho de testes como o POC-
CCA (Klasen et al., 1999; Mewamba et al., 2021; Favre et al., 2022). No presente estudo, as
amostras de urina foram armazenadas a -80°C por dois anos, sem adi¢do de conservantes.

A escolha do método diagnostico tem implicacdes diretas sobre as decisdes
programaticas de controle da esquistossomose, especialmente em areas de baixa endemicidade.
Métodos como o KK, especialmente com a andlise de apenas duas laminas, apresentam
sensibilidade limitada e tendem a subestimar a real prevaléncia da infec¢do, criando uma falsa
sensa¢do de controle da transmissdo. Essa limitacdo pode comprometer as estratégias adotadas
pelo Ministério da Saude, que baseiam suas agdes de tratamento na positividade detectada por
exames parasitologicos (Brasil, 2024). Nossos resultados apontam para, no minimo, trés
abordagens distintas: a positividade de 10% encontrada com KK utilizando duas laminas
indicaria o tratamento apenas para os positivos; com 18% de positividade utilizado seis ldminas,
a recomendacdo seria estender o tratamento também aos conviventes; ja a taxa de 25%

observada com o método de Helmintex sugeriria a necessidade de tratamento em massa da



116

populagado (Brasil, 2024). Essa discrepancia entre o nimero de laminas e métodos diagndsticos
reforca a necessidade de incorporar abordagens diagnosticas mais sensiveis para subsidiar de
forma eficaz as estratégias de controle da esquistossomose. A adogdo de técnicas com
sensibilidade limitada pode comprometer a efetividade das intervengdes, ao ndo detectar focos
ativos de transmissao e contribuir para a perpetuacio de um siléncio epidemiologico que oculta
a persisténcia da doenca em 4reas consideradas sob controle. Esse cendrio ndo apenas dificulta
a alocacdo adequada de recursos, como também retarda o alcance das metas de eliminacdo da

esquistossomose propostas pela Organizagdo Mundial da Saude para 2030.
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5 CONCLUSAO

Os achados deste estudo evidenciam que a esquistossomose permanece endémica na
populacdo investigada, ainda que com predominio de infecgdes com carga parasitaria leve. A
avaliacdo comparativa entre os métodos diagnodsticos confirma a superioridade do Helmintex
na deteccdo de infeccdes de baixa carga, enquanto o Kato-Katz e o POC-CCA demonstraram
limitacdes, especialmente nesse contexto de baixa intensidade parasitaria. Os testes sorologicos,
em particular o ELISA anti-SEA e a fragao SmJ1, mostraram desempenho promissor na triagem
de casos, com destaque para a maior especificidade desta Gltima. A persisténcia da resposta
imunoldgica observada em individuos previamente tratados sugere a presenga de memoria
imunoldgica duradoura, um fator relevante para o entendimento da dindmica da infec¢do e sua
vigilancia. Embora a detec¢do de IgG na urina tenha apresentado baixa acuracia isoladamente,
a correlagdo com os niveis séricos indica um potencial complementar que merece investigacao
adicional. Esses resultados contribuem para a discussdo sobre estratégias mais sensiveis e
integradas para o diagndstico e monitoramento da esquistossomose, especialmente em areas de

baixa endemicidade.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho trouxe evidéncias relevantes sobre diferentes aspectos da
esquistossomose em Minas Gerais, integrando analises de mortalidade, prevaléncia e
desempenho diagndstico. A avaliacdo das taxas de mortalidade por esquistossomose entre 2000
e 2019 revelou uma tendéncia geral de redug¢do no estado, mas com variagdes regionais que
destacam desigualdades persistentes. Regides historicamente vulneraveis, como Jequitinhonha,
Mucuri e Vale do Rio Doce, ainda apresentam elevados indices de mortalidade, refletindo
fragilidades no acesso aos servicos de satde, condigdes ambientais desfavoraveis e
determinantes socioeconomicos que favorecem a permanéncia da transmissao.

Essa persisténcia também foi evidenciada nos estudos transversais realizados em
comunidades rurais de Brejo do Amparo. Observou-se uma redugao significativa na prevaléncia
de Schistosoma mansoni apds a primeira intervengao, seguida de um aumento da positividade
ao longo dos anos. Tal padrao sugere que os efeitos das agdes de controle ndo se sustentam no
tempo quando ndo acompanhados por mudangas estruturais, como melhorias no saneamento e
estratégias continuas de educag¢do em saude. A presenga de fatores de risco ambientais e a
identificacdo de clusters espaciais em areas especificas indicam a necessidade de abordagens
territorializadas e integradas, alinhadas com a realidade local.

Nesse contexto, os achados relacionados ao desempenho dos métodos diagndsticos
ganham relevancia, uma vez que a efetividade das ag¢des de controle depende diretamente da
capacidade de detectar os individuos infectados. A populacdo das comunidades estudadas
apresentou uma carga parasitaria média de 63,33 ovos por grama de fezes, sendo que 85,42%
dos individuos apresentavam carga parasitaria baixa. O método de Helmintex apresentou um
desempenho superior em relagdo a sensibilidade diagnostica e a concordancia com o padrdo de
referéncia, superando significativamente os métodos convencionais, como Kato-Katz e POC-
CCA. No ambito soroldgico, o ELISA de IgG anti-SEA demonstrou boa sensibilidade,
enquanto a fracdo SmJ1 destacou-se pela maior especificidade na identificacdo de individuos
ndo infectados. A proteina quimera também apresentou elevada sensibilidade, mas uma baixa
especificidade. Por outro lado, os ensaios urinarios de IgG apresentaram limitagcdes em
discriminar individuos positivos dos negativos, apesar da correlagdo com a reatividade
observada no soro desses individuos. Novos ensaios sao recomendados para melhor avaliar o

potencial diagndstico dessa amostra biologica no diagnodstico da esquistossomose.
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Abstract

Objective: To identify priority areas for schistosomiasis control, we analysed the epi-
demiological characteristics, temporal trends and spatial patterns of schistosomiasis-
related mortality in the state of Minas Gerais from 2000 to 2019.

Methods: Ecological and time-series study with spatial analysis techniques on deaths
from Schistosomiasis mansoni. A log-linear regression model was used to identify
changes in mortality rates. Moran's global index, local indicators of spatial association
and a retrospective spatio-temporal permutation model were applied to identify the
spatial and temporal distribution of mortality rates and assist in identifying priority
areas for interventions.

Results: A total of 1290 deaths from schistosomiasis were recorded between 2000 and
2019, with an average mortality rate of 0.33 deaths/100,000. Although the overall mor-
tality rate in the state of Minas Gerais decreased significantly over time (average
annual percentage change = —9.6; 95% confidence interval = —14.4 to —4.6;
p < 0.001), it increased in the mesoregions of Jequitinhonha, Mucuri Valley, and Rio
Doce Valley. Spatial analysis identified the displacement and emergence of high-risk
clusters from the central region of the state to the mesoregion of Rio Doce Valley.
Conclusion: Temporal changes and shifting of high-risk areas from the central region
to the mesoregion of Rio Doce Valley may indicate possible failures in early diagnosis
and treatment of the schistosomiasis control program in these areas. Our research
contributes to a better understanding of the spatio-temporal dynamics of death rates
due to schistosomiasis infections and might help health authorities to direct resources
most efficiently to avoid serious clinical outcomes in Minas Gerais.
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INTRODUCTION [2]. Today, 78 countries in tropical or subtropical regions in
Africa, Asia, and Latin America are considered endemic for

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by trematode schistosomiasis [3, 4]. The latest estimates from the Global

parasites of the genus Schistosoma that affects humans and
other mammalian hosts in many tropical regions. Human
schistosomiasis accounts for approximately 140 million
infections, ranging in second place after malarial infections
[1]. It is considered a neglected tropical disease, closely
linked to poverty and to regions with poor or no sanitation

Sustainable Development Goal: Good Health and Wellbeing

Burden of Disease study calculated a total of 1.64 million
disability-adjusted life years due to premature death and/or
morbidity and around 11,500 deaths in 2019 [1].

Among schistosome species, Schistosoma mansoni
merits special attention, because chronic infection can cause
severe hepatic and intestinal pathologies causing consider-
able morbidity and mortality in regions of the African and
American continents [5]. The parasite and its transmission

Trop Med Int Health. 2023;28:215-225.
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This study aimed to determine the human positivity rate for 5. mansoni infection and evaluate the association
between socioeconomic factors and behavioral factors, as well as identify risk areas and changes in risk factors
over the years 2014, 2015, and 2022 in rural communities in Brazil. We conducted three cross-sectional studies,
included parasitological and malacological surveys, as well as risk questionnaires. To identify factors associated
with S. mansoni infection, we used binomial generalized linear models. Spatial clusters of high-risk areas for
5. mansoni infection were identified using Kernel and Flexible Spatial Scan. After anti-parasitic treatment and
educational interventions, we observed a decline in prevalence from 2014 (45.9 %) to 2015 (10.38 %), followed
by an increase to 26.03 % in 2022. Proximity to streams (<200 m) and lack of h hold d
significant risk factors in both 2014 and 2022. In 2022, using untreated water also increased the odds of
infection. A persistent high-risk cluster was identified in the Tocantins community across all years (relative risk:
2.03-4.18), where residents continue to rely on a contaminated stream due to incomplete water infrastructure
prujn:rl.t These ﬂ.ndmgs reveal the limitations of control strategles based only on diagnosis and treatment,
I tr i in vulnerable areas underscores the urgent need for integrated public health actions,
Sustainable progress toward schistosomiasis elimination requires not only treatment, but also universal access to
clean water, improved sanitation, and targeted health education. High-risk clusters like Tocantins demand
prioritized, multisectoral interventions to reduce health disparities and interrupt the cycle of reinfection,

1. Introduction is necessary that the infected definitive hosts, principally human beings,

dispose of their contaminated feces in untreated water collections [3].

