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RESUMO

Helmintos sdo potentes indutores de mecanismos imunorregulatérios capazes de interferir em
processos inflamatdrios e doencas alérgicas. Essa resposta modulatoria tem sido usada para explicar
uma associacao inversa entre alergia e helmintoses; sendo esta dependente da espécie do parasito, sua
intensidade e cronicidade. Com o intuito de verificar o efeito da carga parasitaria e do tratamento com
Praziquantel na indugdo de modulacdo alérgica, o presente trabalho avaliou caracteristicas
epidemioldgicas da infeccéo por S. mansoni em 257 residentes de Brejo do Amparo, Januéria-MG e
sua associacdo com reatividade alérgica. Inicialmente (tempo 0 — T0), os residentes responderam um
questionario socioeconémico e forneceram amostras de fezes para realizacdo de uma combinacéao de
diagndsticos parasitologicos (Kato-Katz, Helmintex, Gradiente Salino e HPJ) e molecular (QPCR).
Amostras de sangue também foram coletadas para realizacdo do hemograma, testes imunolégicos e de
reatividade alérgica a antigenos de poeira. Os infectados por S. mansoni foram tratados e reavaliados
para controle de cura ap6s 30 dias, 3 e 6 meses. Apds 12 meses (T12) toda populacédo inicial foi
convidada a participar da reavaliacdo parasitologica e imunolédgica. No TO, 140 individuos estavam
infectados por S. mansoni (54%), com baixa intensidade de carga (mediana = 4), que foi categorizada
em <12 ou >12 OPG. A prevaléncia da infec¢do foi semelhante nos diferentes extratos populacionais
examinados, o que se justifica pelo fato dos residentes constituirem um grupo bastante homogéneo,
sendo igualmente exposta aos fatores de risco. Por outro lado, a intensidade de carga foi menor em
individuos >40 anos de idade, que no modelo final apresentaram 5 vezes menos chances de apresentar
a infeccdo mais intensa. Nesta populacdo, 47 (24%) individuos apresentaram IgE reativa a alérgenos
comuns em poeira doméstica, e a mediana da intensidade da reatividade foi 7Ul/mL. A analise
multivariada demonstrou gque tanto a prevaléncia quanto a intensidade da infeccdo por S. mansoni
foram negativamente associadas com a reatividade alérgica. Entretanto, cargas parasitarias muito
baixas (<12 OPG) foram insuficientes para desencadear mecanismos modulatorios, e a relagcdo inversa
entre alergia e esquistossomose foi demonstrada somente pacientes com carga parasitaria mais elevada
(> 12 opg), que apresentaram 6 vezes menos chances de desenvolver alergia. A infec¢do por S.
mansoni, de uma forma dependente da carga, também foi associada a inducdo de resposta anti-
inflamatdria, incluindo maior producéo de IL-10 e reducdo da frequencia de respondedores para IL-33
ou TNF-a, perfil associado & diminuicdo da reatividade alérgica. Apds 12 meses do tratamento (T12),
185 individuos foram reavaliados, sendo observada uma reducéo na positividade da esquistossomose
para 23% e a um aumento da reatividade alérgica tanto na prevaléncia (29%) como na intensidade
(mediana = 9 Ul/mL). O acompanhamento evidenciou a importancia da infecgdo ativa no
desenvolvimento de uma resposta regulatdria, demonstrando um significativo aumento na intensidade
da reatividade alérgica entre aqueles que se trataram e curaram para esquistossomose. A reinfeccédo
pelo helminto e niveis séricos mais elevados de CCL3 também foram associadas a menores chances
de apresentar reatividade alérgica, mesmo em baixa carga parasitaria. Em conjunto estes dados indicam
o efeito modulatério da esquistossomose sob a reatividade alérgica é dependente de infecgdo ativa, de
carga parasitéria elevada e/ou reinfeccdo frequente.

Palavras-Chave: Comorbidade, alergia, helmintos, imunoparasitologia.



ABSTRACT

Helminths and allergies are strong inducers of the Th2 immune response. In schistosomiasis, this
response is stimulated by egg antigens and is usually accompanied by induction of regulatory
mechanisms, resulting in a modulated chronic infection, whereas in allergic diseases the Th2 response
is not modulated. Many epidemiological studies report inverse associations between allergy and
helminths; however, this association depends on the species of the parasite, its intensity and chronicity.
In order to verify the effect of the parasite load and anthelmintic treatment on the induction of allergic
modulation, the present work carried out a population-based study to evaluate epidemiological
characteristics of S. mansoni infection in residents of Brejo do Amparo, Januaria- MG and its
association with allergic reactivity. Initially (time 0 — TO), residents answered a socioeconomic
questionnaire and provided stool samples to perform a combination of parasitological (Kato-Katz,
Helmintex, Saline Gradient and HPJ) and molecular tests for the diagnosis of schistosomiasis, and
blood samples for blood count, evaluation of immune response and allergic reactivity to dust antigens.
Those infected with S. mansoni were treated and reassessed after 30 days, 3 and 6 months to confirm
cure, and after 12 months (T12) the entire TO population was reassessed. At T0, 140 individuals were
infected for S. mansoni (54%), and the load intensity was low (median = 4), with 108 of them
eliminating <12 eggs per gram of feces (OPG). Regarding immunological alterations, it was observed
that the frequency of responders to the cytokine IL-17 and the serum concentration of CCL3 were
significantly higher among those infected with S. mansoni, while those infected with a load <12 OPG
had significantly higher serum levels of IL-27. Logistic regression models demonstrated that residents
with higher serum levels of IL-17 are about five times more likely to be infected with S. mansoni,
while individuals aged >40 years are about five times less likely to have the infection more intense.
The evaluated population consists of a very homogeneous group, subjected to precarious sanitary and
socioeconomic conditions, which has a similar impact on the transmission of schistosomiasis. In this
population, 47 (24%) individuals had IgE reactive to common allergens in house dust, and the median
intensity of reactivity was 7UIl/mL. Multivariate analysis showed that both the prevalence and intensity
of S. mansoni infection were negatively associated with allergic reactivity. However, very low parasite
loads (<12 OPQG) were insufficient to trigger modulatory mechanisms, and the inverse relationship
between allergy and schistosomiasis was demonstrated only in patients with a higher parasite load (>
12 opg), who were 6 times less likely to develop allergy. Infection by S. mansoni, in a load-dependent
manner, was also associated with induction of an anti-inflammatory response, including increased
production of IL-10 and reduced frequency of responders to IL-33 or TNF-a, a profile associated with
decreased allergic reactivity. After 12 months of treatment (T12), 185 subjects were reassessed, with
a reduction in schistosomiasis positivity to 23% and an increase in allergic reactivity both in prevalence
(29%) and intensity (median = 9 1U/mL). Follow-up evidenced the importance of active infection in
the development of a regulatory response, demonstrating a significant increase in the intensity of
allergic reactivity among those who were treated and cured for schistosomiasis. Helminth reinfection
and higher serum levels of CCL3 were also associated with lower chances of having allergic reactivity,
even at low parasite load. Together these data indicate that the modulatory effect of schistosomiasis
on allergic reactivity is dependent on active infection, high parasite load and/or frequent reinfection.

Key words: Comorbidity, allergy, helminths, immunoparasitology.
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1. INTRODUCAO

Descrita por Theodor Bilharz no Egito, em 1851, a esquistossomose (bilharzia) € uma doenca
tropical negligenciada causada por vermes trematodeos do género Schistosoma, atualmente
responsaveis por infectar mais de 250 milhGes de pessoas em todo o mundo (Gahi, 2018, McManus et
al., 2018, WHO, 2018). Entretanto, a utilizacdo de técnicas diagndsticas mais sensiveis para detectar
esta infeccdo tem revelado que a prevaléncia global da esquistossomose excede as estimativas atuais
(Colley et al., 2017). As reinfeccBes também sdo comuns em regides endémicas, iniciando logo na
primeira infancia (Colley et al., 2014, Deslyper et al., 2019). Apés essas infeccdes precoces, a carga
de vermes vai diminuindo com o aumento da exposicdo ao parasita, que supostamente aumenta a
imunidade protetora em resposta a antigenos que sdo expostos com a morte de vermes mais velhos
(McManus et al., 2018).

Os dados indicam que a intensidade da infeccdo seja um dos principais fatores que contribuem
para a gravidade da esquistossomose; desta forma, a meta da Organizacdo Mundial de Satude (OMS)
de eliminar a esquistossomose como problema de salde publica para o ano de 2030 tem como
estratégia a reducdo da prevaléncia de alta intensidade de infeccdo em criancas em idade escolar para
menos de 1%. (WHO 2012, WHO 2016). Tal meta tem sido duramente afetada pela descontinuidade
de inimeros programas de saude e de controle de doencas infecciosas, devido a urgéncias provocadas
pela pandemia de COVID-19. Esta situacdo tem gerado preocupacdes sobre as abordagens de salde
publica, atrasos e deficiéncias no manejo clinico de pacientes com doencas negligenciadas,
principalmente em areas endémicas sustentadas por desigualdades sociais. (Tilli et al., 2020, Toor et
al., 2020).

A maioria das pessoas com esquistossomose vive nas regides endémicas da Africa, mas
infeccdes causadas por espécies de Schistosoma também sdo predominantes no Oriente Médio, Caribe,
América do Sul e Sudeste Asiatico. As principais espécies patogénicas causadoras de esquistossomose
intestinal humana sdo Schistosoma mansoni, S. japonicum, S. mekongi, S. intercalatum e S. guineensis.
A morbidade crénica é a principal preocupacdo de saude com a infecgdo pelo parasito (Bizimana et
al., 2019, Morales-Suarez-Varela et al., 2019).

No Brasil, a esquistossomose é causada exclusivamente por S. mansoni e afeta cerca de 1,8
milhdes de pessoas que vivem principalmente no Espirito Santo, Minas Gerais, Bahia e regido litoranea
dos outros Estados Nordestinos (Noya et al., 2015, Katz 2018). O homem se infecta através da

penetracdo ativa das cercarias, fase larval do parasito que é eliminada para 0 meio aquético por
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moluscos susceptiveis infectados pertencientes ao género Biomphalaria, atraves da pele ou mucosas
expostas. Apos migracédo dos esquistossdmulos pela circulagdo, os vermes adultos se desenvolvem nas
veias do sistema porta-hepatico e migram acasalados para as veias mesentéricas inferiores onde
liberam poucas centenas de ovos. Estima-se que somente cerca de 40-50% dos ovos eliminados na
circulacdo atravessam o endotélio vascular, a mucosa intestinal e sdo eliminados pelas fezes do
hospedeiro; o restante dos ovos do parasito fica retido no intestino ou sao carreados para outros 6rgaos,
especialmente figado, induzindo a formagéo de granulomas, resposta celular aos antigenos liberados
pelos ovos do parasito retidos no tecido, responséavel por grande parte da patologia intestinal e hepética
associada a esquistossomose (Andrade & Prata 1963, Andrade 2008, WHO 2018).

A relacdo de S. mansoni e 0 homem é historicamente bem-sucedida, resultado de mais de
200.000 anos de co-evolucdo (Crellen et al., 2016). Desta forma, a esquistossomose evolui para uma
infecgdo cronica com sintomatologia leve ou inexistente em mais de 90% dos individuos infectados.
Entretanto, individuos infectados podem desenvolver fibrose hepatica, hepatoesplenomegalia e
hipertensdo portal (Colley et al., 2014, Ross et al., 2012, McManus et al., 2020). A gravidade da
morbidade dessa doenca esta relacionada com a intensidade da infeccdo, o tempo de exposi¢cdo ao
parasito e/ou frequéncia de reinfeccdes, estado nutricional e co-morbidades do hospedeiro. Outro fator
determinante na morbidade da esquistossomose é o tipo e intensidade da resposta imunoldgica do
hospedeiro a infec¢cdo (Hiatt et al. 1980; Deslyper et al., 2019, McManus et al., 2020).

A interacdo entre S. mansoni e o sistema imunolégico do hospedeiro humano é altamente
complexa, alterando no decorrer do desenvolvimento parasitario. Durante a migracdo dos
esquistossdmulos e maturacao dos vermes adultos ocorre inducdo de uma resposta imune de perfil T-
helper 1 (Th1) (Pearce et al. 1991), caracterizada pela producdo de citocinas pré-inflamatérias, como
IFN-y, interleucinas 2 (IL-2), IL-1, IL-12, IL-6, e TNF-a (Pearce & MacDonald 2002; Wilson et al.
2007, McManus et al, 2020). A expulséo dos ovos de Schistosoma depende de processos conduzidos
pelo hospedeiro, 0 que nao garante seu sucesso (Constain et al., 2018). Grande parte dos ovos
depositados ndo chegam ao intestino, e sdo levados pela circulacdo ao figado, onde induzem uma forte
inflamacdo granulomatosa. Com o inicio da ovipostura, antigeno excreto-secretados pelos ovos
induzem uma mudanca no perfil das citocinas circulantes para uma resposta de tipo 2, caracterizada
pela infiltracdo e ativagcdo de macrdfagos alternativamente ativados (MAA), eosindfilos e células Th2,
com proliferacdo adicional de fibroblastos, formacéo e deposicdo de matriz extracelular (Pearce et al.
1991; Hams et al., 2013). A resposta imune induzida por antigenos do ovo é a principal responsavel
pela patologia da esquistossomose, enquanto a resposta as cercarias e possivelmente alguns dos outros
estagios de maturagdo do verme, sdo provavelmente importantes para o desenvolvimento de resisténcia

a reinfeccdo (McManus et al, 2018). A resposta imune protetora para esquistossomose se desenvolve
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lentamente em residentes de areas endémicas (Gryssels et al., 2006, McManus et al, 2018). Assim, 0s
adultos em areas endémicas sao, geralmente, mais resistentes a reinfeccao ap6s o tratamento e, quando
infectados, apresentam baixas cargas parasitarias, enquanto as criangas com menos de 10 anos de idade
sdo0 mais suscetiveis, o que fornece uma explicacdo para as curvas de prevaléncia-idade ou intensidade-
idade tipicamente registradas para individuos em areas endémicas da esquistossomose (McManus et
al, 2018; McManus et al., 2020).

Apesar da esquistossomose ser predominantemente caracterizada por uma resposta imune de
tipo 2, antigenos do parasito também estimulam uma rede de mecanismos regulatérios com producédo
de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e TGF- B, capazes de modular a resposta imune do
hospedeiro e facilitar a sobrevivéncia do parasita (Palm et al., 2012; Gause et al., 2013; Schmiedel et
al., 2015; Sawant et al., 2014; McSorley et al., 2018). Publicagbes anteriores indicam que 0s
mecanismos regulatdrios induzidos por helmintos também podem modular outros processos
inflamatdrios e, consequentemente reduzir a gravidade de doencas inflamatdrias, tais como alergias
(Cooper et al., 2003; Alcantara-Neves et al., 2012; Lynch e Boushey 2016; Maizels et al., 2016).

Alergias séo doengas cronicas caracterizadas por uma intensa e exacerbada inflamagéo de tipo
2, induzida pela expressdo aumentada das citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 em resposta para exposi¢ao
ao alérgeno, gue resulta em eosinofilia, ativacdo de mastdcitos, producdo elevada da imunoglobulina
(1g)E e de muco (Romagnani et al., 2004; Pulendran e Artis 2012; Robinson et al., 2017). Inflamacdes
alérgicas sdo doencas poligénicas multifatorias, consequéncia de uma combinacao entre predisposicao
genética e exposi¢cdo ambiental (Matricardi et al., 1998; Gale 2002, Agache et al., 2020, Bumbacea et
al., 2020). As doencas alérgicas podem afetar diferentes partes do corpo resultando em manifestacdes
clinicas tais como asma, eczema, rinite, febre do feno e alergias alimentares (Von Mutius 2012;
Burbank et al., 2017; Lambrecht e Hammad 2017). A prevaléncia e gravidade dessas manifestacdes
alérgicas tem aumentado muito na populacdo humana ap6s a segunda metade do século XX,
especialmente entre pessoas vivendo em areas urbanas de paises desenvolvidos (Heinrich et al., 1998;
Alcantara-Neves et al., 2010). A predisposicao genética tem sido, por si s6, insuficiente para explicar
o rapido e heterogéneo aumento de alergias na populagcdo humana, sugerindo que fatores ambientais
como poluicdo do ar, dieta e exposicdo a doencas infecciosas podem ter um importante papel no
aumento desse risco (Strachan 1989; Yazdanbakhsh et al., 2002; Maizels et al., 2016; Schroder et al.,
2017).

Dados de modelos experimentais (Summers et al., 2005; Buck et al., 2014; McSorley et al.,
2015) e estudos epidemioldgicos (Van Den Biggelaar et al., 2000; Dagoye et al., 2003; Smits et al.,
2003; Stein et al., 2016) indicam que helmintoses crénicas podem modular o estabelecimento e a

intensidade de doencas alérgicas. No entanto, uma associagdo inversa entre alergias e infec¢do por
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helmintos ndo € sempre dectada e esta relacdo precisa ser melhor esclarecida. Um estudo transversal
desenvolvido em Uganda com residentes de uma comunidade de pescadores de area com alta
prevaléncia de esquistossomose e de helmintoses transmitidas pelo solo, revelaram que individuos com
infeccGes helminticas, especialmente S. mansoni e Trichuris trichiura, foram mais propensos para
atopia (Webb et al., 2016). Por outro lado, uma meta-analise incluindo 33 estudos epidemiolégicos,
ndo revelou associacdo entre infeccdo por nematddeos e o risco de desenvolvimento da asma
(Leonardi-Bee et al., 2006). Em analises espécie-especifica, 0 mesmo estudo mostrou que a infeccéo
por Ascaris lumbricoides foi associada com um aumento do risco de asma, enquanto que a infecgéo
por Ancilostomideo conduz a uma significante reducdo de asma, de uma forma dependente de carga
(Leonardi-Bee et al., 2006). Adicionalmente, Hunninghake et al. (2007) observou que a sensibilizacéo
para A. lumbricoides foi associada com um aumento da gravidade e morbidade de asma entre criancas
da Costa Rica. Uma explicacdo sugerida para a associagdo positiva entre a infeccdo por Ascaris ou
Toxocara e o risco de asma é a presenca de alto grau de reatividade imunoldgica cruzada entre
antigenos de vermes e alérgenos do meio ambiente que podem aumentar a inducao de Th2 (Cooper
2008). Dessa forma, o efeito da infecgdo helmintica nas doengas alérgicas é complexo e ainda pouco
compreendido, sendo que o efeito modulatorio da infecgcdo pode ser influenciado por maltiplos fatores,
incluindo a espécie do helminto, tempo de infeccdo no hospedeiro, carga parasitaria, local e
cronicidade da infeccdo (Cooper et al., 2006; Smits e Yazdanbakhsh 2007; McSorley e Maizels 2017).

Outro importante aspecto a ser considerado € que a maioria dos estudos epidemioldgicos que
demonstraram uma associacao inversa entre infecgdes helminticas e alergias foram desenvolvidos em
populagdes cronicamente expostas a infecgdes com alta carga parasitaria. Nos Ultimos anos, entretanto,
as melhorias no saneamento basico, assisténcia médica em areas urbanas de paises em desenvolvidos
e multiplos esforcos para controlar infecgdes helminticas, incluindo a esquistossomose, tem conduzido
para uma reducdo na carga parasitaria em muitas areas em torno do mundo (Ruas et al., 2013; Coellho
et al., 2016; WHO 2018). Apesar disso, o efeito desse novo cenario epidemioldgico da
esquistossomose na inducdo de uma resposta modulatoria ainda ndo foi avaliado. Para melhor
entendimento dos efeitos da esquistossomose no desenvolvimento de doencas alérgicas nesse novo
contexto, o presente estudo visa avaliar a relacdo entre infecgdo por S. mansoni, reatividade de IgE
especifico para alérgenos comumente encontrados em poeira doméstica, e niveis circulantes de
mediadores imunoldgicos em individuos residentes em uma comunidade rural endémica para
esquistossomose, onde os individuos apresentam baixa carga parasitaria. Outro ponto a ser avaliado
no estudo sdo possiveis alteracdes no perfil de reatividade alérgica desta populagdo um ano apds o

tratamento dos individuos infectados com praziquantel.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da Esquistossomose e seus agentes etioldgicos

A Esquistossomose faz parte do grupo das doencas tropicais negligenciadas (DTNs), um
diversificado conjunto de doencas com uma similaridade peculiar: seu grande impacto sobre as
populagdes mais carentes. Juntas estas doencas afetam mais de 1 bilhdo de pessoas com consequéncias
ndo apenas prejudiciais para a saude, mas também sociais e econémicas (Nepal et al., 2019, WHO
2020). Causada por vermes trematodeos do género Schistosoma, a esquistossomose é uma infeccao
parasitaria cronica, infectando mais de 250 milhdes de pessoas em todo o0 mundo (McManus et al.,
2018).

As espécies do género Schistosoma sdo dioicas e vivem na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado (Gryseels, 2012; WHO, 2016). Atualmente existem seis espécies de grande importancia
epidemioldgica que sdo responsaveis pelas infeccdes em humanos de 78 paises da Africa, Américas,
Oriente Médio e Sudeste Asiatico (Colley et al. 2014; Organizacdo Mundial de Saude, 2015). As
principais espécies patogénicas causadoras de esquistossomose humana sdo S. haematobium, S.
mansoni, S. japonicum, S. mekongi, S. intercalatum, S. guineensis. Nas Américas, a Unica espécie
encontrada em areas endémicas € S. mansoni (Organizacdo Pan-Americana da Saude, 2014; Coelho et
al., 2015), sendo estimado que, somente no Brasil, 25 milhdes de pessoas residam em areas de risco
de infeccdo deste trematdde (Pan American Health Organization, 2009)

Uma caracteristica epidemioldgica da esquistossomose é sua distribuicdo focal, ou seja,
prevaléncia e intensidade de infeccdo sdo altamente variaveis, mesmo dentro de uma pequena area, de
uma aldeia para outra. Essa caracteristica € governada pela interacdo entre moluscos hospedeiros e
contato humano com a &gua contaminada, configurando uma distribui¢do populacional dispersa, com
maiores taxas de infeccdo em criancgas (Francisco et al., 2019).

Precariedade de saneamento e higiene e falta de acesso a agua limpa associados a atividades
que envolvam contato com a agua, sejam domésticas, recreativas ou ocupacionais, colocam a
populacdo em risco de infeccdo por espécies do género Schistosoma quando expostos a corpos d'agua
contaminados (Grimes et al., 2014, McManus et al., 2018). Essa epidemiologia complexa da
esquistossomose, bem como a influéncia da pobreza em areas endémicas, exige uma abordagem
integrada e multissetorial para o controle da doenca (McManus et al., 2020).

Diversos estudos tém sido realizados para determinar o papel dos fatores de risco ambientais,
na tentativa de encontrar padrGes e heterogeneidade geogréfica no risco de infecgdo pela

esquistossomose (McManus et al., 2018). A aplicagdo de sistemas de informacGes e tecnologias de
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sensoriamento remoto associados a trabalhos de base populacional tem sido muito utilizados para
determinar essas caracteristicas, permitindo uma exibicdo e previsdo mais precisa da prevaléncia e
intensidade da doenca (Lai et al., 2015, Walz et al., 2015). Em conjunto, todos esses estudos permitem
tracar um perfil de risco em diferentes escalas de analise, seja dentro de uma Unica vila ou em niveis
distritais, nacionais e até continentais para a infeccédo, propiciando assim melhores estimativas para as
necessidades de tratamento (Lai et al., 2015, Simoonga et al., 2009, Schur et al., 2012).

Estudo realizado por Exum et al. (2019) em Uganda determinou que o fator de risco mais
significativo para a esquistossomose na rea foi os comportamentos dos individuos de defecacéo a céu
aberto e em corpos d agua. Os programas de intervencdo desempenham um papel critico na prevencéo
e controle ou eliminacdo bem-sucedida da esquistossomose. As trés abordagens-chaves mais indicadas
incluem melhorias no saneamento, administracdo de medicamentos em massa e educacdo em salde
(Bundy et al., 2018, Campbell et al., 2018). Outras intervengdes para prevencao de infecgcdes incluem
acesso a agua potavel, saneamento basico e a promocdo de praticas de higiene (Raso et al., 2018,
Clarke et al., 2018, Pabalan et al., 2018, Salam et al., 2018, Sacolo-Gwebu et al., 2019).

O ciclo de transmissdo é perpetuado quando a infraestrutura de saneamento ndo captura
adequadamente fezes infectadas e os corpos d'agua com moluscos hospedeiros sdo contaminados (Deol
etal., 2019, Exum et al., 2019). Essas condic¢des propiciam casos de reinfeccao e quadros de infecgdes
precoces, comuns em regides endémicas, (Colley et al., 2014, McManus et al., 2018, Deslyper et al.,
2019). A esquistossomose tem sido associada a déficits de memoria e déficit cognitivo e existe uma
preocupacao particular com as criangas por serem mais vulneraveis a alta carga parasitaria (Arminder
et al., 2019, Exum et al., 2019). O tipo de alteracdo e a gravidade da morbidade esta relacionada ao
tempo de infeccdo, diferindo quanto aos sintomas e consequéncias clinicas em diferentes momentos
da infeccdo, mas principalmente a carga parasitaria, sendo especialmente pronunciada em infeccGes
de alta intensidade de carga parasitaria (Ross et al., 2002, Gryseels et al., 2006, Colley et al., 2014,
McManus et al., 2018, McManus et al., 2020).

O controle da morbidade associada a esquistossomose e sua eventual eliminacdo tem sido o
foco de varias resolucfes da Assembleia Mundial da Saude (WHA 2001, WHO 2013, French et al.,
2018, McManus et al., 2018, Kittur et al., 2019). Atualmente, os programas de controle tém se
concentrado principalmente no tratamento quimioterapico por meio da administracdo em massa
utilizando o farmaco praziquantel (Andrade et al., 2017, Koukpunari et al., 2007). De fato, a reducéo
global na morbidade da esquistossomose resultante desse tipo de tratamento levou a um forte, e até
excessiva, énfase na quimioterapia como meétodo exclusivo para alcangar a eliminacdo da doenca
(Bergquist & Bergquist 2016).
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No entanto, apesar do progresso na reducdo dos casos graves de esquistossomose em varias
areas endémicas do mundo, incluindo o Brasil, € importante considerar que o tratamento nao previne
areinfeccdo, e esta pode rapidamente restaurar os niveis de infeccdo ap6s cada programa de tratamento
(Bergquist & McManus 2016). Também vale mencionar que o praziquantel, farmaco que €
administrado como uma dose Unica em cada ciclo de tratamento, ndo atua nos ovos do trematddeo ja
formados que podem ser eliminados vidveis e contaminar o ambiente, bem como ndo destroi
esquistossdmulos que se encontram em processo migratorio podendo originar uma nova geragéo de
vermes adultos ap6s 1 a 2 meses do tratamento em massa (McManus et al., 2018). Além disso, devido
ao amplo uso do medicamento, o potencial surgimento de resisténcia € uma preocupacao constante,
mesmo que ainda ndo exista evidéncia definitiva deste fendmeno (McManus et al., 2018, Bergquist et
al., 2008, McManus et al., 2020). Outro problema enfrentado pelos programas de tratamento esta
relacionado com sua forma de aplicacdo em comunidades endémicas, nas quais tem se preferido o
tratamento caso a caso ao invés do tratamento em massa (Leonardo et al., 2002). A recusa relatada em
tomar o medicamento quando os sintomas estdo ausentes esta enraizada em conceitos erréneos sobre
a doenca e no medo de efeitos colaterais ou toxicidade (Leonardo et al., 2002, Tallo et al., 2008).

Trabalho publicado por King (2009) demonstra que os programas de controle baseados
unicamente em tratamento humano tém efeito temporal na transmissdo, sendo necessaria uma
abordagem multissetorial e mais complexa para o controle da esquistossomose, a fim de abordar
adequadamente a biologia e a epidemiologia da doenca (Ross et al., 2013). Outra iniciativa importante
no controle da esquistossomose € a criacdo do “O Consoércio de Esquistossomose para Pesquisa
Operacional” - (SCORE -The Schistosomiasis Consortium for Operational Research) em 2008, que
visa melhorar a base de evidéncias de controle e eliminacdo da esquistossomose, e a melhor
compreensdo das morbidades sistémicas vivenciadas por criangas em areas endémicas. De acordo com
as analises deste estudo, nenhum cronograma de tratamento em massa levou a eliminacéao da infeccdo,
sendo aconselhavel que os programas de controle adicionem intervencdes complementares para
alcancar a meta de controle de transmissao da esquistossomose (King, et al., 2020; Danso-Appiah et
al., 2021). Essas intervencdes devem ser multifacetadas, incluindo: diagndstico preciso, tratamento,
controle de moluscos que atuem como hospedeiro intermediario, informagéo, saneamento e higiene
melhorados, bem como sistemas de resposta a vigilancia prontamente adaptados as configuracGes
socioeconémicas (Hotez et al., 2017, Gray et al., 2010, McManus et al., 2018).

Atualmente, os paises endémicos ainda estéo lutando em busca de identificar os fatores de risco
mais importantes, responsaveis pela rapida disseminacdo dessa helmintiase, na expectativa de ajudar
0s gerentes de programas a canalizar recursos onde for importante (Sacolo-Gwebu et al., 2019). Apesar

do progresso, ha duvidas de que as metas estabelecidas pela Organizacdo Mundial da Saude para
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controlar a morbidade e eliminacéo da esquistossomose poderdo ser atingidas ate 2025 (WHO 2017,
Exum et al., 2019, Francisco et al., 2019).

Embora tenha ocorrido inUmeros avancos no controle da esquistossomose, deve-se ressaltar
que em pleno século XXI, ainda existem popula¢es negligenciadas, residindo em areas endémicas,
privadas de condicOes sociais e econdmicas adequadas, esquecidas dentro do atual contexto de crise
econdmica, social e politica. No atual contexto, o impacto e as implicagcdes da pandemia de COVID-
19 para os sistemas e programas de salde, principalmente em areas endémicas ainda é desconhecido;
entretanto, modelos matematicos sugerem que a transmissao de doencas infecciosas tende a aumentar
gradualmente (Toor et al., 2020). Durante 0 ano em que 0s programas de doencas negligenciadas
deveriam comemorar as conquistas para as metas almejada para 2020 (WHO 2012) e avancar em
direcdo a metas ainda mais ambiciosas para 2030 (WHO 2020), ja temos relatos de que a pandemia de
COVID-19 teve profundos impactos tanto nas intervengdes terapeuticas, quanto na realizacdo dos
programas de vigilancia (Tilli et al., 2020, Toor et al., 2020).

2.2 Esquistossomose no Brasil

A esquistossomose foi introduzida no Brasil por volta do século XVI a XVII, através do tréafico
de escravos, oriundos da Africa, infectados em boa parte por S. mansoni e S. haematobium. S6 a
primeira espécie se estabeleceu devido a presenca do hospedeiro intermediario susceptivel, moluscos
do género Biomphalaria. Nas ultimas décadas, tém ocorrido mudancas significativas nas areas
endémicas de esquistossomose na América, devido as melhorias socioeconémicas e nos servicos de
salide, mudancas na gestao ambiental, migracdo da populacéo rural para as cidades onde ha um contato
mais limitado com rios locais e outros corpos d'agua, que impactam a epidemiologia da doenca. Estas
alteracOes resultam em diminui¢do da possibilidade de contato com a agua contaminada reduzindo
consequentemente a transmissao de S. mansoni (Noya et al., 2015; Casavechia et al., 2018, Katz,
2018).

O surgimento de um programa de controle especifico para a doenca no Brasil ocorreu em 1975,
com a criacdo do Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PCE), pela Superintendéncia
de Campanhas de Saude Publica (Sucam). Com a descentralizagdo das ac¢Oes de vigilancia e controle
de doencas, em 1999, a execuc¢do das acdes do PCE passou a ser de responsabilidade compartilhada
entre governos estadual e municipio, que, atualmente, tém papel fundamental nas medidas de controle
da esquistossomose no Brasil (BRASIL 1999, Favre 2001). As ac¢des de controle desta parasitose
foram inicialmente baseadas na transmissao, visando a eliminagdo do hospedeiro intermediario com o

uso de moluscidas quimicos e melhorias sanitarias em areas endémicas. A partir de 1984, a estratégia



27

reorientou-se para o controle da morbidade da doenga, tendo como foco o diagndstico e tratamento
dos individuos infectados das areas endémicas. Inicialmente, o tratamento foi realizado com o
Praziquantel Oxaminiquina e, posteriormente, o farmaco Praziquantel foi selecionado para tratamento
por mostrar maior eficacia, baixa toxidade e baixo custo, além de poder ser utilizado em dose Unica
por via oral (WHO, 2013). Apds a implementacdo dessas medidas de controle da esquistossomose, a
prevaléncia e, principalmente, a intensidade da infeccao por S. mansoni teve grande reducédo (Barbosa
et al., 2008, Rabello et al., 2008), mesmo assim estudos recentes revelam que cerca de 2 milhdes de
pessoas ainda estejam infectadas no Brasil (Hotez et al., 2008; Noya et al., 2015).

Atualmente a transmissdo ocorre do Maranh&o ao Espirito Santo, com grande parte dos casos
concentrados em Minas Gerais, na Bahia e em regides litoraneas dos Estados do Nordeste; nas demais
areas a transmissdo ocorre de maneira focal (Drummond et al., 2006; Noya et al., 2015; Casavechia et
al., 2018). A revisdo sistematica de Casavechia et al (2018) identificou uma ampla variagdo nas taxas
de prevaléncia de infeccdo por S. mansoni no Brasil, entre 2000 a 2012. Os dados mostraram
evidéncias da distribuicdo bastante heterogénea da doenca no Brasil, refletindo diferencas
socioecondmicas persistentes. Os principais fatores associados a esquistossomose no periodo estudado
formam um cenéario epidemiolégico que demonstra claramente a influéncia de fatores ambientais e
sociais na ocorréncia da doenca.

O dltimo levantamento da doenca, realizado no Brasil de 2010 a 2015, mostrou uma reducéo
significativa nos casos positivos da doenca, mas estudos tém mostrado que a real situacéo
epidemioldgica da doenga € subestimada, principalmente devido a ineficiéncia do método de anélise
parasitologica utilizado em levantamentos coproscopicos (Paiva et al., 2019, Katz, 2018, Nacife et al.,
2018, Oliveira et al., 2018). No Brasil, estima-se que 25 milhGes de pessoas residam em areas com
risco de infecdo, sendo os estados das regides Nordeste e Sudeste os mais afetados. Entre 2006 e 2015,
ocorreram aproximadamente 508 ¢bitos anuais no pais devido a complicacBes associadas a
esquistossomose (MS 2014, MS 2017, Simdes et al., 2020).