Schistosomiasis is a neglected, tropical disease caused by blood
flukes of the genus Schistosoma, which affect more than 151 million
people and are endemic in 78 countries in Africa, Asia and Latin America
l 11 ln Brazil, it is estimated that about 1.5 million people are affected by

1 schi iasis, caused by Schi i [2] and witha
morbidity burden estimated at 22.13 disability-adjusted life years
(DALYs) in 2021 [1]. For the transmission of schistosomiasis to occur, it

The contact of S. mansoni eggs present in human feces with fresh water
leads to the hatching of ciliated larvae, which might infect the inter-
mediate hosts, snails of the genus Biomphalaria — especially B. glabrata,
B. straminea, and B. tenagophila [4]. These infected snails release
cercariae in huge quantities, through asexual reproduction, into aquatic
environments, transforming these water bodies into infection sites for
humans and other mammals.
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1. Introduction

ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected tropical disease that affects millions of people around the world. Currently, the
only drug available for the treatment of this disease is praziquantel, which has low efficacy against immature
helminth stages and there are reports of drug resistance. In this study, the chemical composition and the in vitro
effect of essential oils (EOs) and major compounds from Lippia gracilts and Lippia alba against schistosomula and
adult Schistosoma mansoni worms were evaluated. Adult S. mansoni worms cultured for 8h in the presence of
L. gracilis EO (50 and 100 pg/mlL) or for 2h with its major compound, carvacrol (100 pg/mL), had a 100%
reduction in viability, After interaction with L. alba EO (100pg/mL), there was a reduction of approximately 60%
in the viability of adult worms after 24 hours of exposure; citral (50 and 100 pg/mL), its major compound,
reduced the viability after 24 hours by more than 75%. Treatment of schistosomula with 100 pg/mL of L. gracilis
or L. alba EOs for 6h led to a reduction in parasite viability of 80% and 16% respectively. Both EOs and their
major compounds significantly reduced the oviposition of adult worms exposed to a non-lethal concentration (5
pgs/mL). In addition, morphological changes such as the destruction of the and disorgani of the
reproductive system of male and female worms were visualized. Both EOs showed low cytotoxicity at a con-
centration of 50 pg/mL. The results encourage further investigation of these plants as a potential source of
bioactive compounds against 5. i

people reside in endemic areas at risk of infection (WHO, 2010, 2017),
In 2020, an estimated 236.6 million people needed treatment for

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by blood flukes of the
genus Schistosoma. The species S mansoni, S. haematobium and
S. japonicum are responsible for most human infections (Colley et al,
20114). The tra i of these helminths is associated with poor
sanitary conditions, disproportionately affecting individuals in a
vulnerable sociceconomic situation and contributing to the perpetua-
tion of a cycle of poverty due to its disabling character that reduces the
productivity of the affected individual (McManus et al., 2018). Globally,
it is estimated that more than 200 million people in 78 countries are
infected with at least one of the Schistosoma species, and 700-800 million

* Corresponding authors
E-mail addresses: denegr

schistosomiasis, although only 105.4 million received the necessary
treatment (WHO, 2020).
Currently, the control of schistosomiasis is based on the periodic
dmini ig | (PZQ), which is the only available and
effective drug recommended by the World Health Organization against
all species of Schistosoma. This drug has been used in mass administra-
tion programs as a chemoprophylaxis strategy, aiming to reduce
morbidity and mortality (W10, 2006). However, despite the observed
success, PZQ does not prevent reinfections and has less activity against
the immature forms of the parasite, resulting in low cure rates in areas of

ration of pr;
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Abstract

Objectives: Schistosomiasis and tegumentary leishmaniasis simultaneously affect areas
in tropical and subtropical regions. Co-infected individuals show a less-than-optimal
response to treatment and increased regulatory immune responses. However, no study
has determined where Schistosoma-Leishmania co-infections are more likely to occur,
Methods: Data from The Global Health Observatory were collected to determine the
worldwide endemicity status of schistosomiasis and tegumentary leishmaniasis in
2023. To determine co-endemic areas at a local level, an ecological study was con-
ducted on confirmed cases of American tegumentary leishmaniasis and schistosomia-
sis in the State of Minas Gerais, Brazil, between 2013 and 2017. Local Indicators of
Spatial Association analyses were used to search for co-endemic hotspots.

Results: Thirty-one countries were considered co-endemic, 23 of which presented
active transmission of both diseases. Univariate Local Indicators of Spatial Association
indicated 13 municipalities as high-high clusters for both American tegumentary
leishmaniasis and schistosomiasis in Minas Gerais. Furthermore, bivariate Local
Indicators of Spatial Association analyses identified 61 municipalities as high-high
clusters, grouped in seven co-endemic hotspots.

Conclusion: Local Indicators of Spatial Association analyses are a useful tool for iden-
tifying areas where co-infection cases are more likely to occur. Similar analyses will
assist authorities and healthcare providers when formulating policies and treating
Schistosoma-Leishmania co-infected patients and will provide valuable data to enable
researchers to explore the impact of this and other co-infections.

KEYWORDS
bivariate LISA analysis, co-infection, Leishmania, neglected tropical diseases, Schistosoma, spatial correlation

healthcare [1, 2]. Among these, schistosomiasis and
leishmaniasis stand out as being two of the most

The World Health Organisation (WHO) classifies 20 diseases
as Neglected Tropical Diseases (NTDs) for their impact on
impoverished communities [1, 2]. Prevalent in tropical and
subtropical regions, NTDs thrive in populations that are
exposed to pathogens and lack proper sanitation and

Sustainable Development Goal: Good Health and Wellbeing
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debilitating NTDs.

Schistosomiasis is caused by the trematode Schistosoma
spp. and is endemic to 78 countries, causing 2.5 million
disability-adjusted life years in 2016 [3, 4]. Leishmaniasis,
caused by the intracellular protozoan Leishmania spp., is
divided into visceral manifestations (visceral leishmaniasis) and
skin and mucosal manifestations (tegumentary leishmaniasis).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Despite the importance of fish-borne trematodes of the family Opisthorchiidae as causative agents of human liver
Amphimerosis fluke disease, studies on these parasites outside Asia are relativally scarce. In South America, human focus of
Brazil : amphimerosis is known in Ecuador since the mid-20th century, and Amphimerus spp. have also been reported in
3:::"“ wild and domestic mammals. Nevertheless, the knowledge on the snails that act as the first intermediate host of
Snail these potentially zoonotic parasites are scarce. Herein, a new cercaria of the pleurolophocercous morphotype
Trematodes found in the freshwater snail Idiopyrgus souleyetianus from Brazil was subjected to morphological and molecular

studies, Multigene phylogenetic analyses based on 288, 5.85-ITS-2 and Cox-1 sequences enabled the identifi-
cation of Amphimerus sp., a species distinct from that reported in humans from Ecuador. This cercariae was
morphologically compared with other opisthorchiid cercariae known. The possible occurrence of human
amphimerosis in Brazil is discussed.

The family Opisthorchiidae includes important fish-borne trema-
todes involved in human liver fluke disease, mainly in Asia. Estimates
point to about 45 million infected individuals and =600 million living in
areas of risk for infection with Clonorchis sinensis and Opisthorchis spp.
[1,2). The disease caused by these flukes can result in significant
morbidity and even mortality if we consider them as inducers of chol-
angiocarcinoma [2]. Despite their endemicity in Asia, factors such as
globalization, dissemination of food habits involving the ingestion of
raw fish, and the introduction and spread of potential vectors in new
areas reveal the possibility of liver fluke diseases by opisthorchiids being
emerging or neglected in other continents. In this sense, liver flukes also
should be a monitoring target in non-endemic areas.

Outside Asia, a human focus of fish-borne liver fluke is known in
Ecuador since the mid-20th century [3]. The causative agent was
identified as Amphimerus sp. and more recently suggested to be Amphi-
merus lancea [41]. So far, human amphimerosis is restricted to the
Ecuadorian provinces of Manabi and Esmeraldas [3,5]. In recent years,
new epidemiological information was published, including the identi-
fication of non-human vertebrates as definitive hosts, and fish and snails
ones [5-7]. Although Amphimerus spp. was reported to
occur in other South American countries, studies on the life cycle and
intermediate hosts of these parasites are non-existent. This gap in

as inter
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knowledge contrasts with the possibility that human amphimerosis or
other fish-borne trematode infections might be a future concern in Latin
American countries other than Ecuador.

In this short report, we present the results of a malacological study,
focused on the epidemiology of schi iasi i, carried out in
the municipality of Baldim (19°17'18"S; 43°57'25"W), State of Minas
Gerais, Brazil, in October 2022. In total, 391 freshwater snails were
collected and subjected to evaluation of infection with larval trema-
todes. Cercariae emerged from a specimen identified as Idiopyrgus sou-
leyetianus (Fig. 1 A) were vitally stained (0.05% neutral red) for
morphological characterization and analyzed in an optical microscope.
A subsample of larvae killed in hot water was fixed in formalin, and
subsequently measured with a micrometer eyepiece. DNA extraction of
ethanol-fixed cercariae was made with a commercial kit (Qiagen micro
kit, Thermo Fisher Scientific, USA). We amplified fragments of the 285,
ITS and Cox-1 with primers widely used in the identification of trema-
todes (Digl2/1500R, BD1/BD2 and JB3/COI R-Trema, respectively).
The reagents, PCR conditions and methods for phylogenetic analysis
were as previously described [9]. Amplicons were subjected to Sanger
sequencing, and the chromatograms were assembled in ChromasPro
version 2.0.1 (Technelysium Pty Ltd., Australia). The contigs were
compared with data available in GenBank, and alignments were
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ABSTRACT ].NFORMACO]:‘SDO
ARTIGO
American trypanosomiasis, known as Chagas disease, is a potentially fatal disease caused by the unicellular
flagellated protozoan Trypanosoma eruzi, and its intermediate host is the hematophagous insect named Historico do Artigo:

the triatomine. In Brazil, 10 genera of triatomines are of epidemiological importance for the disease.
Because of the preventive measures and epidemiological monitoring, this study aimed to verify the
triatomine species in the municipality of Santana do Ipanema, belonging to the state of Alagoas, since there
is no data in the literature with such information. For this, a cross-sectional descriptive study was
conducted with data from the secretariat of the municipality of Santana do Ipanema to verify the species
of captured and positive triatomines, between the years 2016 and 2020. During the study period, a total of
4o5 triatomines collected in the municipality were recorded, and three species were identified. It was
observed that most of the collections occurred in the rural area of the municipality with almost 15 times
maore collections than in the urban area; however, the highest rate of positivity occurred in the urban area.
The most common triatomine found in the municipality studied was Rhodnius domesticus, while Triatoma
brasiliensis obtained more positive specimens. Although there are no confirmed cases of Chagas disease
in the population of Santana do Ipanema, it was found that there is the presence of vectors that transmit
Chagas disease and positive vectors for Trypanosoma cruzi. Therefore, our study suggests that
entomological surveillance should be more present and continuous in both areas of the municipality for
the effective control of Chagas disease.

RESUMO

A tripanossomiase americana, conhecida como doenca de Chagas, é uma doenca potencialmente fatal
provocada pelo protozodrio unicelular flagelado Trypanosoma cruzi, tendo como hospedeiro
intermedidrio o inseto hematéfago denominado de triatomineo. No Brasil, 10 géneros de triatomineos
possuem importincia epidemiolbgica para doenga, Diante das medidas preventivas e de monitorizacao
epidemiologica, este estudo teve como objetivo verificar as espécies de triatomineos no municipio de
Santana do Ipanema, pertencente ao estado de Alagoas, Brasil, entre 2016 e 2020, uma vez que nao ha
dados na literatura com essas informagdes. Para tanto, foi conduzido um estudo descritivo transversal com
dados da secretaria de endemias do municipio de Santana do Ipanema. Durante o periodo de estudo, foram
registrados um total de 405 triatomineos coletados no municipio, sendo identificadas trés espécies.
Observou-se que a maioria das coletas ocorreram na zona rural do municipio, com quase 15x mais coletas
do que na zona urbana; entretanto, a maior taxa de positividade ocorreu na zona urbana. O triatomineo
mais encontrado foi 0 Rhodnius domesticus, enquanto o Triatoma brasiliensis obteve mais espécimes
positivos. Embora nio haja casos confirmados de doenca de Chagas na populagio santanense, verificou-se
que ha a presenga de vetores transmissores da doenca de Chagas e vetores paositivos para Trypanosoma
eruzi, Portanto, nosso estudo sugere que a vigilincia entomologica tenha uma atuagio mais presente e
continua em ambas dreas do municipio para o controle efetivo da doenca de Chagas.
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Abstract

The leishmaniases are a group of diseases caused by the protozoan parasite belonging to the genus Leishmania. In the New
World, although dogs are considered the main parasite reservoir, in the last two decades, several studies have confirmed
the role of cats (Felis catus) in the epidemiology of the disease and feline leishmaniasis (FeL.) is now considered to be an
emerging disease. The present review summarizes the current knowledge about FeL, focusing on important immunopatho-
logical aspects, epidemiology, and diagnostic methods applied for felines in Brazil. Cats are infected with the same species
of Leishmania found in dogs (i.e., Leishmania infantum). Like dogs, skin lesions are the most common in cats with clinical
Fel., mainly affecting the cephalic region and less frequently the legs which may be accompanied by generalized signs or
visceral involvement. Information on the immune response of cats to Leishmania infection is scarce; however, efficient infec-
tion control is seen in most cases. For diagnosis, generally, the same methods as those in dogs are used, mainly serological
tools. But there is a lack of studies focusing the performance of these methods for diagnosing FeL. The estimated overall
prevalence of FeL in Brazil is 8%, with L. infantum being the most prevalent species. However, infections with Leishmania
braziliensis and Leishmania amazonensis have also been reported. In conclusion, although there has been an increase in the
publication related to Fel. in Brazil in recent years, there is a lack of research relating immune response and diagnosis of
these animals. Cats have been shown to be competent hosts for Leishmania parasites, and their role in the epidemiology of
the disease cannot be underestimated, especially in areas of Brazil where the disease is historically endemic.

Keywords Diagnosis - Epidemiology - Felis catus - Leishmaniases

Introduction

The leishmaniases are neglected tropical diseases caused by
protozoa of the genus Leishmania (Kinetoplastida: Trypano-
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Abstract

Objective: To analyze aspects related to schistosomiasis positivity in an area of low prevalence in Brazil. Methods: This
wats 2 cross-sectional study, carried out in the first half of 2020, where we analyzed the proportion of positivity, according to the
number of Kato-Katz slides, the diagnostic performance of the test and positivity estimates based on data from the Schistosomiasis
Surveillance and Control Program Information System (SISPCE). Results: 2,088 slides from 348 individuals were analyzed,
with proportion of positivity of 11.8%, 26.7% and 31.0% for 1, 4 and 6 slides analyzed, respectively, There was excellent
agreement (Kappa = 0.91) between the readings of 4 and 6 slides. The SISPCE data was estimated to be underreported by up
to 2.1 times. Conclusion: Increasing the number of slides increased Kato-Katz positivity, which can contribute to maximizing
the control of the disease as a Public Health problem.

Keywords: Neglected Diseases; Cross-Sectional Studies; Sensitivity and Specificity; Public Health; Schistosomiasis Mansoni;
Parasitic Diseases,
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RESUMO: A esquistossomiose ¢ umia relevante doenga para a sadde pablica do Brasil ¢ de Alagoas, sendo importante a investigagao di presenca da doenga em dreas endémicas e niio
endémicas para o progresso de erradicagho desse agravo. Assim, o objetivo do estudo foi realizar uma im'c:iliguq."lo dos moluscos e d: I:r\ as dr_ tre mxmdun. e uma .|n’:z nbo endémica
para a esquistossomose mansoni, (0 estudo for realizado em Santana do [panema, Alagoas, por meio da capt
de trematddeos, incluindo larvas do Schistosoma mansons, agente etioldgico da esquistossomose mansoni,
influéncia dos ;u-n'uius de --.-&tiap;!'m e de chuva e da ]u'n‘ipitat_‘.’in midin mensal sobre a abundineia das r-i]k’s

duu-ts fol mnint.nh a anilise da constiane
s i o arnmu'rm para o pe rindu d: agosto de 2005 a julho de 2009, Em todo

[I'lml(-rlmlm.] (98, 40%), ,Uffnnm.fn Mbﬂ'rnhrfw {\‘Iu]ll T, I 7 IJ{ I‘hmndlu:l [a 2%, !’:mr.un frm-m‘n (Spix, IH2 ] {4 \rri|l|||]:|r|n]ut} {I g n]. Direpanatrema depressisomun (\-Io
1838) (53 #%), Physa marmorata (Guilding, 1828) (19; 0,78%) ¢ Cvanocyelas brasiiana (Deshayes, 1854) (2; 0,08% lém disso, B stramines ¢ M. tuberculatus foram as es
constantemente coletadas e que apresentaram status de abundantes para a drea de estudo. Em relagiio as duas espécies de maior constincna e abundincin naarea de estudo, B strammea
o M. tuberculatus nlo foi possivel estabelecer relagho entre a sbundincia dos animais ¢ o periodo de eoleta (chuvoso ou seco, p = 0.2336). O maior ndmero de animais foi capturado nos

meses de junho e julbo de 2009 para B, strammes ¢ M. tuberowlatus, respectivamente. O aumento no ntimero de animais coletados comegon a ocorrer com o aumento dos indices
pluviométricos janeiro a abril de 2019 com uma redugio das chuvas e da abundineia dos animais em muo de 2019 seguida de uma posterior elevagio nos dois parimetros, até o fim do
perfodo estudado. Constatou-se uma relagio linear entre a pluviosidade ¢ a abundineia dos caramujos da espéeie B, straminea. A anilise da infecgiio dos animais eoletados por larvas de
trematddeos mostrou que nenbum animal da espécie B straminea estava infectado por larvas do Sehistosonta mansoni. Por outro lado, foi disgnosticado caramujos das espécies B
stramined, D, depressisimun ¢ M. fuberculatis eliminando cerciring das espécies Longyfurcate pharvngeate ditone — Estregeocerciria, Fohinocercdrma sp. ¢ Xiphidiocercaria que foram
liberadas do molusco M. tuberculatus, D, depressissi e B st . Esta pesquisa notifica o distribuigho de diferentes espécies de caramujos sendo o primeiro relato da presenga dos
moluscos M. fubereufatus, D, depressissinium, Physa marmorata, Pomacea inelarum, Cyanocyelas braselfiana no Riacho Camoxinga, demeonstrando a importineia de estudos da malacofauna
em drea nio endémicas para a esquistossomose para assim promover o prevengio e controle desses animais de importineia médica, wma vez que estes invertebrados podem atuar como
hospedeiros intermedidrios de trematideos,

PALAVRAS-CHAVE: Mulacofauna, Schistesona mansont, Doengas parusitirias

ABSTRACT: Schistosomiasis is a relevant disease for public health in Brazil and Alagoas, and it is important to investiga
v out an investigation of mollusks and Tarvae of trematodes in an area not endemic for
pruring snails in the C i stream and analyzing positivity for trematode larvae,

: the presence of the disease in endemic and non-endemic
areas for the progress of eradicating this disease, Thus, the objective of the study was o
schistosomiasis mansoni. The study was carried out in Santana llli ip.uh.'rna Alagous, by