As areas do territdrio brasileiro que originalmente apresentavam alta prevaléncia de infec¢édo e
carga parasitaria elevada sofreram modificacbes em relacdo ao perfil de transmissdo da infeccéo
devido aos programas de controle, tratamento com Praziquantel, migracdo de populacdes rurais e
melhorias socioecondmicas e no saneamento (Rabello et al.,, 2008). Embora o tratamento
quimioterapico seja eficaz, a reinfeccdo dos individuos tratados € comum nas areas endémicas;
entretanto, os individuos reinfectados geralmente apresentam menor carga parasitaria. Tudo isso
dificulta o diagndéstico parasitologico com a técnica de Kato-Katz, que apesar do baixo custo e
facilidade operacional ndo detecta com eficacia individuos com baixa carga parasitaria (De Vlas e
Gryseels, 1992; Enk et al., 2010; Coelho et al., 2015; Coelho e Caldeira 2016).
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De acordo com as orientagcdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2018), os individuos
infectados por S. mansoni sdo diagnosticados por exame de fezes pela técnica Kato-Katz, no qual séo
confeccionadas duas laminas oriundas de uma U(nica amostra. Esta técnica permite estimar a
intensidade da infeccdo, sendo considerado baixa carga parasitaria os individuos infectados que
eliminam até 99 ovos por grama de fezes (opg), intensidade moderada quando séo eliminados de 100
a 399 opg e intensidade alta quando estiver acima de 400 opg. No Brasil, 0 Ministério da Satde também
recomenda o exame de fezes pela técnica de Kato-Katz para confirmacéo laboratorial do diagnéstico
da esquistossomose, sendo sugerido a coleta de duas amostras de fezes e a realizacdo e exame de duas
laminas por pessoa, sendo ainda recomendado a utilizacdo de métodos sorologicos para aumentar a
sensibilidade do diagndstico (MS, 2014).

Individuos infectados com baixa carga, que ndo sdo diagnosticados e tratados, mantém a
contaminacdo ambiental favorecendo casos de reinfeccdo. Além da ineficiéncia do método
diagnostico, o ultimo levantamento também mostrou que as areas historicamente endémicas do pais
continuam com seu quadro epidemioldgico e sdo de grande relevancia para a doenca. Isso demonstra
que a endemia permanece recrudescente nesses estados, apesar de todas as medidas de controle
adotadas e de todos os estudos realizados (Katz, 2018).

2.3 Ciclo de vida

Para completar seu desenvolvimento (Figura 1), S. mansoni necessita de um hospedeiro
intermediario, que no Brasil € representado por espécies susceptiveis de gastropodes do género
Biomphalaria, incluindo Biomphalaria tenagophila, B. straminea, B. glabrata (Paraense, 2001,
Coelho e Caldeira 2016; Sengupta et al., 2019) e um hospedeiro definitivo, sendo o homem o
hospedeiro de maior importancia epidemioldgica (Coelho, 1995; Stothard et al., 2017; Chuah et al.,
2019). No homem, S. mansoni fica alojado nas veias do sistema porta-hepatico e mesentéricas,
liberando cerca de 300 ovos na circulagdo. Aproximadamente 50-60% dos ovos produzidos ficam
retidos em varios tecidos provocando uma inflamacdo granulomatosa. Os demais ovos sao capazes de
aderir ao endotélio vascular, ultrapassar a mucosa intestinal e ser excretado do hospedeiro com as
fezes. No ambiente, os ovos que atingem colec¢des hidricas liberam o miracidio, larva ciliada que nada
para encontrar o seu hospedeiro intermediario. Ao penetrar no molusco, os miracidios se transformam
em esporocistos, que sofrem multiplicaces assexuadas até originar as cercarias, que séo liberadas para
0 meio aquatico pelo estimulo de luz e temperatura. As cercarias penetram ativamente na derme ou
mucosa do hospedeiro definitivo com o auxilio do contetdo de suas glandulas adesivas e de

penetracdo, se transformando em esquistossomulos. Ap0s a penetracdo, 0s esquistossomulos migram
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preferencialmente pelos vasos sanguineos para o coracao e pulmdes e posteriormente se alongam nas
veias do sistema porta hepatico, onde sofrem maturacdo sexual e copulam completando seu
desenvolvimento (Coelho, 1995; Santos et al., 2008; Nepal et al., 2019; Schwartz e Fallon 2019).

Vermes adultos
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Figura 1: Ciclo evolutivo de Schistosoma mansoni. Esquema ilustrando as diferentes formas
evolutivas do do desenvolvimento do parasito, tanto no hospedeiro intermedidrio como no hospedeiro
definitivo. FONTE: Carvalho et al., (2008).

2.4 Resposta imune e patologia associada a esquistossomose

A esquistossomose pode ser clinicamente classificada em fase aguda e fase cronica, sendo que
a fase aguda pode ser dividida em periodo pré-patente (antes da oviposi¢do) e pds-patente (apos a
oviposicdo) (Hiatt et al., 1979, McManus et al., 2018). Cada etapa dessa progressdo clinica de infeccao
por S. mansoni no homem é acompanhada por uma resposta imunol6gica altamente complexa,
compreendendo desde a penetracdo das cercarias, até a excrecao dos 0vos ou seu aprisionamento nos
tecidos do hospedeiro (Coura et al. 1970; Hiatt et al. 1979; Ross et al. 2002; Gryssels et al. 2006).

Na fase aguda pré-postural da esquistossomose a reatividade imunoldgica é induzida por
antigenos liberados durante a migracdo de vermes, que induzem uma resposta imune
predominantemente do tipo 1, caracterizada por niveis mais elevados citocinas pro-inflamatérias como
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interferon gama (IFN-y), interleucinas 2 (IL-2), IL-1, IL-12, IL-6, e o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), que persiste por cerca de 5-6 semanas (Correa-Oliveira et al., 1998; De Jesus et al., 2002,
Schwartz e Fallon 2018). De forma geral, os sintomas da fase aguda sdo inespecificos e associados
com a intensidade do processo inflamatorio induzido pelo verme, sendo relatado febre, fadiga e dor
abdominal, que sdo mais frequentes em individuos com maior carga parasitaria e residentes de areas
ndo endémicas e sem exposicdo previa ao parasito (Gazzinelli et al., 1985, Ross et al., 2002, Gryseels
et al., 2006, Colley et al., 2014, McManus et al., 2018).

Individuos que vivem em &reas endémicas estdo continuamente em contato com os antigenos
do parasito, apresentando poucos sintomas na fase aguda, desenvolvendo comumente a
esquistossomose cronica (Ross et al., 2002, Gryseels et al., 2006, Colley et al., 2014, McManus et al.,
2018). Acredita-se que esses residentes sofram sensibilizagdo “in Utero”, como consequéncia da
infeccdo materna, assim ao se infectarem na infancia respondem ao parasito de forma diferente,
geralmente mais modulada, em relacdo aqueles que ndo sdo de areas endémicas (Novato-Silva et al.,
1992; Andrade, 2008). Nesses individuos as manifestacdes clinicas sdo menos severas e geralmente
associadas as reac¢fes imunopatoldgicas contra os ovos do parasito presos no tecido hospedeiro (Ross
et al., 2002, Gryseels et al., 2006, Colley et al., 2014, McManus et al., 2018, McManus et al., 2020).

No inicio da fase aguda da esquistossomose, alguns individuos também apresentar erupgdes
micropapulares eritematosas e discretamente edemaciadas em decorréncia da penetracdo das cercarias
na pele, conhecida como dermatite cercariana, quadro mais frequente em individuos ja expostos ao
parasito (Incani & McLaren 1984, Jenkins et al. 2005, Gryseels 2012).

Conforme ocorre a maturacdo dos vermes e cronicidade da infeccdo, vao surgindo respostas
inflamatdrias locais associadas aos componentes secretados pelos ovos retidos nos tecidos do
hospedeiro, apontada como principal estimulo para inducdo da resposta Th2 (Grzych et al., 1991).
Nessa fase, a producdo de IFN-y diminui, enquanto ocorre inducdo da ativacao de células T CD4* com
perfil de Th2. Essa resposta de tipo 2 é caracterizada pela expansao de células Th2 com producéo
aumentada de das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, que estimula a diferenciacdo e ativacao de eosinofilos
e basdfilos a ativacdo de macrdfagos alternativamente ativados ou M2, bem como o aumento da uma
mudanca de isotipo para IgG4 e IgE, (Pearce e Macdonald 2002; Schwartz et al., 2014). A ativagdo de
celulas teciduais também ocorre em resposta a producéo de antigenos do ovo, que juntamente com as
celulas recrutadas da circulacdo durante a resposta Th2, estimulam a producdo e deposi¢do de matriz
extra-celular, formando uma reacéo celular organizada denominada de granuloma esquistossomotico.
Os granulomas sdo capazes de conter antigenos do ovo, mas também sdo progressivamente

substituidos por depositos fibroticos, que, dependendo da extensdo e intensidade, podem causar 0s
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quadros mais graves de hepatoesplenomegalia (Doenhoff 1997, Schwartz & Fallon 2018, Costain et
al., 2018, McManus et al., 2018).

A inducgdo de uma resposta do tipo-2 por antigenos do ovo do parasito estimula mecanismos
responsaveis pela remodelacéo tecidual e também tem efeito inibidor sobre a inflamag¢&o mediada pela
elevacao de citocinas do tipo Thl ou Th17 que ocorre predominante no inicio da infeccao e geralmente
provoca maior dano tecidual (Chen et al., 2012; Medzhitov et al., 2012; Gause et al., 2013). Assim,
alguns estudos de infecgdo por helmintos sugerem que a polarizagéo da resposta Th2 é uma estratégia
de evasdo do parasito, permitindo maior sobrevivéncia do parasito, mas também reduzindo os danos
do hospedeiro (Medzhitov et al., 2012). Estudos experimentais indicam que a incapacidade do
hospedeiro desenvolver uma resposta Th2 durante a deposi¢éo de ovos resulta em uma resposta Thl e
Th17 mais intensa e consequente exacerbacdo da lesdo tecidual, que pode resultar em aumento da
mortalidade ainda na fase aguda da infeccéo (Stadecker et al., 2004).

Este ambiente imunoldgico € essencial para o recrutamento e ativacao das células responsaveis
pela formacédo do granuloma ao redor dos ovos do parasito e também pela ativacdo de macréfagos, de
celulas hepaéticas estreladas (HSC) e da sua diferenciacdo em miofibroblastos, que levam a producao
dos componentes da matriz extracelular (ECM) essenciais na remodelacdo tecidual, mas também para
formacéo de fibrose (Pearce & Sher, 1991; Tiggelman et al., 1995; Stadecker & Hernandez, 1998;
Maizels & Yazdanbakhsh, 2003; Pearce et al., 2004; Burke et al., 2009).

Esse quadro pode evoluir para a forma cronica da infec¢do (> 3 meses), na qual a magnitude
da resposta Th2 diminui, resultando em uma reduc¢éo na inflamacao granulomatosa em torno dos ovos,
que coincide com aumento de células T e B com perfil regulador, responsaveis por um estado de
hiporresponsividade imunolégica (Grzych et al, 1991; Taylor et al., 2006; Layland et al., 2007). A
producdo aumentada de 1L-10 tem sido associada com a regulacdo da resposta imune e controle da
morbidade em pacientes cronicos assintoméaticos ou com sintomatologia leve (Malaquias et al., 1997;
Montenegro et al., 1999). A producdo desta interleucina pode contribuir para o desenvolvimento da
populacdo de células T regulatdrias e inibir respostas inflamatorias, tanto a resposta imune Th1 quanto
a Th2, regulando a intensidade da inflamagdo, atuando na reducdo da formacgdo de granulomas
hepaticos e da inducdo de fibrose (Dunne & Cooke 2005; Van der Vlugt et al., 2014). Na auséncia
dessa modulagdo imunolodgica, alguns pacientes podem desenvolver o estdgio mais grave da
esquistossomose crénica, que resulta de uma inflamagdo granulomatosa intensa, responsavel por
extensa fibrose periportal, podendo acarretar na obstrucdo do vaso e aumento da pressdo portal
(Andrade & Prata 1963; Boros & Warren, 1970; Cheever et al., 2000; Andrade, 2009; Wynn & Barron,
2010), caracterizando a forma clinica hepatoesplénica. A carga parasitaria e a exposicao frequente as

reinfeccOes estdo entre as principais causas da evolucdo para forma grave (Bina & Prata 2003;
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Carvalho & Andrade 2005; Andrade 2008), porém outros fatores também contribuem para a gravidade
da esquistossomose, como fatores genéticos e imunologicos (Butterworth et al. 1985; Cheever et al.
1987; Dessein et al. 1999; Dunne & Pearce 1999).

Com o tempo ocorre a diminuicdo gradual da carga parasitaria na maioria dos individuos
expostos continuamente a infeccéo pela esquistossomose, a medida que a imunidade adquirida parcial
também se desenvolve contra novas infeccBes. Concomitantemente, devido a morte natural dos
parasitas, ha uma redugdo no nimero de vermes estabelecidos, resultando em um nimero menor de
novos ovos sendo alojados no tecido hospedeiro ou excretados (Wilkins et al., 1984, McManus et al.,
2018). Além disso, devido a regulacdo negativa imunoldgica, os granulomas recem-formados sao
menores, enquanto que 0s ovos sdo mortos, qualquer granuloma formado anteriormente gradualmente
vai sendo substituido por cicatrizes (tecido fibroso), contribuindo assim para uma severidade lenta e
progressiva dos sintomas (McManus et al., 2018).

De acordo com Coura et al., (2008) a maioria dos pacientes de areas endémicas sao
assintomaticos e apresentam um perfil Th2 modulado, no qual a infeccdo é capaz de favorecer a
producdo da interleucina 10 (IL-10) e a modulag&o da morbidade. Entretanto, este perfil de resposta
pode ser diferente neste novo cenério epidemioldgico da esquistossomose, onde a maioria dos
individuos infectados que vivem em areas endémicas apresentam baixa carga parasitaria e sao
frequentemente reinfectados. Possiveis alteragdes na resposta imunoldgica associada a infeccdo por S.
mansoni neste contexto pode ter impacto para a morbidade da esquistossomose bem como pode afetar
sua relagdo com outras co-morbidades que o hospedeiro esteja sujeito, como é o caso de resposta

alérgica, principal foco deste estudo.

2.5 Doencas alérgicas

A resposta imune Th2, associada a eosinofilia, mastocitose e producéo de IgE, ndo é apenas
caracteristica de infec¢des helminticas, mas também de alergias (Fitzsimmons, et al., 2014). Alergias
sdo doencas cronicas complexas caracterizadas pela resposta Th2 exacerbada e desregulada a
antigenos ambientais (Tang et al., 2003; Lynch & Boushey, 2016).

A prevaléncia de diferentes doencas alérgicas, como a febre do feno, asma e alergia alimentar,
tem apresentado uma intensa e rapida elevacdo nos ultimos 60 anos, porém a taxa e o padrdo de
crescimento ndo tem sido uniforme entre as doencas e nem entre as diferentes regides do mundo (Bach
2002; Holgate et al., 2015; Rock 2009; Hanski et al.,2012; Von Hertzen et al., 2011; Nakagomi et al.,
1994; Steinegger et al., 2018; O"Connell 2004; Bernard et al., 2006; Alcantara-Neves et al., 2010). Em

geral, as maiores taxas de prevaléncia de doencas alérgicas tém sido encontradas na Europa Ocidental,
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Ameérica do Norte, Japdo, Australia e Nova Zelandia, mas as taxas de prevaléncia estdo aumentando,
mesmo em paises em desenvolvimento, com economia em grande parte agraria (Pearce et al., 2007).

A atopia é tipicamente associada a producéo elevada de anticorpos IgE em resposta a exposicao
a alérgenos, sendo que alguns atopicos podem evoluir para sintomotologia relacionadas a doencas
alérgicas (Suh e Koh 2013; Santiago e Nutman 2016). Essas doencas resultam da interacdo entre
fatores genéticos e ambientais podendo afetar diferentes 6rgdos do hospedeiro, manifestando-se como
asma, rinite, eczema e alergias alimentares (Cooper 2004, Sitcharungsi et al., 2013). Entre os principais
fatores de risco para essas doencas foram identificados histérico familiar, prematuridade, infeccGes
respiratorias virais no inicio da vida, inalacdo de poluentes no local de trabalho, falta de exposicéo a
agentes infecciosos e vida urbana (Tang et al., 2003; Lynch & Boushey, 2016).

No Brasil, a asma alérgica é importante causa de morbidade e mortalidade com impacto
econémico significativo (Ponte et al.,2007; Cooper et al., 2009). O aumento da prevaléncia dessas
doencas imunomediadas tem sido associado a diminuicdo dos mecanismos de tolerancia, alteragdes
atribuidas a efeitos de desenvolvimento econdmico e da industrializacdo, reducéo da biodiversidade e
da exposicdo a uma variedade de microrganismos, além de uso disseminado de antibiGticos
principalmente em criancas (Haahtela et al., 2013; Strachan 1989; Yazdanbakhsh et al., 2002).

Os supostos efeitos da exposicdo reduzida a micororganismos e seus produtos no
desenvolvimento imune e consequente risco aumentado de doencas inflamatdrias foi inicialmente
proposto pela hip6tese da higiene (Strachan 1989), denominada mais recentemente como a hipdtese
da biodiversidade (Hanski et al., 2012; VVon Hertzen et al., 2011; Haahtela et al., 2013). Estudos
epidemioldgicos tém buscado identificar fatores ambientais que podem estar associados com aumento
do risco de alergia, destacando as diferencas no estilo de vida, sendo a diminui¢cdo da exposicdo a
agentes infecciosos, incluindo infec¢des por helmintos, um dos fatores investigados. Ndo ha consenso
na literatura publicada sobre os efeitos das infec¢Oes parasitarias na alergia, talvez como consequéncia
de fatores determinantes da epidemiologia dessas infeccdes que variam entre as popula¢fes, como
idade da primeira infeccdo, duracdo e cronicidade das infeccBes, carga parasitaria e espécies, e
suscetibilidade genética do hospedeiro (Andrade et al., 2018).

Trabalhos recentes em modelos experimentais demonstraram o papel essencial da integridade
da barreira epidérmica para inducéo da resposta alérgica (Hammad e Labrecht 2015; Weitnauer et al.,
2015; Deckers et al., 2017; Suchiva et al., 2017, Agache et al., 2020). Como principal sitio de
exposicdo inicial a alergenos, as células epiteliais tém participacdo fundamental na iniciagdo e
efetividade da imunidade tipo 2, bem como s@o os principais alvos dos mecansimos de reparo,
emergindo assim como atores centrais na regulacéo inata das respostas de tipo 2. Trabalhos tem

demonstrado que danos induzidos por alérgenos as células epiteliais (CESs) da mucosa e da pele liberam



34

alarminas, incluindo a IL-33, IL-25 e linfopoietina estromal timica (TSLP), capazes de recrutar e ativar
células dentriticas e células do sistema imune inato, como eosinéfilos e mastdcitos, que liberam
citocinas que auxiliam na diferenciacdo de uma resposta Th-2 (lliev et al., 2009; Wang et al., 2009;
Hammad & Lambrecht, 2015). A flora intestinal também tem se mostrado importante fator na
evolucdo das respostas alergicas, contribuindo para o desenvolvimento, maturacdo e ativacdo do
sistema imune do hospedeiro, influenciando atraves de uma relacdo mutualistica, tanto na resposta
imune inata quanto na adaptativa (Macpherson & Harris 2004; Round & Mazmanian 2009; Kabat et
al., 2014; Zaiss et al., 2015). Tomados em conjunto, esses fatores auxiliam na producdo de
citocinas/alarminas inatas capazes de interferir na maturagédo de células dendriticas e na ativagédo do
subconjunto de linfdcitos inatos que sdo essenciais para diferenciacdo e modulacdo de Th2 (Lambrecht
e Hammad 2017).

A importéncia da flora intestinal no desenvolvimento do sistema imune do hospedeiro também
vem sendo apontada como um dos fatores responsaveis pelo aumento das doencas alérgicas. Estudos
que demonstraram pela primeira vez a importancia da microbiota intestinal no balanco do sistema
imunolégico foram desenvolvidos com camundongos livres de germes (Macpherson & Harris 2004 e
Round & Mazmanian 2009). Estes animais apresentam intestino e linfonodos mesentéricos pouco
desenvolvidos, diminuicdo da producdo de IgA e resisténcia diminuida a infecgbes. A presenca de
bactérias especificas parece ser critica para a proliferacdo e ativacdo de subconjuntos de células T
auxiliares em camundongos com perfil regulador, e uma deficiéncia nestas espécies ou um excesso de
outras espécies no trato gastrointestinal pode desequilibrar a fungdo imunoldgica, subjacente a doenga
alérgica.

Coletivamente estes dados sugerem que 0 aumento na prevaléncia das doencas alérgicas
ocorridas a partir da revolucdo pos-industrial tem sido associado a alteracfes ambientais, nutricionais
e comportamentais que podem afetar a composic¢ao da microbiota bacteriana intestinal desde o inicio
da vida, e consequentemente alterar interaces funcionais da microbiota com o hospedeiro, levando a
alteracdes nos padrdes de respostas imune induzidos durante a exposicao aos alérgenos e as infeccdes
(Lynch et al., 2016).

2.6 Doencas alérgicas e helmintos

As infeccOes parasitérias cronicas, especialmente as helmintiases, tem um grande impacto na
resposta imunologica do hospedeiro, pois sdo organismos capazes de induzir mecanismos de regulacdo
imunoldgica no hospedeiro, alterando respostas imunoldgicas exacerbadas, como € o caso de doencas

alergicas (Cruz et al., 2017; McSorley et al., 2018) e doencas autoimunes (Figueiredo et al., 2010). A
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resposta inflamatoria do hospedeiro aos helmintos parasitas, como os geohelmintos e os agentes da
esquistossomose também apresentam um perfil de resposta Th-2 com muitas semelhangas com a
resposta caracteristica de condi¢des atopicas, incluindo uma eosinofilia sistémica e IgE sérica elevada.
(Pulendran e Artis 2012; Mingomataj et al., 2006; Mendonca 2012). Entretanto, um estudo de todos
0s municipios do Brasil relatou taxas mais baixas de hospitalizacdo por asma em areas endémicas para
S. mansoni ou helmintos transmitidos pelo solo, (Ponte et al., 2007) indicando que infecgdes cronicas
por estes parasitos podem contribuir para uma reducdo na prevaléncia e na gravidade da asma.

Muitos fatores podem influenciar na determinacdo dos efeitos de infeccGes parasitarias na
modulacdo das doencas alérgicas. E provavel que helmintos tenham exercido uma pressédo de selecio
consideravel durante centenas de milhdes de anos de coevolucdo com seus hospedeiros mamiferos
(Jackson et al., 2009, Gause et al., 2013). Assim, a evolugdo da resposta imune Th2 associada com
mecanismos modulatorios, € uma consequéncia provavel da pressdo de selecdo exercida pela infeccao
com helmintos sob seus hospedeiros, permitindo a sobrevivéncia do parasito e uma menor patologia
do hospedeiro (Gause et al., 2013, Palm et al., 2012). Dessa forma, helmintos tornam-se potenciais
reguladores do sistema imune do hospedeiro, por modular o tipo de resposta efetora no controle do
parasito estimulando uma hiporreatividade de células T, que facilita a indugdo de uma rede reguladora.
Esta rede de modulacdo inclui a atividade de células T reguladoras, células B modulatéria e de
modulacdo das células da resposta inata, tais como macrofagos, células dendriticas e células estromais
locais, resultando em um ambiente anti-inflamatdrio, caracterizada pelo aumento dos niveis de IL -10
e TGF-B (Mahanty & Nutman 1995; Akdis et al., 1998; Holt et al., 1999; Doetze et al., 2000; Maizels
et al., 2008). Através desses estimulos, os helmintos limitam seus danos teciduais e garantem sua
sobrevivéncia no hospedeiro durante anos (Lynch et al., 2006).

A inducdo dessa rede regulatdria provocada pela exposi¢cdo cronica a antigenos do parasito
pode afetar localmente a resposta a outros antigenos, oferecendo uma explicacdo para a relacdo inversa
da associacdo de muitas infeccBes com doencas alérgicas (Khan et al., 2013). Smits e colaboradores
(2010) sugeriram que a hiporresponsividade ndo é apenas dirigida para antigenos de parasitos, mas
também pode se estender a outros antigenos que estejam nesse microambiente, como é o caso de
antigenos vacinais, outros patogenos ou mesmo alérgenos. Nesta hipotese, a regulacdo imune induzida
pela infecgdo cronica por helmintos pode também controlar respostas inflamatorias especificas para
alérgenos e, assim, levar a menor prevaléncia ou morbidade de doengas alérgicas em individuos
infectados por helmintos.

Para entender melhor como condigdes precarias de higiene podem mediar seus efeitos sobre o
risco de alergia por meio da modificacdo da resposta de citocinas humanas, Figueiredo et al., (2009)

estudaram os efeitos de exposi¢cdes ambientais associadas a falta de higiene em de criangas com até 8
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anos na cidade de Salvador e que vivem em condicGes ambientais desfavoraveis no inicio da vida (ou
seja, sem sistema de esgoto, dgua potavel ou coleta de lixo). Nestas criancas foi verificado maior
producdo espontanea de IL-10 produzido por leucécitos do sangue periférico (PBLSs) que foi associado
a maior prevaléncia de helmintiases e, consequentemente, inducdo de uma rede de regulacdo
imunoldgica durante a infancia, que afetaria o estabelecimento da alergia (Figueiredo et al., 2010,
Figueiredo et al., 2011). Assim, melhorias nas condi¢des sanitarias podem contribuir para reducao da
prevaléncia de infec¢Bes parasitarias cronicas, mas também pode afetar a inducdo de mecanismos de
regulacdo imune, contribuindo para um aumento da prevaléncia de doencas alérgicas observadas nas
ltimas decadas em paises de baixa e média renda, como o Brasil (Alcantara-Neves et al., 2012;
Figueiredo et al., 2013; Kli$ et al., 2017).

Uma correlacdo inversa entre a prevaléncia de infeccBes parasitarias por helmintos e asma pode
ser observada regionalmente no Brasil em é&reas com diferentes condi¢es sanitarias e
socioecondmicas: as regides norte e nordeste com as maiores taxas de prevaléncia de infec¢bes por
helmintos também apresentam a menor prevaléncia de asma entre adolescentes, enquanto o inverso é
visto para as regides sul e central relativamente mais desenvolvidas (Kuschnir et al., 2016; DATASUS
2018).

Entretanto, outros estudos epidemioldgicos revelam que o efeito das helmintiasis em doencas
alergicas é contraditorio; com dados que suportam a falta de relacdo entre helmintiasis e alergia
(Cooper et al., 2006), e outros estudos que indicam que helmintiasis pode agravar doencas alérgicas
(Pereira et al., 2007; Hagel, et al., 2007; Webb et al., 2016). Os efeitos reais de helmintos e alergias
em uma populacéo particular podem ser afetados por multiplos fatores, incluindo a idade da primeira
infeccdo, duracdo e cronicidade das infeccdes, carga parasitaria, espécies parasitas presentes e
antecedentes genéticos dessa populacdo (Cooper 2009). Para diminuir as inconsisténcias e melhor
compreender essa associacdo, mais estudos sdo necessarios. A maioria dos trabalhos publicados foram
realizados em areas endémicas com alta carga parasitaria, onde a inducao de resposta imune regulatoria
pode ser demonstrada (Smits 2010). E preciso considerar que essa realidade tem mudado apds a
implementacdo dos programas de intervencéo e controle de helmintoses em varias regides endémicas
do mundo, resultando em areas onde a maioria dos individuos infectados apresentam baixa carga
parasitiria. Esta mudanca no perfil epidemiologico das helmintiasis, especialmente da
esquistossomose, pode ter grande impacto no perfil imunoldgico do hospedeiro, e consequentemente,

na possivel relacdo com doencas inflamatorias cronicas como € o caso de doencas alérgicas.
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3. JUSTIFICATIVA

A acdo de Vigilancia Epidemiol6gica da Esquistossomose do Ministério da Saude no Brasil,
atuando na maioria dos municipios de areas endémicas, tem impactado positivamente no diagnostico
e tratamento de pacientes com S. mansoni, reduzindo a prevaléncia da esquistossomose e,
principalmente, a ocorréncia de formas graves e dos obitos associados a doenca (Katz 2018). O pais
esta em periodo de transicdo epidemioldgica. O efeito das mudancas nos hébitos de vida, saneamento
e assisténcia medica também contribuiram para melhorias neste cenario epidemioldgico, que
demonstra claramente a influéncia de fatores ambientais e sociais na ocorréncia da doenca (Noya et
al., 2015; Coelho et al., 2016). Apesar disto, residentes de area endémica continuam expostos a
reinfecgdes frequentes, geralmente causando infecgdes de baixa intensidade e cujo efeito ainda sdo
pouco investigados.

A exposicao frequente e prolongada ao parasito pode ter um resultado cumulativo em residentes
de areas endémicas e esses fatores temporais também podem influenciar na mudanca de perfil da
doenca. Esse efeito pode causar mudancas de magnitudes diferentes na populacéo, alterando padrfes
de intensidade de carga, faixa etaria mais afetada, resposta imune e morbidade (Holford 1991,
Robertson et al., 1999, Simdes et al., 2020).

Estudos tem indicado que infeccBes parasitarias podem modular o sistema imunologico
humano e influenciar o desenvolvimento de doencas inflamatdrias crénicas, como a asma alérgica
(Andrade et al., 2018). Entretanto, a associac¢ao inversa entre alergias e a infec¢éo por helmintos ainda
ndo esta clara. Multiplos fatores, incluindo espécies de helmintos, tempo de infeccdo do hospedeiro,
carga parasitaria, local e cronicidade da infeccdo, sdo determinantes no desfecho modulatério (Smits
e Yazdanbakhsh 2007; Kouchkovsky et al., 2017). A maioria dos estudos experimentais tem avaliado
o efeito modulatério da infeccdo helmintica como uma estratégia preventiva para controlar
inflamac@es cronicas (Jarrett et al., 1980; Evans e Mitre 2015), enquanto ensaios clinicos (Bager et al.,
2009; Coelho et al., 2016) tem sido projetado para avaliar o efeito terapéutico da infeccao helmintica
na alergia cronicamente estabelecida, mas ndo apresentaram melhorias consideraveis, indicando a
necessidade de mais estudos. Outro aspecto a ser considerado, é que a maioria dos estudos
epidemioldgicos que mostraram uma associagédo inversa entre infec¢do por helmintos e alergias foi
realizada em populacfes expostas cronicamente a alta carga parasitaria. No Brasil, os achados sobre a
interacdo alergia-helmintoses em humanos de diferentes regides permanecem contraditorios, e hd uma
necessidade de mais estudos relacionados a exposic¢do ao parasita (Cruz et al., 2017).

Conhecer os fatores determinantes para a infeccao por S. mansoni nesse momento transitorio e

avaliar seus efeitos na inducdo de uma resposta modulatéria, torna-se um investimento necessario e
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civilizatorio, possibilitando projetar nosso futuro como nagédo. Dessa forma, avaliamos os fatores de
risco que podem propiciar a infec¢ao por S. mansoni, seus mediadores imunoldgicos e sua relacdo com
a reatividade de IgE a alérgenos de poeira, em uma area rural endémica para esquistossomose,
localizada no norte de Minas Gerais, Brasil, onde os individuos apresentam baixa carga parasitaria e
frequente re-exposicdo ao parasito. Nossa hipdtese é que este novo cenario epidemiologico da
esquistossomose pode afetar a inducdo da resposta imune em residentes de area endémica, e

consequentemente, seu efeito na modulacgdo da reatividade alérgica.
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4. OBJETIVO GERAL:

Avaliar aspectos epidemioldgicos, parasitologicos e imunoldgicos associados a infeccdo por
Schistosoma mansoni e a reatividade alérgica, bem como possiveis associacdes entre estas

patologias em residentes na comunidade rural de Brejo do Amparo, em Januaria-MG.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Estimar a prevaléncia e carga parasitaria de S. mansoni através de multiplos exames

parasitoldgicos e molecular na populagéo de Brejo do Amparo;

e Identificar a prevaléncia e intensidade da reatividade ao IgE especifico a alérgenos de poeira
domeéstica na populacdo de Brejo do Amparo;

e Caracterizar o perfil imunoldgico através da quantificacdo de niveis séricos de citocinas,

quimiocinas, IgE total na populacao de Brejo do Amparo;

e Avaliar a influéncia dos fatores socio-demograficos, mediadores imunoldgicos e
hematoldgicos na infeccdo por S. mansoni em residentes em Brejo do Amparo, em Januéria-
MG;

e Reavaliar e caracterizar os parametros imunolégicos, parasitologicos e teste alérgico, apds 12
meses do tratamento com Praziquantel na populacéo de Brejo do Amparo;

e Investigar possiveis associacdes entre prevaléncia, incidéncia e intensidade da infecgdo por S.
mansoni, no perfil de resposta imune e na reatividade alérgica a antigenos da poeira domestica
na populacdo de Brejo do Amparo, em Januaria-MG, antes e ap0s 12 meses do tratamento com

Praziquantel.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Consideracdes éticas

Os objetivos do estudo foram apresentados e explicados a todos os participantes, e 0s Termos
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo 1) e Termo de Assentimento foram
individualmente assinados e armazenados. O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da CPqRR-COEP (CAAE#21824513.9.0000.5091 — Anexo 2). Foram agendados 0s exames
clinicos com coleta de sangue e fezes. Apos cada tempo de avaliagdo, os resultados individuais foram
encaminhados para cada participante e pacientes com exames positivos receberam tratamento oral
gratuitamente no posto de salde local, sendo utilizado para esquistossomose o Praziquantel (40-60
mg/kg), Albendazol (400 mg em dose Unica) para helmintos intestinais e metronidazol (250 mg / 2x /

5 dias) para controle de protozodrios parasitas.

5.2 Populacéo de estudo e Desenho experimental

O projeto teve inicio em 2014, e objetivou avaliar o aprimoramento de técnicas diagnosticas
para esquistossomose em cendrios epidemioldgicos distintos. Nosso estudo foi parte desse projeto,
sendo desenvolvido em residentes de Brejo do Amparo, uma comunidade rural do municipio de
Januéria localizada no norte do estado de Minas Gerais, Brasil (15° 29' 16" S 44° 21' 43" O). Essa
comunidade rural é historicamente endémica para esquistossomose e atualmente possui cerca de 270
residentes. De acordo com o Programa de Controle de Esquistossomose (PCE) e autoridades de satde
locais, a prevaléncia estimada de Esquistossomose foi de 20%, no levantamento realizado em 2010
(Ruas et al., 2013) e ndo foram realizadas intervencgdes de controle nessa area nos dois anos anteriores
ao inicio do presente estudo.