In addition, an analysis of the species’ constancy of capture and the influehee of periods of

including Schistosoma mansoni larvae, the etiological agent of »
drought and rain and the average monthly precipitation on the abundance of snail species for the period from August 2018 to July 2008 was carried oot period, 2,431 snails were
captured, with #45 (18.2%) dead. Tlu animals captured alive (1,988) belonged to the species. Bromphalarsa straminea {Dunker, 1848) (Planorbidae) (986; 40%), Melanoides tuberculatus
(Muller, 1774) (Thiaridae) (792 32%), Pomacea liveata (Spix, 1827 ) (Ampullariidac) (185; 5.4%), Drepanotrena depresssssomun (Moncand, 1888) (53; 2.18%), Physe marmorata (Guilding,
1828) (19 0.78%) and Cyamocyelas n'rmu.fmma (Deshayes, 1854 (2 0.05%) , In addition, B. glabrata and M, Tuberculatus were the species that were constantly collected and had abundant
in the study area, B straminea and M. Tubercnlatus, it was not possible to establish a

statuy for the study area. Regarding the two species of greatest constancy and abunda

relationship between the abundance of animals and the period of collection (rainy or dry, p = 0.2336). The largest number of animals of both species was eaptured in the months of
June und July 2019 for M. tuberculatus and B straminea, vespectively. The increase in the number of animals collected begun to oceur with the increase in rainfall indexes (January to
April 2018) with a reduction in rainfall and animal abundance (May 2019), followed by a subsequent increase in both parameters, until the end of the ve
There was a linear relationship between rainfall and the
1 of the species B straminea was infected with larvae of Schistosoma mansoni. On the other hand, snuils of the species B straminea, D. depressissimun and M. tuberculatus were

cenid of the period studied.

bunda

e of B atraminea snails, The analysis of the infection of animals collected by larvae of trematodes showed that no

ar
iocercarta that were released from the molluse M

diagnosed eliminating cercariae of the species Longifurcate pharyugeate distome - Estregeocercirvia, Eckinocercarta sp. and
tuberculatus, D, depressisstmum and B stransinea. This research notifies the distribution of different spevies of snails being the first report of the presence of mollusks M. tuberculatus, ).
depressissimum, Plysa marmaorata, Pomacea insularnm, Cyanocyclas brasifiana in the Riacho Camoxinga, demonstrating the importance of studies of malacofauna in non-endemic areas for
schistosomiasis to promote the prevention and control of these animals of medical importance, since these invertebrates can act as intermediate hosts of trematodes,

KEYWORDS: Malacofauna, Schistosoma mansom, Parasitic Diseases,
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Deteccdo de enteroparasitos em alfaces (Lactuca sativa)
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Resumo. Os enteroparasitos constituem grande problema de saide puiblica, pois podem
causar morbidades que prejudicam a qualidade de vida da populagido afetada. Sua
transmissdo acontece pela ingestio de alimentos ou dguas contaminadas com agentes
parasitarios, como hortaligas que sido consumidas in natura. Por isso, o objetivo desse
estudo foi analisar a presenga de enteroparasitos em alface (Lactuca sativa)
comercializadas na feira livre de Santana do Ipanema, Alagoas. Para isso, foi realizado em
2014 e 2015 a coleta de 60 amostras de alfaces escolhidas aleatoriamente na feira livre do
municipio. Essas amostras foram submetidas ao método de Sedimentagio Espontanea com
modificagoes. No total, das 60 amostras coletadas entre 2014 e 2015, 55,0% apresentaram
alguma estrutura parasitaria. Dentre os positivos, os helmintos estavam presentes em 87,9%
das amostras. O geohelminto Strongyloides stercoralis foi o parasito mais prevalente dentre
as amostras positivas com 75,0% em 2014 e 83.3% em 2015, seguido pelos
ancilostomideos com 41,7% em 2014 e 16,7% em 2015. Estes dados demonstram a
importincia epidemiologica dessa hortalica como fomite para transmissdo de diversos
agentes parasitdrios e patologicos. Enfatiza a necessidade de atengdo por parte da vigilancia
sanitaria local sobre o padrio higiénico-sanitdrio desses ambientes e da forma como essas
hortaligas sdo dispostas, além da necessidade de fornecer conhecimento a populagio sobre
a compra, escolha e preparagdo mais adequada para consumo dessas hortaligas.

Palavras-chave: Helmintiases, protozodrios, parasitoses intestinais, hortaligas

Detection of intestinal parasites in lettuces (Lactuca sativa)
commercialized in a free fair in Santana do Ipanema, Alagoas

Abstract. Intestinal parasites constitute a major public health problem, as they can cause
morbidities that impair the quality of life of the affected population. Their transmission
occurs through the ingestion of food or water contaminated with parasitic agents, such as
vegetables that are consumed in natura. Therefore, the objective of this study was to
analyze the presence of intestinal parasites in lettuce (Lactuca sativa) commercialized in
the free fair of Santana do Ipanema, Alagoas. In 2014 and 2015, 60 samples of lettuce were
randomly selected at the city. These samples were submitted to the method of Spontaneous
Sedimentation with modifications. In total, of the 60 samples collected between 2014 and
2015, 55.0% had some parasite structure. Among the positive, helminths were present in
87.9% of the samples. Strongvioides stercoralis, a soil transmitted-helminth, was the most

PUBVET v.15, n.05, a810, p.1-7, Mai., 2021

7) DA SILVA, M. F.; CIRILO, T.M.; GOMES, D. S.; SANTOS, I. G. A. Detection of intestinal
parasites in lettuces (Lactuca sativa) commercialized in a free fair in Santana do Ipanema,
Alagoas. Pubvet, v. 15, n. 05, p.1-7, 2021.



147

ARTIGOS COMO COLABORADOR

pubve

ASCICIR A YETIRIAARIA €E TD30°CCN A

ISk 1HHE 1ra

https://doi.org/10.31533/pubvet.v15n08a888.1-6
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Resumo. A sifilis ¢ uma doenga infecciosa sistémica de natureza bacteriana cujo agente
etiologico é o Treponema pallidum, sendo uma das grandes doengas constituintes do grupo
das infec¢oes sexualmente transmissiveis — ISTs, que afeta um milhdo de gestantes por ano
em todo 0 mundo, induzindo a mais de 300 mil mortes fetais e neonatais. Em se tratando
da sifilis gestacional (SG) a elevada frequéncia de desfechos mostra graves consequéncias
para a gestagiio e para a crianga. Diante disso, esse estudo buscou analisar a tendéncia
temporal dos casos de sifilis em gestantes ¢ caracterizar o perfil epidemiologico dessas
mulheres no estado de Alagoas, no periodo compreendido entre os anos de 2009 a 2018,
através de analises das varidveis sociodemogrificas maternas obtidas por meio do Sistema
Nacional de Agravos de Notificagdo (SINAN) e tendéncia de série temporal relativa aos
casos de SG. Os resultados demonstram que em paralelo ao que acontece em grande parte
do Brasil, em Alagoas. o nimero de casos notificados de sifilis em gestantes tem sofrido
um aumento constante nos tltimos anos.

Palavras-chave: Epidemiologia, perfil epidemiologico, vigildncia em saude

Temporal trend and characterization of gestational syphilis cases in
the state of Alagoas, Brazil

Abstract. Syphilis is a systemic infectious disease of bacterial nature whose etiologic agent
is Treponema pallidum, being one of the major diseases that constitute the group of
sexually transmitted infections — STIs, which affects one million pregnant women a year
worldwide, inducing more than 300 thousand fetal and neonatal deaths. In the case of
gestational syphilis (SG), the high frequency of outcomes has serious consequences for
pregnancy and for the child. Therefore, this study sought to analyze the temporal trend of
syphilis cases in pregnant women and to characterize the epidemiological profile of these
women in the state of Alagoas, in the period between the years 2009 to 2018, through
analyzes of the maternal sociodemographic variables obtained through National Notifiable
Diseases System (SINAN) and time series trend related to SG cases. The results
demonstrate that, in parallel to what happens in a large part of Brazil, in Alagoas, the
number of reported cases of syphilis in pregnant women has been constantly increasing in
recent years.

Keywords: Epidemiology. epidemiological profile, health surveillance
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ANEXO A - Aprovacio Comité de Etica 2022

UNIVERSIDADE FEDERAL DE = Plabaforma
MINAS GERAIS 'w%twl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Novos testes sorologicos para diagnostico da esquistossomose mansoni e geo-
helmintiases - Da Sorologia Convencional para Bioinformatica e Nanotecnologia

Pesquisador: Ricardo Toshio Fujiwara

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 55239522.3.0000.5149

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Minas Gerais
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.410.388

Apresentacéao do Projeto:

O estudo sera conduzido nos estados federativos de Minas Gerais (MG), Alagoas (AL), Sergipe (SE) e Para
(PA). Estados com uma distribuicdo e cenarios eco-epidemiolégicos distintos, em relagao a
esquistossomose mansoni e as geo-helmintiases sob pesquisa

Critério de Inclusdo: Seréo incluidas individuos com idade entre 6 e 70 anos que concordarem em participar
do estudo e preencherem o termo de consentimento livre e

esclarecido.

Objetivo da Pesquisa:

Responder as diligéncias do CEP.

Objetivo Primario:

O objetivo geral da proposta é desenvolver e validar dispositivos point-of-care (teste imuno-cromatografico
ou espectrometria portatil de espalhamento de luz) para o diagnostico e controle de cura da

esquistossomose e das geo-helmintiases em areas endémicas utilizando amostras de sangue.

Objetivo Secundario:
- Selecionar sequéncias peptidicas imunogénicas por biologia computacional (bioinformatica) a partir de
dados gendmicos e de protebmica.- Producdo por expressdo heteréloga de antigenos

Endereco: Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 ¢, 2°. Andar ¢, Sala 2005 ¢, Campus Pampulha

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpg.ufmg.br
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Continuagéo do Parecer: 5.410.388

recombinantes contendo sequencias peptidicas de Schistosoma mansoni e de geo-helmintos.-Validagdo do
reconhecimento sorolégico dos antigenos selecionados e produzidos- Confecgdo de testes em fita para
diagnostico rapido para detecgdo de anticorpos (soro) - Otimizagao da detecgdo sorolégica baseada no uso
de Espectrometro Portatil de Espalhamento de Luz- Teste e validagdo em campo dos novos dispositivos
diagnosticos em areas endémicas utilizando amostras de sangue- Analise comparativa de performance dos
testes rapidos em relagéo a outros métodos diagnosticos disponiveis.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos apresentados ao longo do TCLE:

Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em leve desconforto da picada da agulha durante a coleta do
sangue e, possivelmente, desenvolvimento de equimose, entretanto, ndo existirdo risco para a sua saude.
Entretanto, as amostras serao coletadas por profissionais qualificados que estardo aptos a auxiliar em
qualquer contratempo.

Além disso, pedimos autorizacao para coletar algumas informacgdes clinicas e para realizar

ultrasonografia abdominal (UA) somente dos individuos positivos para a esquistossomose. A UA abdominal
€ uma técnica que nao oferece perigos a salde, e nao apresenta efeitos colaterais. O exame é rapido e
indolor. O desconforto esta somente no jejum que sera necessario fazer antes do exame, mas o individuo
sera orientado por um profissional da satde antes do exame.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de carta resposta as diligéncias do CEP, contendo as informagoes abaixo:

PB: Anexar o TCLE para os pais e responsaveis de acordo com as recomendagoes
disponiveis na pagina do CEP/UFMG. Vide: https://www.ufmg.br/bicetica/coep/tale/.
Comentario: Na submisséo dos documentos a Plataforma Brasil anteriormente, o TCLE
para os pais e responsaveis ja constava anexado dentro do mesmo arquivo do TALE. Dessa
forma, desmembramos os arquivos, e conforme solicitado, estamos enviando o TCLE para
0s pais e responsaveis do menor de 18 anos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Os termos estao adequados na sua apresentacao.
Nesta versao foram anexados as Informagoes basicas do projeto; Carta resposta a diligéncia;

Enderego: Av, Presidente Antonio Carlos, 6627 ¢, 2°. Andar ¢, Sala 2005 4 Campus Pampulha

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpq.ufmag.br
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Projeto Completo; TCLE para responsavel; Folha de Rosto.

Recomendacdes:
N&o ha recomendagdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Somos, SMJ, favoraveis a aprovagado do projeto "Novos testes sorologicos para diagnéstico da
esquistossomose mansoni e geo-helmintiases - Da Sorologia Convencional para Bioinformatica e
Nanotecnologia", Pesquisador Responsavel: Ricardo Toshio Fujiwara

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolugdao CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragao do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificacao relatérios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagoes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 05/05/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_1670629.pdf 15:08:34
Qutros Carta_Resposta_Il_PB.pdf 05/05/2022 |Ricardo Toshio Aceito

15:07:13 | Fujiwara
Projeto Detalhado / | Projeto_DECIT_CEP.pdf 04/05/2022 | Ricardo Toshio Aceito
Brochura 10:02:34 |Fujiwara
Investigador
TCLE / Termos de | TCLE_responsavel_pelo_o_menor_de_ | 04/05/2022 |Ricardo Toshio Aceito
Assentimento / 18_anos.pdf 09:59:33 |Fujiwara
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Pesquisa_Envolvendo | 22/01/2022 |Ricardo Toshio Aceito
Seres_Humanos.pdf 11:41:31 | Fujiwara
Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Enderego: Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 ¢ 2°. Andar ;, Sala 2005 ;, Campus Pampulha

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpg.ufmg.br
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BELO HORIZONTE, 16 de Maio de 2022

Assinado por:
Crissia Carem Paiva Fontainha
(Coordenador(a))
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ANEXO B — Aprovacio Comité de Etica 2014
CENTRO DE PESQUISAS

RENE RACHOU/FUNDAGAO W
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Novas técnicas o2 diagnostico para Schistosoma mansonl @ geoheimintos.
Pesqulsador; Paulo Marcos Zech Cosing

Arsa Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 21824513.9.0000.5091

Institulgo Proponents: C2niro de Pesquisas Rene RachouFundagio Oswaklo Cruz/ CPQRR/
Patrocinador Princlpal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAD

DADOS DO PARECER

Nomero do Parscer: 450253
Data da Relatorla: 25/10/2013

Apressntago do Projsto:

Projeto: SCNISIE0Ma Manson| @ geshelmintos ; APMOramento ge tecnicas Magnosticas para levantamenio
de prevaléncia @ controle ge cura, monitoramenio da fransmiss&o e Ideniificagdo de marcadores de
mofbidade em areas COM cenarnos eco-epigemioiogicos aistintos, coordenado por Dr. Paulo Marcos Zech
Coeiho do CPQRR e equipe de pesquisadores de oulras quatro Institulgdes. Recursos do DCIT totallzando
app RSES0.000.00

Objetivo da Peaqulsa:

Meta: Realizar estudos parasitoidgicos, epldemioitgicos & Imunoitgicos em areas de media 3 balxa
endemicidade para 3 esquistossomose mansond, visando obler uma vis3o real e atual dos aspectos de
transmissSo & morbldade assoclades 3 Infecgdo por Schisicsoma mansonl @ geoneimintos que permita a
proposigdo de esiraieglas de controle e tratamenic compativel com realigade 03 doenga  com 3 aluagdo do
sislema g2 sadde.

Objetivos especificos:

1. Levantamento ga prevalancia ga Infeccdo por S. mansonl e geoheiminios em areas da Amazonia,

paixada Maranhense @ Norte de Minas Gerals, onde as caracteristicas de fransmissdo da infecgdo humana
por helmintos 530 bastante diferenciadas.

2. Comparagao da sensibllidade do meétodo de Kato-Katz com os novos iestas magnosticos (Haimintex,

gradiente, CCA modificado & PCR) para monitoramento da transmiss3o e cura apos

Enderego: Awenida Augusio de Lima, 1715

Baro: Samo Preto CEF: 3p0.130-002
UF: G Muniolplo: EELD HORZONTE
Telefone: (31)3349-TE2S Faxc (31)334%7825 Esmall: capsh-coamdcoar focnz br
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ANEXO C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Maiores de 18 anos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Participantes maiores de 18 anos)

BREJO DO AMPARO - MINAS GERAIS

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Novos testes
sorolégicos para diagnoéstico da esquistossomose mansoni e geo-helmintiases — Da Sorologia
Convencional para Bioinformatica e Nanotecnologia®. Pedimos a sua autorizacéo para a coleta, o
deposito, o armazenamento, a utilizagdo e descarte do material biolégico humano fezes, urina e
sangue. A utilizacdo do seu material bioldgico esta vinculada somente a este projeto de pesquisa ou
se Sr. (a) concordar em outros futuros. Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos:
“As amostras de sangue (20 mL) serdo coletadas por profissionais experientes, posteriormente a
coleta, serdo separados em laboratorio o soro. Caso vocé aceite participar, serdo coletadas trés
amostras de sangue, utilizando materiais individuais e estéreis: uma antes do tratamento, outra apés o
tratamento com medicamento e outra um ano apds o tratamento para avaliar reinfecgdo. Além disso,
sera coletada a primeira urina (30 mL) da manha para avaliar a eficacia de um método de diagndstico
répido. Serdo coletadas, também, amostra de fezes (50mg) para comparar com o teste padrao
ouro. Todas as amostras serdo armazenadas em freezer -20°C e -80°C até o final da pesquisa. Os
riscos envolvidos na pesquisa consistem em leve desconforto da picada da agulha durante a
coleta do sangue e, possivelmente, desenvolvimento de equimose, entretanto, ndo existirdo
risco para a sua salde. Entretanto, as amostras serdo coletadas por profissionais qualificados que
estardo aptos a auxiliar em qualquer contratempo. A pesquisa contribuird para entender sobre a
resposta imunologica em individuos com a doenca e, possivelmente, auxiliard na confecgdo de um
teste de diagnodstico rapido. Além disso, pedimos autorizagdo para coletar algumas
informagbes clinicas e para realizar ultrasonografia abdominal (UA) somente dos individuos
positivos para a esquistossomose. A UA abdominal € uma técnica que ndo oferece perigos a
salde, e nao apresenta efeitos colaterais. O exame & rapido e indolor. O desconforto esta somente no
jejum que sera necessario fazer antes do exame, mas o individuo sera orientado por um profissional
da saude antes do exame. O tratamento realizado para a esquistossomose sera com o Praziquantel e
para geo-helmintiases serdo com Albendazol ou Mebendazol.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa,
o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizagdo. O Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em
qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar e a qualguer tempo
e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizagdo do material biolégico
armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a partir da data de formalizagao desta. A sua
participagéo é voluntaria, e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificagdo
na forma em que o Sr. (a) é atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com padrées
profissionais de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material biolégico, estardo
a sua disposigdo quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participagdo néo sera
liberado sem a sua permissao. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que
possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de Imunologia e Gendmica de
Parasitos, e a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos utilizados na
pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos na sala
167/E4 do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG e apds esse tempo serdo destruidos. Os
pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagao
brasileira (Resolugdes N® 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Salde e suas
complementares), utilizando as informacgdes somente para fins académicos e cientificos.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:



Eu, , portador do documento de Identidade
fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa
“Novos testes sorologicos para diagnéstico da esquistossomose mansoni e geo-helmintiases -
Da Sorologia Convencional para Bioinformatica e Nanotecnologia”, de maneira clara e detalhada
e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagoes e
modificar minha decisao de participar se assim o desejar.

() Concordo que o meu material biologico seja utilizado somente para esta pesquisa.