Nesta localidade foi conduzido um estudo longitudinal de base populacional incluindo
residentes de ambos os sexos, com idade entre dois e 88 anos que concordaram em participar da
pesquisa através da assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido. Foram excluidas
mulheres gravidas; individuos portadores de doencas cognitivas, psiquiatricas e distarbios de
comportamento, que poderiam de alguma forma interferir na habilidade do voluntario de entender e
cooperar com o protocolo de estudo.

Foram coletadas amostras de fezes (n= 257) e sangue (n= 207) no inicio do estudo (T0) para
realizacdo dos exames parasitolégicos, imunoldgicos, moleculares e hemograma. Os pacientes que
apresentaram ovos de S. mansoni nas fezes foram tratados com praziquantel e reavaliados apés 30 dias

(T30), trés (T3) e seis (T6) meses apds o tratamento com Praziquantel para controle de cura e re-
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infeccdo. Um ano depois (T12), toda a populacdo (postivo ou negativo para esquistossomose) foi
reavaliada.

Os participantes foram convidados a fornecer trés amostras fecais, que foram recolhidas em
dias consecutivos. A primeira amostra fecal foi recolhida em recipiente de plastico de 500 ml,
suficiente para uma evacuacdo completa. As outras duas amostras fecais eram menores e foram
coletadas em potes de plastico de 80 ml. As amostras fecais foram levadas para o laboratério de campo,
no municipio de Januaria, e imediatamente processadas para realizacdo de analises parasitoldgicas.
Participantes com idade entre 5 e 75 anos de idade tambem foram convidados a doar amostra de sangue
(n=207), as quais foram usadas para as analises imunoldgicas. Cinco milimitros de sangue venoso
foram coletados de cada participante em tubos com acido etilenediaminetetracetico (EDTA - Biocon,
Belo Horizonte, Brasil). As analises de hemograma foram realizadas no laboratorio clinico Milenium,
localizado no municipio, e os dados de contagem de células circulantes e concentracdo de
hemogloblina no sangue periférico foram usados no presente estudo. Adicionalmente, 10-15 ml de
sangue foram coletados sem o anticoagulante, e as amostras de soro foram aliquotadas e armazenadas
a -20°C para subsequente quantificacdo de citocinas e quimiocinas, IgE total e niveis de reatividade
de IgE especifico para alérgenos comuns em poeira doméstica. O fluxograma da Figura 2 ilustra o
desenho de estudo e os testes realizados em cada etapa. Os exames propostos foram realizados em
todos os individuos gque tinham o volume de amostra bioldgica necessaria para a analise e o niUmero
exato de participantes que realizou cada exame esta especificado nos resultados. Nas analises
multivariadas foram incluidos somente individuos com resultados para todos os testes

Os participantes ou seus responsaveis legais responderam um questionario individual (Anexo
4) contendo informacdes demogréaficas e ocupacionais, tanto quanto histérico de condicGes clinicas
que podem ser relevantes para a pesquisa. Um questionario familiar (Anexo 3) também foi aplicado
para coletar informacdes sobre a estrutura das residéncias, abastecimento de dgua, saneamento e outros

aspectos socioecondmicos.
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Figura 2: Fluxograma representando as coletas e processamento de amosras de cada etapa do estudo
longitudinal realizado na populacéo da comunidade rural de Brejo do Amparo em Januaria-MG. Fonte:
Elaborado pelo autor.

5.3 Anélises Parasitologicas

As andlises parasitoldgicas aplicadas na populagdo estudada, foram previamente descritas
(Oliveira et al., 2018). Da primeira amostra fecal, 500 mg foi separado e congelado para realizacao do
teste molecular. O restante do material fecal da primeira coleta foi utilizado para preparacdo de 14
laminas de Kato-Katz, 500mg das fezes foi utilizada para realizacdo da técnica de Gradiente Salino,
30 g para a técnica de Helmintex e o restante processado para realizacdo do método de sedimentacao
espontanea, que foi usado para avaliar a presenca/auséncia de protozoarios. A segunda e terceira
amostras de fezes de cada individuo foram utilizadas para realizacdo de 2 laminas de Kato Katz por
amostra.

Para a realizagdo da técnica de Kato-Katz (Kato, 1954, modificado por Katz et al., 1972) foi
utilizado o kit HELM TEST (Bio Manguinhos, Rio de Janeiro - RJ). Nesta técnica, uma amostra de
fezes frescas de cada individuo foi colocada sobre um papel de filtro e foi pressionada sob uma tela
descartavel com auxilio de uma espatula, fornecidos pelo kit. Posteriormente, o material fecal filtrado
pela tela foi utilizado para preencher completamente o orificio de uma placa de plastico (6 mm de
didmetro) acomodada sobre uma lamina de vidro para miscroscopia, resultando em uma amostra de

aproximadamente de 42 mg de fezes. Uma laminula de celofane embebida em solucdo aquosa com
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50% de glicerina contendo 0,15 % Verde Malaquita foi sobreposta na amostra sob a lamina de vidro e
esta foi pressionada com o polegar até obter uma uniformidade do material. As laminas foram secadas
por pelo menos 60 min., examinadas sob o microscépio oOtico (100x) e a presenca de ovos de S.
mansoni e ovos de outros helmintos intestinais foram anotados. Os exames foram realizados por
microscopistas experientes e, pelo menos 15% de todas as laminas, foram lidas e confirmadas por uma
segunda pessoa.

O exame parasitologico denominado de Gradiente Salino foi realizado conforme descrito por
Coelho et al. (2009), sendo utilizado 500 mg de fezes coletada da primeira amostra fecal de cada
individuo. Esta técnica baseia-se na maior densidade dos ovos de S. mansoni em relacdo ao material
fecal, permitindo sua sedimentacdo em uma solucdo salina concentrada. As fezes foram
homogeneizadas em solucg&o fisioldgica com auxilio de um bastéo de vidro e a mistura foi depositada
sob a placa porosa das colunas do aparelho previamente umedecida com solucdo salina 3%. Cada
coluna contendo as amostras fecais foi submetida a um fluxo lento de solucéo salina a 3% durante uma
hora. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi recolhido e examinado em microscopio 6tico
para identificagdo dos ovos de S. mansoni.

O método Helmintex® foi realizado como descrito por Teixeira et al. (2007). Nesta técnica
qualitativa foram utilizados 30 gramas de fezes da primeira amostra coletada que foram submetidas a
varias etapas de filtracdo e sedimentacéo para limpeza da amostra. Ao sedimento contendo os ovos do
parasito foi adicionada uma solugdo com particulas magnéticas e a solugdo foi exposta a um campo
magnético. Os ovos de S. mansoni aderem as particulas magnéticas e sdo separados do restante do
material fecal pelo campo magnético. Finalmente, a suspensao livre é descartada e as particulas ligadas
sdo transferidas para laminas de microscépio para a procura de ovos de S. mansoni.

No exame qualitativo de Sedimentacdo Espontanea ou HPJ (Hoffman, Pons e Janer, 1934),
foram utilizados cerca de 5g de fezes frescas. A amostra foi homogeneizada em um béquer com 10
mL de &gua filtrada e posteriormente foi transferida para um célice passando por um filtro composto
por uma gaze dobrada sobre uma peneira. Mais agua filtrada foi adicionada sobre a amostra até
completar o volume do célice. Ap6s 2h de decantacdo, amostras do sedimento foram colocadas na
lamina com o auxilio de uma pipeta de Pasteur para avaliagdo em microscopia optica.

O Gradiente Salino e Helmintex® foram utilizados como testes qualitativos apesar de
permitirem a andlise quantitaitiva. Para determinar a carga parasitaria, 0 nimero médio de ovos de S.
mansoni obtidos de seis laminas, as duas primeiras ldaminas de cada amostra fecal, foi calculada e
multiplicada por 24 para estimar o nimero total de ovos de S. mansoni por grama de fezes (OPG) (Katz
etal., 1972).
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Para o controle de cura, os individuos com presenca de ovos de S. mansoni nas fezes foram
tratados e reeexaminados apos 30 dias, 3 e 5 meses ap0ds o tratamento inicial. Todos 0s pacientes
tratados passaram novamente pela avaliacdo parasitoldgica de fezes, utilizando os mesmos testes da
primeira coleta: Kato-Katz, HPJ, Gradiente Salino e Helmintex® e foram re-tratados em caso de
diagnostico positivo.

Apds 12 meses, toda a populacdo originalmente examinada no TO foi convidada a novamente
fornecer 3 amostras de fezes e sangue. As coletas realizadas no TO permitiram verificar que 3 amostras
de fezes com realizacdo de 6 laminas de Kato-Katz (2 1dminas de cada amostra fecal) é uma estratégia
mais sensivel para diagnéstico de S. mansoni que a realizacdo de 18 laminas de uma Unica amostra
(Oliveira et al., 2018). Desta forma, para identificacdo de pessoas infectadas no T12 foram confec¢éo
de 6 laminas de Kato Katz, sendo duas laminas advindas de 3 amostras coletadas nessa fase, o
Helmintex, Gradiente salino e 0 método de sedimentacdo espontanea.

5.4 Extracao de DNA e gPCR

O DNA foi extraido de 500mg de amostra fecal do TO usando o kit comercial QlAamp® DNA
Stool Mini Kit, de acordo com as instru¢des do fabricante (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). Os
primers, senso 5'-CCG ACC AAC CGT TCT ATG A-3' e anti-senso 5'-CAC GCT CTC GCA AAT
AAT CTA AA-3' 3 e a sonda 5-6[FAM]/TCG TTG TAT CTC CGA AAC CAC TGG
ACG/[(3BHQ1)] (Integrated DNA Technologies - IDT-USA) foram usados na reacdo de PCR, como
previamente descrito (Espirito-Santo et al. 2014). Conforme relatado anteriormente (Hamburger et al.
1991), esse conjunto de primers e probe amplificam e detectam um fragmento de 90 pb de uma
sequéncia altamente repetitiva de 121 bp de S. mansoni (GenBank, accession number M61098). A
reacdo de amplificagéo foi realizada conforme detalhado por (Magalhdes et al., 2020) em um volume
final de 25 pul contendo: 12,5 ul de TagMan® Universal PCR Master Mix (Life Technologies, Thermo
Fisher Scientific Inc., USA), 0,1 uM de cada primer de S. mansoni, 0.25 uM de probe, BSA 0.1 pg/uL;
4mM MgCly; 4 pl de DNA diluida 1:5 vezes em agua. Para cada ensaio, um controle positivo (DNA
extraido de vermes adultos adicionados ao mix de reagentes) e controle negativo (mix de reagentes
sem DNA) de amplificacédo foram realizados. A reacdo de amplificacdo foi conduzida em StepOnePlus
™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) sob o programa de ciclagem universal
com 45 ciclos e temperatura de anelamento de 60 ° C. Um fragmento de 92 pb do gene da B-actina
humana foi amplificado e detectado como controle interno da reagéo. O ponto de corte para amostras
positivas e negativas foi definido por uma curva padrdo estabelecida com o DNA de S. mansoni
extraido de vermes adultos. Os procedimentos de extracdo e amplificacdo do DNA foram realizados
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por um pesquisador treinado em salas separadas dentro de um gabinete de seguranca biologica, usando

pontas descartaveis de pipeta estéril com filtros.

5.5 Digndstico de esquistossomose e determinacdo de carga parasitaria:

Individuos com ovos detectados em qualquer dos testes parasitologicos realizados ou reativos
para a gPCR foram considerados positivos. A intensidade da infeccdo foi calculada através do nimero
médio de ovos de S. mansoni encontrados em seis laminas de Kato-Katz (as duas primeiras laminas de
cada uma das trés amostras fecais). Individuos que tiveram um resultado positivo para a infec¢do por
S. mansoni nos testes parasitoldgicos qualitativos (Helmintex®, Gradiente Salino e/ou gPCR), mas se
apresentaram negativos nas seis laminas de Kato-Katz foram classificados como infectados com carga
parasitaria <4 opg.

Uma vez obtida a intensidade de carga parasitaria nessa populagéo, categorizamos a quantidade
de ovos em <12 ou >12 ovos por gramas de fezes (OPG), que configura o menor nimero de ovos
obtido ao se considerarmos apenas 2 laminas analisadas no teste de Kato-Katz, como é comumente

realizado nos inquéritos parasitoldgicos.

5.6 Concentracao sérica de IgE Total:

Para medir a concentracdo de IgE total no soro dos pacientes, foi utilizado um Kit
comercialmente disponivel (Bethyl Laboratories Inc, Montgomery, TX) e os ensaios foram realizados
de acordo com as instrucdes do fabricante. Resumidamente, placas de 96 pogos (Nunc Maxisorp, Nagle
Nunc International, Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas com anticorpo purificado anti-IgE
humano diluido em tampéo 0,1M cabornato-bicabornato, pH 9,6, por uma hora. Entre cada etapa de
incubacdo as placas foram lavadas 5 vezes com tampéao Tris-NaCl (Tris 50 mM, NaCl 0,14M contendo
0,005 % Tween 20, pH 8,0). Apds bloqueio da placa com tampdo Tris-NaCl acrescido de 1% de
albumina bovina (BSA- Sigma), amostras de soro obtidas dos pacientes e diluidas 1:100 em tampéao
de diluicdo (Tris-NaCl, pH 8,00 contendo 0,1% BSA) ou amostras com concentracdes conhecidas de
IgE purificada para curva padrdo foram aplicadas a placa e incubadas por 1 h a temperatura ambiente.
Apds a incubacdo das amostras e a lavagem da placa, foi adicionado tampéo de diluicdo com o
anticorpo de deteccdo (anti-lgE humana, conjugada a HRP, diluido 1:40.000) e as placas foram
novamente incubadas por 1h a temperatura ambiente. Em seguida as placas foram lavadas e a reacéo
revelada com adicdo da solucdo de substrato contendo Tetra-metil-benzidina (TMB - One Step,

Minneapolis, MN, USA). Apos 20 minutos, a reagdo foi interrompida com solugdo contendo 4N de
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acido sulfdrico (H2SOg) e a leitura realizada em leitor de microplacas (modelo Versa Max, Molecular
Devices - Sunnyvale, CA) no comprimento de onda de 450 nm. A concentracdo de IgE nas amostras

foi calculada pela interpolagdo do resultado da leitura de absorbancia das amostras na curva padréo.

5.7 Reatividade de IgE para alérgenos de poeira domestica:

Amostras de soro de todos os individuos foram submetidos ao teste imunoldgico para
quantificacdo de IgE reativo a antigenos de poeira, utilizando kit Dr. Fook - Specific IgE REAST,
comercialmente disponivel. As reacfes foram realizadas conforme recomendacéo do fabricante e foi
selecionado para os testes uma mistura de alérgenos (HMx3) frequentes na poeira das casas, que inclui
antigenos de Dermatophagoides pteronyssinus, D. farinae, Cladosporium herbarum, Aspergillus
fumigatus, Pélo de gato, Pélo de céo.

Para os ensaios imunoldgicos foram fornecidas microplacas de 96 pocos, previamente
sensibilizadas com anticorpo anti-IgE humano e bloqueadas. Em cada placa previamente sensibilizada
foram testadas amostras controles da reacdo, que eram constituidas por amostras 50 ul de solugao
contendo concentracfes definidas de IgE humano purificado (6 concentragdes diferentes para
estabelecer a curva padréo), uma amostra de 50 ul de amostra de soro utilizada como controle positivo
e uma amostra 50ul de soro controle negativo, e nos outros pogos foram adicionados 50 ul de soro ndo
diluido dos pacientes do estudo. As amostras foram incubadas por 1 h para capturar IgE total presente
e as placas foram lavadas trés vezes com solucdo de lavagem fornecida pelo kit, ap6s diluicdo
apropriada em &gua destilada. Posteriormente, foram adicionados 100 pl do alergeno (HMx3)
conjugado a biotina nos pogos contendo amostras de soro e 100 ul de solugdo contendo anticorpo anti-
IgE conjugado com biotina na curva padrdo, e as placas foram incubadas por mais uma hora a
temperatura ambiente. Os pogos foram novamente lavados trés vezes e¢ 100 ul do conjugado
streptavidina/peroxidase (HRP) foram adicionados e incubado por 30 min. Ap6s nova lavagem, a
reacao foi revelada com adicéo de 100 pl/pogo da solucéo de substrato contendo Tetra-metil-benzidina
(TMB). A reacdo foi interrompida ap6s 20 min pela adicdo de 100 ul de solugdo 4N H2SO4 e a
intensidade da cor foi medida espectrofotometricamente a 450nm (Molecular Devices - Versa Max).
As concentracGes do IgE especifico da amostra de cada paciente foram estimadas com base na
reatividade da curva padrdo e foram expressas como valor total ou categorizada como sugerido pelo
ensaio em ndo detectado (<0.35 Ul/ml), baixo (0.35 — 0.7 Ul/ml), moderado (0.7 — 3.5 Ul/ml),
claramente positivo (3.5 - 17.5 Ul/ml), positivo forte (17.5 — 50 Ul/ml), positivo muito forte (50 — 100
Ul/ml) e extremamente positivo (>100 Ul/ml). Todos os pacientes com reatividade acima de 0.35

Ul/ml foram considerados atopicos ou reativos.
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5.8 Anélise de citocinas e quimiocinas:

Concentracdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como interleucina (IL)-1B, IL-6, TNF-a,
quimiocinas e citocinas de tipol/17, IL-27, CXCL-10, CCL3, IL-17, Tipo 2 e regulatorias, 1L-10, IL-
5, IL-13, IL-33, CCL5, CCL11, CCL17 foram estimadas no soro de cada participante usando um Kit
de ensaio imunoenzimatico (ELISA) sanduiche, de acordo com as instru¢des do fabricante (Duoset,
R&D Systems, EUA). No primeiro momento, as microplacas de 96 pogos (Half-Area, Corning e Port
Elizabeth, Africa do Sul) foram sensibilizadas por 18 h a 4 °C (overnight) com Tampao de PBS (pH
7,4) contendo anticorpo de captura especifico para a citocina/quimiocina alvo. No dia seguinte, as
microplacas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 0,05 % de Tween-20 e bloqueadas PBS
contendo 1 % albumina bovina (BSA, Sigma). Ap6s o bloqueio, foi adicionado 25ul do padréo
contendo concentragfes conhecidas das citocinas/quimiocinas ou das amostras de soro dos pacientes
diluidos (concentracdo 1:2) em tampao de diluicdo (PBS contendo 0,1 % BSA) e as placas foram
incubadas por 2 h a temperatura ambiente. Apos a lavagem, a presenca das citocinas/quimiocinas nas
placas foi detectada pela adicdo de tampé&o de dilui¢do contendo o anticorpo anti-citocina conjugado
com biotina, na diluicdo recomendada pelo fabricante e as placas foram incubadas por mais 2 horas.
Apds a lavagem, foi adicionado 25ul de PBS/ BSA contendo estreptavidina conjugada com peroxidase
as placas e o material foi incubado por 20 min em local abrigado de luz. Em seguida as placas foram
lavadas e a reacdo revelada com adi¢do da solucdo de substrato contendo Tetra-metil-benzidina (TMB
—Sigma, Minneapolis, MN, USA). Ap6s 20 minutos, a reagdo foi interrompida com solucéo contendo
4N de &cido sulfarico (H2SO4) e a leitura realizada em leitor de microplacas (Molecular Devices - Versa
Max) no comprimento de onda de 450 nm. A concentracdo das citocinas/quimiocinas nas amostras foi

calculada pela interpolagédo do resultado da leitura de absorbancia das amostras com a curva padréo.

5.9 Processamento e analise de dados:

Foi gerado um banco de dados no excel, contendo informacdes das variaveis coletadas ao longo
do estudo. O banco foi composto de variaveis demograficas, socioeconémicas, mediadores
imunoldgicos, status parasitario e reatividade alérgica de cada individuo. Variaveis categoricas foram
comparadas usando teste do qui-quadrado (x?), médias foram comparadas usando teste t student ou
analise de variancia (ANOVA), e o teste de Kruskal Wallis foi usado para comparar medianas.
Anadlises de correlagdo foram usadas para quantificar a associagdo entre variaveis continuas. Modelos

de regresséo logistica foram usados para avaliar a relacdo entre infeccdo por S. mansoni e variaveis
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demogréficas, socioeconémicas e imunoldgicas antes e apds um ano de tratamento e também um
modelo utilizando reatividade do IgE contra alérgenos de poeira doméstica (Reativos e ndo reativos)
como variavel resposta vesus as variaveis analisadas. A forca de associagao foi avaliada usando a odds
ratio (OR) com 95% de intervalo de confiaga (IC). Varidveis com valor de p< 0,25 foram selecionadas
na andalise univariada para construir um modelo de regressdo logistica multivariado. Variaveis com
baixa frequéncia e que apresentaram co-linearidade foram excluidos das analises multivariadas. Para
varidveis com mais de duas categorias foram usados como valores de referéncia individuos negativos
para a infecgdo ou niveis indetectaveis de citocinas/quimiocinas associadas. Para definir o modelo final
com melhor ajustamento, foi usado o teste de likelihood (Hosmer and Lemeshow, 1989). Para os dados
coletados durante o segmento do estudo ap6s o tratamento com anti-helmintico, foram sendo
empregadas as mesmas andlises univariadas, seguidas do desenvolvimento de analises multivariadas

de regressdo logistica, ajustadas por idade.

RESULTADOS:

Para facilitar a compreensdo e discussdo dos resultados deste estudo, separamos 0s dados
obtidos em 3 capitulos independentes. No primeiro capitulo foi avaliado fatores socioeconémicos,
demograficos e imunolégicos associados a esquistossomose nos residentes da comunidade rural de
Brejo do Amparo. No segundo capitulo estdo os dados referentes ao estudo da reatividade alérgica a
alérgenos comuns na poeira domestica nestes mesmos individuos e sua relagdo com esquistossomose
e resposta imunoldgico. Finalmente, no terceiro capitulo apresentamos os dados referentes a

esquistossomose e a reatividade alérgica nesta populagdo, um ano apds o tratamento com Praziquantel.
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6. CAPITULO 1

Fatores de risco associados a ocorréncia da esquistossomose em residentes de
Brejo do Amparo, Januéria - Minas Gerais

Individuos residentes na comunidade rural de Brejo do Amparo, municipio de Januaria — MG foram
convidados a participar do estudo de base populacional que visa avaliar aspectos relacionados a
transmissdo e diagnostico da esquistossomose na area. Do total de 270 residentes, 257 individuos
concordaram com estudo, e forneceram amostras de fezes que foram utilizamos para realizagdo de uma
combinacdo de testes parasitologicos, incluindo Kato-Katz, Helmintex, Gradiente Salino e HPJ, e 0
teste molecular g-PCR que, em conjunto, permitiu diagnostico da esquistossomose, mesmo em
individuos infectados com baixa carga parasitaria. Esta mesma populacdo foi convidada a responder
questionarios com informacGes socioeconémicos, demograficos e clinicas relacionadas a
esquistossomose e a fornecer amostra de sangue, que foi utilizado para realizacdo de hemograma e
para quantificar alteracdes imunologicas através de testes de ELISA para determinacdo dos niveis
séricos de citocinas e quimiocinas. Mais da metade dos participantes (54,4%) foram identificados
como infectados para S. mansoni, sendo que 108 deles eliminavam menos que 12 ovos por grama de
fezes (OPG), caracterizando essa drea como de alta prevaléncia, mas com baixa intensidade de
infeccdo. Foi verificado que a populacdo avaliada consiste de um grupo bastante homogéneo,
submetidos a condi¢des sanitarias e socioecondémicas bastante semelhantes e precérias, impactando de
forma semelhante a transmissao da esquistossomose em toda comunidade. Com relacao as alteracdes
imunoldgicas, foi possivel observar que a frequéncia de respondedores para a citocina IL-17 (P=0,027)
e a concentracdo sérica de CCL3 (P=0,0033) foram significativamente maiores entre os individuos
infectados por S. mansoni em compara¢do aos nao infectados por este trematddeo, enquanto que
individuos infectados com carga <12 OPG apresentaram niveis séricos significativamente maior de
IL-27 (0,0061), que os infectados com carga menor. Alguns individuos infectados com carga baixa
apresentaram nives séricos detectaveis de I1L-10 e IL-5 ndo observados nos individuos com carga
parasitaria maior. Os modelos de regressdo logistica demonstraram que 0s residentes com niveis
séricos detectaveis de IL-17 tém cerca de uma cinco vezes mais chances de estarem infectados com S.
mansoni e individuos com idade superior a 40 anos mostram chance cerca de 5 vezes menor de

apresentar infeccdo mais intensa.
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6.1 Caracterizacdo da populacéo de estudo

No momento da coleta de dados, a comunidade rural de Brejo do Amparo possuia
aproximadamente 270 residentes. Dentre estes, 257 individuos, de 53 familias, foram elegiveis para
participar no estudo, sendo que 49% eram homens e 51% mulheres, com mediana de 32 anos de idade
(intervalo interquartil 15-5um anos) e maior distribui¢éo nas faixas etarias de 21 a 40 e 41 a 60 anos
(Tabela 1). A maioria dos individuos (82%) declararam ter contato frequente com a dgua dos cdrregos
e solo, que sdo as principais fontes de contaminagédo das helmintoses detectadas na area. Além disso,
toda comunidade avaliada no estudo ndo tem acesso a agua tratada ou tratamento de esgoto; a maioria
das residéncias utilizam a dgua do rio para beber (60,4%), e grande parte do esgoto é descartada em
fossas rudimentares (88,6%). Dentre o0s residentes maiores de 20 anos de idade, que
quiseram/souberam responder as questdes de escolaridade e renda, apenas 8 (6,2%) tinham ensino
superior completo, e a maioria (76,9%) declararam receber menos de 1 salario minimo.

Tabela 1: Caracterizacdo demogréafica e socioeconémica de residentes da comunidade rural de Brejo
do Amparo, Januéaria MG, Brasil.

Variaveis Categoria Numero (%)
Génerot Homem 112 (48,9)
Mulher 117 (51,1)
<10 38 (16,6)
11-20 43 (18,8)
Faixa etariat 21-40 61 (26,6)
41-60 60 (26,2)
>60 27 (11,8)
Analfabeto/semialfabetizado 28 (21,9)
Nivel educacional? Ensino médio 92 (71,8)
Ensino superior 8 (6,2)
Salario? <1 salério minimo 40 (76,9)
>1 salario minimo 12 (23,1)
. , Poco artesiano 21 (39,6)
Abastecimento de agua3 Rio/corrego 32 (60.4)
. Fossa rudimentar 47 (88,6)
Distribuicdo de esgoto? NEo sabe 6 (11,4)

1 Variaveis avaliadas no questionario individual (229 residentes);

2 Variaveis avaliadas no questionario individual excluindo residentes abaixo de 20 anos de idade (169
residentes, mas nem todos souberam/quiseram responder);

3 Variaveis avaliadas no questionario familiar (53 residéncias).

Entre os 257 participantes, 77 (29,9%) individuos ndo apresentaram infeccdo parasitaria
detectavel pelo exame de fezes. O exame de fezes pelo método parasitolégico HPJ revelou quatro
individuos eliminando cistos de Giardia lamblia, nove com cistos de Entamoeba histolytica/dispar e

72 com cistos de protozoarios comensais (Tabela 2).
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Para garantir um diagndstico mais preciso de esquistossomose, mdaltiplos métodos
parasitologicos de exame de fezes (Kato-Katz, Saline Gradient, Helmintex) e o método molecular
(gQPCR) foram aplicados. A combinacéo de métodos identificou 140 (54,4%) individuos com infec¢édo
por S. mansoni, e destes 48 estavam coinfectados com nematédeos ou com protozoarios intestinais. A
andlise parasitologica também identificou 23 individuos eliminando ovos de ancilostomideos e destes
15 estavam coinfectados com S. mansoni. Houve também 6 casos de Enterobius vermicularis, sendo
4 coinfectados com S. mansoni, um caso de Trichuris trichiura e um de infec¢do por Strongyloides

stercoralis (Tabela 2).

Tabela 2: Status de infeccdo parasitaria estabelecida pela combinacdo de testes de diagnosticos, em
residentes da comunidade rural de Brejo do Amparo, Januéria MG, Brasil.

Status de , in ftlctggos %Prevaléncia Cc:;grl:ztzsgao %Prevaléncia
Infeccéo Parasitaria Total (1C95%) mansoni (1C)

Protozoarios comensais* 72249 28,9 (23,6 - 34,8) 23249 9,2 (6,2 - 13,5)
Giardia lamblia 4249 1,6 (0,6 -4,1) 1249 0,4(0,1-2,2)
Entamoeba histolytica/dispar 9249 3,6(1,9-6,7) 5249 2,0 (0,9 - 4,6)
Schistosoma mansoni 140257 54,5 (48,4 - 60,5) - -
Ancilostomideo 23257 8,9 (6,0 - 13,1) 15257 5,8 (3,6 -9,4)
Enterobius vermicularis 6257 2,3(1,1-5,0) 4257 1,2(0,4-3,4)
Strongyloides stercoralis 1257 0,4 (0,1-2,1) - -
Trichuris trichiura 1257 0,4(0,1-2,1) - -

1 Entamoeba coli, Endolimax nana, lodamoeba Butchilii, Blastocystis hominis.

6.2 Perfil socioeconémico e demografico dos individuos infectados por S. mansoni
entre residentes da comunidade de Brejo do Amparo:

Conforme dado apresentado na tabela 3, na populacédo de estudo, a prevaléncia da infec¢éo por
S. mansoni ndo foi significantemente associada com as variaveis demogréficas e socioeconémicas
analisadas, incluindo género, nivel educacional, renda e tipo de abastecimento de agua e esgoto. Nesta
populacdo também ndo alteracdo significativa da prevaléncia da infeccdo por S. mansoni entre

individuos com infeccdo por nematddeos intestinais (Tabela 3).
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Tabela 3: Relagdo de fatores socioeconémicos, demograficos e de coinfec¢do com a infecgdo por S.
mansoni em residentes do distrito de Brejo do amparo, Januaria, Minas Gerais.

-, - - +
Variaveis Snr(rz)/g)) Sr?(]o/(o )) OR (1C95%) p valor
Género! n=117 n= 140
Feminino 64 (54,7) 71 (50,7) 1
Masculino 53 (45,3) 69 (49,3) 1,17 (0,71-1,92) 0,52
Faixa etarial n=117 n= 140
<10 23 (19,7) 18 (12,9) 0,62 (0,28 —1,35) 0,23
11-20 19 (16,2) 28 (20,0) 1,16 (0,55 - 2,48) 0,69
21 -40 30 (25,6) 38 (21,1) 1 -
>41 45 (38,5) 56 (40,0) 0,98 (0,53 — 2,88) 0,90
Nivel Educacional* n=64 n= 64
Analfabeto/semialfabetizado 21 (45,7) 25 (54,4) 1
Ensino médio e superior 67 (46,5) 77 (53,5) 0,96 (0,50-1,88) 0,93
Salario® n=33 n=29
> 1 Salario minimo 24 (72,7) 21 (72,4) 1 097
<1 Salario minimo 9 (27,3) 8 (27,6) 1,16 (0,69-1,92) :
Abastecimento de agua® n= 10 n=43
Rio/Corrego 9 (90,0) 38 (88,4) 1 0.88
Poco artesiano 1(10) 5(11,6) 0,84 (0,87 —8,14) '
Distribuicdo de Esgoto® n=10 n=43
Fossa Rudimentar 4 (40,0) 17 (39,5) 1 0.97
Né&o Sabe 6 (60,0) 26 (60,5) 1,02 (0,25 - 4,16) :
Infeccdo Nematodeos n=117 n= 140
Negativos 105 (89,7) 122 (87,1) 1 0,51
Positivos 12 (10,3) 18 (12,8) 1,29 (0,59 — 2,80)

1Questionario individual excluindo residentes abaixo de 20 anos de idade.
2Questionario familiar.
Teste do qui-quadrado seguido de regressao logistica.

6.3. Possiveis associagcdes entre a presenca de infeccdo por S. mansoni e as
alteracdes imunoldgicas detectadas em residentes da comunidade de Brejo do
Amparo

As analises imunologicas foram realizadas em amostras de soro dos individuos, e apenas
individuos entre 5 e 75 anos forneceram amostra de sangue, totalizando 207 individuos da populacao
de estudo. Além disto, ndo foram todos os participantes que apresentaram volume de soro necessario
para todos os testes. Assim, o total de individuos testados em cada ensaio esta descrito na Tabela 4.
Grande parte dos individuos da populacéo de estudo ndo apresentaram niveis séricos detectaveis para
alguns mediadores imunolégicos avaliados, especialmente citocinas. Desta forma, para estes
mediadores a frequéncia de individuos com niveis séricos detectaveis foi comparativamente
examinada entre os individuos infectados por S. mansoni (exame parasitoldgico positivo e/ou
molecular reativo) ou ndo infectados na comunidade rural de Brejo do Amparo. Nossos dados
mostraram que a frequéncia de respondedor para a citocina IL-17 foi significativamente maior (p=

0,027) entre os individuos infectados com S. mansoni em relagdo aos ndo infectados. Por outro lado,
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ndo houve diferenca significativa na frequéncia de respondedor para IL-1p, IL-6, IL-5, 1L-13 e IL-33
entre os individuos infectados por S. mansoni e ndo infectados desta populacdo. A frequéncia de
respondedor para as citocinas TNF-a e IL-10 entre infectados e nédo infectados, tiveram valor de p
menor ou igual de 0,25, sendo entdo utilizadas para a confec¢cdo do modelo multivariado final,

juntamente com IL-17 (Tabela 4/figura 3).

Tabela 4: Prevaléncia de infeccdo por S. mansoni e moduladores imunoldgicos na populacéo de Brejo
do Amparo, Januéria-MG.