( ) Concordo que o meu material biologico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido
que explique para que sera utilizado o material.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade
de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel:

Ricardo Toshio Fujiwara

Enderego: Av. Antnio Carlos, 6627, Instituto de Ciéncias Biologicas, Sala 167/E4 Campus Pampulha.
CEP: 31270-901 / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 3409-2871

E-mail: fujiwara@icb.ufmg.br

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Em caso de davidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissio de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Anténio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.
E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592,
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ANEXO D. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Pais e Responsaveis

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Pais ou responsaveis dos participantes menores de 18 anos)
BREJO DO AMPARO - MINAS GERAIS

Seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade, cujo nome é foi

convidado a participar voluntariamente do projeto de pesquisa: “NMovos testes sorolégicos para
diagnostico da esquistossomose mansoni e geo-helmintiases — Da Sorologia Convencional
para Bioinformatica e Nanotecnologia”

Pedimos a sua autorizagéo para a coleta, o deposito, o armazenamento, a utilizago e descarte do
material bicldgico humano fezes, urina e sangue da crianga. A utilizagdo do material biologico esta
vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se Sr. (a) concordar em outros futuros. Para esta
pesquisa adotaremos o0s seguintes procedimentos: “As amostras de sangue (20 mlL) serdao
coletadas por profissionais experientes, posteriormente a coleta, serdo separados em laboratorio o
soro. Caso aceite a crianga participar, serdo coletadas trés amostras de sangue, utilizando
materiais individuais e estéreis: uma antes do tratamento, outra apos o tratamento com
medicamento e outra um ano apos o tratamento para avaliar reinfecgdo. Além disso, serd
coletada a primeira urina (30 mL) da manhd para avaliar a eficicia de um método de
diagnostico rapido. Serdo coletadas, também, amostra de fezes (50mg) para comparar com o
teste padrdo ouro. Todas as amostras serdo armazenadas em freezer -20°C e -80°C até o final
da pesquisa. Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em leve desconforto da picada da agulha
durante a coleta do sangue e, possivelmente, desenvolvimento de equimose, entretanto, nao
existirdo risco para a sua saude. Entretanto, as amostras serdo coletadas por profissionais
qualificados que estardo aptos a auxiliar em qualguer contratempo. A pesquisa contribuira para
entender sobre a resposta imunologica em individuos com a doenga e, possivelmente, auxiliara na
confecgdo de um teste de diagndstico rapido.

Aléem disso, pedimos autorizagdo para coletar algumas informagdes clinicas da crianga e para
realizar ultrasonografia abdominal (UA) somente dos individuos positivos para a esquistossomose.
A UA abdominal & uma técnica que ndo oferece perigos a salde, e ndo apresenta efeitos
colaterais. O exame & rapido e indolor. O desconforto esta somente no jejum que serd necessario
fazer antes do exame, mas a crianga sera orientada por um profissional da salide antes do exame.
O ftratamento realizado para a esquistossomose serd com o Praziquantel e para geo-
helmintiases serdo com Albendazol ou Mebendazol. Estes medicamentos podem trazer um leve
desconforto ao ingerir, mas que serdo minimizados com o oferecimento de um lanche para a
crianga antes de tomar.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ou a crianga ndo terdo nenhum custo, nem recebera
qualguer vantagem financeira. O Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualguer aspecto
que desejar e estara livre para aceitar a participagdo da crianga ou recusar a participagdo da
crianga a qualquer tempo e sem gquaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e
utilizagdo do material bioldgico do menor armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a
partir da data de formalizagdo desta. A aceitagdo da participagdo da crianga & voluntaria, e a
recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que a
crianga sera atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a identidade com padroes profissionais de

sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir do matéH4i BiBI8GiE5 SE45RE'S sua dispesicao

quando finalizada. Seu nome ou o material qug?inéii%us sua Sparti g)a a0 ou %a crianga nao sera
dD [es :

liberado sem a sua permissdo. O (A) Sr. (a) ou o menor nao 53?5% fﬁi%ﬁ%%ﬁo@o{ay e nenhuma

publicagdo que possa resultar. 1



Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de Imunologia e Genémica de
Parasitos, e a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos utilizados na
pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos na
sala 167/E4 do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG e apds esse tempo serdo destruidos. Os
pesquisadores tratarao a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagao
brasileira (Resolugdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Salde e suas
complementares), utilizando as informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Consentimento: Declaro que li e entendi as informagdes relativas a este estudo. Fui informado que
assinarei duas vias do consentimento e que uma delas ficara comigo. Concordo com a participacao
voluntaria da crianga nesta pesquisa.

Nome da crianga:

Nome do responsavel:

Assinatura do responsavel

Assinatura do entrevistador:

Data: de de 202

Endereco e telefone do pesquisador:

Para maiores informagdes sobre o estudo, vocé podera se comunicar com o pesquisador
responsavel:

Dr. Ricardo Toshio Fujiwara

Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Parasitologia/ICB, Bloco E4, Sala 167,
Avenida Anténio Carlos 6627, CEP 31270-901, Pampulha, Belo Horizonte-MG; Tel.: (31)3409-2871.

Para informagdes éticas do estudo, vocé poderd contatar o Comité de Etica da UFMG
(Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de Minas Gerais).
Endereco: Av. Antonio Carlos, n® 6627, Unidade Administrativa Il, Sala 2005-Bairro Pampulha/ Belo
Horizonte - MG. CEP: 31270-901. Tel.: (31) 3409 4592
Email: coep@prpg.ufmg.br
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ANEXO E. Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Criangas participantes (6-17 anos)

BREJO DO AMPARO - MINAS GERAIS

Titulo da pesquisa: “Novos testes soroldgicos para diagnéstico da esquistossomose mansoni
e geo-helmintiases — Da Sorologia Convencional para Bioinformatica e Nanotecnologia”
DADOS DE IDENTIFICAGOO DO VOLUNTERIO

1. NOME DA CRIANCA:

DATA DE NASCIMENTO:

Informagdes ao voluntario participante da pesquisa

Estamos convidando vocé para participar de um projeto de pesquisa desenvolvido por
pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). O objetivo deste estudo é verificar
se existe a presenca de vermes ou produto deles nas suas amostras de fezes, de urina e no sangue
para, assim, saber se vocé tem xistose ou outro verme. A xistose ou barriga d'agua como & conhecida
& uma doenga que € transmitida no contato com aguas que contém caramujos infectados. Importante
saber que as pessoas que tém a doenga podem ser tratadas e curadas, mas para isso & preciso
saber se vocé tem ou nao a doenga. Caso seja encontrado algum verme, faremos o tratamento com
remédio e um exame de ultrasom para avaliar a parte de dentro da sua barriga. Um més apés o
tratamento e um ano apos o tratamento, coletaremos fezes, urina e sangue novamente para saber
como esta a sua salde.

Riscos e beneficios

Caso aceite participar da pesquisa, ndo existirdo risco para a sua saide. O que pode existir € um
leve desconforto da picada da agulha durante a coleta do sangue. No entanto, a coleta sera realizada
por profissionais especializados. Isso ira te beneficiar, pois se for descoberto a presenca do verme,
nos iremos tratar e vocé ficara forte e saudavel.

Confidencialidade
Nao falaremos para ninguém que vocé esta participando deste projeto.
Armazenamento de amostras bioldgicas para uso em pesquisas futuras

As suas amostras de fezes, urina e sangue que serdo utilizadas para saber se vocé tem a xistose

ou outro verme, serdo guardadas em freezer.



Participagdo voluntaria: Vocé nao é obrigado a participar. Ndo havera problemas nas suas
atividades na escola. O seu tratamento médico serd realizado se vocé quiser participar ou ndo da
pesquisa.

Assentimento: Declaro que li e entendi as informacdes relativas a este estudo. Fui informado que
assinarei duas vias do assentimento e que uma delas ficard comigo. Concordo com a minha
participacdo voluntaria nesta pesquisa.

Assinatura da crianga (6 a 17 anos):

Assinatura do entrevistador:

Data: de de 202_

Impressdo digital
{opcianal)

Endereco e telefone do pesquisador:

Para maiores informagbes sobre o estudo, vocé podera se comunicar com o pesquisador
responsavel:

Dr. Ricardo Toshio Fujiwara

Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Parasitologia/ICB, Bloco E4, Sala 167,
Avenida Antonio Carlos 6627, CEP 31270-901, Pampulha, Belo Horizonte-MG; Tel.: (31)3409-2871.

Para informagdes éticas do estudo, vocé podera contatar o Comité de Etica da UFMG
(Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de Minas Gerais).
Endereco: Av. Antdnio Carlos, n® 6627, Unidade Administrativa |1, Sala 2005-Bairro Pampulha/ Belo
Horizonte - MG. CEP: 31270-901. Tel.: (31) 3409 4592
Email: coep@prpg.ufmg.br
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ANEXO C. Questionario Socioeconémico e Comportamental — 2014

CARAC'I‘ERIZASEAO DO ENTREVISTADO

NOME:

1. CODIGO DO PARTICIPANTE (preencher depois) -

(Comun-Casa-Nimero-N"Visita: ex. 02-014-2-IT)

2. DATADENASCIMENTO: ___/ /|

3. Idade: anos

4. Até que série o (a) Sr. (a) (ENTREVISTADO) estudou?
1.( ) Sem Estudo
2. ( ) Ensino fundamental incompleto
3. ( ) Ensino fundamental completo
4. ( ) Ensino médio incompleto
5.( ) Ensino médio completo
6. ( ) Ensino superior incompleto
7.( ) Ensino superior completo

Escola

5. O (a) Sr.(a) (ENTREVISTADO) sabe ler uma carta ou um jornal com?
()1-Facilidade ( )2- Comdificuldade  ( )3-Nio sabe ler

Ler

6. Vocé esta trabalhando no momento?
( )1-Sim ( )2- Ndo ( )3-Aposentado/pensionista

Trabalha

( )-77ngr ()99 - nsabe/nlembra

6.1.Se sim, qual o salirio mensal? RS
( )77-ngr ( )88-nsa ()99 - nsabe/nlembra

7. TEVE ALGUM DESTES PROBLEMAS DE SAUDE NO ULTIMO MES? (Pode Marcar Mais De 1

Alternativa - Estas Devem Ser Lidas)