Citocinas/Quimiocinas Sm(-) Sm (+) OR (1C95%) p-valor

IL-1B (=207) | 59 65 106) | 71 (63,4%)
Indetectavel 36 (37.9%) 41 (36.6%) 1 0,849
Detectavel ’ ’ 0,94 (0,53 — 1,66)

IL-6 (n = 201)
Indetectavel 28 (30,7%) 26 (23,6%) 1 0,256
Detectavel 63 (69,3%) | 84 (76,4%) | 1,4(0,76 —2,68)

IL-17 (n =205) | 94 97,806) | 102 (90,3%)
Indetectavel 2 (2,2%) 11 (9,7%) 1 0,027
Detectavel ’ ’ 4,85 (1,04 — 22,48)

TNF-a (n =202)

Indetectavel 85 (93,4%) 97 (87,4%) 1 0,154
Detectavel 6 (6,6%) 14 (12,6%) | 2.04 (0,75 —5,55)

IL-10(n=176) | 75 51 506) | 98 (88,3%)
Indetectavel 17 (18.5%) 13 (11.7%) 1 0,176
Detectavel ’ ’ 0,58 (0,26 — 1,27)

IL-5 (n = 179)
Indetectavel 72 (88,9%) 83 (84,7%) 1 0,412
Detectavel 9(11,1%) | 15(15,3%) | 1,44 (0,59 — 3,50)

IL-13(n=177) | 45 56.306) | 51 (52,6%)
Indetectavel 35 (43 79%) 46 (47 4%) 1 0,625
Detectavel ' ’ 1,15 (0,63 — 2,10)

IL-33 (n=185) | 51 59306) | 62 (62,6%)
Indetectavel 35 (40.7%) 37 (37.4%) 1 0,644
Detectavel ’ ’ 0,86 (0,48 —1,57)

Teste do qui-quadrado seguido de regresséo logistica.
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Figura 3: Grafico de radar ilustrando a frequéncia de respondedores para citocinas IL-1 B, IL-6, IL-
17, TNF-a, IL-10, IL-5, IL-13 e IL-33 no soro de individuos (A) ndo infectados por Schistosoma
mansoni (Sm-) ou (B) infectados pelo parasito (Sm+) entre os residentes da comunidade rural de Brejo
do Amparo, Januéria — MG.

Os dados dos mediadores imunolégicos com niveis séricos detectdveis em todos os
individuos testados foram analisados como varidveis continuas, sendo apresentado os valores da
mediana do grupo com o intervalo de confianca (Tabela 5). Os dados da tabela 5 demonstram que
individuos infectados por S. mansoni apresentam nivel sérico de CCL3 significativamente maior
que os ndo infectados (6785 pg/mL versus 3360 pg/ml, p= 0,003). Os niveis séricos de CCL5 e
CCL17 foram marginalmente superiores nos individuos infectados e a concentragdo de IL-27 foi
inferior nestes individuos (p<0,25), sendo entdo incluidos na confec¢cdo modelo multivariado final.
Os demais mediadores imunoldgicos avaliados, como concentracdo sérica das quimiocinas

CXCL10e CCL11, foram estatisticamente semelhantes nos individuos infectados e ndo infectados.

Tabela 5: Relacdo entre a prevaléncia de infecgdo de S. mansoni, seus mediadores imunoldgicos na
populacdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Mediadores S. mansoni (-) S. mansoni (+) P valor

Imunoldgicos Mediana 1Q* Mediana [6)
IL-27 (pg/ml) 760 378 - 1010 623 341 - 1087 0,2427
CXCL10 (pg/ml) 111 69 - 175 115 77 - 177 0,4345
CCL11 (pg/ml) 73 18 - 152 72 24 - 183 0,8484
CCL5 (pg/ml) 14 8-34 17 10 - 48 0,1665
CCL17 (pg/ml) 190 91-525 266 131 - 1155 0,0747
CCL3 (pg/ml) 3360 2253 - 11875 6785 3360 - 17225 0,0033*

*1Q-Interquartil
Teste de Mann-Whitney

A tabela 6 representa os valores de contagem diferencial de células circulantes e a concentragao

de hemoglobina avaliados pelo hemograma, bem como a concentragcdo de IgE no soro da populagdo
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do estudo. A quantidade de eosindfilos circulantes foi marginalmente superior nos individuos
infectados, sendo entdo incluido no modelo multivariado final. Os demais mediadores laboratoriais
avaliados como a quantidade de hemacias, plaquetas e concentracdo de hemogloblina e de IgEforam
estatisticamente semelhantes na populagéo avaliada.

Tabela 6: Relacdo entre a prevaléncia de infecgdo de S. mansoni e seus dados hematoldgicos na
populacdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Dados S. mansoni (-) S. mansoni (+) P valor
hematologicos Mediana 1Q* Mediana 1Q

IgE Total (ng/ml) 1739 635 - 3946 1925 930 - 4413 0,3760

Eosindfilo (céls/mm?) 354 173 - 626 405 238 - 661 0,0701

Hemoglobinas (g/dL) 136 125 - 147 136 129 - 148 0,6610

Hemaécias (10%/mm?®) 510 474 - 550 513 475 - 541 0,8862

Plaquetas (10%/mm?®) 236 187 - 280 240 199 - 296 0,3133

*1Q-Interquartil
Teste de Mann-Whitney

6.4 Andlise multivariada final de Regressdo Logistica — Evento: Presenca da
infeccdo de S. mansoni

Na tabela 7 mostramos os resultados da primeira analise multivariada de regressdo logistica
para avaliar o efeito de parametros imunoldgicos e hematdélogicos na presenca de infec¢do por S.
mansoni, com dados ajustados por idade.

A partir das analises univariadas, 0s parametros que apresentaram nivel de significancia <0,25
foram selecionadas para construcdo do modelo final de regressao logistica, ou seja, a concentracdo
sérica de 1L-10, IL-17, TNF-a, avaliadas de forma categorizadas (frequencia de respondedor e ndo
respondedor), e as variaveis continuas CCL3, CCL5, CCL17, IL-27 e eosindfilos, todas ajustadas por
idade (saidas da na analise — Apéndice 1). A andlise revela que, em residentes de Brejo do Amparo, a
infeccdo por S. mansoni foi positivamente associada com a frequéncia de respondedores para a citocina
IL-17 (0,04), ou seja, individuos com niveis detectaveis dessa citocina no soro tiveram cerca de 5 vezes

mais chances de estarem infectados por S. mansoni.

Tabela 7: Modelo multivariado de regressédo logistica para associacéo entre prevaléncia de infeccao
por S. mansoni e mediadores imunoldgicos.

Variaveis Infeccdo por S. mansoni
OR bruta (IC) p-valor OR ajustada (IC) p-valor
IL-17 - detect. | 4,85 (1,04 —22,48) 0,027 4,93 (1,06 — 22,89) 0,042

Ajustado por idade, Ref. Idade — 21 a 40 anos.

Ref. Co-variaveis: N&o detectavel

*Log likelihood = -137.66673, nUmero de observagdes = 205
Curva ROC =0.5802
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6.5. Possiveis associacOes entre a intensidade da infeccéo e alteracGes imunologicas
em individuos infectados por S. mansoni na comunidade de Brejo do Amparo

Para melhor entender a relacdo da carga parasitaria com as alteracBes imunoldgicas, 0s

parametros demogréaficos, hematoldgicos e imunologicos foram avaliados nos individuos da populacéo

de estudo infectados por S. mansoni que eliminavam <12 ou > 12 ovos p/grama de fezes. Ao se

considerar a analise univariada, somente o frequencia de respondedor para as citocinas IL-6, IL-10 e

IL-5 se mostraram estatisticamente associadas a menor intensidade de carga, sendo mais frequente

entre individuos positivos para S. mansoni com OPG<I12. As citocinas IL-1p, IL-17, TNF-a e IL-33

apresentaram p<0,25 ¢ foram utilizadas para confec¢do do modelo multivariado final (Tab.8/Fig.4).

Tabela 8: Relacdo entre intensidade de carga parasitaria para S. mansoni e moduladores imunolégicos
na populacdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Citocinas/ Intensidade de carga em infectados por S. mansoni
Quimiocinas <12 OPG >12 OPG OR (1C95%) Valor de p
IL1-B (n=112)

Indetectavel 57 (67,8%) 14 (50,0%) 1 0,089
Detectavel 27 (32,1%) 14 (50,0%) NA

IL-6 (n =110)

Indetectavel 16 (19,3%) 10 (37,0%) 1 0,059
Detectavel 67 (80,7%) 17 (63,0%) 13,84 (1,21 — 58.28)

IL-17 (n = 113)

Indetectavel 77 (89,5%) 25 (92,6%) 1 0,640
Detectavel 9 (10,5%) 2 (7,4%) 0,21 (0,25 - 0,80)

TNF-0 (n=111)

Indetectavel 75 (89,3%) 22 (81,5%) 1 0,248
Detectavel 9 (10,7%) 5 (18,5%) 2,42 (0,80 — 7,32)

IL-10 (n = 111)

Indetectavel 72 (84,7%) 26 (100%) 1 0,034*
Detectavel 13 (15,3%) 0 (0,0%) NA

IL-5 (n = 98)

Indetectavel 61 (80,3%) 22 (100%) 1 0,024*
Detectavel 15 (19,7%) 0 (0,0%) NA

IL-13 (n=97)

Indetectavel 40 (54,8%) 11 (45,8%) 1 0,446
Detectavel 33 (45,2%) 13 (54,2%) 1,4 (0,62 — 3,50)

IL-33 (n =99)

Indetectavel 50 (65,8%) 12 (52,2%) 1 0,237
Detectavel 26 (34,2%) 11 (47,8%) 1,51 (0,63 — 3,65)

Teste do qui-quadrado seguido de regressao logistica
NA= ndo aplicavel para analise de regressao logistica
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Figura 4: Grafico de radar ilustrando a frequéncia de respondedores para citocinas IL-1 B, IL-6, IL-
17, TNF-0, IL-10, IL-5, IL-13 e IL-33 no soro de individuos (A) infectados por S. mansoni com baixa
carga (<12 OPQG) ou (B) infectados pelo parasito com maior carga (>12 OPQ) entre os residentes da
comunidade rural de Brejo do Amparo.

6.6 Intensidade de infeccé@o por S. mansoni e avaliacdo de niveis séricos detectaveis
de mediadores imunologicos e hematoldgicos:

Individuos positivos para S. mansoni com carga parasitaria >12opg apresentaram
significativamente maiores niveis séricos da citocina IL-27 (p= 0,0061) em compara¢do com
individuos infectados com carga <12opg (Tabela 9). As quimiocinas CCL11, CCL5, CCL17,
CCL3 tiveram um p<0,25, sendo entdo incluidas na confeccdo do modelo multivariado final. Nao
houve diferenca entre os niveis séricos de CXCL10 entre infectados com intensidade <12 ou >12

OPG.

Tabela 9: Relacdo entre intensidade de carga parasitaria de S. mansoni e seus mediadores
imunoldgicos na populagdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Mediadores <12 OPG >120PG P valor

Imunoldgicos Mediana 1Q* Mediana 1Q
IL-27 (pg/ml) 486 320 - 890 992 522 - 1771 0,0061*
CXCL10 (pg/ml) 122 77 - 165 113 77 - 207 0,7265
CCL11 (pg/ml) 30 1-102 23 1-47 0,2231
CCLS5 (pg/ml) 10862 6987 - 21897 15645 | 7000 - 51814 | 0,2429
CCL17 (pg/ml) 249 111 - 1013 356 219 - 2033 0,0917
CCL3 6420 3360 - 17745 8720 3360 - 17210 | 0,2008

*1Q-Interquartil
Teste de Mann-Whitney
Na tabela 10 é possivel observar os dados hematoldgicos advindos da analise do
hemograma mostram que o numero de eosinéfilos e hemacias circulantes, bem como a
concentragdo de hemoglobinas e IgE total foram estatisticamente semelhantes entre infectados por

S. mansoni eliminando menos que 12 OPG e infectados com carga parasitaria maior, mas o nivel
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sérico de plaquetas entre estes grupos atingiu um valor de p<0,25 e sera adicionado na montagem

do modelo multivariado final.

Tabela 10: Relacdo entre intensidade de carga parasitaria de S. mansoni e seus dados hematoldgicas
na populacédo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Dados <12 OPG >120PG P valor
hematologicas Mediana 1Q* Mediana 1Q

IgE Total (ng/ml) 1820 918 - 4315 2946 948 - 5736 0,3739

Eosindfilo (céls/mm?) 430 216 - 653 398 278 - 688 0,5115

Hemoglobinas (g/dL) 136 127 - 149 135 131 - 145 0,8630

Hemacias (10¢/mm?3) 513 475 - 540 515 470 - 548 0,7838

Plaquetas (10%/mm?3) 228 192 - 293 269 202 - 330 0,1341

*1Q-Interquartil
Teste de Mann-Whitney

6.7 Analise de Regressdo Logistica para a intensidade de carga parasitaria em
infectados para S. mansoni

A tabela 11 apresenta os resultados do segundo modelo de analise multivariada, no qual foi
realizada uma regressao logistica para avaliar o efeito de parametros demograficos, imunolégicos e
hematoldgicos na intensidade de infeccdo por S. mansoni, que foi categorizada em individuos
infectados eliminando menos ou mais 12 OPG (saidas da analise — Apéndice 1). Na populacdo de
estudo, onde a grande maioria dos individuos infectados apresentaram baixa carga parasitaria, a
regressao logistica demonstra que parametros imunolégicos e hematologicos avaliados no presente
estudo ndo foram associados a intensidade de infec¢do, mas individuos com idade superior a 40 anos
mostram chance cerca de cinco vezes menor de apresentar infec¢cdo com carga superior a 12 OPG
(Tabela 11).

Tabela 11: Regressao logistica para associacdo entre intensidade de carga categorizada em <12 ou
>12 OPG em infectados por S. mansoni.

o Intensidade de carga em infectados por S. mansoni (<12>0PG) |
Variaveis
OR bruta (IC) z p-valor IC
Idade (< 10 anos) 0,51 -1.22 0.221 0.17-1.49
Idade (11-19 anos) 0,31 -1.65 0.098 0.75-1.24
Idade (>40 anos) 0.22 -2.90 0.004* 0.07 - 0.61

Log likelihood =-91.829123
Curva ROC =0.6541
Ref. Idade: 21 a 40 anos
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6.8 DISCUSSAO

Estudos de base populacional tém sido realizados para determinar o papel dos fatores de risco
ambientais, na tentativa de encontrar padrbes e heterogeneidade no risco de infeccdo pela
esquistossomose (Lai et al., 2015, Walz et al., 2015; McManus et al., 2018). Nessa etapa, realizamos
um estudo transversal em residentes de Brejo do Amparo, area rural do municipio de Januaria/MG,
objetivando compreender possiveis associacdes de fatores demograficos, socioecondmicos,
hematoldgicos e imunoldgicos com a presenca e intensidade da infeccdo por S. mansoni. A
combinacéo de testes diagndsticos permitiu caracterizar essa populacdo como de alta prevaléncia para
S. mansoni (54,4%), mas baixa intensidade de carga parasitaria. Nossas analises estatisticas revelaram
que os fatores socioecondmicos e demogréaficos avaliados foram semelhantes entre infectados e ndo
infectados por S. mansoni na comunidade rural avaliada no presente estudo. Na nossa opinido, a
auséncia de associacao entre infeccdo e fatores como idade, escolaridade e renda pode ser justificado
pela homogeneidade do grupo estudado, confirmada nas vistas de campo. Trata-se de residentes de
uma area com pequena extensao territorial, sob as mesmas caracteristicas ambientais, culturais e base
econdmica.

O estudo de campo realizado no distrito de Brejo do Amparo propiciou conhecer melhor a
realidade dessa populagdo, evidenciando condicGes inadequadas de infraestrutura sanitaria. A
comunidade rural ndo tem acesso a tratamento de agua e esgoto, e a maioria dos residentes (82%)
declararam utilizar a &gua dos corregos e ter contato constante com o solo para atividades diarias, que
sdo as principais fontes de contaminacdo das helmintoses detectadas na area. O esgoto €, em grade
parte, descartado em fossas rudimentares (88,6%), que podem facilmente contribuir para contaminacéo
ambiental. Quase 80% dos participantes declararam ndo ter alfabetizacdo ou ter apenas o ensino
fundamental e mais de 60% recebem apenas um salario minimo ou menos. Toda a comunidade esta
inserida em uma éarea de pequena extensdo, sob semelhantes influéncias ambientais, culturais e
socioecondmicas, sendo altamente vulneraveis a doencas infecciosas. De acordo com os trabalhos
publicados por Grimes et al., (2014) e McManus et al., (2018), a precariedade de saneamento e higiene
e falta de acesso a &gua limpa, associados a realizagdo frequente de atividades que envolvam contato
com a agua, seja para fins doméstico, recreativo ou profissional, coloca toda populagdo em risco de
infeccd@o por esquistossomose e enteroparasitoses.

Nessas comunidades com baixo poder aquisitivo, infecgdes parasitarias tém, de forma geral,
uma prevaléncia elevada, sendo uma ameaga grave para a saude e desenvolvimento das criangas,

estando associadas com reducdo da atividade fisica e capacidade de aprendizagem prejudicada
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(Goncalves et al., 2011; Assis et al., 2013; McManus et al., 2018). Em Brejo do Amparo néo foi
diferente, a prevaléncia geral de helmintos e protozoarios intestinais foi de 70,4%, resultado bastante
elevado em comparacdo com outros estudos de prevaléncia de parasitoses realizados em Minas Gerais
(dos Santos et al., 2012; Rocha et al., 2000). Essa alta prevaléncia de parasitoses em Brejo do Amparo
pode estar relacionada a fatores associados a alta concentracdo de individuos nos domicilios, bem
como negligéncia dentro do atual contexto de crise econdmica e politica, com consequente privacdo
de condicBes sanitarias adequadas (Assis et al., 203). Além disso, é importante ressaltar que para
diagndstico dos individuos positivos foi utilizada uma combinacdo de quatro testes parasitologicos
diretos (Sedimentacdo Espontanea, Gradiente Salino, Helmintex® e Kato-Katz), aumentando assim a
sensibilidade desses exames. Essa combinacdo de testes é de grande importancia para nao subestimar
a real frequéncia de parasitoses em estudos populacionais, visto as diversidades bioldgicas e estruturais
de cada parasito, necessitando assim de métodos diferentes para sua deteccdo (King et al., 2013; Saugar
etal., 2015).

Outro fator que pode ter contribuido para a elevada prevaléncia de infec¢fes parasitarias nesse
distrito € o grau de escolaridade, visto que apenas 6,2% dos residentes possuem ensino superior. De
acordo com um trabalho realizado com escolares de Teerd, por Nematian e colaboradores (2004), o
aumento no nivel de escolaridade dos pais diminui as infec¢bes parasitarias em até 20%, concluindo
que existe uma grande relacdo entre o nivel educacional dos pais e a taxa de infec¢des, sugerindo que
certas préticas de cuidados infantis de higiene sejam melhores quando os pais recebem um maior nivel
de educacéo.

Dentre as infeccBes diagnosticadas pelos testes parasitoldgicos, a infeccdo causada pelo
trematodeo S. mansoni foi a mais frequente, com prevaléncia de 54,4% em Brejo do Amparo. A
prevaléncia observada é muito maior do que os ~20% estimados pelas autoridades de saude locais
(Ruas et al., 2013). A elevada prevaléncia de esquistossomose nesta comunidade era esperada, visto
que a comunidade estudada esta localizada na regido norte de Minas Gerais, area historicamente
endémica para a esquistossomose do pais (Katz & Almeida, 2003; Gazzinelli et al., 2006). O conjunto
de procedimentos diagndsticos aqui utilizados, permitiram identificar 108 individuos infectados com
carga parasitaria muito baixa, que nao seriam identificados utilizando-se como ferramenta diagndstica
apenas o exame de fezes pela técnica de Kato-Katz. O uso de técnicas diagndsticas mais sensiveis
promoveu uma estimativa mais realista da prevaléncia de esquistossomose na area, € também
evidenciou o perfil de infeccdo pelo trematédeo como de baixa intensidade de carga parasitaria
(mediana = 4 opg), de acordo com a classificacdo da OMS (2014). A reducdo da carga parasitaria é
consequéncia da mudanca do cenario epidemioldgico da esquistossomose, oriundo principalmente das

acOes promovidas pelo PCE, que tem como eixo central o tratamento dos individuos infectados com
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Praziquantel, cuja acdo ndo protege contra reinfeccbes nem afeta a viabilidade dos ovos e formas
imaturas do parasito (Scholte et al., 2012; Grenfell et al., 2014). De acordo com Novato-Silva et al.,
(1992) e Attallah et al., (2003), individuos de area endémica também sofrem exposicao intrauterina a
antigenos de S. mansoni, devido a infeccdo materna, ou mesmo apds o nascimento através do leite
materno, fato que pode acarretar em uma resposta modulatoria contribuindo para a sobrevivéncia do
verme e manutencdo de seu ciclo, diferente do observado fora da area endémica. Assim, apesar dos
individuos apresentarem baixa carga parasitaria, a exposicdo a infec¢do e reinfeccdo é frequente,
contribuindo para os niveis de prevaléncia elevado que observamos no presente estudo. Também é
importante ressaltar a importancia do tipo de selecdo da populacédo de estudo para o perfil de infeccdo
observado, ou seja, este foi um estudo de base populacional em area endémica e ndo em hospitais ou
outros locais que poderiam viciar a amostragem, selecionando apenas individuos com sintomas e
possivelmente maior carga parasitaria.

A prevaléncia da esquistossomose ndo apresentou diferencas significativas entre género e faixa
etaria na populacdo avaliada. Alguns estudos publicados (Enk et al, 2010; El-Sayed et al, 2014)
evidenciam uma maior prevaléncia de infeccdo por S. mansoni em individuos do sexo masculino,
provavelmente devido as atividades na agricultura que sdo mais frequentes entre 0s homens em areas
rurais, resultando em aumento na exposicdo a infeccdo ao parasita e ndo necessariamente a diferenca
de suscetibilidade entre géneros (Kloss et al., 2008). Além da relacdo com a combinacao diagnostica
altamente sensivel para identificar pacientes verdadeiramente negativos, a semelhanga da prevaléncia
de esquistossomose entre individuos das diferentes faixas etérias e género também pode ser justificada
pelo fato de todos os residentes alegaram utilizar a &gua do riacho para atividades domésticas e lazer.

Entretanto, apesar da prevaléncia de esquistossomose ser semelhante nas diferentes faixas
etarias, os individuos mais velhos (>4um anos) apresentaram menor intensidade de carga parasitaria.
Trabalhos desenvolvidos em &reas endémicas para esquistossomose também relatam essa diferenca
entre idades na populacdo, onde a primo-infeccdo frequentemente ocorre na primeira infancia,
atingindo maior prevaléncia em jovens e adolescentes, tendendo a diminuir na idade adulta (Concei¢éo
& Coura, 1978; Coura-Filho et al., 1995; Fleming et al., 2006; Colley et al., 2014). Infec¢cGes
sucessivas contribuem para o desenvolvimento de mecanismos imunoprotetores que, apesar de nao
gerar uma protecdo absoluta as reinfeccbes, podem resultar em infecges com menor intensidade de
carga, dificuldando a identificacdo desses pacientes devido a falta de sensibilidade dos testes de
diagnostico utilizados. Isto pode ser essencial para justificar a permanéncia da transmisséo do parasito
nestas areas.

O helminto S. mansoni possui uma interacdo altamente complexa com o sistema imunologico

do homem, e para avaliar essa relacdo nos residentes de Brejo do Amparo, quantificamos tipos
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celulares sanguineos e medimos a concentracdo de diferentes mediadores imunoldgicos em amostras
de soro. O tipo e intensidade de resposta imune no hospedeiro é um fator determinante na morbidade
da doenga, e esta intimamente associado a frequéncia e tempo de infec¢do pelo parasito, estado
nutricional e comorbidades (Colley et al., 2014; Deslyper et al., 2019; McManus et al., 2020). As
variaveis imunoldgicas e hematoldgicas, foram avaliadas separadamente e em conjunto atraves da
construcao de dois modelos de analise multivariada, considerando em primeiro momento a prevaléncia
de S. mansoni em toda a populacéo estudada, e em segundo momento a intensidade de carga parasitaria
na populacdo infectada, categorizada em <12 e >12 OPG.

Nossos dados da anélise univariada demostraram que as citocinas IL-17 e TNF-a foram mais
frequentemente detectadas no soro de individuos infectados com S. mansoni, sugerindo que, em areas
com frequente exposicdo ao helminto, o individuo infectado, mesmo com baixa carga parasitaria, €
capaz de produzir uma resposta de perfil pro-inflamatério. A associacdo entre infecgdo por
Schistosoma e producdo de IL-17 ja é sabidamente estabelecida em modelos experimentais, nos quais
a producéo de citocinas € um indicador de imunopatologia grave e fibrose hepatica (Rutitzky et al.,
2011; Wang et al., 2015). Além disso, a frequéncia de células Th17 é positivamente associada com a
gravidade da patologia da bexiga nas populagdes humanas infectadas com S. haematobium (Mbow et
al., 2013). Essa citocina foi a Unica que se manteve positivamente associada a infec¢éo por S. mansoni
no modelo final, que demonstra que, nesta comunidade, os individuos com niveis detectaveis de IL-
17 soro apresentam até 5 vezes mais chances de estar infectado por S. mansoni. Essa citocina é
conhecida por seu perfil patogénico, que contribui para reacGes inflamatorias, fibrosantes e
granulomatosas na esquistossomose (Nady et al., 2017; Santana et al., 2021). Um estudo recente
demonstrou o potencial do IL-17 na inducdo de mediadores pro-inflamatorios como IL-1p, IL-6 e
TNFa que foram significativamente reduzidos em camundongos infectados que tiveram o IL-17
bloqueado por tratamento com anticorpos monoclonais anti-1L-17 (Zaalouk et al., 2020). TNF-q,
embora sabidamente envolvido na resposta inflamatoria e intensidade de carga parasitaria (Shahat et
al. 2007, Fernandes et al., 2014), ndo permaneceu associado a infeccdo nos modelos multivariados de
regressdo logistica empregado no presente estudo, o que pode refletir as caracteristicas da baixa carga
parasitaria dessa area de transmiss@o. O mesmo ocorreu com a frequéncia aumentada de respondedores
para as citocinas IL-10 e IL-5 nos infectados com carga parasitaria <12 opg, ndo havendo niveis
detectaveis dessesas citocinas em pacientes infectados com carga >12, o que inviabiliza sua anélise
por regressdo logistica. Vale ressaltar que a quantificacdo dessas citocinas pode estar subestimada visto
que foram realizadas atraves de amostras sorologicas que em geral contém poucas citocinas circulantes
de perfil regulatorio, visto que estas sdo em grande parte recrutadas para os sitios de infeccdo durante

0 processo inflamatdrio, mantendo niveis basais dessas citocinas na circulagdo sistémica.
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As quimiocinas apresentaram niveis de deteccdo em todos os individuos da populacdo de
estudo, permitindo sua analise de forma continua. Dentre as cinco quimiocinas avaliadas, somente a
CCL3 apresentou diferencas significativas, com maior intensidade de deteccdo em individuos
positivos para S. mansoni, mas ndo permaneceu associada ao modelo multivariado final. Estudos
recentes revelam que associacdo entre altas concentragfes de CCL3 e individuos infectados por
esquistossomose grave (Sousa-Pereira et al., 2006, Souza et al., 2008). O trabalho de Rodrigues-
Oliveira et al. (2018) demonstra a importancia dessa quimiocina pré-inflamatéria em modelo murino
para a formacdo e modulagéo da inflamacéo granulomatosa induzida por esquistossomose, entretanto
é relatada a dificuldade de se estabelecer relacdo em individuos infectados naturalmente. Nesse
trabalho a concentracdo plasmatica de CCL3 em individuos infectados com S. mansoni foi
positivamente associada a parametros de morbidade da doenca, embora a populacdo avaliada seja
descrita como de baixa carga parasitaria (mediana= 32), esta é consideravelmente mais alta que nos
residentes avaliados em Brejo do Amparo. Em outro estudo desenvolvido por nosso grupo com essa
populacdo, a quimiocina CCL3 quando categorizada se manteve positivamente associada a
esquistossomose no modelo final que avaliou o efeito da Leishmaniose Tegumentar Americana na
susceptibilidade e resposta imune de S. mansoni (Miranda et al., 2021).

Para 0 modelo multivariado final que considerou a intensidade de carga parasitaria como
variavel resposta, a Unica variavel associada foi a faixa etaria, apresentando relacdo inversa entre
residentes com idade >40 anos e carga de S. mansoni >12 OPG. Esse resultado corrobora o que estudos
de base populacional ja relataram sobre a tendéncia de a infec¢do diminuir na idade adulta em
populacdes de areas endémicas (Conceicdo & Coura, 1978; Coura-Filho et al., 1995; Fleming et al.,
2006; Colley et al., 2014).
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7 - CAPITULO 2

Modulacgdo da reatividade alérgica em humanos é dependente de carga
parasitaria de Schistosoma mansoni, baixos niveis de IL-33 ou TNF- a e altos
niveis de 1L-10 no soro

As infecgdes por helmintos e alergias séo caracterizadas por uma resposta imune predominante
do tipo 2. Na esquistossomose, a resposta Th2 geralmente é acompanhada pela inducéo de mecanismos
imunorreguladores que contribuem para a sobrevivéncia do verme e esquistossomose menos grave.
Embora os mecanismos imunomoduladores induzidos por helmintos parecam afetar a atopia, 0s
estudos epidemiologicos sobre a relacao entre helmintos e alergia tém sido inconsistentes, e os dados
sugerem que os efeitos modulatérios podem ser influenciados por espécies de helmintos, cronicidade
da infecgdo e carga parasitaria. Nessa fase realizamos um estudo transversal para investigar os efeitos
da carga do parasita S. mansoni e da resposta imune na reatividade alérgica de individuos que vivem
em uma area endémica de esquistossomose no Brasil. Os residentes dessa area cederam amostras fecais
que foram avaliadas por uma combinacdo de exames parasitologicos e teste molecular. ConcentracGes
de citocinas e quimiocinas, IgE total e reatividade de IgE a alérgenos de poeira também foram
avaliados por ELISA através de amostras de soro, possibilitando observar sua participacédo na relacéo
entre infeccdo por S. mansoni e reatividade contra antigenos de poeira doméstica. A reatividade de IgE
a alérgenos de poeira foi detectada em 47 individuos (23,8%), e 140 individuos (54,4%) foram
diagnosticados com infec¢do por S. mansoni. A maior parte da populacdo infectada (108 individuos)
apresentou carga parasitaria muito baixa (< 12 ovos / g de fezes). Os niveis séricos dos mediadores
imunoldgicos foram comparativamente avaliados em individuos com reatividade alérgica a alérgenos
da poeira e nos sem reatividade alérgica e aqueles que apresentaram valor de p<0,25 foram
selecionados para a confeccdo do modelo multivariado de regressdo logistica final. Esses modelos
ajustados por idade revelaram que a infeccdo por S. mansoni é capaz de reduzir as chances de se ter
reatividade contra alérgenos de poeira, sendo esse efeito dependente tanto de carga parasitaria quanto
da producéo de citocinas pro- e anti-inflamatérias. Individuos infectados com carga menor ou igual a
12 OPG apresentaram reatividade alérgica semelhante aos individuos negativos, entretanto, individuos
infectados que eliminavam mais que 12 OPG tiveram cerca de seis vezes menores chances de ter
reatividade alérgica aos antigenos de poeira. Os modelos também revelaram que a reatividade alérgica
foi positivamente associada com baixa resposta de IL-10 e alta concentracdo de 1L-33 ou TNF-a no

soro, sendo inversamente associado a infecgéo por S. mansoni.
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Nesta etapa do estudo foi avaliado a prevaléncia e intensidade de reatividade alérgica a antigenos da
poeira e sua relacdo com a infeccdo por S. mansoni nos residentes da comunidade rural de Brejo do
Amparo. Os dados aqui apresentados foram publicados Resende et al. 2019. Modulation of Allergic
Reactivity in Humans Is Dependent on Schistosoma mansoni Parasite Burden, Low Levels of IL-33 or
TNF-a and High Levels of IL-10 in Serum. Front Immunol. 9:3158. doi: 10.3389/fimmu.2018.03158.
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7.1 Infeccdo por Schistosoma mansoni e reatividade do IgE para alérgenos de
poeira domeéstica nos residentes de Brejo do Amparo

Conforme demonstrado anteriormente, a prevaléncia da infeccdo por S. mansoni entre 0s
residentes de Brejo do Amparo foi de 54%. Apesar de elevada prevaléncia, a carga parasitaria de
individuos infectados por S. mansoni, baseada na contagem de ovos de seis laminas de Kato-Katz
confeccionada a partir de trés amostras fecais, revelaram que apenas dez individuos (7%) apresentaram
carga parasitaria moderada ou alta (> 100 OPG). Os 130 (93%) individuos infectados restantes
apresentaram baixa carga parasitaria (< 100 OPG). E importante destacar que entre os individuos com
baixa carga parasitaria, a vasta maioria (83%) eliminavam menos do que 12 OPG (Figura 5A). A
prevaléncia de esquistossomose em individuos abaixo de dez anos de idade foi de 44%, enquanto 60%
dos individuos com idade entre 11 e 20 anos, e 53-56% dos individuos em grupos etarios mais velhos
apresentaram a infeccdo (Figura 5B). Apesar da maioria dos individuos infectados terem um baixo
numero de ovos nas fezes, a carga parasitaria foi levemente maior em individuos com idade entre 11
e 40 anos (Figura 5C).
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Figura 5: Prevaléncia e carga parasitaria da infeccdo por S. mansoni na populacdo de estudo. A-
Frequéncia da infeccdo de S. mansoni e carga parasitéria entre os individuos; B- Carga parasitaria em
individuos IgE-reativo e ndo-reativos. C- Prevaléncia de infec¢do por S. mansoni por faixa etaria; D-
Carga parasitaria (OPG) por faixa etaria. Em B e D os pontos representam o nimero de ovos
eliminados por cada individuo e as barras horizontais o valor das medianas. Comparacdo entre 0s
grupos feito por Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis para multiplas comparacdes e o valor de p da
comparacao foi atribuido.

Dentre os 197 individuos testados para reatividade do IgE contra alérgenos de poeira, 47
(23,9%) foram reativos (> 0.35 IU/mL). A mediana de intensidade da reatividade do IgE na populacéo
de reativos foi de 7 IU/mL (11Q 5.1 — 9.5), e seis individuos mostraram forte reatividade (> 17 IU/mL)
(Figura 6A). A prevaléncia de reatividade o IgE na populacéo foi de 44% entre criancas abaixo de dez

anos de idade e permaneceu entre 21% e 24% em individuos mais velhos (Figura 6B), entretanto nao
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houve diferenca estatistica significativa na intensidade da reatividade do IgE para alérgenos de poeira
entre as diferentes faixas etarias.
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Figura 6: Prevaléncia e intensidade de IgE-reativo contra alérgenos de poeira doméstica entre a
populacdo de estudo. A- Frequéncia e intensidade de IgE-reativo entre os individuos; B- Prevaléncia
de IgE-reativo por faixa etéria.