7.1 Diarréia Diarr

( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.2 Duragiio da diarréia em dias ( ) DubDiar
( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.3 Sangue nas fezes SanFez
( )1 Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )BB.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.4 Febre Febre

( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.5 Vimitos Vomit

( )1.Sim ( )2 Ndao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.6 Chiados no peito ChiPeit
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.7 Coriza Coriz

( )1.Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngqr ( )8B.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.8 Tosse seca Tosse

( )1 Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.9 Tosse com catarro claro ToCaC
( )1.Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )099.Ns/Nlembra

7.10 Tosse com catarro esverdeado ToCaE
( )1.Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )B8.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.11 Tosse com catarro sanguinolento ToCaS
( )1.Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.12 Perda de apetite PerApet
( )1 Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.13 Eliminagio de vermes Verme
() 1.Sim (_)2.Nio ( )77.Ngr _( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.14 Abatimento / tristeza Abati

( )L.Sim  ( )2.Nio ( )77.Ngr ( )88.Nsa (

) 99. Ns/Nlembra
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7.14 Abatimento / tristeza Abati
( )1.Sim ( )2.Nio ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.15 Problema de garganta Gargan
( )1.Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.16 Diabetes DorDen
( )1 Sim ( )2.Néo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.17 Coceira entre os dedos dos pés ou das mios Coclnter
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.18 J4 teve Leishmaniose Leish
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.19 Qual Leishmaniose, tegumentar ( feridas na pele ¢ mucosas) ou visceral? LeishTeg
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.20 A quanto tempo teve Leishmaniose ( ) TempLeish
( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.21 Fez algum tratamento para Leishmaniose TratLeish
( ) 1. Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra
No ultimo ano (ANTES do Projeto DECIT)
8. Usou algum remédio para verme (lombriga) RemVerm
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
9. Eliminou verme apds o uso do remédio EliVerm
( )1l Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Questionirio ISAAC - MODULO 1
10. Alguma vez na vida, vocé teve sibilos (chiado no peito) Chiad
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )8B.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se respondeu Nio, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questio 16.
11. Nos dltimos 12 (doze) meses, vocé teve sibilos (chiado no peito) DozChiad
( )1.Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se respondeu Nio, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questio 16.
12. Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) vocé teve? QtChiad
() l.nenhuma crise () 2. Uma a trés crises ( )88 Nsa
() 3.Quatro adoze crises () 4. mais de doze crises () 99. Ns/Nlembra

13. Nos ultimos 12 (doze) meses, com que frequéncia vocé teve seu sono perturbado por chiado no SonoChiad

peito?
( ) 1. Nunca acordou com chiado () 2. Menos de uma noite por semana
() 3. Uma ou mais noites por semana () 88.Nsa () 99. Ns/Nlembra

14. Nos tltimos 12 (doze) meses, seu chiado foi tio forte a ponto de impedir que vocé conseguisse dizer | RespChiad
mais de 2 palavras entre cada respiracio?

( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

15, Teve sibilos (chiado no peito) apds exercicio fisico? ExerChiad

( )1.Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra
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16. Alguma vez na vida ja teve asma? Asma
( )1.Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )BB.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
17. Teve tosse seca i noite sem estar gripado ou com infec¢fio respiratéria? TosNoit
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )BB.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Questiondrio ISAAC - MODULO 2
18. Alguma vez na vida vocé teve problema com espirros ou coriza (corrimento nasal), quando nio
estava gripado? Coriza
( )1. Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

Se responder Nio, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questio 24.
19. Nos ultimos 12 (doze) meses, voce teve problema com espirros, coriza (corrimento nasal) ou DozCoriza
obstrugdo nasal quando niio estava gripado?
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )8B.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

Se responder Nio, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questio 24.
20. Qual a frequéncia dos espirros,corriza ou obstrugiio nasal? FreqCoriz
( ) 1. uma ou duas vezes por ano a
( ) 2. uma vez por més
( ) 3. mais do que uma vez por més
()77.Ngr ()88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra
21. Nos iltimos 12 (doze) meses, esse problema nasal foi acompanhado de lacrimejamento ou coceira | Lacrimej
nos olhos?
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
22. Em qual dos dltimos 12 (doze) meses esse problema nasal ocorreu? (Por favor marque em qual ou
quais meses isso ocorreu)
( ) Janeiro ( ) Maio ( ) Setembro MesCoriza
( ) Fevereiro ( ) Junho ( ) Outubro
( ) Margo () Julho ( ) Novembro
() Abril ( ) Agosto ( ) Dezembro
()77.Ngr ( )88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra
23. Quantas vezes suas atividades didrias (movimentos normais) foram atrapalhadas por esses QtVzAtr
sintomas nasais (espirro, coriza, coceira ou entupimento)?
( ) 1. nenhuma
( ) 2. pouco (alguns minutos ou poucas horas do dia)
( ) 3. moderado (uma parte do dia - manha tardo ou noite)
( ) 4. muito (sintomas didrios e constantes)
( )77.Ngqr  ( )B88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Questionirio ISAAC - MODULO 3 Eczema
24, Alguma vez na vida vocé teve manchas com coceira na pele(eczema), que apareciam e
desapareciam por pelo menos 6 meses?
( )1 Sim ( )2.Nio ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

Se responder Niio, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questio 29,
25. Nos iultimos 12meses, vocé teve manchas com coceira na pele (eczema)?
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )8B.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

DozEczem

Se responder Nio, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questio 29,
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26. Alguma vez essas manchas com coceira afetaram algum dos seguintes locais:: dobras dos cotovelos,| LocEczem
atrds dos joelhos, na frente dos tornozelos, abaixo das nadegas, em volta do pescogo, orelha ou olhos?
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )8B.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
27, Alguma vez essas manchas com coceira desapareceram completamente nos Gltimos 12 meses? DesEczem
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
28. Nos ultimos 12 meses, quantas vezes, aproximad te, vocé ficou acordado i noite por SonoEcze
dessa coceira na pele?
() 1. Nunca nos Gltimos 12 meses () 2. Menos de uma noite por semana
() 3. Uma ou mais noites por semana ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
29. Quando tem contato com poeira mofo ou cheiro forte, ela tem coceira, espirro ou coriza? ContPoe
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )8B.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
30. Quando isso acontece, tem coceira nos olhos ou coceira na garganta? Coceira
( )1.Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
31. Apresenta alergia a medicamentos AlerMed
( )1.Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )8B.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se sim, qual:
32. Apresenta alergia a alimentos AlerAli
( )1.Sim ( )2.Ndao ( )77.Ngr ( )88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se sim, qual:
33. Apresenta alergia a bebidas AlerBeb
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se sim, qual:
34. Ingere bebida alcodlica com que freqiiéncia? (pergunta deve ser feita a pessoas acima de 10 anos)?| FreqAle
() 1-todos os dias
() 2-uma ou duas por semana
() 3-uma vez por més
() 4- mais do uma vez por més
( )5.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
35. Consome cigarros? Fumo
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )B8.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
36. Quantos por dia? QuantCig
Nimero de cigarros: ( )
( )77.Ngr  ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
37. Para sair de casa é obrigado a pisar na igua? PisaAgu
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
38. Costuma ir ao riacho ou cérrego ContAg
( )1 Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )8B.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se responder: Ndo, Nqr, Nsa, Nlembra, passe para questio 40.
38.1. Se sim, com qual finalidade vai ao riacho
a) Banho RiBan
b) lavagem de roupa RiLavR
c) lavagem de utensilios domésticos/utensilios de trabalho RiLavU
d) nadar/lazer RiNad
€) pegar agua para limpeza da agua RiPegAg
f) lavagem de carro / moto / bicicleta RiLav
g) lavagem de animais domésticos RiLavAn

h) outros (especificar)

( )77-Ngr ( )8R-Nsa () 9-Nsabe/Nlembra
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ANEXO D. Questionario Socioeconémico e Comportamental — 2022

QUEST[ONARJO 1
CARACTERISTICAS DA FAMILIA, DOMICILIO E AMBIENTE

(_ )}1- Nenhum

(_ )2- Filtragao

(_)3- Cloragao

(_ )4- Decantacio

(_)5- Fervura

{_ )6- Mais de um método (ESPECIFICAR):
()77- Nat (_)99- Nsabe/Nlembra

1. Quantas pessoas moram na sua casa? Pcasa
2. Quantos codmodos tem na sua casa? Ceasa
3. Qual grau de escolaridade chefe da familia? Escola
() Analfabeto / Fundamental I incompleto
() Fundamental I completo/ Fundamental II incompleto
() Fundamental II completo/ Médio incompleto
{_) Médio completo/ Superior incompleto
() Superior completo
()77- N, ( )88 -Nsa  ()99- Nsabe/Nlembra
4. Itens presentes no domicilio: Qual a quantidades desses itens na sua casa? Renda
Banheiro? C)»ro ()1 ()2 ()3 ( )-4 ou mais
Carro particular? )0 ()1 ()2 ()3 ( )-4 ou mais
Motocicleta particular? (_)-0 ( )-1 ( )2 ( )3 ( )-4 ou mais
Empregada doméstica? (_)1-Sim ( )2-Nio
Miquina de lavar? (_)1- Sim ( )2-Nio
Geladeira? (_)1- Sim ( )2-Niao
Freezer? (_)1- Sim ( )2- Ndo
Lava-louga? (_)1- Sim ( )2-Nio
Secadora de roupa? (_)1-Sim ( )2- Nio
DVD? (_)1-Sim ( )2- Ndo
Computadores/ tablets _( )I1-Sim ( )2-Nio
Micro-ondas _{ )1-Sim ( )2-Niao
Tem energia elétrica? (_)1-Sim ( )2-Nao
Tem dgua encanada? (_)1- Sim ( )2- Nao
Sua rua ¢é pavimentada? (_)1-Sim ( )2- Niao
()77- Nar ()88 - Nsa, ()99- Nsabe/Nlembra

5. Na familia alguém recebe: AuxBol
Bolsa familia ou Bolsa escola ou Bolsa alimentacio?

()1-Sim  ( )2-Nao  ( )77-ngr  ( )99- Nsabe/Nlembra,

6. Na familia alguém recebe AuxOut
Qutros auxilios de programas do governo?

(_)1-Sim ( )2-Nio se SIM Qual:
CARACTERISTICAS AMBIENTAIS DO DOMICILIO

7. Qual é o destino do esgotamento da privada? DiEsg
(_)1- Rede piblica ( )2- Fossa séptica ( )3- Fossa rudimentar
(_ )4- Vala/Céu aberto ( )5- Curso d’agua
()77- Nar, ( )8- Outro (ESPECIFICAR):

( )99-

8. Qual é o destino dado ao lixo de sua casa? DtLixo,
(_)1- Coleta puiblica ( )2-Enterra ( )3- Queima ( )4- Joga em terreno baldio
(_)5-Joganolixdo ( )6- Joga no quintal ( )7- Reciclagem
()77- Nar, ( )8- Outro (ESPECIFICAR): (

)99- Nsabe/Nlembra

9. Qual a origem da dgua? Oridgy
(_)1- Rede geral
(_)2- Pogo artesiano comunitério
(_)3- Cisterna
(_ )4- Caixa d’4gua (chuva)

(_)5- Barragem
(_ )6- Nascente
(_)7- Rio/Cérrego
(_ )8- Caminhdo pipa
(_)9- Outro (ESPECIFICAR):
()77- Nar. ()99 Nsabe/Nlembra
10. Na sua casa, qual o tratamento da dgua utilizada para beber? TratAgu
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QUESTIONARIO 2
CARACTERIZACAO DO ENTREVISTADO

11. CODIGO DO PARTICIPANTE (preencher depois) -
(Comunidade-N° Casa-Numero participante-01(nimero vlsua) ex: PS 02 01-01)

12. DATA DE NASCIMENTO: 1

13. Idade: anos

15. Onde vocé nasceu (ENTREVISTADO)? Cidade:
Estado:

16. Ha quanto tempo mora nesta comunidade?
ANOS: MESES:

17. Ja residiu em outra comunidade dentro deste municipio?

()LSim _( )2Nio _( )77.Nar _{ )99.Ng/Nlembra
QUAL (Especificar ultimas 3)

18. J4 residiu em outro municipio?

()1.Sim _( )2.Nio _( )77.Ngr —( )99 Ns/Nlembra
QUAL (Especificar os ultimos 3)

MudaCid

19.. Até que série o (a) Sr. (a) (ENTREVISTADO) estudou?
1. (_) Sem Estudo
2. (_) Ensino fundamental incompleto
3. () Ensino fundamental completo
4. (_) Ensino médio incompleto
5. (L) Ensino médio completo
6. (_) Ensino superior incompleto
7. (_) Ensino superior completo

Escola

21. TEVE ALGUM DESTES PROBLEMAS DE SAUDE NO ULTIMO MES?
(Pode Marcar Mais De 1 Alternativa - Estas Devem Ser Lidas)

21.1 Diarréia
()LSim _( )2.Nio _( )77.Nar _( )99.Ns/Nlembra

21.2 Duragiio da diarréia em dias (_ )
L )77-Nar _( )88.Nsa _( )99.Ns/Nlembra

21.3 Sangue nas fezes

()L.Sim _( )2.Nfo _{ )77.Ngr _( )99 N/Nlembra

21.4 Febre
()1.Sim _( )2.Nio _( )77.Nar —( )99. NsNlembra

Febre

21.5 Eliminacio de vermes

()1.Sim _( )2.Ndo _( )77.Ngr _{ )99. Ns/Nlembra

Verme

21.6. NO ULTIMO ANO:

Usou algum remédio para verme (lombriga)

()1.Sim _( )2.Nao _( )77.Ngr _( )88.Nsa _( )99.Ns/Nlembra

21.7. Eliminou verme apds o uso do remédio

()L.Sim _( )2.Nao _( )77.Ngr _( )88 Nsa _( )99. Nsy/Nlembra

22. Ji teve Leishmaniose

()LSim  _( )2.Nio _( )77.Nar _{ )99. NsNlembra

22.1 Qual Leishmaniose, tegumentar ( feridas na pele e mucosas) ou visceral?

()1.Sim _( )2.Ndo _( )77.Ngr, _( )88 Nsa _( )99.Ns/Nlembra

22.2 A quanto tempo teve Leishmaniose
( )1l.Ultimoano _{( )2.2a5anos_( )3.Maisque5 anos

() 77.Ngx ( )88.Nsa  _( )99. Ns/Nlembra

NOS ULTIMOS 2 ANOS,
23. Teve Covid-19?

()LSim _( )2.Ndo _( )77.Nar _( )9. Ns/Nlembra

TCOV
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23.1 Fez algum teste ? TestCOY.
C)1.Sim  _( )2.Nio _( )77.Ngr - )88.Nsa _( )99. Ny/Nlembra
23.2 Qual? _
) 77. ) 88. 99.
23.2 Tomou kit COVID? KitCOv,
()1.Sim _( )2.Nao _( )77.Ngr _( )88.Nsa _( )99.Ns/Nlembra
23.4 Vacinado? vCcov
()1.8Sim _( )2.Nio _( )77.Ngr _( )99 Ns/Nlembra
23.5 Qual dose? DosCOV,
()l 1*dose _{ )2.1e2%dose ( )3.1e2"ereforgo
C)77.Ner  _( )88.Nsa _( )99.NyNiembra
23.6 Quanto tempo? TempCOY,
() 1.Menos 6 meses _( )2.Mais seis meses
77. 88. 99.
24. Apresenta alergia a medicamentos AlerMed
()LSim _{ )2.Néo _( )77.Ngr _{ )88 Nsa _( )99 Ns/Nlembra
Se sim, qual:
25. Apresenta alergia a alimentos AlerAli,
C)LSim  _( )2.Ndo _( )77.Nar _( )88 Nsa _( )99 Ns/Nlembra
Se sim, qual:
26. Apresenta alergia a bebidas AlerBeb
(C)1Sim  _( )2.Nio _( )77.Ngr, —{ )88.Nsg _( )99 Ns/Nlembrs,
Se sim, qual:
27. Ingere bebida alcodlica com que freajiéncia? (pergunta deve ser feita a pessoas | FregAlc,
acima de 18 anos)?
(_ ) 1- todos os dias
(_ ) 2- uma ou duas por semana
(_ ) 3- uma vez por més
(_ ) 4- mais do uma vez por més
(_ )5.Nio
) 77. ) 88. )99.
28. Para sair de casa é obrigado a pisar na dgua? PisaAgy
( )1.8im _( )2.Nao ( )77.Ngr _( )99. Ns/Nlembra
29. Costuma ir ao riacho ou coérrego ou igarapé ContAg,
()LSm _( )2.Ndo _( )77.Ngr _{ )99.Ns/Nlembra
Se responder: Nio, Ngr, Nlemhra, passe para questio 40.
29.1. Se sim, com qual finalidade vai ao riacho
a) Banho RiBan,
( )l.nenhum _( )2.didgrio _( )3.semanal _( )4. mensal
() 77. Nar _( )B8-Nsa ()99. Ns/Nlembra
b) lavagem de roupa RiLayR
C ) l.nenhum _( )2 didgric _{ ) 3.semanal _( )4. mensal
() 77. Ngr _( )B8-Nsa ()99.
¢) lavagem de utensilios domésticos/utensilios de trabalho RiLayll
() l.nenhum _( )2 diario _( }3.semanal _( )4. mensal
()77.Ngr  _( )88-Nsa  (_)99.Ns/Nlembra
d) nadar/lazer RiNad
( )l.nenhum _( )2 didgrio _( )3.semanal _( )4. mensal
C)77.Ngt  _( )88-Nsa ( )99.NyNlembra
€) pegar dgua para limpeza da dgua RiPegAg
( ) l.nenhum _( )2 didrio _( )3.semanal _( )4 mensal
() 77. Nat _{ )88-Nsa  ( )99. Ns/Nlembra
f) lavagem de carro / moto / bicicleta RiLay
(C )l.nenhum _( )2.digrio _( )3.semanal —{ )4 mensal
() 77. Nax _( )88-Nsa__ (_)99.Ns/Nlembra
g) lavagem de animais domésticos RiLavAn
( )l.nenhum _( )2 didgrio _( )3.semanal _{ )4. mensal
()77 Nag _( )88-Nsa ( )99.Ns/Nlembra
h) Atividade de pesca RiPesca
( )l.nenhum _{ )2.didfric _( ) 3.semanal _{ )4, mensal
C )77 Ngt _{ )B88-Nsa ( )99. Ns/Nlembra
i) Manejo de culturas e plantagdes RiPlan
( )l.nenhum _( )2 digrio _{ ) 3.semanal _{ )4. mensal
()77.Ngr  _( )88-Nsa _ (_)99.Ns/Nlembra
i) Extracio areia
( )l.nenhum _( )2. didrio _( )3.semanal _{ )4 mensal
C)77.Ngx  _( )88-Nsa ()99 NyNlembms
k) outros (especificar)
30. Tem contato direto com a terra? CongTer.
(C)LSim _( )2 Nao _( )77.Ngr _{ )99 Ns/Nlembra
Se responder: Nio, Nar, Nlembra, passe para questio 41.
30.1. Se sim, como € o contato com a terra?
a) trabalha como lavrador Terlay
b) anda descalgo TerDese |
c) brinca na terra em torno do peridomicilio TexBrin, |
d) cuida diretamente de horta/jardim TerHlar |
€) limpa valas e corregos TerLimp |

f) outros especificar

() 77-Ngr (_)88-Nsa ()99 Nsabe/Niembra
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