E importante destacar que entre os 47 individuos IgE-reativos, 44,7% apresentaram infeccio
por S. mansoni, enquanto que mais de 60% dos individuos IgE-ndo reativos (150 individuos) foram
infectados com o parasita trematddeo (p = 0,06), sugerindo que a populacdo de ndo reativos é mais
susceptivel para a infeccdo por S. mansoni. Além disso, a intensidade de reatividade do IgE contra
alérgenos de poeira foi mais forte em individuos ndo infectados em comparacdo com aqueles que
estavam infectados por S. mansoni (p = 0,0308) (Figura 7A), e a carga parasitaria de S. mansoni
também foi significativamente menor (p = 0,0001) em individuos IgE-reativos do que entre 0s nao
reativos (Figura 7B). Interessantemente, uma significante reducdo de reatividade ao IgE para alérgenos

foi detectado apenas em individuos infectados que eliminaram mais de 12 opg (Figura 7C).
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Figura 7: Prevaléncia e intensidade de IgE-reativo contra alérgenos de poeira domestica entre a
populacdo de estudo. A- Intensidade de IgE-reativo entre individuos infectado e ndo infectados por S.
mansoni; B- Carga parasitaria em individuos IgE-reativo e ndo-reativos; C- Intensidade de IgE-reativo
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por carga parasitaria. Comparacgdo entre os grupos foram feitos por Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis
com multipla comparacdo e o valor de p da comparacéo foi atribuido.

7.2 Perfil de resposta imune dos individuos reativos a antigenos da poeira

Como ja demonstrado, a maioria dos individuos avaliados no presente estudo apresentaram
niveis séricos abaixo do limite de detec¢do do ensaio para TNF-a, IL-1p, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17, e
IL-33. Dessa forma, nés comparamos a frequéncia de individuos com um nivel detectavel dessas
citocinas no soro (respondedores de citocina) entre individuos IgE-reativo e ndo reativo,
independentemente de status parasitologico. Na tabela 12 é possivel observar que a frequéncia de
respondedores para IL-1p, IL-5, e IL-17 foi baixa e semelhante entre os individuos IgE-reativos e ndo
reativos para alérgenos de poeira. Em contraste, a frequéncia de respondedores para TNF-a (p = 0,031)
e IL-10 (p = 0,001) foi significativamente maior no grupo IgE-reativo em comparacdo com 0S
individuos ndo reativos. Uma maior porcentagem de individuos IgE-reativo apresentou niveis
detectéveis de IL-33 (p = 0,071), enquanto uma porcentagem mais alta de respondedores de IL-13 foi
observada na populacéo ndo reativa a IgE (Tabela 12). Figura 8 ilustra a frequéncia de respondedores

para citocinas em individuos IgE-reativos versus ndo reativos.



69

Tabela 12: Frequéncia (n e %) de niveis detectaveis de citocinas no soro de individuos IgE-reativos
ou ndo-reativos contra alérgenos de poeira doméstica.

Citocinas

IL1-B (n=192)
Indetectavel
Detectavel
IL-6 (n =192)
Indetectavel
Detectavel
TNF-a (n =193)
Indetectavel
Detectavel
IL-17 (n = 193)
Indetectavel
Detectavel
IL-10 (n = 192)
Indetectavel
Detectavel
IL-5 (n =192)
Indetectavel
Detectavel
IL-13 (n = 168)
Indetectavel
Detectavel
IL-33 (n = 175)
Indetectavel
Detectavel

IgE néo-reativo
150 (76,1%0)

95 (64,6%)
52 (35,4%)

42 (28,4%)
106 (71,6%)

137 (93,2%)
10 (6,8%)

136 (92,5%)
11 (7,5%)

132 (90,4%)
14 (9,6%)

115 (87,8%)
16 (12,2%)

64 (48,9%)
67 (51,1%)

88 (64,7%)
48 (35,3%)

IgE-reativo
47 (23,8%)

24 (53,3%)
21 (46,7%)

8 (18,2%)
36 (81,8%)

38 (82,6%)
8 (17,4%)

44 (95,7%)
2 (4,3%)

33 (71,7%)
13 (28,3%)

38 (88,4%)
5 (11,6%)

24 (64,9%)
13 (35,1%)

19 (48,7%)
20 (51,3%)

p valor?

0,172

0,176

0,031*

0,459

0,001**

0,919

0,085

0,071

Teste qui-quadrado (x?), *p < 0.05.
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Figura 8: Grafico de radar mostrando a frequéncia de respondedores em cada citocina avaliada no
soro de individuos IgE-ndo reativo (A) e IgE-reativo (B) para alérgenos de poeira doméstica entre 0s
residentes da comunidade rural de Brejo do Amparo, Januaria, MG, Brasil.

Em contraste, quase todos os individuos na populacdo de estudo mostraram niveis séricos
detectaveis de quimiocinas CCL-3, CCL-5, CXCL-10, CCL-11 e CCL-17, e da citocina IL-27. A

tabela 13 apresenta valores medianos desses mediadores imunolégicos para individuos IgE-reativo e

ndo reativo. As concentracdes desses mediadores foram estatisticamente similares em ambos grupos.

Tabela 13: Concentracdo de citocinas (pg/ml) no soro de individuos com IgE-reativo e ndo reativo
contra alérgenos de poeira doméstica em individuos da populacgao de estudo.

IgE-néo reativo IgE-reativo
Citocinas/ _ 1HQ : 1HQ
- Mediana Mediana p valor!

Quimiocinas (pg/mL) (25% -75%) (25% -75%)

IL-27 700 330 - 1056 623 400- 862 0,623
CXCL-10 111 72-173 120 90-178 0,248
CCL-3 5970 3360 — 1555 | 5360 2900 - 309 0,943
CCL-5 11695 7498 — 21857 | 13245 6328 — 32397 | 0,602
CCL-11 74 24 — 181 91 24 — 192 0,497
CCL-17 251 109 — 1079 228 117 — 688 0,735

IMann-Whitney test.
11Q = Intervalo interquartil.

Nestes individuos também foi avaliado a concentracdo sérica de IgE total e 0o nimero de

eosinofilos circulantes (Figura 9). Os valores medianos de eosindfilos circulantes foram similares em
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individuos IgE-reativo e ndo reativo (Figura 9A). Entretanto, a concentracdo de IgE total foi

significativamente maior em individuos IgE-reativos comparados com nao reativos (Figura 9B).
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Figura 9: Numero de eosindfilos circulantes e concentracdo de IgE total no soro de individuos IgE-
reativos residentes da comunidade rural de Brejo do Amparo, Januario, MG, Brasil. A- Namero de
eosindfilos circulantes em individuos IgE-reativos e ndo reativos. B- Nimero de eosinofilos circulantes
e concentracdo de IgE total no soro de individuos IgE-reativos residentes da comunidade rural de Brejo
do Amparo, Januario, MG, Brasil. A- Nimero de eosinoéfilos circulantes em individuos IgE-reativos e
ndo reativos. B- Concentracdo seérica de IgE total em individuos IgE-reativo e ndo reativo para
alérgenos de poeira doméstica. Teste Mann-Whitney. Valor das medianas estdo representados pelas
barras horizontais; p < 0.05.

7.3 Modelos de regressdo multivariada

As tabelas 14 e 15 exibem os modelos finais de regressao logistica que descrevem o efeito de
diferentes mediadores imunoldgicos e o status de infeccdo por Schistosoma na reatividade alérgica
contra alérgenos de poeira doméstica. O primeiro modelo foi construido usando a presenca da infec¢éao
por Schistosoma (mono e coinfectado) ou auséncia da infecgcdo (negativos e qualquer outra infeccdo),
sendo ajustado por idade (saidas da na analise — Apéndice 1). A anélise revelou que a reatividade
alérgica foi inversamente associada com a presenca da infeccéo e positivamente associado com baixa
(< 100 pg/ml) concentragéo sérica de IL-10 e alta (> 100 pg/ml) concentragdo de IL-33. Apesar de
CXCL10 ter sido estatisticamente associada com a reatividade alérgica (Tabela 14), este apresentou
OR proxima de 1 (OR, 1.0031, 95%, IC= 1.0006 — 1.0057), sendo mantida para melhor ajustamento

do modelo.
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Tabela 14: Modelo multivariada de regressdo logistica para associacdo entre reatividade alérgica,
infeccdo por Schistosoma mansoni e mediadores imunologicos.

Reatividade alérgica

Variaveis Odds ratio Z score p valor IC 95%
Infeccdo por S. mansoni 0.38 -2.27 0.02* 0.16 - 0.87
IL-10 < 100 pg/ml 4.82 2.36 0.01* 1.30-17.85
IL-10 > 100 pg/ml 1.48 0.49 0.62 0.30-7.36
IL-33 <100 pg/ml 1.40 0.59 0.55 0.44 —4.43
IL-33 > 100 pg/ml 2.70 2.01 0.04* 1.02-7.15
CXCL-10 1.00 2.02 0.04* 1.00 - 1.05

Curva ROC =0.7294

Um segundo modelo de regressdo foi estabelecido seguindo a categorizacdo da infeccao por
Schistosoma em muito baixa (< 12 OPG) ou moderada (>12 OPG) carga parasitaria (saidas da na
analise — Apéndice 1). A andlise demonstrou uma correlacdo inversa entre reatividade alérgica e
infecgdo por Schistosoma apenas em individuos infectados, eliminando mais de 12 OPG. O risco de
desenvolvimento de reatividade alérgica foi seis vezes menor nesses individuos. Entretanto, os
individuos infectados com carga parasitaria muito baixa (< 12 OPG) ndo foram capazes de modular a
reatividade alérgica. Adicionalmente, a reatividade alérgica também foi positivamente associada com
baixa (< 100 pg/ml) concentragdo sérica de IL-10 e alta (>10 pg/ml) concentracdo de TNF-a (Tabela
15).

Tabela 15: Modelo multivariado de regressao logistica para associacdo entre reatividade alérgica,
intensidade de carga parasitaria para Schistosoma mansoni e mediadores imunol6gicos.

Reatividade alérgica

Variaveis Odds  zscore p valor IC 95%
Infeccdo por S. mansoni (OPG < 12) 0.69 -0.92 0.35 0.32-1.49
Infeccdo por S. mansoni (OPG > 12) 0.17 -2.12 0.03* 0.03-0.87
TNF-a < 10pg/ml 1.63 0.49 0.62 1.10 - 13.22
TNF-0 > 10pg/ml 6.88 2.54 0.01* 0.32 -143.39
IL-10 < 100pg/ml 4.55 2.41 0.01* 1.20 - 12.67
IL-10 > 100pg/ml 2.37 1.34 0.18 0.56 — 7.36

Curva ROC =0.7356

7.4 Discussao

Helmintos parasitas sd@o potentes indutores de mecanismos regulatorios capazes de reduzir
processos inflamatdrios e doencas autoimunes (Maizels et al., 2016, Webb et al., 2016). A inducdo de
mecanismos imunomoduladores tem sido usada para explicar dados epidemioldgicos relatando uma
associagdo inversa entre a exposicdo e a infeccdo por helmintos e doencas inflamatorias cronicas

humanas, incluindo condicdes alérgicas (Maizels et al., 2016, McSorley et al., 2014). Entretanto, uma
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relacdo causal putativa entre a infeccdo por helmintos e a reducdo de doencas alérgicas €
principalmente apoiada por dados de modelos experimentais, enquanto as evidéncias de estudos em
humanos ainda s&o controversas e sugerem que aspectos como: espécie do helminto, cronicidade, local
de infeccdo e carga parasitaria deve ser levada em consideracéo (Evans e Mitre 2015, Cruz et al., 2017,
Sanya et al., 2017). Nesse trabalho, nossa equipe realizou o estudo numa area endémica para
esquistossomose, onde a maioria dos individuos infectados possui baixa carga parasitaria, com o
objetivo de avaliar se esse fato poderia afetar a modulacéo da reatividade alérgica contra alérgenos
domésticos comuns. Nossa analise revelou que a infecgdo por S. mansoni tem um efeito modulador na
reatividade da IgE a alérgenos comuns em poeira doméstica em residentes de areas com exposi¢do
frequente a esta infeccdo helmintica. No entanto, o efeito modulador foi observado apenas em
individuos com carga parasitaria acima de 12 OPG. A modulagdo da reatividade alérgica também foi
acompanhada por alteragdes na resposta imune sistémica, incluindo as concentragdes séricas de IL-33,
TNF-o e IL-10. Em conjunto, nossos dados sugerem que os fatores associados as espécies de
helmintos, carga parasitaria e frequéncia de exposic¢éo devem ser explorados para melhor compreender
0S mecanismos associados a resposta imunomoduladora induzida de infec¢bes por helmintos, que
podem fornecer novas ferramentas para a prevencgdo de doencas alérgicas.

Estudos de base populacional avaliando a relacdo entre o estado parasitoldgico e a reatividade
alérgica de individuos residentes nessas areas ajudariam a compreender o papel da exposicéo frequente
a infeccdo e da baixa carga parasitaria na inducéo de mecanismos modulatorios que afetam as respostas
alérgicas. No presente estudo, a combinacdo de diferentes técnicas de diagndstico detectou 140
(54,4%) individuos infectados com Schistosoma mesmo que em carga parasitdria muito baixa.
Observamos que 47 (23,9%) individuos apresentaram IgE reativo aos alérgenos de poeira avaliados,
sendo semelhante & prevaléncia da reatividade alérgica observada em outras areas de transmisséo de
helmintos em comunidades rurais ou bairros pobres da América Latina. Na provincia de Esmeraldas,
Equador, foi relatado que 26,5% da populacéo da area urbana e 10,5% dos individuos das comunidades
rurais eram reativos ao IgE (Endara et al., 2015). No Brasil, um grande estudo com criancas residentes
de bairros periféricos de uma area com alta prevaléncia de infeccdo helmintica revelou 37% de
reatividade alérgica no soro (Grenfell et al., 2013, Alcantara-Neves et al., 2014).

Nossos dados também mostraram que a reatividade alérgica foi mais frequente em individuos
ndo infectados do que em individuos com Schistosoma, sendo que estes Gltimos apresentaram menor
intensidade de reatividade alérgica. Além disso, individuos ndo reativos ao IgE apresentaram maior
carga parasitaria em comparacdo com aqueles que foram reativos, sugerindo um efeito modulador da
infeccdo por S. mansoni sobre o processo alérgico. A associagao inversa entre reatividade alérgica e

infeccdo por S. mansoni foi confirmada pelo modelo de regressdo logistica multivariado,
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demonstrando que individuos infectados por S. mansoni foram trés vezes menos propensos a
desenvolver reatividade alérgica a alérgenos comuns em poeira do que individuos ndo infectados.
Como a esquistossomose e as alergias sdo doencgas crénicas, 0 modelo de regressao foi ajustado pela
idade, indicando que o efeito da infec¢do pelo Schistosoma, como demonstrado aqui, ndo dependia da
idade do hospedeiro.

Isso esta de acordo com estudos epidemioldgicos que avaliaram a reatividade alérgica através
do Teste Cuténeo (TC) ou IgE especifica para alérgeno (sIgE) em individuos que vivem em areas
altamente endémicas para helmintos, e que mostraram uma associa¢do inversa entre reatividade
alérgica e a presenca de infeccdes helminticas crénicas, como A. lumbricoides e T. trichiura em areas
rurais do Equador (Cooper et al., 2003), ancilostomiase no sudeste da Asia (Flohr et al., 2006) e S.
haematobium em criangas do Gabdo (Van Den Biggelaar et al., 2000). Em caso de infecgéo por S.
mansoni, Medeiros et al. (Medeiros et al., 2003) demonstraram que individuos asmaticos residentes
em areas com alta prevaléncia de esquistossomose apresentaram evolucdo mais leve da asma em
comparagdo com pacientes asmaticos residentes em areas ndo endémicas (Medeiros et al., 2003). Além
disso, dados de meta-anélise confirmaram que a infec¢do por Schistosoma reduziu o risco atopico
(Feary et al., 2011). Em conjunto, esses dados indicam que a exposicdo frequente a infecgdes por
helmintos pode afeta respostas imunorregulatorias que sao capazes de modular processos inflamatérios
contra outros antigenos que ndo os do parasita, conforme ja sugerido por estudos previamente
publicados (Smits et al., 2010, Khan et al., 2012). Em contraste, uma associagao positiva entre atopia
e infeccdo por S. mansoni foi relatada em uma comunidade pesqueira de Uganda altamente exposta a
maultiplas infec¢Bes helminticas e com alta prevaléncia de reatividade de IgE a alérgenos (Webb et al.,
2016), sugerindo que o efeito da infeccdo por helmintos pode ser influenciado pela carga parasitaria,
tempo e cronicidade da infeccdo, e coinfeccdo com outras espécies.

Embora os mecanismos modulatérios induzidos pela infec¢do por helmintos que séo capazes
de regular a reatividade alérgica ndo sejam totalmente compreendidos, dados obtidos em camundongos
experimentalmente infectados com S. mansoni ou imunizados com antigenos deste parasito e
submetidos ao protocolo de inducéo de asma com inalacéo de solucéo de ovalbumina (Cardoso et al.,
2010, Marinho et al., 2016, Pacifico et al., 2009) e estudos com pacientes asmaticos que vivem em
areas endémicas poli-helminticas (Aradjo et al., 2004) mostraram que a modulacdo da inflamacédo da
asma foi acompanhada pela indugéo da producéo de Treg/IL-10 e redugéo da producéo de citocinas
Th2, principalmente IL-4 e IL-5, eosinofilia e niveis de IgE. No estudo atual, medimos a concentragéo
de diferentes mediadores imunoldgicos em amostras de soro ou sangue sem estimulacao adicional. A
maioria dos individuos apresentou niveis indetectaveis de citocinas no soro, € para nos permitir

mensurar essa frequéncia foi feita a categorizacdo em nédo respondedor e respondedor com baixo ou



75

alto mediador imunolégico. Dessa forma, foi possivel mostrar que a frequéncia de respondedor para
IL-10, TNF-a e IL-33 foi maior entre individuos IgE-reativos. Além disso, a reatividade alérgica foi
positivamente associada a altos niveis de IL-33 ou TNF- a, e mais baixos de IL-10, indicando uma
resposta inflamatoria tipo 2 menos modulada na populagéo atdpica. O papel da producédo de I1L-10 na
rede regulatéria induzida pela infecg@o por helmintos, incluindo Schistosoma, tem sido apontado por
varios estudos (Van Den Biggelaar et al., 2000, Aradjo et al., 2004). Além disso, a gravidade das
doencas alérgicas e a suscetibilidade a infeccdo por helmintos tém sido associadas a algumas formas
polimérficas do gene IL-10 (Figueiredo et al., 2013, Santos et al., 2017).

Em relacdo a IL-33, sabe-se que esta alarmina € produzida principalmente pelo endotélio,
epitélio e fibroblastos e, quando liberada apds lesdo celular, liga-se a seus receptores (ST2) expressos
em células imunes inatas, como ILC2, estimula a producdo precoce de IL-13 e IL-5, o que leva a
infiltracdo de eosinofilos e ativacdo da resposta Th2 (Hammad & Lambrecht, 2015, Scmitz et al., 2005,
Lliev et al., 2009). Proteases de helmintos e de alérgenos podem promover dano epitelial e secrecao
de IL-33, que é responsavel para potencializar a inflamacdo Th-2 (Hammad & Lambrecht, 2015),
indicando que a ativacdo da IL-33/ST2 esta relacionada a intensidade da inflamagéo do tipo 2 nas
barreiras epiteliais (Barlow et al., 2013). Além disso, os niveis de I1L-33 se correlacionam com a
gravidade clinica da asma (Préfontaine et al., 2009), e as variantes polimorficas do gene da IL-33 ou
de seu receptor (ST2), foram implicadas na suscetibilidade a rinite alérgica (Sakashita et al., 2008) e
ao risco de asma (Moffatt et al., 2010, Torgerson et al., 2011, Harada et al., 2011). Da mesma forma,
a associacao positiva da reatividade alérgica com a producdo de TNF-o demonstrada no presente
estudo também pode estar relacionada ao papel pro-inflamatério dessa citocina nos processos
alérgicos, agindo para amplificar a inflamacao de tipo 2 (Kay et al., 1991). Mais recentemente, Choi
et al. (2016) demonstraram que a quitina derivada de &caros comuns na poeira doméstica induz a
producdo de TNF-a, que ¢ um mediador chave no desenvolvimento da resposta das células Th2 a
alérgenos inalados (Choi et al., 2016). Portanto, a associagdo positiva de individuos alto-respondedores
a IL-33 ou TNF-a e atopicos, como demonstrado no presente estudo pode refletir em uma resposta
imune tipo 2 ndo modulada.

O numero de eosindfilos circulantes e a concentracdo de IgE total no soro foram elevados nos
residentes de Brejo do Amparo, independentemente do estado alérgico. Resultados semelhantes
também foram relatados por Cooper et al., (2003) em &reas com alta exposicdo a infeccdo por
helmintos. Apesar da associagdo observada na analise univariada, a concentracao total de IgE néo se
associou a reatividade alérgica em nosso modelo multivariado final. No entanto, é importante
considerar que a ativacdo de IgE policlonal induzida por helmintos e ou o0 aumento de 1gG induzido

pelo parasito para determinantes de carboidratos em glicoproteinas que apresentam reacdo cruzada
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com alérgenos ambientais, podem bloquear a reacdo de hipersensibilidade alérgica, auxiliando na
modulacdo de doencas alérgicas sintomas em individuos cronicamente expostos (Lambrecht &
Hammad 2017, Igetei et al., 2017). Esses mecanismos podem estar ocorrendo para modular a resposta
imune em individuos infectados com S. mansoni e devem ser melhor avaliados na popula¢do humana.

Finalmente, a extensa caracterizacao da infec¢do ativa por S. mansoni por uma combinacéo de
testes parasitologicos e molecular nos permitiu identificar um grande ndmero de individuos com carga
parasitaria muito baixa. O modelo de regressdo logistica multivariada confirmou que, enquanto
individuos infectados por S. mansoni com maior carga parasitaria (> 12 OPG) apresentaram risco de
reatividade do IgE 6 vezes menor, individuos infectados com carga parasitaria muito baixa (< 12 OPG)
apresentaram IgE-reativo semelhante aqueles que ndo estavam infectados. Esta é a primeira vez que
um limite minimo de carga parasitaria foi identificado como necessario para a modulacao da resposta
alérgica. A importancia da intensidade de carga em helmintos para inducdo da modulacéo alérgica foi
também sugerida por Oliveira et al. (2018) em uma area rural no nordeste do Brasil, e, embora tenham
mostrado que individuos infectados por S. mansoni apresentavam riscos reduzidos de desenvolver
doencas alérgicas mesmo com baixa carga parasitéria, seu diagndstico foi baseado apenas em Kato-
Katz, sendo muito improvavel que incluisse individuos com <12 OPG (Katz et al., 1972). Rujeni et
al., (2012), por outro lado, mostraram que a infeccdo por S. hematobium foi negativamente associada
a resposta atopica em individuos que vivem em uma aldeia do Zimbabue de alta transmissdo, mas ndo
para individuos que vivem em uma aldeia com baixa transmissdo mesmo em condi¢Ges ambientais
semelhantes, fato que se correlaciona bem com nossos préprios resultados (Rujeni et al., 2012).

Embora tenhamos sido capazes de mostrar o efeito da carga do parasita S. mansoni e da resposta
imune na reatividade alérgica, uma importante limitacdo metodoldgica inerente aos estudos
transversais é a impossibilidade de estabelecer inferéncias causais. Mais estudos de coorte séo
necessarios para melhor elucidar a relagéo causal desses efeitos.

Em concluséo, aqui mostramos que a carga de Schistosoma é essencial para o efeito modulador
da reatividade alérgica, mesmo em uma area endémica onde a populacéo esta frequentemente exposta
a infeccdo. Além da correlacdo inversa entre carga parasitaria e reatividade IgE, nossos dados mostram
claramente, pela primeira vez, que cargas parasitarias muito baixas (<12 OPG) nio séo suficientes para
desencadear mecanismos modulatorios e, portanto, ndo afetam a prevaléncia e intensidade das
respostas alérgicas. Mesmo que ndo entendamos completamente como a infeccdo por S. mansoni
modula a resposta alérgica, os dados atuais indicaram que a infec¢do por helmintos, de uma forma
dependente da carga, induziu uma resposta anti-inflamatoria, incluindo a producéo de IL-10, que
reduziu IL-33/TNF-0, que estdo associadas a diminui¢cdo da reatividade de IgE. Esses resultados

representam uma contribui¢cdo importante para a compreensdo dos mecanismos imunomoduladores
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induzidos por helmintos e devem ser explorados na busca de novas estratégias terapéuticas para o

tratamento de infeccdes por helmintos e doencas alérgicas.
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8. CAPITULO 3

Avalicdo da relacdo entre a infecgdo por S. mansoni e a reatividade a alérgenos de
poeira um ano apos o tratamento com Praziquantel na populacéo de Brejo do

Amparo, Januaria-MG

Nesta parte do estudo investigamos a relagéo temporal entre a infecgdo por S. mansoni e a reatividade
alérgica, um ano apds a intervencao terapéutica com com Praziquantel na populagdo residente em
Brejo do Amparo, Januaria-MG. No estudo transversal inicial (Tempo 0 = TQ), os mediadores
imunoldgicos quantificados, 1L-10, IL-33, IL-1B, TNF-o e IgE total mostraram-Se associados a
reatividade alérgica nas analises lineares. Na analise multivariada pacientes com baixos niveis séricos
de IL-10 e elevados de TNF-a e IL-33 foram positivamente associados a reatividade aos alérgenos da
poeira. Além dos fatores imunoldgicos, a presenca e a intensidade da infec¢cdo por S. mansoni foram
negativamente associadas a reatividade alérgica, sendo verificado que individuos infectados
eliminando mais que 12 opg mostraram 6 vezes menos chances de desenvolver reatividade alérgica,
com relacdo aqueles que infectados com carga parasitaria mais baixa (< 12 opg). Para a avaliacdo
temporal, os individuos infectados foram convocados para reavaliacdo parasitologica apds 30 dias, 3
e 6 meses pos tratamento com Praziquantel para controle de cura, e toda populacao foi convocada para
reavaliacdo parasitologica e imunoldgica apds 12 meses. Os dados demonstram que, um ano apds do
tratamento com Praziquantel, a prevaléncia da esquistossomose reduziu para 23% e a reatividade
alérgica teve aumento tanto na prevaléncia (29%) como na intensidade (mediana = 9 Ul/mL). Mais
uma vez os parametros imunoldgicos, hematoldgicos e o status parasitolégico dos individuos foi
avaliado quanto a reatividade alérgica a alérgenos da poeira. Dentre 0s 54 (29%) individuos reativos
foi verificado maiores niveis séricos de IgE total e menor frequéncia de deteccdo para a quimiocina
CCL3. Embora ndo tenha ocorrido associacdo entre a prevaléncia e intensidade tanto da infeccéo por
S. mansoni com a reatividade alérgica, foi feita uma avaliagdo multivariada final para avaliar em
conjunto todas as covariaveis (p<0,25) em relacdo ao evento ter ou ndo ter IgE reativo a alérgenos da
poeira doméstica. Essa analise demonstrou uma associagdo positiva entre reatividade alérgica e
criangas <10 anos e uma associagdo inversa entre reatividade alérgica e reinfec¢cdo com S. mansoni ou
a frequéncia de niveis detectaveis para CCL3. Para concluir foi realizada uma analise pareada entre 0s
individuos do TO e seu equivalente no T12, que possibilitou mostrar um aumento significativo da
intensidade alérgica entre todos os participantes (p = 0,0141) ap6s um ano de tratamento com

Praziquantel. Os dados indicam que o aumento da reatividade alérgica aconteceu nos individuos
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tratados e curados para S. mansoni, (p = 0,0491), considerando que essa reatividade foi semelhante

entre pacientes que permaneceram negativos durante todo periodo avaliado.

8.1 Prevaléncia e intensidade da infeccdo por S. mansoni ap6s um ano de
tratamento com Praziquantel (T12)

Na primeira coleta realizada em Brejo do Amparo, 257 residentes atenderam os pré-requisitos
para participar do estudo, entregando suas amostras bioldgicas e assinando o termo de consentimento.
Apbs a realizacdo de uma combinacéo de testes diagndsticos, 140 individuos (54%) foram detectados
com esquistossomose e encaminhados para o tratamento com Praziquantel. Trinta dias apds o
tratamento, 104 individuos infectados e tratados foram reavaliados para controle de cura atraves da
combinacdo de testes parasitologicos. Neste momento, foi identificado que 4 individuos tiveram
problemas em relacdo ao uso do farmaco utilizado, relatando vomito logo apds a ingestdo, sendo
recomendado o retratamento. Estes individuos infectados na primeira fase do estudo continuaram
sendo reavaliados 3 e 6 meses ap0ds o tratamento, sendo identificado presenca de ovos de S. mansoni
em 6 e 17 individuos, respectivamente, e estes foram novamente encaminhados para tratamento.

Doze meses apos o estudo inicial, 238 dos 257 individuos que participaram das avaliacfes
iniciais, cederam amostras de fezes para novas avalia¢des parasitoldgicas e 195 tiveram amostras de
sangue coletadas, sendo que amostras de soro de 185 destes individuos puderam ser avaliados para

deteccdo de reatividade alérgica e compdem a populacéo de estudo deste segmento (Figura 10).

Estudo Transversal — tempo 0 I Estudo Longitudinal ]
Populagdo Total Apenas 5. mansoni(+) Reavalia¢do da populagdo
270 residentes 140 residentes 254 residentes
Exclusdo =13 Exclusdo = 16
[ |
TO ) T30 T3 (h=104) T6 T12
257 participantes — (n=104) —_— Controlede cura — (n=107) 238 participantes
avaliados Controlede cura e reifec¢do Reinfecgdo reavaliados

| I
e 4 ndo tratados 6 reinfectados 17 reinfectados ED n.ainfeciaclos
intectacos 100 curados 94 curados 90 curados 18 incidentes
183 curados

Figura 10: Fluxograma com o numero de participantes e suas respectivas amostras no seguimento do
estudo em Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Apos 1 ano do tratamento com Praziquantel, a combinacéo de testes parasitologicos utilizados
revelou presenca de ovos de S. mansoni nas fezes de 55 individuos, demonstrando que a prevaléncia

de esquistossomose no local, que era de 54% foi reduzida para 23%. Entre os 55 individuos infectados,
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37 foram identificados como infectados no inicio do estudo (TO), sendo tratados e curados e
apresentando-se reinfectados ap6s 12 meses; os outros 18 individuos eram originalmente nao
infectados, representando dessa forma os casos incidentes. Neste periodo de um ano apds o tratamento,
a prevaléncia da infeccdo por S. mansoni foi semelhante entre homens e mulheres e distribuida

homogeneamente entre as faixas etarias, perfil semelhante ao observado no estudo inicial (Tabela 16).

Tabela 16: Infeccdo para Schistosoma mansoni quanto a género e faixa etaria na populacédo do distrito
Brejo do Amparo, Januéria-MG, apds um ano de tratamento.

Variaveis (n) Infecgé@o por S. mansoni
Nao infectado (n=183) Infectado( n=55) Valor de p
Masculino (114) 84 73,7% 30 26,3% 0.260
Feminino (124) 99 79,9% 25 20,1% ’
Faixa etaria
0-10 (40) 31 77,5% 9 22,5%
11-20 (42) 34 81,0% 8 19,0%
21 —40 (64) 48 75,0% 16 25,0% 0,962
41 - 60 (61) 46 75,5% 15 24,5%
>60 (31) 24 77,5% 7 22,5%

Teste de Mann-Whitney

Assim como observado na analise inicial (TO), a maioria dos individuos infectados com S. mansoni
no T12 tiveram baixa carga parasitaria, sendo que 72% apresentaram menos que 4 ovos/g/fezes, sendo
detectados apenas em testes diagnosticos mais sensiveis, como o Helmintex. Somente 2 individuos

infectados apresentaram eliminacéo de ovos superior a 100 opg (Figura 11).
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Figura 11: Distribuicdo da carga parasitaria entre os infectados por S. mansoni (n=55) um ano apoés
tratamento no Distrito Brejo do Amparo, Januéria-MG.
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8.2 Infecgdo por S. mansoni e mediadores imunoldgicos nos residentes de Brejo do Amparo, um
ano apos o tratamento com Praziquantel (T12)

Participantes no presente estudo que apresentaram niveis séricos detectaveis para 0s
moduladores imunoldgicos avaliados, tiveram as medianas comparadas (Tabela 17). As anélises
revelaram que os individuos infectados por S. mansoni apresentaram niveis significantemente elevados
de IgE total (p=0,0121) e de eosindfilos (p = 0,0457) em comparacao com aqueles que ndo tinham a
infecgdo. Entretanto, a concentragdo serica de IL-27 e CCL17, ndo foi estatisticamente diferente entre

os individuos infectados ou ndo por S. mansoni.

Tabela 17: Relacdo entre infeccdo por S. mansoni e seus mediadores imunoldgicos na populagéo do
distrito Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Mediadores N&o infectac_io Infectado_
imunolégicos (n) _ S. mansoni _S. mansoni p-valor
Mediana 1Q* Mediana 1Q
IgE Total ng/mL 1423 452 - 3035 2862 848 - 4810 | 0,0121*
Eosindfilos cels/mm? 324 188 - 590 502 222 - 771 0,0457*
IL-27 pg/mL 1284 877 - 2318 1747 657 - 2635 0,7233
CCL17 pg/mL 187 68 - 307 248 6,6 - 451 0,3438

*1Q-Interquartil
Teste de Mann-Whitney

A maioria dos individuos avaliados apresentaram niveis séricos indetectaveis das citocinas
avaliadas. Dessa forma, comparamos a frequéncia de individuos respondedores para essas citocinas no
soro como apresentado na Tabela 18. De forma interessante, a quimiocina CCL3 teve baixa deteccao
um ano apds tratamento com Praziquantel, diferente do observado no TO, e dessa forma foi
categorizada em frequéncia de individuos com niveis detectaveis ou ndo detectaveis nos diferentes
grupos de individuos, para permitir sua analise. Com relacéo a citocina IL-17, diferente do observado
no inicio do estudo, ndo foram encontrados individuos com niveis séricos detectaveis desta citocina na
populacdo avaliada apés 12 meses do tratamento com Praziquantel, inviabilizando sua andlise
estatistica. Dentre as demais citocinas avaliadas, somente a frequéncia de respondedor para IL-6 se
mostrou significativamente maior entre os individuos infectados por S. mansoni que entre 0s nao
infectados (p=0,002).
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Tabela 18: Infeccdo por S. mansoni e frequéncia de respondedores para mediadores imunologicos um
ano apos tratamento na populacgéo do distrito Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Citocinas e Sm (-) Sm (+) i
guimiocinas (n) n= 131 (%) n= 37 (%) OR Bruta p-valor
IL-1beta (n= 168)

Né&o detectavel 1238 ((29)8) 370((10(;0) NlA 0,353
Detectavel

IL-10 (n=168)
N . 84 (64%) 21 (57) 1

Néo detectavel 0 0 0,396
Detectavel 47 (36%) 16 (43%) 1.27

IL-5 (n=168)
~ , 130 (99%) 37 (100%) 1

Néo detectavel 0 0 0,594
Detectavel 1L i) i), A

IL-6 (n=168)
~ . 80 (61%) 12 (32%) 1

Néo detectavel 0 0 0,002*
Detectavel 51 (39%) 25 (68%) 32(1.4-6.9)

IL-13 (n=168)
x S 130 (99%) 36 (97%) 1

Néo detectavel 0 0 0,337
Detectavel 1 (1%) 1 (3%) 3.3(0.20 —55.08)

N%c(): Id_e?:te(ét%?/)el 88 (67%) 21 (73%) . 0,503

. 43 (33%) 10 (27%) 0.85(0.37 - 1.93) ’

Detectavel

Teste do qui-quadrado seguido de regressao logistica
NA= ndo aplicavel para analise de regresséo logistica

8.3 Reatividade de IgE a alérgenos frequentes em poeira doméstica e nos residentes
de Brejo do Amparo, um ano apés tratamento com Praziquantel

Na avaliacdo realizada aos 12 meses pds-tratamento, entre os 185 individuos que realizaram o
teste de IgE para alérgenos de poeira doméstica, 54 (29%) foram reativos, a maioria apresentando

intensidade de reatividade considerada como média (Tabela 19).

Tabela 19: Frequéncia da reatividade alérgica em residentes de Brejo do Amparo apds o tratamento
com Praziquantel.

Concentracao de IgE especifico 12 meses
Néo detectado (<0.35 Ul/ml) 131 (71%)
Baixo (0.35 - 0.7 Ul/ml) 6 (3%)
Médio (3.5 - 17.5 Ul/ml) 39 (21%)
Alto (17.5 - 50 Ul/ml) 9 (5%)
Total 185

A frequéncia da reatividade alérgica apds um ano de tratamento com Praziquantel na populagéo

foi estatisticamente semelhante entre generos e diferentes faixas etarias (Tabela 20).
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Tabela 20: Frequéncia da reatividade para alérgenos de poeira quanto a género e faixa etaria um ano
apos tratamento na populacdo do distrito Brejo do Amparo, Januaria-MG.

IgE especifico
. 54/185
Variaveis = : :
Nao reativo Reativo Valor de p
131 (%) 54 (%)

Masculino (90) 62 69,3 28 30,7 0.610
Feminino (95) 69 72,6 26 27,3 ’

Faixa etaria

0-10 (25) 14 56,0 11 44,0

11 -20 (35) 22 63,8 13 36,1

21 — 40 (55) 43 78,2 12 21,8 0,240

41 - 60 (52) 38 73,1 14 26,9

>60 (18) 14 77,7 4 22,2

Teste de Mann-Whitney

Assim como a prevaléncia, a intensidade da reatividade ao IgE especifico para alérgenos de

poeira ndo apresentou diferencas significativas entrea género e faixa etaria na populacéo de estudo um

ano apds o tratamento com Praziquantel (Figura 12 A-B).
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Figura 12: Prevaléncia e intensidade da reatividade alérgica em individuos de diferente faixa etaria e
género dentre os residentes de Brejo do Amparo avaliados apdés um ano do tratamento com
Praziquantel. Comparacao entre 2 grupos feito por Mann-Whitney (A) e Kruskal-Wallis foi utilizado

para multiplas comparacdes (B).

8.4 Parametros da resposta imune em individuos reativos a alérgenos da poeira
nos residentes de Brejo do Amparo, um ano apés tratamento com Praziquantel

Pacientes reativos para IgE especifico aos alérgenos de poeira apresentaram concentracao

sérica de IgE total significativamente maior (p= 0,0069) em comparagdo com aqueles ndo reativos,

como mostrado na tabela 6. O namero meédio de eosindfilos circulantes e a concentragéo sérica de IL-

27 e CCL17 nos individuos reativos foi estatisticamente semelhante ao detectado nos individuos ndo

reativos desta populacédo (Tabela 21).
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Tabela 21: Relagdo entre a reatividade alérgica, seus mediadores imunologicos e dados laboratoriais
ap0Os um ano de tratamento com Praziquantel na populacéo do distrito Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Mediadores Na&o reativo Reativo |
Imunoldgicos e laboratoriais (n) | Mediana 1Q Mediana 1Q P valor
IgE Total ng/mL 1412 394 - 3313 2580 1301 - 4593 | 0,0069**
Eosindfilos cels/mm? 351 172 - 597 425 275-659 | 0,317
IL-27 pg/mL 1338 920 - 2466 1363 777 -2284 |0,4713
CCL17 pg/mL 179 43 - 343 220 126 - 337 | 0,6760

*1Q-Interquartil
Teste de Mann-Whitney

A frequéncia dos individuos com niveis séricos detectaveis das demais citocinas avaliadas foi

comparada entre individuos com reatividade de IgE a alérgenos da poeira e 0s ndo reativos. Como

mostra a tabela 22 e ja mencionado anteriormente, a quimiocina CCL3 teve baixa deteccdo um ano

apos tratamento com Praziquantel, sendo categorizada e a citocina IL-17 ndo apresentou detec¢do na

populacdo, inviabilizando sua analise. Dentre as citocinas avaliadas, ndo houve associacdo estatistica

com a reatividade ao IgE especifico para alérgenos.

Tabela 22: Perfil de resposta imune em individuos reativos e ndo reativos a alergenos de poeira na
populacdo do distrito Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Nao reativo

Reativo

OR

Citocinas (T12) n= 131 (%) n= 54 (%) Bruta Valor de p
IL-1beta (n= 160) 1
Né&o detectavel 121 2 (¢t () 1.23 (0.10 — 13.94) 0,859
) (2%) 1 (2%)
Detectavel
IL-10 (n= 161) n=115 n=46 1
Né&o detectavel 70 (61) 29 (63%) 0.89 (0.44 - 1.82) 0,798
Detectavel 45 (39%) 17 (37%)
IL-5 (n= 168) n=114 n= 46 1
Néo detectavel 114 (100%) 45 (97,8%) NA 0,114
Detectavel 0 (0%) 1(2,1%)
IL-6 (n= 160) n=114 n=46 1
N&o detectavel 60 (53%) 27 (59%) 0.76 (0.38 — 1.53) 0,486
Detectavel 54 (47%) 19 (41%)
IL-13 (n= 160) n=114 n= 46 1
Néo detectavel 113 (99%) 45 (98%) 2.48 (0.15 - 40.65) 0,504
Detectavel 1 (1%) 1 (2%)
CCL3 (n=160) n=115 n=45 1
Né&o detectavel 76 (66%) 36 (80%) 0.5(0.21 -1.14) 0,101
Detectavel 39 (34%) 9 (20%)

Teste do qui-quadrado seguido de regressao logistica
NA= ndo aplicavel para analise de regressao logistica
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8.5 Reatividade alérgica e infec¢éo por S. mansoni

Na analise realizada 12 meses ap0s o tratamento com Praziquantel, a prevaléncia de reatividade
entre os individuos ndo infectados foi de 32,1%, enquanto que 20% dos individuos com S. mansoni
foram reativos a poeira doméstica. O teste do qui quadrado (x?) apresentado na tabela 23, indica um
valor de p de 0,08. Nesta mesma populagdo, a intensidade de reatividade ao IgE especifico para
alérgenos de poeira também foi semelhante entre os individuos infectados ou ndo para S. mansoni no
T12 (Figura 13).

Tabela 23: Relacdo da prevaléncia de reatividade de IgE para alérgenos de poeira e infec¢céo por S.
mansoni na populacdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.
Reatividade por IgE especifico

Infeccédo por S. mansoni N&o reativo Reativo Odds p valor
Negativo (n=140) 95 45 1
Positivo (n=45) 36 9 0,53 0,08
Total 131 54

Teste do qui-quadrado

501 p=0,9636
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Figura 13: Intensidade da reatividade alérgica em individuos ndo infectados e infectados com S.
mansoni entre os residentes de Brejo do Amparo, 12 meses ap0s o tratamento com Praziquantel.
Comparacdo entre 2 grupos feito por Mann-Whitney.

Para conseguir visualizar e comparar melhor a prevaléncia e intensidade da reatividade alérgica
apos o tratamento com Praziquantel, foram avaliados os 185 individuos que realizaram diagndstico
parasitologico e teste de reatividade alérgica. Esses individuos foram separados de acordo com o status
parasitario do TO e T12 (Tabela 24), totalizando 79 negativos e 106 positivos para S. mansoni na
avaliacdo inicial. Apés um ano do tratamento com Praziquantel, 63 (79,7%) permaneceram sem a
infeccdo, sendo denominados “negativos”, e 16 (20,2%) adquiriram a infec¢éo, sendo denominados

“incidentes”. Dentre os positivos que foram tratados no TO, 77(72,6%) n&o apresentou a infec¢do no
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T12, sendo denominados “curados”, e 29 (27,4%) positivaram novamente sendo denominados
“reinfectados”.

Tabela 24: Status de infecgdo por S. mansoni apds um ano do tratamento com Praziquantel na
populacédo de Brejo do Amparo, Januaria MG.

Infeccdo por S. mansoni no TO Infeccé@o por S. mansoni no T12 - n (%)
: 63 (79,7) Permaneceram negativos
79 Negativos 16 (20,2) Incidentes
- 77 (72,6) Curados
106 Positivos 29 (27,4) Reinfectados

Na tabela 25 esta representada a distribuicdo da frequéncia e intensidade da reatividade alérgica
obtida desses 185 individuos, um ano apds o tratamento com Praziquantel. E possivel observar que a
frequéncia de reatividade alérgica foi menor entre os individuos que se reinfectaram no periodo, grupo
onde somente 10% dos individuos foram reativos (p= 0,015). Os demais grupos nao apresentaram

diferencas significativas quanto a frequéncia de reatividade alérgica.

Tabela 25: Frequéncia de reatividade alérgica ap6s um ano do tratamento com Praziquantel nos
individuos com diferentes status de infeccdo por S. mansoni na populacdo de Brejo do Amparo,
Januéria MG.

Reatividade para IgE especifico

Infeccdo por S. mansoni (T12) Na&o reativos Reativos OR Bruta I
n (%) n (%) (1Q) pryaior
Negativos por 12 meses (n=63) 40 (64,0) 23 (37,0) 1,51 0.116
Restantes (n= 122) 91 (75,0) 31 (25,0) (3,9-17)9) ’
Incidentes (n=16) 10 (65,5) 6 (37,5) 0,59 0.444
Restantes (n=169) 121 (76,0) 48 (28,4) (3,0 -24,6) ’
Curados (n=77) 55 (71,0) 22 (29,0) 1,05 0.876
Restantes (n=108) 76 (70,0) 32 (30,0) (4,4-17,0) ’
Positivos reinfectados (n=29) 26 (90,0) 3(10,0) 0,24 0.015
Restante (n=156) 105 (67,0) 51 (33,0) (11,0 - 16,4) ’

8.6 Reatividade alérgica e intensidade de carga de S. mansoni

Na populacdo avaliada ap6s um ano do tratamento com Praziquantel, foi verificado que
pacientes ndo infectados, curados ou infectados com baixa carga (<12 opg) apresentaram maior
numero de individuos com alta intensidade de IgE reativo a alérgenos da poeira doméstica. Por outro
lado, poucos ou nenhum individuo apresentou reatividade alérgica intensa entre os infectados

eliminando mais que 12 opg ou os reinfectados, como demonstrado na Figura 14 A-C.
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Figura 14: Relacdo da intensidade de reatividade de IgE para alérgenos de poeira e infecgdo por S.
mansoni na populacdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG ap6s um ano do tratamento com
Praziquantel. Comparacéo entre 2 grupos feito por Mann-Whitney (A) e Kruskal-Wallis foi utilizado
para multiplas comparacdes (B - C).

8.7 Analise multivariada final de Regressao Logistica— Evento: Reatividade ao IgE
especifico.

Foi confeccionado um modelo multivariado final de regressdo logistica, utilizando como
variavel resposta individuos reativos e ndo reativos ao IgE especifico. Todas as covariaveis que
apresentaram valor de p<0,25 foram utilizadas na construcao deste modelo, entre elas a faixa etaria
dos individuos, concentracdo sérica de IgE total, nimero de eosindéfilos circulates, frequéncia de
respondedor para IL-6, IL-5 e CCL3 e status de infecgdo por S. mansoni (negativos, curados e
reinfectados) e sua intensidade (saidas da na analise — Apéndice 1).

As variaveis que permaneceram significativamente associadas (p<0,05) ao evento foram:
pacientes com faixa etaria <10 anos de idade, CCL3 detectavel e reinfec¢do por S. mansoni. De acordo
com a analise, individuos com menos de 10 anos de idade possuem até trés vezes mais chances de
apresentarem reatividade alergica, enquanto que os individuos reinfectados por S. mansoni no periodo
de um ano tiveram cerca de 6 vezes menos chances de apresentar reatividade alérgica. Entre os
parametros imunolégicos avaliados foi verificado que individuos com niveis séricos detectaveis de
CCL3 apresentaram quase trés vezes menos chance apresentar reatividade de IgE aos alérgenos da
poeira domestica (Tabela 26).
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Tabela 26: Modelo multivariado de regressdo logistica para associagdo entre reatividade alérgica,
infeccdo por Schistosoma mansoni e mediadores imunolégicos no T12.

Reatividade IgE especifico T12

variaveis OR Bruta (IC) p-valor OR Ajustada (IC) p-valor
Idade (< 10 anos) 2,11(0,83-541) 0,117 3,43 (1,04 —11,24) 0,042*
Idade (11-20 anos) 2,88 (1,01 -7,78) 0,046 1,78 (0,62 — 5,07) 0,279
Idade (>4um anos) 1,24 (0,54 — 2,86) 0,613 1,00 (0,40 — 2,50) 0,994
Reinfecgdo por S. mansoni 0,24 (0,07 - 0,82) 0,023 0,16 (0,03 -0,77) 0,022*
CCL3 Detectavel 0,50 (0,22 —1,14) 0,101 0,36 (0,14 —0,91) 0,031*

Log likelihood = -86.56068
Curva ROC = 0.6825

Ref. Idade: 21 a 40 anos

Ref. CCL3: Néo detectavel

Ref. Reinfec¢do: ndo reinfectado

8.8 Acompanhamento pareado da intensidade de reatividade alérgica versus a
infeccdo por S. mansoni apos um ano de tratamento.

Na figura 15, cada paciente avaliado no TO para infec¢do por S. mansoni e reatividade ao IgE
especifico, foi pareado com o resultado equivalente das mesmas anélises realizadas no T12,
considerando o status de infec¢cdo por S. mansoni no TO para propiciar uma cinética de avaliacdo apds
um ano de tratamento com Praziquantel. Na figura 15A € possivel observar que a intensidade de
reatividade alérgica foi maior no T12 (p= 0,0140) em comparacdo com TO na populacéo total, que
considerou todos os participantes do estudo, independente de estarem ou ndo infectados para
esquistossomose. Quando a reatividade foi avaliada somente entre o grupo de individuos que
permanceram negativos para esquistossomose nos dois momentos avaliados, ndo houveram
diferencas estatisticas significativas (Figura 15B). Quando a intensidade da reatividade foi
comparada entre individuos infectados para S. mansoni no T0, que foram tratados e negativaram no
T12, sendo considerados curados, foi possivel observar um aumento significativo da intensidade nos

individuos curados (p=0,0491), como mostra a Figura 15C.
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Figura 15: Relacdo entre reatividade alergica e infeccdo por S. mansoni antes e apds um ano do
tratamento com Praziquantel na populacdo de Brejo do Amparo, Januaria MG: A- Todos o0s
participantes do estudo foram comparados quanto a reatividade ao IgE especifico. B- Apenas
individuos que permaneceram negativos para S. mansoni durante todo periodo avaliado tiveram a
reatividade ao IgE especifico comparado. C- individuos positivos para S. mansoni que apds tratamento
negativaram no T12. Comparagéo entre grupos feita por Mann-Whitney.

8.9 Discussao

Nessa fase do estudo a populagdo foi acompanhada durante um ano apds o tratamento com
Praziquantel. Uma investigagdo temporal foi realizada para avaliar mudancas nos fatores de resposta
imunoldgica e reatividade alérgica apds o tratamento para a infec¢do por S. mansoni. Doze meses ap6s
0 estudo inicial, 238 dos 257 individuos que participaram das avalia¢des iniciais, cederam amostras de
fezes e destes185 cederam amostras de sangue que permitiram dosagem de IgE reativa a alérgenos da
poeira. As analises para avaliar a relacdo entre a infeccdo por S. mansoni e a reatividade alérgica, foram
feitas nesses 185 individuos que fizeram tanto os testes parasitologicos quanto teste de reatividade
alérgica. Apds um ano de tratamento, a combinacao de testes parasitologicos revelou presenca de ovos
nas fezes de 55 individuos, demonstrando que a prevaléncia de esquistossomose no local, reduziu de
54% para 23%. Nessa reavaliacdo, 72,6% dos individuos tratados se curaram, 27,4% se reinfectaram
e 20% foram incidentes. No teste de IgE especifico para alérgenos de poeira, houve um aumento na
prevaléncia de reatividade que foi de 23% para 29%.

Assim como observado no TO, a maioria dos individuos infectados com S. mansoni no T12
tiveram baixa carga parasitaria, e a intensidade apresentou queda na mediana de 4 para 2 OPG. De
acordo com Masaku et al. (2020), a administracdo de tratamento com Praziquantel é comumente
responsavel pela redugdo da intensidade de carga. A prevaléncia e intensidade de infeccdo por S.

mansoni continuou semelhante entre género e idade nos residentes de Brejo do Amparo. Dentre 0s
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mediadores imunolégicos avaliados, os infectados por S. mansoni também continuaram apresentando
maiores niveis séricos de IgE total e eosinofilos, e maior frequéncia de deteccdo para IL-6, como na
avaliagdo inicial. Interessantemente, apds um ano de tratamento a quimiocina CCL3 apresentou uma
queda brusca nos niveis de deteccdo, e a citocina IL-17 ndo foi detectada em nenhum individuo nesse
momento. A queda nos niveis desses mediadores imunoldgicos pode ser marcador indicativo da
evolucdo da infeccdo nesses individuos, ja que neste periodo quase todos os examinados tinham carga
parasitaria extremamente baixa.

Dentre os 54 individuos reativos ao teste alérgico, a prevaléncia e a intensidade foram
estatisticamente semelhantes entre género e faixa etaria, semelhante ao observado no T0. Os individuos
reativos também apresentaram maiores niveis séricos de IgE total, como também observado na
primeira coleta, enquanto que 0s néo reativos apresentaram uma diferenca marginal na frequéncia de
detec¢do para a quimiocina CCL3. Quando comparada a prevaléncia de reatividade alérgica com a
prevaléncia de infeccdo por S. mansoni, foi observada uma maior reatividade (32%) entre 0s ndo
infectados em comparacdo com os infectados (20%), sem associacdo estatistica para a analise
univariada, mas consideravel para ser utilizada no modelo multivariado final.

Avaliar a exposicao aos helmintos é de particular interesse na compreensdo da epidemiologia
de doencas alérgicas por causa da homologia entre varios antigenos de helmintos e alérgenos, e as
muitas semelhancas entre as respostas imunes especificas de helmintos e alérgenos. Anticorpos,
especialmente IgE, sdo constituintes-chave das respostas imunes analogas a helmintos e alérgenos, e
estdo entre os principais mediadores da ativacao de células efetoras subjacentes as doencas alérgicas
(Nkurunungi et al., 2019). Nesse estudo a relacdo entre infeccdo por S. mansoni e a reatividade alérgica
foi avaliada através da analise dos 185 individuos que apés um ano de tratamento com Praziquantel
fizeram tanto o teste de reatividade alérgica quanto o teste parasitologico de fezes. Foi observado que
os reinfectados apresentaram frequéncia de reatividade alérgica significativamente menor que o
restante da populacdo, o que pode estar associado a inducdo de resposta imune mais modulada em
individuos frequentemente reexpostos, mesmo com carga baixa, corroborando trabalhos no qual é
enfatizado a importancia da presenca do verme para atuar como fator de protecdo (Nkurunungi, et al.,
2018, Resende et al., 2018, Masaku et al., 2020).

A avaliacdo multivariada final propiciou avaliar em conjunto todas as varidveis com relacdo a
presenca ou ndo da reatividade alérgica. A andlise demonstrou uma associacdo positiva entre
reatividade alérgica e idade (criangas <10 anos), 0 que pode estar relacionado a uma menor exposi¢ao
a infecgdes pelo helminto, ainda ndo desenvolvendo consequentemente uma resposta modulatoria. No
estudo de Lynch et al. (1998), as criangas também apresentaram uma forte e significativa reatividade

de IgE, quando identificadas com baixa carga de infec¢do helmintica. Um dado diferente foi observado
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no estudo desenvolvido por Jackola et al. (2003), que avaliaram mais de mil membros de familias
atdpicas com idade entre 6 e 87 anos, objetivando identificar se ha relacdo entre idade e producéo
elevada de IgE total e especifico medida por teste cutaneo. Criangas abaixo de 10 anos apresentaram
menor atopia em comparagdo com o grupo mais velho. Os autores sugerem que mecanismos
fisioldgicos especificos da atopia mudam durante os primeiros anos de vida. E importante enfatizar
que a selecdo de participantes para esse estudo pode ter sido crucial para evidenciar um dado diferente
do nosso estudo, que foi realizado em &rea endémica e ndo considerando fatores genéticos. Alcantara-
Neves et al. (2017) descreveram que polimorfismos genéticos podem atuar como fator de risco
associado a frequéncia da reatividade alérgica, bem como infec¢Bes helminticas e condigdes anti-
higiénicas principalmente na infancia, indicando o envolvimento de multiplos mecanismos. Ainda
nessa linha, Wahyunia et al. (2005) descreveram que os fatores genéticos podem contribuir para o
aumento de IgE total e especifico. O fato é que ndo existe um Unico padrdo e toda populacéo possui
caracteristicas e particularidades que devem ser avaliadas em conjunto para uma representacao mais
real de cada cenario.

O modelo de regressdo logistica aqui apresentado também evidenciou uma associa¢do inversa
entre ser reativo para o teste alérgico e ter niveis detectaveis para CCL3 que nesse momento atuou
como fator de protecdo. CCL3 ja foi previamente observada participando da polarizacdo na producéo
de citocinas do tipo 2 e recrutamento de leucocitos para o figado de camundongos infectados com
Schistosoma (Silva-Souza et al., 2005), mesmo em pacientes infectados com baixa carga parasitéria e
sem sintomas clinicos (Falcdo et al., 2002; Silva-Souza et al., 2005; Sousa-Pereira et al., 2006), 0 que
pode estar relacionado ao fato dessa quimiocina estimular a producédo da citocina IL-13, considerada
pro-fibrética (Alves Oliveira et al., 2006), podendo ser uma evidéncia de esquistossomose ativa,
atuando mesmo que em baixissima intensidade de carga no processo de modulacao da resposta imune.
Na reviséo publicada por Nutman et al. (2015), os autores descreveram que embora as infecgdes por
helmintos sejam caracteristicamente associadas a respostas mediadas por Th2, essas respostas sdo
amplamente atenuadas quando essas infec¢des se tornam menos agudas. Essa resposta modulatoria é
frequentemente induzida por moléculas secretadas pelos helmintos através de células CD4+
regulatorias ndo Th2 e por células B ndo classicas.

A ultima varidvel avaliada que permaneceu no modelo multivariado final foi a reinfeccéo para
esquistossomose, inversamente associada ao evento, indicando até 6 vezes menos chances desse
individuo ter IgE reativo a alérgenos da poeira. Esse dado concorda com inimeros trabalhos realizados
em area edémica que demonstram a importancia da presenca do verme como agente central na
modulacdo de respostas imunoldgicas (Supali et al., 2010; Rujeni et al., 2012; Oliveira et al., 2014,
Staal et al., 2018, Alcantara-Neves et al., 2017; Marume 2020, Arrais et al., 2021). Um trabalho que
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evidencia o importante papel da reinfeccéo, foi desenvolvido por Stein et al., (2016), com imigrantes
da Etiopia, recém-chegados a Israel. Foi avaliado a carga parasitaria das infecgdes por S. mansoni e
ancilostomiase, e sua relacdo com a alergia definida tanto pela reatividade alérgica ao teste cutaneo
quanto pela sintomatologia clinica relatada no questionério especifico ISAAC. Os autores observaram
uma associacao negativa entre qualquer infeccdo helmintica e a alergia definida. Apenas parte do grupo
estudado concordou em tomar o anti-helmintico e apds um ano do tratamento todos os imigrantes
apresentaram aumento tanto de sintomas alérgicos clinicos como de reatividade ao teste cutaneo,
independente do tratamento. O estudo possibilita inferir que tanto a quimioterapia quanto a falta de
exposicdo a helmintos para reinfeccdo nesse novo local contribuiram para 0 aumento nos desfechos de
alergia, confirmando o importante papel da reinfeccédo frequente na inducéo da resposta modulatéria.

Como desfecho de nosso trabalho, foi feito uma anlise pareada entre cada individuo no TO e
seu equivalente no T12. Um aumento significativo da intensidade alérgica foi observado ap6s um ano
de tratamento com Praziquantel, sendo essa intensidade estatisticamente semelhante entre aqueles que
permaneceram negativos e maior entre 0s pacientes curados. Essa analise concorda com os dados
encontrados em nosso trabalho anterior (Resende et al., 2018), no qual foi demonstrado que a infeccéo
por S. mansoni atua como fator de protecdo para a reatividade alérgica, sendo aqui reforcado que
quando tratados e curados esses pacientes apresentam aumento da intensidade de reatividade alegica.
Muitos autores descrevem que a relacao entre a infecgdo helmitica e reatividade alérgica depende tanto
da presenca do verme no momento atual quanto de sua intensidade da infeccdo (Rujeni et al., 2002,
Jackola et al., 2003). Vaérios estudos longitudinais realizados em éareas endémicas do mundo
descreveram uma associacdo positiva entre tratamento anti-helmintico e reatividade a alérgenos
(Lynch et al., 1993, Flohr et al., 2009, Endara et al., 2010). Varia¢bes também foram encontradas e
alguns estudos ndo observaram nenhum efeito do tratamento anti-helmintico (Cooper et al., 2008), ou
observaram efeito apenas em alérgenos especificos (Wiria et al., 2013).

9. CONSIDERACOES GERAIS

Nossos dados fornecem informagdes importantes sobre a complexa relacdo entre a infeccéo
helmintica pelo S. mansoni e doencas alérgicas, no atual contexto epidemioldgico, caracterizado pela
baixa intensidade de carga. A populacdo avaliada é composta por um grupo bastante homogéneo, tanto
culturalmente como quanto as condi¢fes sanitarias e socioecondmicas, impactando de forma

semelhante na transmissdo da esquistossomose, propiciando o estudo de outras comorbidades.
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Algumas caracteristicas se destacaram na populacdo avaliada, sendo pecas-chave na relacdo parasito-
hospedeiro e sua consequente modulagéo da reatividade alérgica.

Individuos respondedores para a citocina IL-17 foram positivamente associados & infeccéo por
S. mansoni. A prevaléncia da esquistossomose, embora tenha sido semelhante na populagéo,
apresentou menor intensidade de carga em residentes com idade >40 anos. A presenga do verme
também foi aliada a baixa frequéncia de deteccdo sérica da citocina IL-10, sendo esta inversamente
associada a reatividade alérgica, enquanto que um aumento na frequéncia de deteccao para IL-33 ou
TNF-a foi positivamente associado ao risco de ter reatividade aos alérgenos de poeira. A intensidade
de carga, mesmo que baixissima nessa populacdo, também foi fundamental para o processo de
atividade regulatoria do Schistosoma, sendo possivel caracterizar que nessa populacdo, a resposta
modulatoria s6 ocorre a partir de uma intensidade de carga acima 12 ovos por grama de fezes.

Ap6s um ano do tratamento com Praziquantel, a reinfec¢do por esquistossomose em conjunto
com uma maior frequéncia de detecgédo para a quimiocina CCL3, foi associada a menores chances de
desenvolver a reatividade alérgica, sendo essa também positivamente associada a criangas com idade
abaixo de 10 anos, provavelmente decorrente de sua menor exposi¢do ao helminto. A importancia da
infeccdo ativa foi claramente demonstrada na analise pareada entre os individuos no TO e T12,
evidenciando um aumento significativo da intensidade de reatividade alérgica entre aqueles que se
trataram e curaram para esquistossomose.

Identificar e caracterizar fatores derivados da infecgdo por helmintos com forte atividade
imunomodulatéria pode fornecer novas e relevantes abordagens sobre suas estratégias de escape
imunoldgico, permitindo levantar hipOteses e propiciando sua melhor compreensdo. Ainda é
necessario aprimorar nossa compreensao acerca da complexa interacdo entre helmintos e alergia, e ha
uma necessidade de mais estudos de base populacional, mas certamente as evidéncias aqui
consolidadas possibilitaram novas formas de enxergar a dindmica dessas comorbidades em residentes
de &rea endémica, rompendo barreiras que podem inclusive implicar no desenvolvimento de estratégias

terapéuticas.
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11. ANEXOS

ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participantes menores de 7 anos
Convite para participar

Seu filho @) ou menor sob sua responsabilidade, cujo nome é

esta convidado (a) para participar,

voluntariamente do Projeto “Schistosoma mansoni e geohelmintos — Aprimoramento de técnicas
diagnosticas para levantamento de prevaléncia e controle de cura, monitoramento da transmissao e
identificacdo de marcadores de morbidade em &reas com cenérios eco-epidemioldgicos distintos. ™

Leia e/ou ouca atentamente as informagdes a seguir antes de dar o seu consentimento.

InformacGes sobre o Estudo

O projeto em andamento seré realizado nos Municipios de Januaria e Montes Claros, Minas
Gerais onde sera conduzido por pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
do Instituto René Rachou, da Fiocruz Minas Gerais e nos Municipios de Turiagcu no Maranhdo e
Primavera no Para, onde o estudo sera conduzido por pesquisadores do Instituto Evandro Chagas,
Ministério de Saude. A pesquisa serd conduzida em cumprimento total das exigéncias contidas na
Resolucdo CNS N° 466/12, sobre pesquisa com seres humanos. O objetivo deste estudo € aperfeicoar
técnicas de exames de fezes, de urina e soroldgicas para o diagndstico e controle da esquistossome.
Também esperamos verificar se outras verminoses, doencas alérgicas ou outras alteragdes podem
afetar a gravidade da esquistossomose. E importante lembrar que a Esquistossomose (também
conhecida como xistose ou barriga d’agua) ¢ uma doenga que se adquire no contato com aguas que
contém caramujos infectados. As pessoas que sdo diagnosticadas podem ser tratadas e curadas, mas o
diagnoéstico das pessoas com baixa carga parasitaria € dificil e sem o tratamento alguns casos Xistose
podem produzir alteragdes no figado e sangramentos (no vémito e nas fezes).
Ao concordar com a participacdo de seu filho (a) ou menor sob sua responsabilidade vocé devera
responder a um questionario confidencial com perguntas relacionadas a situacdo de moradia,
caracteristicas comportamentais e pessoais que estdo associadas a transmissdo das parasitoses em
estudo. Vocé também autoriza a coleta de uma amostra de fezes, urina e sangue que serdo utilizados

para detectar ovos ou produtos do verme (como DNA) ou induzidos por ele (anticorpos) que permitam



118

confirmar a presenca da esquistossomose. Nas amostras de fezes também iremos investigar a presenca
de outros vermes e no sangue de outras doencas que possam interferir na gravidade da

esquistossomose.

Riscos e Beneficios

Os beneficios provenientes da participacdo do seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade
consistem na geracdo de novos conhecimentos para embasar as agdes de prevencdo e controle da
esquistossomose no municipio. Os participantes que apresentarem Xistose serdo tratados gratuitamente
com Praziquantel ou oxamniquine, ou com Albendazol ou Mebendazol em caso de outras verminoses.
Os participantes também receberdo nocbes de educacdo sanitaria com o objetivo de evitar a
transmissdo das verminoses.

O risco para o seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade que porventura participe da pesquisa
sdo minimos. Existe o desconforto da picada da agulha no momento da retirada do sangue. Entretanto,
a coleta sera realizada por profissionais especializados em local adequado e utilizando material
descartavel, evitando problemas de contaminacdo. Os efeitos colaterais dos medicamentos sdo poucos
e largamente compensados pelos beneficios do tratamento e da cura das verminoses estd no momento

da coleta de sangue.

Confidencialidade:

Toda informacdo pessoal obtida nesta pesquisa € considerada confidencial e a identificacdo de seu
filho(a) ou menor sob sua responsabilidade sera mantida como informacao sigilosa. As amostras de
fezes, urina e sangue de seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade serdo guardados apenas com
um numero, sem o nome. Os relatérios e resultados deste estudo serdo publicados na forma de textos,

tabelas, gréaficos e figuras, sem nenhuma forma de identificacdo individual.

InformacGes adicionais

Vocé e seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade também podem e devem fazer todas as
perguntas que julgar necessarias, assim como recorrer a seu médico ou agente de salde para maiores
informacdes, se assim entender.

A participacéo € totalmente voluntéria e vocé e seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade poderédo
se recusar a participar do estudo sem qualquer prejuizo pessoal para ambos.

Vocé e seu filho (a) ou menor sob sua responsabilidade tém a liberdade de desistir ou de interromper
a colaboracéo e participagao nesta pesquisa no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer

explicacgéo.
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A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a satde ou bem-estar fisico do seu filho ou menor sob sua
responsabilidade. Nao vira interferir no atendimento e na assisténcia a ser prestada em caso de

necessidade.

Consentimento e Assentimento:
Declaro que li e entendi as informacdes relativas a este estudo. Fui informado que assinarei duas vias
do consentimento e que uma delas ficara em meu poder. Concordo com a minha participacéo voluntaria

nesta pesquisa.

Impressao

Nome do Responsavel: Digital
(opcional)

Assinatura do Responséavel:

Assinatura do Entrevistador:

Data: de de 20 .

ENDERECO E TELEFONE DOS PESQUISADORES

Para informagdes adicionais sobre este estudo, vocé podera se comunicar com 0s pesquisadores
responsaveis na sua regido:

Dr. Paulo Marcos Zech Coelho — Coordenador Geral da Pesquisa

Centro de Pesquisa René Rachou — Fiocruz

Av. Augusto de Lima 1715, CEP: 30190-002, Barro Preto, Belo Horizonte-MG

Tel. (31)3349-7740; E-mail: coelhopm@cpqrr.fiocruz.br

Dr. Stefan Michael Geiger

Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Parasitologia/ICB, Bloco L4, Sala 168;
Avenida Antonio Carlos 6627, CEP 31270-901, Pampulha, Belo Horizonte-MG

Tel.: (31)3409-2869 ; E-mail: stefan.geiger76@gmail.com

Dr. Martin Johannes Enk

Instituto Evandro Chagas, Ministério de Saude, Laboratério de Esquistossomose, Rodovia BR 316 —
km 07, SNO; Bairro Levilandia, CEP 67030-000, Ananindeua-PA

Tel.: (91)3214-2149 ; E-mail: martinenk@iec.pa.gov.br

Para informagdes éticas do estudo, vocé podera contatar o Comité de Etica da CPqRR (Comité de Etica
em Pesquisas com Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou - FIOCRUZ). Enderego: Av.
Augusto de Lima, n° 1715 — Bairro Barro Preto/ Belo Horizonte — MG. Cep: 30190-002. Tel.: (31)
3349 7825

Email: cepsh-cpgrr@cpqrr.fiocruz.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Participantes menores de 18 anos

Convite para participar

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

esta convidado(a) para participar,

voluntariamente do Projeto “Schistosoma mansoni e geohelmintos — Aprimoramento de técnicas
diagnosticas para levantamento de prevaléncia e controle de cura, monitoramento da transmissao e
identificacdo de marcadores de morbidade em areas com cenarios eco-epidemioldgicos distintos.”

Leiam e/ou ougam atentamente as informacOes a seguir antes de dar o seu consentimento ou

assentimento.

InformacGes sobre o Estudo

O projeto em andamento seré realizado nos Municipios de Januaria e Montes Claros, Minas
Gerais onde sera conduzido por pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
do Instituto René Rachou, da Fiocruz Minas Gerais e nos Municipios de Turiagu no Maranhdo e
Primavera no Para, onde o estudo sera conduzido por pesquisadores do Instituto Evandro Chagas,
Ministério de Saude. A pesquisa serd conduzida em cumprimento total das exigéncias contidas na
Resolucdo CNS N° 466/12, sobre pesquisa com seres humanos. O objetivo deste estudo € aperfeicoar
técnicas de exames de fezes, de urina e sorologicas para o diagnéstico e controle da esquistossome.
Também esperamos verificar se outras verminoses, doencas alérgicas ou outras alteragdes podem
afetar a gravidade da esquistossomose. E importante lembrar que a Esquistossomose (também
conhecida como xistose ou barriga d’agua) ¢ uma doenga que se adquire no contato com aguas que
contém caramujos infectados. As pessoas que sdo diagnosticadas podem ser tratadas e curadas, mas o
diagnostico das pessoas com baixa carga parasitaria € dificil e sem o tratamento alguns casos Xistose
podem produzir alteraces no figado e sangramentos (no vomito e nas fezes).
Ao concordar com a participacdo de seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade vocé devera
responder a um questionario confidencial com perguntas relacionadas a situacdo de moradia,
caracteristicas comportamentais e pessoais que estdo associadas a transmissdo das parasitoses em
estudo. Vocé também autoriza a coleta de uma amostra de fezes, urina e sangue que serdo utilizados
para detectar ovos ou produtos do verme (como DNA) ou induzidos por ele (anticorpos) que permitam

confirmar a presenca da esquistossomose. Nas amostras de fezes também iremos investigar a presenca
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de outros vermes e no sangue de outras doencas que possam interferir na gravidade da

esqu istossomose.

Riscos e Beneficios

Os beneficios provenientes da participacdo do seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade
consistem na geracdo de novos conhecimentos para embasar as acdes de prevencdo e controle da
esquistossomose no municipio. Os participantes que apresentarem Xistose serdo tratados gratuitamente
com Praziquantel ou oxamniquine, ou com Albendazol ou Mebendazol em caso de outras verminoses.
Os participantes também receberdo nocbes de educacdo sanitaria com o objetivo de evitar a
transmissdo das verminoses.

O risco para o seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade que porventura participe da pesquisa
sdo minimos. Existe o desconforto da picada da agulha no momento da retirada do sangue. Entretanto,
a coleta sera realizada por profissionais especializados em local adequado e utilizando material
descartavel, evitando problemas de contaminacéo. Os efeitos colaterais dos medicamentos sdo poucos
e largamente compensados pelos beneficios do tratamento e da cura das verminoses estd no momento

da coleta de sangue.

Confidencialidade:

Toda informacdo pessoal obtida nesta pesquisa € considerada confidencial e a identificacdo de seu
filho(a) ou menor sob sua responsabilidade serd mantida como informag&o sigilosa. As amostras de
fezes, urina e sangue de seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade serdo guardados apenas com
um namero, sem o0 nome. Os relatdrios e resultados deste estudo serdo publicados na forma de textos,

tabelas, gréaficos e figuras, sem nenhuma forma de identificagdo individual.

InformacGes adicionais

Vocé e seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade também podem e devem fazer todas as
perguntas que julgar necessarias, assim como recorrer a seu médico ou agente de salde para maiores
informagdes, se assim entender.

A participacéo € totalmente voluntéria e vocé e seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade poderdo
se recusar a participar do estudo sem qualquer prejuizo pessoal para ambos.

Vocé e seu filho (a) ou menor sob sua responsabilidade tém a liberdade de desistir ou de interromper
a colaboracdo e participacao nesta pesquisa no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer

explicacgéo.
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A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a satde ou bem estar fisico do seu filho ou menor sob sua
responsabilidade. N&o vira interferir no atendimento e na assisténcia a ser prestada em caso de

necessidade.

Consentimento e Assentimento:
Declaro que li e entendi as informacdes relativas a este estudo. Fui informado que assinarei duas vias
do consentimento e que uma delas ficara em meu poder. Concordo com a minha participagao voluntaria

nesta pesquisa.

Impressao

Nome do Responsavel: Digital
(opcional)

Assinatura do Responséavel:

Assinatura do Entrevistador:

Data: de de 20 .

ENDERECO E TELEFONE DOS PESQUISADORES

Para informagdes adicionais sobre este estudo, vocé podera se comunicar com 0s pesquisadores
responsaveis na sua regido:

Dr. Paulo Marcos Zech Coelho — Coordenador Geral da Pesquisa

Centro de Pesquisa René Rachou — Fiocruz

Av. Augusto de Lima 1715, CEP: 30190-002, Barro Preto, Belo Horizonte-MG

Tel. (31)3349-7740; E-mail: coelhopm@cpqrr.fiocruz.br

Dr. Stefan Michael Geiger

Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Parasitologia/ICB, Bloco L4, Sala 168;
Avenida Antonio Carlos 6627, CEP 31270-901, Pampulha, Belo Horizonte-MG

Tel.: (31)3409-2869 ; E-mail: stefan.geiger76@gmail.com

Dr. Martin Johannes Enk

Instituto Evandro Chagas, Ministério de Saude, Laboratério de Esquistossomose, Rodovia BR 316 —
km 07, SNO; Bairro Levilandia, CEP 67030-000, Ananindeua-PA

Tel.: (91)3214-2149 ; E-mail: martinenk@iec.pa.gov.br

Para informagdes éticas do estudo, vocé podera contatar o Comité de Etica da CPqRR (Comité de Etica
em Pesquisas com Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou - FIOCRUZ). Enderego: Av.
Augusto de Lima, n° 1715 — Bairro Barro Preto/ Belo Horizonte — MG. Cep: 30190-002. Tel.: (31)
3349 7825

Email: cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participantes maiores de 18 anos
Convite para participar

Vocé, esta

convidado(a) para participar, voluntariamente do Projeto “Schistosoma mansoni e geohelmintos —
Aprimoramento de técnicas diagnosticas para levantamento de prevaléncia e controle de cura,
monitoramento da transmissdo e identificacdo de marcadores de morbidade em &reas com cenarios
eco-epidemiologicos distintos.”

Leia e/ou ouca atentamente as informacdes a seguir antes de dar o seu consentimento.

Informacdes sobre o Estudo

O projeto em andamento seréa realizado no Municipio de Januaria e Montes Claros, Minas Gerais onde
sera conduzido por pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e do Instituto
René Rachou, da Fiocruz Minas Gerais e nos Municipios de Turiagu no Maranhdo e Primavera no
Para, onde o estudo sera conduzido por pesquisadores do Instituto Evandro Chagas, Ministério de
Salde. A pesquisa sera conduzida em cumprimento total das exigéncias contidas na Resolugdo CNS
N° 466/12, sobre pesquisa com seres humanos. O objetivo deste estudo é aperfeicoar técnicas de
exames de fezes, de urina e soroldgicas para o diagnostico e controle da esquistossome. Também
esperamos verificar se outras verminoses, doencas alérgicas ou outras alteracdes podem afetar a
gravidade da esquistossomose. E importante lembrar que a Esquistossomose (também conhecida como
xistose ou barriga d’agua) é uma doenga que se adquire no contato com aguas que contém caramujos
infectados. As pessoas que sdo diagnosticadas podem ser tratadas e curadas, mas o diagnéstico das
pessoas com baixa carga parasitaria é dificil e sem o tratamento alguns casos da xistose podem produzir
alteracdes no figado e sangramentos (no vomito e nas fezes).

Ao concordar com a participacdo vocé devera responder a um questionério confidencial com perguntas
relacionadas a situagdo de moradia, caracteristicas comportamentais e pessoais que estdo associadas a
transmisséo das parasitoses em estudo. VVocé também autoriza a coleta de uma amostra de fezes, urina
e sangue que serdo utilizados para detectar ovos ou produtos do verme (como DNA) ou induzidos por
ele (anticorpos) que permitam confirmar a presenca da esquistossomose. Nas amostras de fezes
também iremos investigar a presenga de outros vermes e no sangue de outras doengas que possam

interferir na gravidade da esquistossomose.
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Riscos e Beneficios

Os beneficios provenientes da participacdo consistem na geracdo de novos conhecimentos para
embasar as agdes de prevencdo e controle da esquistossomose no municipio. Os participantes que
apresentarem xistose serdo tratados gratuitamente com Praziquantel ou oxamniquine, ou com
Albendazol ou Mebendazol em caso de outras verminoses. Os participantes também receberdo nocdes
de educacdo sanitaria com o objetivo de evitar a transmissao das verminoses.

O risco para vocé é minimo. Existe o desconforto da picada da agulha no momento da retirada do
sangue. Entretanto, a coleta sera realizada por profissionais especializados em local adequado e
utilizando material descartavel, evitando problemas de contaminacdo. Os efeitos colaterais dos
medicamentos sdo poucos e largamente compensados pelos beneficios do tratamento e da cura das

verminoses esta no momento da coleta de sangue.

Confidencialidade:

Toda informacdo pessoal obtida nesta pesquisa é considerada confidencial e sua serd mantida como
informagcdo sigilosa. As amostras de fezes, urina e sangue serdo guardadas apenas com um ndmero,
sem 0 nome. Os relatérios e resultados deste estudo serdo publicados na forma de textos, tabelas,

gréaficos e figuras, sem nenhuma forma de identificacdo individual.

Informacdes adicionais

Vocé também pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessarias, assim como recorrer a seu
médico ou agente de saude para maiores informacdes, se assim entender.

A participacdo é totalmente voluntaria e vocé podera se recusar a participar do estudo sem qualquer
prejuizo pessoal.

Vocé tem a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracéo e participacdo nesta pesquisa no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacdo.

A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo a sua salde ou bem estar fisico. N&do vira interferir no

atendimento e na assisténcia a ser prestada em caso de necessidade.

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 em meu poder. Concordo com a minha participagdo voluntaria

nesta pesquisa.



125

Impresséo

Nome do Responséavel: Digital
(opcional)

Assinatura do Responséavel:

Assinatura do Entrevistador:

Data: de de 20 .

ENDERECO E TELEFONE DOS PESQUISADORES

Para informagdes adicionais sobre este estudo, vocé podera se comunicar com 0s pesquisadores
responsaveis na sua regido:

Dr. Paulo Marcos Zech Coelho — Coordenador Geral da Pesquisa

Centro de Pesquisa René Rachou — Fiocruz

Av. Augusto de Lima 1715, CEP: 30190-002, Barro Preto, Belo Horizonte-MG

Tel. (31)3349-7740; E-mail: coelhopm@cpqrr.fiocruz.br

Dr. Stefan Michael Geiger

Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Parasitologia/ICB, Bloco L4, Sala 168;
Avenida Antonio Carlos 6627, CEP 31270-901, Pampulha, Belo Horizonte-MG

Tel.: (31)3409-2869 ; E-mail: stefan.geiger76@gmail.com

Dr. Martin Johannes Enk

Instituto Evandro Chagas, Ministério de Saude, Laboratério de Esquistossomose, Rodovia BR 316 —
km 07, SNO; Bairro Levilandia, CEP 67030-000, Ananindeua-PA

Tel.: (91)3214-2149 ; E-mail: martinenk@iec.pa.gov.br

Para informagcdes éticas do estudo, vocé podera contatar o Comité de Etica da CPqRR (Comité de Etica
em Pesquisas com Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou - FIOCRUZ). Enderego: Av.
Augusto de Lima, n® 1715 — Bairro Barro Preto/ Belo Horizonte — MG. Cep: 30190-002. Tel.: (31)
3349 7825

Email: cepsh-cpgrr@cpqrr.fiocruz.br
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ANEXO 2 — Parecer Consubstanciado do CEP

CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGAO W
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Novas técnicas de diagnostico para Schistosoma mansoni e geohelmintos.
Pesquisador: Paulo Marcos Zech Coelho

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 21824513.9.0000.5091

Instituigdo Proponente: Centro de Pesquisas René Rachou/Fundagao Oswaldo Cruz/ CPqRR/
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 518.888
Data da Relatoria: 27/01/2014

Apresentacdo do Projeto:

Projeto: Schistosoma mansoni e geohelmintos ; Aprimoramento de técnicas diagnosticas para levantamento
de prevaléncia e controle de cura,monitoramento da transmissdo e identificagdo de marcadores de
morbidade em &reas com cenarios eco-epidemiolégicos distintos, coordenado por Dr. Paulo Marcos Zech
Coelho do CPqRR e equipe de pesquisadores de outras quatro instituices. Recursos do DCIT totalizando
R$650.000,00

Objetivo da Pesquisa:

Meta: Realizar estudos parasitologicos, epidemiologicos e imunolégicos em areas de média a baixa
endemicidade para a esquistossomose mansoni, visando obter uma visdo real e atual dos aspectos de
transmissdo e morbidade associados a infecgdo por Schistosoma mansoni e geohelmintos que permita a
proposi¢do de estratégias de controle e tratamento compativel com realidade da doenga e com a atuag&o do
sistema de salde.

Objetivos especificos:

1. Levantamento da prevaléncia da infecgdo por S. mansoni e geohelmintos em areas da Amazonia,baixada
Maranhense e Norte de Minas Gerais,onde as caracteristicas de transmiss@o da infecgdo humana por
helmintos sdo bastante diferenciadas.

2. Comparagdo da sensibilidade do método de Kato-Katz com os novos testes diagnésticos
(Helmintex,gradiente, CCA modificado e PCR) para monitoramento da transmissdo e cura apos

Endereco: Avenida Augusto de Lima, 1715

Bairro: Barro Preto CEP: 30.190-002
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3349-7825 Fax: (31)3349-7825 E-mail: cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br
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Continuagéo do Parecer: 518.888

tratamento.

3. Tratamento dos individuos infectados e monitoramento da eficacia do controle quimioterapico de
helmintoses na transmissdo e na morbidade (reversdo do quadro clinico)

4. Levantamento malacolégico e monitoramento de taxas de infecgéo natural de Biomphalaria antes e apés
interferéncia

5. Padronizagdo de metodologia molecular baseada no LAMP para deteccao da infeccao por S. mansoni em
moluscos do genero Biomphalaria.

6. Avaliagdo de marcadores de morbidade (imagem e imunolégicos) da esquistossomose mansoni, antes do
primeiro tratamento e durante o seguimento.

7. Analisar o possivel efeito de co-morbidades (co-infecgdo por geohelmintos, status nutricional e doengas
inflamatorias cronicas) na morbidade de esquistossomose mansoni.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:Os riscos envolvidos nesse projeto referem-se a venipuntura. Os voluntarios serdo informados dos
possiveis riscos e terdo atendimento médico especializada garantido. Venipuntura - A venipuntura & um
procedimento muito seguro e realizado de rotina em qualquer centro de satide de atengdo basica. Alguns
eventos adversos relacionados com a venipuntura podem ser: hematomas no local da introdugdo da agulha,
uma complicag&o atinge cerca de 3% das pessoas submetidas a tal procedimento, e que resolve em até
duas semanas; tonteira ou desmaio,devido a reagdo vasovagal,que atinge cerca de 1% das pessoas
submetidas a venipuntura; sincope, que ocorre 1 vez a cada 10.000 procedimentos; e pungéo arterial
que é um evento rarissimo (1:50.000).

Beneficios:

Todos os participantes do estudo ou seus responsaveis legais serdo devidamente informados do estudo e
solicitados a assinar um termo de consentimento livre e esclarecido antes da coleta de dados. Os
voluntérios serdo informados que n&o obterdo beneficios diretos pela participagdo no projeto. Entretanto,
todos os voluntarios receberdo atengdo médica personalizada oferecida pelo projeto sem énus para o
participante, incluindo exames laboratoriais de rotina. Todos os individuos com infecgéo por S. mansoni ou
geohelmintos confirmadas serdo encaminhados para o servigo de salde para tratamento especifico,
individuos com outras doengas que possam ser identificadas também serdo encaminhados para tratamento
especializado.

Enderego: Avenida Augusto de Lima, 1715

Bairro: Barro Preto CEP: 30.190-002
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa bem fundamentada do ponto de vista cientifico, com objetivos relevantes. A coordenacgéo e a
equipe tém qualificacdo e experiéncia importantes, assim como as competéncias das instituicbes
participantes e o orgamento aprovado, sao garantias suficientes de que a pesquisa sera conduzida como
planejada e levada a termo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Nao se aplica.

Recomendagoes:

Sem recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Todas as recomendagdes sugeridas no parecer emitido em outubro/2013 foram adequadamente atendidas.
Nao ha novas inadequagdes e pendéncias. '
Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Colocado em discusséo o parecer do relator, o Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres Humanos
do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ Minas, decidiu pela Aprovagao deste projeto.

BELO HORIZONTE, 31 de Janeiro de 2014

Assinador por:
Naftale Katz
(Coordenador)

Enderego: Avenida Augusto de Lima, 1715

Bairro: Barro Preto CEP: 30.190-002

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (31)3349-7825 Fax: (31)3349-7825 E-mail: cepsh-cpgrr@cpqrr fiocruz.br
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IDENTIFICACAO DA FAMILIA E DOMICILIO

1. CODIGO DA COMUNIDADE CodCo
, . m
() 1. Januaria - MG
() 2. Montes Claro - MG
() 3. Primavera - PA
() 4. Turiacu — MA
2. CODIGO DO DOMICILIO CodDo
m
3. DATA DA ENTREVISTA / / DatEnt
4. ENTREVISTADOR
5. CODIGO DO RESULTADO DA ENTREVISTA CodEnt

() 1. Completa
) 2. Incompleta
) 3. Adiada

() 4. Recusa total

() 77. Outra (especificar)

ASSINATURA DO ENTREVISTADOR

ASS.:




130

RESPOSTAS PADRONIZADAS NESTE QUESTIONARIO
77 =NAO QUIS RESPONDER OU MOSTRAR
88 =NAO SE APLICA
99 =NAO SABE/NAO LEMBRA

QUESTIONARIO 1

CARACTERISTICAS DA FAMILIA, DOMICILIO E AMBIENTE

1. Quantas pessoas moram na sua casa? PMORA

2. Em sua opini&o, quem vocé considera ser o chefe da familia?
( )1-Vocé ( )2Mé&e ( )-3Pai ( )-4Tio(a) ( )-5Avde/Avd ( )-6 Outrg

3. Quantas pessoas na familia receberam, NO ULTIMO MES, alguma QTREC
remuneracio por seu trabalho, aposentadoria, “bicos”, bolsa familia ou
bolsa escola (exceto salario desemprego)?

( )77-Nqgr ( ) 88-Nsa () 99-Nsabe/Nlembra

4. No més passado, qual foi a renda total da familia? R$ reais FxRenTot
( )1-de0Oal00

( )2-de101a200

( )3-de201a300

) 4 - de 301 a 400

) 5 -de 401 a 500

( )6-de501a1.000
( )7-1.001a2.000
() 8-acimade 2.000

( ) 77-ngr ( )88-nsa ( )99-nsabe/nlembra

Na familia alguém recebe:

5. Bolsa familia ou Bolsa escola ou Bolsa alimentacao
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( )1-Sim ( )2-Nao ( )77-ngr ( )99-nsabe/nlembra

6. Recebe outros auxilios de programas do governo?
( )1-Sim ( )2-Ndo Se Sim Qual:

CARACTERISTICAS AMBIENTAIS DO DOMICILIO

7. Quantos comodos tém a sua casa?
77- Ngr () 88-Nsa () 99-Nsabe/Nlembrg

8. Quantas pessoas moram na sua casa?
( )77-Nar ( ) 88-Nsa () 99-Nsabe/Nlembrg

9. Quantos destes cOmodos sao utilizados como dormitorio?
( )77-Nqr () 88-Nsa () 99-Nsabe/Nlembrg

10. Na sua casa tem energia elétrica?
( )1-Sim ( )2-Né&o ( )77-ngr ( )99-nsabe/nlembra

11. A sua casa tem privada?
( )1-Sim, dentro de casa ( )2-Sim, foradecasa ( )3-Ndao

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

12. Qual é o destino do esgotamento da privada?
(' )1-Rede publica ( )2-Fossa séptica ( )3-Fossa rudimentar

( )4-Vala/Céu aberto (' )5- curso d’agua

( )77-nqgr ( )88-nsa () 99-nsabe/nlembra

13. Qual € o destino dado ao lixo de sua casa?
( )1-Coletapublica ( )2-Enterra ( )3- Queima ( )4-Joga no mato(terrend

baldio) ( )5-Jogano lixd4o ( )6- Joga no quintal ( )7- Reciclagem
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( )77-ngr ( )8-outro ( ) 99-nsabe/nlembra

14. Qual a origem da agua?
() 1-redegeral

()2 - poco artesiano comunitario
() 3-cisterna

()4 - caixa d’agua(chuva)
()5 - barragem

()6 - nascente

() 7-rio/corrego

() 8- caminhdo pipa

(

) 9 - outro (ESPECIFICAR)

OriAgu

15. . Na sua casa tem canalizacdo interna para agua?
( )1-Sim ( )2-Néo

CanAgu

16. Na sua casa, qual o tratamento da agua utilizada para beber?
() 1-nenhum

() 2-filtracéo

) 3-cloragéo

) 4-decantacao
() 5-fervura

( ) 6- Mais de um método (especificar)

TratAgu

17. Qual é a situacao de posse da sua casa?
( )1- propria quitada ( )2-propria financiada ( )3-alugada

( )4-cedida ( )5-outra

( )77-nqgr ( )88-nsa () 99-nsabe/nlembra
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18. Qual é a situacdo de posse da terra?
( )1-meeiro ( )2-arrendatario ( )3-posseiro ( )4-proprietario

( )5-outra ( )77-ngr ( )88-nsa () 99-nsabe/nlembra

19. Qual é o tamanho da sua terra?
( )1-hectares ( )2-alqueires ( )3-m2 ( )4-quarta ( )5-outra

( )77-nqgr ( )88-nsa ( ) 99-nsabe/nlembra

TRANSFORMAR EM HECTARES DEPOIS DE CONCLUIR A ENTREVISTA

20. Vou fazer perguntas sobre o que tem na casa e a quantidade

1. TV em cores? ()O( )1( )2 ( )3( )4oumais

2. Radio? ()O( )H)1( )2 ( )3( )4oumais
3. Banheiro? ()0( )L( )2 ( )3( )4 ou mais (somente vaso
sanitario!)

4. Carro particular? ( )O( )1( )2 ( )3( )4 oumais

5. EMPRGADA DOMESTICA? ( )1-Sim ( )2-Nao

6. Maquinade lavar ( )1-Sim ( )2-Nao (considerar tanquinho elétrico)

7. Geladeira comum ou duplex ( )1-Sim ( )2-Néo

8. Video cassete/DVD: ( )1-Sim ( )2-Né&o

9. Freezer: ( )1-Sim ( )2-Nao
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IDENTIFICACAO DA FAMILIA E DOMICILIO

1. CODIGO DA COMUNIDADE CodCom
() 1. Januéria - MG
() 2. Montes Claros - MG
() 3. Primavera - PA

() 4. Turiacu — MA

2. CODIGO DO DOMICILIO CodDom

3. DATA DA ENTREVISTA / / DatEnt

4. ENTREVISTADOR

5. CODIGO DO RESULTADO DA ENTREVISTA CodEnt
() 1. Completa
() 2. Incompleta
( ) 3. Adiada
() 4. Recusa total

() 77. Outra (especificar)

ASSINATURA DO ENTREVISTADOR
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RESPOSTAS PADRONIZADAS NESTE QUESTIONARIO
77 = NAO QUIS RESPONDER OU MOSTRAR
88 =NAO SE APLICA

99 = NAO SABE/NAO LEMBRA

QUESTIONARIO 2

CARACTERIZACAO DO ENTREVISTADO

1. CODIGO DO PARTICIPANTE (preencher depois) - -

(Comun-Casa-Numero-N°Visita: ex. 02-014-2-11)

2. DATA DE NASCIMENTO: 1

3. ldade: 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-Né&o sabe ler

Ler
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6. Vocé esté trabalhando no momento?
( )1-Sim ( )2- N&o ( )3-Aposentado/pensionista

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

6.1.Se sim, qual o salario mensal? R$

Trabalha

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.N&o ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.2 Duracdo da diarréia em dias ( ) DuDiar
7.3 Sangue nas fezes SanFez
( )1.Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.4 Febre Febre

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

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

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

7.7 Coriza Coriz

( )1 Sim ( )2Né&o ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.8 Tosse seca Tosse
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( )1 Sim ( )2.Ndo ( )77.Nar ) 88. Nsa ) 99. Ns/Nlembra

7.9 Tosse com catarro claro ToCaC
( )1 Sim ( )2.Néd&o ( )77.Nar ) 88. Nsa ) 99. Ns/Nlembra

7.10 Tosse com catarro esverdeado ToCaE
( )1 Sim ( )2.Nadao ( )77.Nar ) 88. Nsa ) 99. Ns/Nlembra

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

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

7.13 Eliminagéo de vermes Verme
( )1.Sim ( )2.Nado ( )77.Nar ) 88. Nsa ) 99. Ns/Nlembra

7.14 Abatimento / tristeza Abati

( )1.Sim ( )2.Nado ( )77.Nar ) 88. Nsa ) 99. Ns/Nlembra

7.15 Problema de garganta Gargan
( )1 Sim ( )2.Nédao ( )77.Naqgr ) 88. Nsa ) 99. Ns/Nlembra

7.16 Diabetes DorDen
( )1.Sim ( )2.Nado ( )77.Nar ) 88. Nsa ) 99. Ns/Nlembra
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7.17 Coceira entre os dedos dos pés ou das maos Coclnter
( )1 Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.18 Leishmaniose Leish
( )1 Sim ( )2.N&o ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.19 Qual Leishmaniose, tegumentar ( feridas na pele e mucosas) ou visceral? LeishTeg
( )1 Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.20 A quanto tempo teve Leishmaniose ( ) TempLei
sh
7.21 Fez algum tratamento para Leishmaniose TratLeis
h
( )1 Sim ( )2.Nado ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
No ultimo ano (ANTES do Projeto DECIT)
8. Usou algum remédio para verme (lombriga) RemVe
rm
( )1 Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
9. Eliminou verme apds o uso do remédio EliVer
m

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

10. Ingere bebida alcodlica com que frequiéncia? (pergunta deve ser feita a pessoag FregAl

acima de 10 anos)?
() 1- todos os dias

() 2- uma ou duas por semana
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() 3- uma vez por més

() 4- mais do uma vez por més

( )5.Né&o ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

11. Consome cigarros? Fumo
( )1 Sim ( )2.Nado ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
12. Quantos por dia? Quant
. . Cig
Numero de cigarros: ( )
13. Para sair de casa € obrigado a pisar na agua? PisaAg
u
( )1 Sim ( )2.Nado ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99. Ns/Nlembra
14. Costuma ir ao riacho ou cérrego ContA
( )1 Sim ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra J
Se responder: N&o, Ngr, Nsa, Nlembra, passe para questédo 17.
14.1. Se sim, com qual finalidade vai ao riacho
a) Banho RiBan
b) lavagem de roupa RiLav
R
c) lavagem de utensilios domésticos/utensilios de trabalho RiLav
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d) nadar/lazer RiNad
e) pegar dgua para limpeza da 4gua RiPeg
Ag
f) lavagem de carro / moto / bicicleta RiLav
g) lavagem de animais domésticos RiLav
An
h) outros (especificar)
( )77-Ngr ( )88-Nsa ( )9-Nsabe/Nlembra
16. Com que frequéncia vai ao riacho? FregRi
() 1-nenhum
() 2-diéria
() 3-semanal
() 4-mensal
()5 -outros
( )77-Ngr ( )88-Nsa ( ) 9-Nsabe/Nlembra
17. Tem contato direto com a terra? ContTe
r

( )1 Sim

() 2. Naéo

( )77.Ngr ( )88.Nsa (

Se responder: Nao, Ngr, Nsa, Nlembra, passe para questdo 18.

) 99. Ns/Nlembra
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17.1. Se sim, como é o contato com a terra?

a) trabalha como lavrador TerLav
b) anda descalgo TerDes
c
c) brinca na terra em torno do peridomicilio TerBri
n
d) cuida diretamente de horta/jardim TerHJ
ar
e) limpa valas e cérregos TerLi
mp
f) outros especificar ()
18. Onde vocé nasceu (ENTREVISTADO)? Cidade:
Estado:
19. Ha quanto tempo mora nesta comunidade? TempR
es
ANOS: MESES:
20. Ja residiu em outra comunidade dentro deste municipio? Muda
NC
( )1 Sim ( )2.Nado ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99. Ns/Nlembra
QUAL (Especificar ultimas 3)
21. Ja residiu em outro municipio? Muda
Cid

( )1 Sim ( )2Né&o ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
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QUAL (Especificar os ultimos 3)
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APENDICE 1 - SAIDAS DAS ANALISES MULTIVARIADAS
Analises — Capitulo 1

Capl: Presenca de Infeccédo por S. mansoni

xi: logistic padraoouro i.idadecatdummy ill7cat3 ilécat3 tnfalfacat3 i110cat3 1127 ccl3 ccll7 cclb
eosinfilostO
i.idadecatdummy

_Tidadecatd_1-4 (naturally coded; _Tidadecatd 1 omitted)

Logistic regression Number of obs = 175
LR chi2 (12) = 15.72

Prob > chi?2 = 0.2042

Log likelihood = -111.64653 Pseudo R2 = 0.0658
padraoouro | Odds Ratio Std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ o
_Iidadecatd 2 | 1.383277 .6348365 0.71 0.480 .5626801 3.400609
_Iidadecatd 3 | .7650939 .526198 -0.39 0.697 .1987448 2.945329
_Iidadecatd 4 | 1.195047 .4701315 0.45 0.651 .5527418 2.583733
ill7cat3 | 3.827244 3.310776 1.55 0.121 .7023441 20.85558
il6cat3 | 2.180138 .8204481 2.07 0.038 1.042684 4.558431
tnfalfacat3 | 2.725184 1.736265 1.57 0.116 .7817709 9.499746
1110cat3 | .3442712 .1709413 -2.15 0.032 .1300927 .9110632

1127 | 1 4.92e-08 -1.01 0.314 .9999999 1

ccl3 | .997258 .0044138 -0.62 0.535 .9886446 1.005946

ccll?7 | 1.000028 .0000287 0.99 0.323 .9999721 1.000085

ccl5 | .9999432 .000112 -0.51 0.612 .9997238 1.000163
eosinfilost0 | 1.000475 .0003465 1.37 0.170 .9997961 1.001154
_cons | .5673836 .2561979 -1.26 0.209 .2341655 1.374772

xi: logistic padraoouro 1i.idadecatdummy

eosinfilostO

i.idadecatdummy

Logistic regre

Log likelihood

ssion

= -112.89988

_Iidadecatd 1-4

ill7cat3 il6cat3 tnfalfacat3 1ill1l0cat3

Number of obs

LR chi2 (11)
Prob > chi2
Pseudo R2

(naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)

177
16.58
0.1210
0.0684

_TIidadecatd 2
_TIidadecatd_3
Iidadecatd 4
ill7cat3
il6cat3
tnfalfacat3
il1l0cat3
i127

ccl3

ccll?
eosinfilostO

1.474971
.835141
.292198
.962791
.182849
.595805
.3449544
1
.9971574
1.00003
1.000464
.5249868

NN W

.6713867
.5714878
.5016038
3.428602
.8122531
1.590638
.1681677
4.92e-08
.0044059
.0000288
.0003412
.2324279

[95% Conf.

.6044055
.2184146
.6038247
.7270138
1.052655
.7810503
.1326768
.9999999
.9885593
.9999734
.9997952
.2204424

Interval]

3.599472
3.193286
2.765333
21.60029
4.526491
8.627106
.8968677
1
1.00583
1.000086
1.001133
1.250264

xi: logistic

eosinfilostO

i.idadecatdummy

Logistic regre

Log likelihood

ssion

= -113.95742

padraoouro

i.idadecatdummy

_TIidadecatd 1-4

ill7cat3

ilécat3 tnfalfacat3

Number of obs =

LR chi2 (10)
Prob > chi?2
Pseudo R2

il10cat3

(naturally coded; Tidadecatd 1 omitted)

178
16.12
0.0963
0.0661

_TIidadecatd 2
~Iidadecatd 3

1.43889
.8135

.6522425
.5552399

0.80
-0.30

0.422
0.762

[95% Conf.

.5918092
.2134937

Interval]

3.498433
3.099774

i127

1127 ccl3 ccll?

ccll?



_TIidadecatd 4 | 1.195658 .4536062 0.47 0.638 .5684337 2.514977
ill7cat3 | 3.943885 3.395072 1.59 0.111 . 7297466 21.31456
ilé6cat3 | 2.085229 .7675385 2.00 0.046 1.013539 4.290097
tnfalfacat3 | 2.502939 1.524972 1.51 0.132 .7582918 8.2616
il110cat3 | .3698026 .1775014 -2.07 0.038 .1443451 .9474095

i127 | 1 4.91e-08 -0.95 0.341 .9999999 1

ccll?7 | 1.000031 .0000291 1.05 0.295 .9999735 1.000088
eosinfilost0 | 1.000474 .0003408 1.39 0.164 .999806 1.001142
_cons | .5222513 .2305719 -1.47 0.141 .2198251 1.240743
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. xi: logistic padraoouro i.idadecatdummy ill7cat3 il6cat3 tnfalfacat3 i1i110cat3 ccll7 eosinfilostO
i.idadecatdummy = TIidadecatd 1-4 (naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)
Logistic regression Number of obs = 179
LR chi2 (9) = 15.94
Prob > chi2 = 0.0682
Log likelihood = -114.62333 Pseudo R2 = 0.0650
padraoouro | Odds Ratio std. Err z P>lz] [95% Conf. Interval]
______________ o
_TIidadecatd 2 | 1.443183 .6521358 0.81 0.417 .5952322 3.499102
_Iidadecatd 3 | .8077241 .549601 -0.31 0.754 .2128525 3.06512
_Iidadecatd 4 | 1.193354 .451946 0.47 0.641 .5680713 2.506892
il17cat3 | 3.935682 3.235962 1.67 0.096 .7855111 19.71912
ilécat3 | 2.100073 .7709159 2.02 0.043 1.022744 4.312231
tnfalfacat3 | 2.222812 1.30715 1.36 0.174 .7020104 7.038202
il10cat3 | .3620827 .1735101 -2.12 0.034 .1415507 .9261976
ccll?7 | 1.000029 .0000283 1.02 0.306 .9999735 1.000084
eosinfilost0 | 1.000483 .0003391 1.42 0.155 .9998181 1.001147
_cons | .4946004 .2167293 -1.61 0.108 .2095394 1.167463
xi: logistic padraoouro i.idadecatdummy ill17cat3 il6cat3 tnfalfacat3 ill0cat3 eosinfilostO
i.idadecatdummy ~Iidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
Logistic regression Number of obs = 188
LR chi2 (8) = 14.28
Prob > chi2 = 0.0748
Log likelihood = -121.88177 Pseudo R2 = 0.0553
padraoouro | Odds Ratio sStd. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ +________________________________________________________________
_Iidadecatd 2 | 1.373375 .6034299 0.72 0.470 .580484 3.249285
_Iidadecatd 3 | .658973 .4295801 -0.64 0.522 .1836433 2.364613
_Tidadecatd 4 | 1.192394 .4364931 0.48 0.631 .5818691 2.443512
ill7cat3 | 4.467969 3.608043 1.85 0.064 .9177716 21.75132
ilécat3 | 1.817889 . 6445934 1.69 0.092 .9072884 3.642414
tnfalfacat3 | 2.22903 1.280709 1.40 0.163 .7228542 6.873551
i110cat3 | .4359061 .200536 -1.80 0.071 .1769305 1.073948
eosinfilost0 | 1.000487 .0003253 1.50 0.134 .99985 1.001125
_cons | .5609298 .2312532 -1.40 0.161 .2500263 1.258437
xi: logistic padraoouro i.idadecatdummy ill7cat3 ilécat3 illOcat3 eosinfilostO

i.idadecatdummy _Tidadecatd 1-4 (naturally coded; _Tidadecatd 1 omitted)

Logistic regression Number of obs = 188
LR chi2 (7) = 12.22

Prob > chi2 = 0.0936

Log likelihood = -122.9118 Pseudo R2 = 0.0474
padraoouro | Odds Ratio Std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ o o
~Iidadecatd 2 | 1.450047 .6312818 0.85 0.393 .617745 3.403729
_TIidadecatd 3 | .6794907 .4438915 -0.59 0.554 .1888506 2.44483
_TIidadecatd 4 | 1.178329 4294511 0.45 0.653 .5768188 2.407097
il17cat3 | 4.40032 3.525188 1.85 0.064 .9153117 21.15434
ilécat3 | 1.702923 .5936254 1.53 0.127 .8599496 3.372229
i110cat3 | .5083117 .2242713 -1.53 0.125 .2140785 1.206944
eosinfilost0 | 1.000504 .0003271 1.54 0.123 .9998629 1.001145
_cons | .6094179 .2457364 -1.23 0.219 .276493 1.343218



145

xi: logistic padraoouro i.idadecatdummy ill7cat3 il110cat3 eosinfilostO
i.idadecatdummy = Tidadecatd 1-4 (naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)
Logistic regression Number of obs = 193

LR chi2 (6) = 10.79

Prob > chi2 = 0.0952

Log likelihood = -127.01004 Pseudo R2 = 0.0407
padraoouro | Odds Ratio Std. Err. 4 P>|z| [95% Conf. Intervall]
______________ +________________________________________________________________
_TIidadecatd 2 | 1.565463 .672936 1.04 0.297 .6741279 3.635328
_Iidadecatd 3 | .6240896 .3803637 -0.77 0.439 .1890016 2.060765
_Iidadecatd 4 | 1.253594 .4515633 0.63 0.530 .6187869 2.539641
ill7cat3 | 4.202552 3.348697 1.80 0.072 .8815655 20.03418
il10cat3 | .5153946 .2212887 -1.54 0.123 .222162 1.195666
eosinfilost0 | 1.000412 .0003212 1.28 0.200 .9997823 1.001041
_cons | .9148569 .2850434 -0.29 0.775 .4967558 1.684858

xi: logistic padraoouro i.idadecatdummy ill7cat3 i110cat3
i.idadecatdummy = TIidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
Logistic regression Number of obs = 202

LR chi2 (5) = 9.39

Prob > chi2 = 0.0945

Log likelihood = -134.32941 Pseudo R2 = 0.0338
padraoouro | Odds Ratio Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Intervall]
______________ o
_TIidadecatd 2 | 1.548485 .6387232 1.06 0.289 .6899235 3.475464
~Iidadecatd 3 | .8155318 .4521504 -0.37 0.713 .275115 2.417505
_Iidadecatd 4 | 1.292515 .4534909 0.73 0.465 .6498061 2.570914
ill17cat3 | 5.031334 3.95278 2.06 0.040 1.078826 23.46469
il10cat3 | .5539 .2284044 -1.43 0.152 .2468497 1.242882
_cons | 1.026713 .2738351 0.10 0.921 .6087303 1.731703

xi: logistic padraoouro i.idadecatdummy ill7cat3
i.idadecatdummy ~Iidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
Logistic regression Number of obs = 205

LR chi2 (4) = 6.70

Prob > chi?2 = 0.1525

Log likelihood = -137.66673 Pseudo R2 = 0.0238
padraoouro | Odds Ratio Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ +________________________________________________________________
_Iidadecatd 2 | 1.430188 .58354098 0.88 0.381 .6428109 3.182021
_Iidadecatd 3 | .8260559 .4401724 -0.36 0.720 .2906952 2.347367
_Tidadecatd 4 | 1.15098 .3961029 0.41 0.683 .586316 2.259455
ill7cat3 | 4.927273 3.862098 2.03 0.042 1.060272 22.89791
_cons | 1.011877 .2646555 0.05 0.964 .6060337 1.689502

Cap. 1: Intensidade de infec¢édo por S. mansoni

. . xi: logistic opgcatanalise i.idadecatdummy illbetacat3 1il6cat3 tnfalfacat3 illOcat3
i133cat3 il5cat3 1127 ccll7 cclll ccl3 ccl5 plaquetascont
i.idadecatdummy ~Iidadecatd 1-4 (naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)
note: Tidadecatd 3 != 0 predicts failure perfectly
~Iidadecatd 3 dropped and 2 obs not used

note: ill0cat3 != 0 predicts failure perfectly
1110cat3 dropped and 7 obs not used



note: il5cat3

il5cat3 dropped and 10 obs not used

Logistic regre

Log likelihood

!= 0 predicts failure perfectly

ssion

= -23.471712

Number of obs =

LR chi2 (12)
Prob > chi?2
Pseudo R2

53
16.21
0.1818
0.2567

_TIidadecatd_2
~Iidadecatd 3
_TIidadecatd_4
illbetacat3
il6cat3
tnfalfacat3
i110cat3
1133cat3
il5cat3

i127

ccll?

cclll

ccl3

cclb
plaquetascont
_cons

[95% Conf.

Interval]

I

+

I .6587546
| 1
| .1469845
| .5973289
| .5943043
| 2.910031
| 1
| 1.470123
| 1
| 1
| .9999981
| .9963909
| 1.002779
| 1.000057
| 1.000009
| .143975

.7385319
(omitted)
.1580661
.5351021
.5190947
3.327693
(omitted)
1.188039
(omitted)
1.36e-07
.0000385
.0039931
.0116199
.0015247
7.30e-06
.2829552

o

o O O O

.0731878

.0178606
.1032015
.1072821
.3094051

.3016329

.9999998
.9999227
.9885952
.9802607
.9970728
.9999945
.0030578

5.929369

1.209617
3.457332
3.292231
27.36956

7.165206

1
1.000073
1.004248
1.025814
1.003049
1.000023
6.778918

xi: logistic opgcatanalise

i.idadecatdummy illbetacat3

il6cat3 tnfalfacat3

1133cat3 ilb5cat3 i127 ccll7 cclll ccl3 plaquetascont
i.idadecatdummy = TIidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
note: Iidadecatd 3 != 0 predicts failure perfectly

_Iidadecatd 3 dropped and 2 obs not used

note: il10cat3

note: il5cat3

i115cat3 dropped and 10 obs not used

Logistic regre

Log likelihood

!= 0 predicts failure perfectly
1110cat3 dropped and 7 obs not used

!= 0 predicts failure perfectly

ssion

= -23.472402

Number of obs =

LR chi2 (11)
Prob > chi2

53
16.21
0.1336
0.2566

_TIidadecatd_ 2
_TIidadecatd_3
_Iidadecatd 4
illbetacat3
ilécat3
tnfalfacat3
i110cat3
1133cat3
il5cat3

1127

ccll?

cclll

ccl3
plagquetascont
_cons

Interval]

|

N

| .6585629
| 1
| .1466205
[ .5962243
[ .5963682
| 2.908405
[ 1
| 1.479518
[ 1
[ 1
[ .9999979
[ .9963579
| 1.002732
| 1.000009
[ .1451266

.7382214
(omitted)
.1574079
.5332184
.518018
3.322812
(omitted)
1.16866
(omitted)
1.34e-07
.0000381
.0038958
.0115466
7.30e-06
.2837715

5.925957

1.202326
3.440809
3.272548
27.29862

6.957898

1
1.000073
1.004023

1.02562
1.000023
6.700909

xi: logistic opgcatanalise
cclll ccl3

i133cat3 ilb5ca
i.idadecatdumm

t3 1127

y ~Iidadecatd 1-4

Pseudo R2

P>|z]| [95% Conf.
0.709 .0731874
0.074 .01788
0.563 .1033139
0.552 .1086783
0.350 .3098625
0.620 .3146025
0.719 .9999998
0.956 .9999232
0.351 .9887515
0.813 .9803544
0.226 .9999945
0.324 .0031431

illbetacat3

i.idadecatdummy
plaquetascont
(naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)

ilécat3 tnfalfacat3

146
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note: TIidadecatd 3 != 0 predicts failure perfectly
~Iidadecatd 3 dropped and 2 obs not used

note: ill0cat3 != 0 predicts failure perfectly
i110cat3 dropped and 8 obs not used
note: il5cat3 != 0 predicts failure perfectly

i15cat3 dropped and 10 obs not used

Logistic regression Number of obs = 53

LR chi2 (10) = 16.21

Prob > chi2 = 0.0939

Log likelihood = -23.473922 Pseudo R2 = 0.2566

opgcatanalise | Odds Ratio std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]

______________ o

_Iidadecatd 2 | .6646017 . 7364667 -0.37 0.712 .0757386 5.831839
_Iidadecatd 3 | 1 (omitted)

_Iidadecatd 4 | .147309 .1575087 -1.79 0.073 .0181172 1.197755

illbetacat3 | .5953573 .531998 -0.58 0.562 .1033149 3.430776

ilé6cat3 | .5982925 .5182894 -0.59 0.553 .1095302 3.268084

tnfalfacat3 | 2.907059 3.318036 0.93 0.350 .3103958 27.22649
i110cat3 | 1 (omitted)

i133cat3 | 1.483099 1.168773 0.50 0.617 .3164983 6.949746
il5cat3 | 1 (omitted)

1127 | 1 1.32e-07 0.38 0.707 .9999998 1

cclll | .9963837 .0038627 -0.93 0.350 .9888416 1.003983

ccl3 | 1.002643 .0114455 0.23 0.817 .9804594 1.025329

plaquetascont | 1.000009 6.83e-06 1.27 0.203 .9999953 1.000022

_cons | .1481046 .284141 -1.00 0.320 .0034477 6.362276

xi: logistic opgcatanalise 1i.idadecatdummy illbetacat3 il6cat3 tnfalfacat3 1ill0cat3

1133cat3 il5cat3 i127 cclll plaquetascont
i.idadecatdummy = TIidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
note: Tidadecatd 3 != 0 predicts failure perfectly

_TIidadecatd 3 dropped and 2 obs not used

note: il1l0cat3 != 0 predicts failure perfectly
1110cat3 dropped and 8 obs not used
note: ilb5cat3 != 0 predicts failure perfectly

il5cat3 dropped and 10 obs not used

Logistic regression Number of obs = 53
LR chi2 (9) = 16.15
Prob > chi2 = 0.0638
Log likelihood = -23.500652 Pseudo R2 0.2558
opgcatanalise | Odds Ratio Std. Err z P>|z]| [95% Conf. Intervall
______________ o
_Iidadecatd 2 | .6909445 .7547883 -0.34 0.735 .0812063 5.878905
_TIidadecatd_3 | 1 (omitted)
~Iidadecatd 4 | .1498616 .1600156 -1.78 0.075 .0184848 1.21497
illbetacat3 | .5921219 .5289275 -0.59 0.557 .1028145 3.410106
il6cat3 | .6142127 .5277213 -0.57 0.571 .1140199 3.308696
tnfalfacat3 | 3.173623 3.420412 1.07 0.284 .3838504 26.23908
ill10cat3 | 1 (omitted)
1133cat3 | 1.473062 1.158344 0.49 0.622 .3154115 6.879622
il5cat3 | 1 (omitted)
1127 | 1 1.30e-07 0.34 0.733 .9999998 1
cclll | .9963255 .0038483 -0.95 0.341 .9888114 1.003897
plaquetascont | 1.000009 6.83e-06 1.28 0.200 .9999954 1.000022
_cons | .1493397 .286565 -0.99 0.322 .0034739 6.419916
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xi: logistic opgcatanalise i.idadecatdummy illbetacat3 ilécat3 tnfalfacat3 ill0cat3
1133cat3 ilb5cat3 cclll plaquetascont
i.idadecatdummy = Tidadecatd 1-4 (naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)
note: TIidadecatd 3 != 0 predicts failure perfectly
_Iidadecatd 3 dropped and 2 obs not used
note: ill0cat3 != 0 predicts failure perfectly
i110cat3 dropped and 8 obs not used
note: il5cat3 != 0 predicts failure perfectly
115cat3 dropped and 10 obs not used
Logistic regression Number of obs = 53
LR chi2 (8) = 16.03
Prob > chi?2 = 0.0419
Log likelihood = -23.5598 Pseudo R2 = 0.2539
opgcatanalise | Odds Ratio sStd. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ +________________________________________________________________
_Iidadecatd 2 | .6971522 .7599258 -0.33 0.741 .0823155 5.904372
_Iidadecatd 3 | 1 (omitted)
_Iidadecatd 4 | .1619511 .1666994 -1.77 0.077 .021539 1.217705
illbetacat3 | .6025279 .5379948 -0.57 0.570 .104699 3.467462
ilécat3 | .6621948 .5492972 -0.50 0.619 .1302883 3.365626
tnfalfacat3 | 3.221974 3.436978 1.10 0.273 .3982167 26.06901
i110cat3 | 1 (omitted)
i133cat3 | 1.459929 1.146406 0.48 0.630 .313276 6.803558
il5cat3 | 1 (omitted)
cclll | .9961364 .0038153 -1.01 0.312 .9886865 1.003643
plaquetascont | 1.00001 5.98e-06 1.65 0.098 .9999982 1.000022
_cons | .1138128 .1982844 -1.25 0.212 .0037431 3.460607
. xi: logistic opgcatanalise i.idadecatdummy illbetacat3 ilécat3 tnfalfacat3 ill0cat3
il5cat3 cclll plaquetascont
i.idadecatdummy = TIidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
note: il110cat3 != 0 predicts failure perfectly
i110cat3 dropped and 9 obs not used
note: il5cat3 != 0 predicts failure perfectly
i15cat3 dropped and 11 obs not used
Logistic regression Number of obs = 60
LR chi2 (8) = 15.13
Prob > chi?2 = 0.0566
Log likelihood = -29.084481 Pseudo R2 = 0.2065
opgcatanalise | Odds Ratio Std. Err 4 P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ +________________________________________________________________
_TIidadecatd 2 | .6524909 .6529692 -0.43 0.670 .0917802 4.638739
_TIidadecatd 3 | .1820665 .2768734 -1.12 0.263 .0092424 3.586534
_Tidadecatd 4 | .2341198 .1933363 -1.76 0.079 .0463997 1.181302
illbetacat3 | 1.401143 1.092254 0.43 0.665 .3040412 6.457023
ilécat3 | .3576247 .2621404 -1.40 0.161 .0850145 1.504395
tnfalfacat3 | 2.64167 2.691578 0.95 0.340 .3585881 19.46083
il10cat3 | 1 (omitted)
il5cat3 | 1 (omitted)
cclll | .9994595 .0032688 -0.17 0.869 .9930733 1.005887
plaquetascont | 1.000009 5.30e-06 1.69 0.091 .9999986 1.000019
_cons | .1515696 .2337789 -1.22 0.221 .0073745 3.115255
. xi: logistic opgcatanalise i.idadecatdummy illbetacat3 ilé6cat3 tnfalfacat3 1ill0cat3
il5cat3 plaquetascont
i.idadecatdummy  Tidadecatd 1-4 (naturally coded; _Tidadecatd 1 omitted)
note: il1l0cat3 != 0 predicts failure perfectly

1110cat3 dropped and 11 obs not used



note: il5cat3

il5cat3 dropped and 12 obs not used

!= 0 predicts failure perfectly

Logistic regression Number of obs = 64
LR chi2 (7) = 16.84
Prob > chi2 = 0.0185
Log likelihood = -32.084152 Pseudo R2 0.2078
opgcatanalise | Odds Ratio Std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ +________________________________________________________________
~Iidadecatd 2 | .5823051 .5461885 -0.58 0.564 .0926283 3.660645
~Iidadecatd 3 | .2981325 .356306 -1.01 0.311 .0286494 3.102434
~Iidadecatd 4 | .2109826 .1698614 -1.93 0.053 .0435459 1.022225
illbetacat3 | 1.377108 .9288942 0.47 0.635 .3671223 5.165651
ilécat3 | .4152549 .2750036 -1.33 0.184 .1133978 1.520636
tnfalfacat3 | 2.525666 2.559471 0.91 0.361 .3465623 18.40647
il10cat3 | 1 (omitted)
il5cat3 | 1 (omitted)
plaquetascont | 1.000011 5.14e-06 05 0.040 1 1.000021
_cons | .0968509 .1412614 -1.60 0.109 .0055538 1.688961
. xi: logistic opgcatanalise i.idadecatdummy illbetacat3 il6cat3 1110cat3 il5cat3
plagquetascont
i.idadecatdummy ~Iidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
note: ill0cat3 != 0 predicts failure perfectly
i110cat3 dropped and 11 obs not used
note: il5cat3 != 0 predicts failure perfectly
i15cat3 dropped and 12 obs not used
Logistic regression Number of obs = 64
LR chi2 (6) = 15.99
Prob > chi?2 = 0.0138
Log likelihood = -32.505698 Pseudo R2 = 0.1974
opgcatanalise | Odds Ratio Std. Err 4 P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ .
_Iidadecatd 2 | .7663125 .6760371 -0.30 0.763 .1359816 4.318488
_Iidadecatd 3 | .2863122 .3414055 -1.05 0.294 .0276597 2.963691
_Iidadecatd 4 | .2299827 .1795616 -1.88 0.060 .0497863 1.062381
illbetacat3 | 1.343012 .8953389 0.44 0.658 .3635916 4.960735
ilécat3 | .4397546 .28902 -1.25 0.211 .121276 1.594578
i110cat3 | 1 (omitted)
il5cat3 | 1 (omitted)
plaquetascont | 1.000011 5.10e-06 2.09 0.036 1.000001 1.000021
_cons | .0947491 .1368504 -1.63 0.103 .0055866 1.606957
. xiz logistic opgcatanalise 1i.idadecatdummy illbetacat3 il110cat3 il5cat3
plaquetascont
i.idadecatdummy ~Iidadecatd 1-4 (naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)
note: ill0cat3 != 0 predicts failure perfectly
1110cat3 dropped and 11 obs not used
note: ilb5cat3 != 0 predicts failure perfectly

i15cat3 dropped and 14 obs not used

Logistic regression

Log likelihood = -33.706036

Number of obs
LR chi2 (5)
Prob > chi?2
Pseudo R2

65
14.38
0.0134
0.1758

opgcatanalise | Odds Ratio Std. Err. z

[95% Conf.

Interval]



_Tidadecatd_2
~Iidadecatd 3
_TIidadecatd_4
illbetacat3
i110cat3
il5cat3
plagquetascont
_cons

xi: logist

i.idadecatdummy _Tidadecatd 1-4

note: il5cat3
il5cat3

Logistic regre

Log likelihood

_TIidadecatd_2
~Iidadecatd 3
_TIidadecatd_4
illbetacat3
il5cat3
plagquetascont
_cons

xi: logist

xi: logist

o
| .7243527 . 6236427 -0.37 0.708 .1339969 3.915663
| .2278154 .2518577 -1.34 0.181 .0260946 1.988911
| .2179794 .1696802 -1.96 0.050 .0474046 1.002329
| 1.29733 .8384261 0.40 0.687 .3655474 4.604229
| 1 (omitted)

| 1 (omitted)

| 1.000011 5.01e-06 2.25 0.024 1.000001 1.000021
| .0479792 .064716 -2.25 0.024 .0034113 .6748125
ic opgcatanalise i.idadecatdummy illbetacat3 il5cat3

(naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)
!= 0 predicts failure perfectly
dropped and 15 obs not used

ssion Number of obs = 76
LR chi2 (5) = 14.03
Prob > chi?2 = 0.0154
= -37.784815 Pseudo R2 = 0.1565
| Odds Ratio Std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
+ ________________________________________________________________
| .511124 .3952069 -0.87 0.385 .1122968 2.326404
| .2990741 .3223711 -1.12 0.263 .0361636 2.473355
| .1812547 .1358185 -2.28 0.023 .0417315 .787254
| 1.471309 .8763983 0.65 0.517 .4578022 4.728569
| 1 (omitted)
| 1.00001 4.80e-06 2.04 0.042 1 1.000019
| .0564873 .0741001 -2.19 0.028 .0043186 .7388536

ic opgcatanalise i.idadecatdummy illbetacat3 plaquetascont

i.idadecatdummy ~Iidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
Logistic regression Number of obs = 107
LR chi2 (5) = 12.94

Prob > chi2 = 0.0240

Log likelihood = -52.86313 Pseudo R2 = 0.1090
opgcatanalise | Odds Ratio std. Err z P>lz] [95% Conf. Interval]
______________ +-———————
_Tidadecatd 2 | .4956113 .2895174 -1.20 0.229 .1577253 1.557331
_Tidadecatd 3 | .4627115 .4427902 -0.81 0.421 .0709179 3.019012
_Tidadecatd 4 | .1930917 .1272822 -2.49 0.013 .053048 .7028435
illbetacat3 | 1.86975 .9137247 1.28 0.200 .7174828 4.872543
plaquetascont | 1.000003 3.32e-06 0.90 0.366 .9999965 1.00001
_cons | .2415434 .2306519 -1.49 0.137 .0371685 1.569694

ic opgcatanalise i.idadecatdummy illbetacat3

plagquetascont

i.idadecatdummy _Iidadecatd 1-4 (naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)
Logistic regression Number of obs = 112
LR chi2 (4) = 11.09

Prob > chi2 = 0.0256

Log likelihood = -57.436265 Pseudo R2 = 0.0880
opgcatanalise | Odds Ratio Std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ o o
~Iidadecatd 2 | .5154059 .2973752 -1.15 0.251 .1663525 1.59687
_TIidadecatd 3 | .6659913 .535994 -0.51 0.614 .1375359 3.224935
_TIidadecatd 4 | .1969239 .1182878 -2.71 0.007 .0606737 .6391405
illbetacat3 | 1.77603 .8319072 1.23 0.220 .709154 4.447953
cons | .5381143 .2234958 -1.49 0.136 .2384206 1.214522

150



xi: logistic opgcatanalise i.idadecatdummy
i.idadecatdummy

~Iidadecatd 1-4

Logistic regression

Log likelihood

-70.445769

(naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)

Number of obs =

LR chi2 (3)
Prob > chi?2
Pseudo R2

140
9.62
0.0221
0.0639

_TIidadecatd_2
~Iidadecatd 3
_TIidadecatd_4

_cons

[95% Conf.

Interval]

.5111111
.3066667
.2190476
.6521739

.2802367
.2190349

.114537
.2164441

.1745061
.0756312
.0786062
.3403031

1.496994
1.243462
.6104081
1.249859
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Analises — Capitulo 2:

Reatividade Alérgica x Presenca de S. mansoni

xi: logistic igeespeccat 1i.idadecatdummy padraoouro 1i.i1110cat2 1i.il33cat2 c¢cxcll0 illbetacat3
tnfalfacat3 il6cat3 ill3cat3
i.idadecatdummy ~Iidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
i.1110cat2 _TIill0Ocat2 0-2 (naturally coded; _TillOcat2 0 omitted)
i.1133cat2 _Iil33cat2 0-2 (naturally coded; Iil33cat2 0 omitted)
Logistic regression Number of obs = 154
LR chi2 (13) = 35.22
Prob > chi2 = 0.0008
Log likelihood = -62.40574 Pseudo R2 = 0.2201
igeespeccat | Odds Ratio Std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ o
_TIidadecatd 2 | .461412 .3267789 -1.09 0.275 .1151477 1.848939
_Iidadecatd 3 | 2.236801 1.91653 0.94 0.347 .4171605 11.99366
_Iidadecatd 4 | .8606605 .4808921 -0.27 0.788 .2878889 2.572994
padraoouro | .2564844 .1344425 -2.60 0.009 .0918086 .7165372
~Iill0cat2 1 | 6.372958 5.979776 1.97 0.048 1.013106 40.0892
~IillOcat2 2 | .7726844 .8343568 -0.24 0.811 .0930811 6.414207
~Iil33cat2 1 | 1.843204 1.191523 0.95 0.344 .5191839 6.54373
~Iil33cat2 2 | 4.505314 2.615064 2.59 0.010 1.444288 14.05389
cxcll0 | 1.003111 .0017943 1.74 0.083 .9996 1.006634
illbetacat3 | 2.12793 1.042763 1.54 0.123 .8143997 5.560029
tnfalfacat3 | 6.035697 4.698244 2.31 0.021 1.312635 27.75306
ilécat3 | 1.810069 1.020223 1.05 0.292 .5996892 5.463416
i113cat3 | .5695456 .2783576 -1.15 0.249 .2185322 1.484368
_cons | .0882073 .0635696 -3.37 0.001 .0214812 .3622026
xi: logistic igeespeccat 1i.idadecatdummy padraoouro 1i.1110cat2 1i.il33cat2 cxcll0 illbetacat3
tnfalfacat3 1ill3cat3
i.idadecatdummy ~Iidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
i.il10cat2 ~IillOcat2 0-2 (naturally coded; TillOcat2 0 omitted)
i.i133cat2 ~Iil33cat2 0-2 (naturally coded; Til33cat2 0 omitted)
Logistic regression Number of obs 155
LR chi2 (12) = 31.03
Prob > chi2 = 0.0020
Log likelihood = -66.030881 Pseudo R2 0.1902
igeespeccat | Odds Ratio Std. Err z P>|z]| [95% Conf. Intervall]
______________ o
_Tidadecatd 2 | .5095375 .3512067 -0.98 0.328 .1319691 1.967343
_Tidadecatd 3 | 2.350835 1.964629 1.02 0.306 .4569407 12.0944
_Iidadecatd 4 | .9887869 .535758 -0.02 0.983 .3418952 2.859647
padraoouro | .3455328 .1653261 -2.22 0.026 .135275 .8825945
~TillOcat2 1 | 6.186509 5.542004 2.03 0.042 1.068862 35.80715
~TillOcat2 2 | .7088304 .75143 -0.32 0.745 .0887534 5.661086
~Iil33cat2 1 | 1.823979 1.138957 0.96 0.336 .5364132 6.202118
~Iil33cat2 2 | 3.869623 2.172367 2.41 0.016 1.287694 11.62853
cxcll0 | 1.002899 .0016848 1.72 0.085 .999602 1.006206
illbetacat3 | 1.925556 .9078069 1.39 0.165 .7642854 4.851284
tnfalfacat3 | 4.895381 3.66389 2.12 0.034 1.129054 21.22551
ill3cat3 | .5320452 .252978 -1.33 0.184 .2095161 1.351076
_cons | .1423194 .0862569 -3.22 0.001 .0433879 .4668314
xi: logistic igeespeccat 1i.idadecatdummy padraoouro 1.i110cat2 1i.il33cat2 cxcllO illbetacat3
tnfalfacat3
i.idadecatdummy = Tidadecatd 1-4 (naturally coded; _Tidadecatd 1 omitted)
i.1110cat2 _IillOcat2 0-2 (naturally coded; _IillOcat2 0 omitted)
1.1133cat2 _TIil33cat2 0-2 (naturally coded; _TIil33cat2 0 omitted)

Logistic regression

Number of obs
LR chi2 (11)
Prob > chi2

172
28.89
0.0024
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Log likelihood = -76.384718 Pseudo R2 = 0.1590
igeespeccat | Odds Ratio Std. Err 4 P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ o
_Iidadecatd 2 | .4687691 .2932495 -1.21 0.226 .137553 1.597526
_TIidadecatd 3 | 1.95069 1.538977 0.85 0.397 .4155675 9.156618
_Iidadecatd 4 | 1.085607 .538513 0.17 0.868 .4106162 2.870181
padraoouro | .3476123 .1519953 -2.42 0.016 .1475376 .8190066
~TillOcat2 1 | 6.176457 4.496331 2.50 0.012 1.4828 25.72743
~IillOcat2 2 | 1.145205 .9790047 0.16 0.874 .2143948 6.117195
~Iil33cat2 1 | 1.18049 .715452 0.27 0.784 .3598983 3.872083
_Iil33cat2 2 | 2.954116 1.496636 2.14 0.033 1.094424 7.973878
cxcll0 | 1.002721 .0015491 1.76 0.079 .9996894 1.005762
illbetacat3 | 2.306514 1.020552 1.89 0.059 .9690116 5.490137
tnfalfacat3 | 3.125202 2.181882 1.63 0.103 .7954369 12.27865
_cons | .122515 .0661959 -3.89 0.000 .0424891 .3532651

xi: logistic igeespeccat i.idadecatdummy padraoouro i1.ill0cat2 i.il33cat2 cxcllO illbetacat3
i.idadecatdummy = TIidadecatd 1-4 (naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)
i.i110cat2 ~Iill0cat2 0-2 (naturally coded; IillOcat2 O omitted)
i.il33cat2 ~Iil33cat2 0-2 (naturally coded; Iil33cat2 0 omitted)

Logistic regression Number of obs = 172

LR chi2 (10) = 26.36

Prob > chi2 = 0.0033

Log likelihood = -77.650208 Pseudo R2 = 0.1451
igeespeccat | Odds Ratio Std. Err z P>|z]| [95% Conf. Interval]
______________ +________________________________________________________________
_TIidadecatd 2 | .5147166 .3165135 -1.08 0.280 .15422 1.717891
_Iidadecatd 3 | 1.807628 1.416217 0.76 0.450 .3892427 8.394553
_Iidadecatd 4 | 1.066296 .5230955 0.13 0.896 .4076635 2.789034
padraoouro | .3687261 .1587395 -2.32 0.020 .1585823 .8573396
~IillOcat2 1 | 6.289083 4.407131 2.62 0.009 1.592576 24.83558
~TIillOcat2 2 | 1.368394 1.130165 0.38 0.704 .2711432 6.905958
~Til33cat2 1 | 1.211436 .729324 0.32 0.750 .3722629 3.942317
~Iil33cat2 2 | 2.897795 1.460153 2.11 0.035 1.079346 7.77991
cxcll0 | 1.002808 .0014919 1.89 0.059 .9998886 1.005737
illbetacat3 | 2.228184 .9676652 1.84 0.065 .9512343 5.219326
_cons | .1305241 .0688866 -3.86 0.000 .046393 .367222

xi: logistic igeespeccat i.idadecatdummy padraoouro i.il110cat2 i.il33cat2 cxcllO
i.idadecatdummy ~Iidadecatd 1-4 (naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)

i.i110cat2 _Iill0cat2 0-2 (naturally coded; _TillOcat2 O omitted)
i.1133cat2 _Til33cat2 0-2 (naturally coded; _Til33cat2 0 omitted)
Logistic regression Number of obs = 172
LR chi2 (9) = 22.92
Prob > chi2 = 0.0064
Log likelihood = -79.371928 Pseudo R2 0.1262
igeespeccat | Odds Ratio Std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ +________________________________________________________________
_Iidadecatd 2 | .5116487 .3122093 -1.10 0.272 .1547272 1.691909
_Iidadecatd 3 | 1.790127 1.3867 0.75 0.452 .3922033 8.170649
_Tidadecatd 4 | .9443191 .4519963 -0.12 0.905 .3695668 2.412929
padraoouro | .3848892 .1620494 -2.27 0.023 .168638 .878448
~Iill0cat2 1 | 4.822573 3.221088 2.36 0.018 1.302403 17.85716
~IillOcat2 2 | 1.489646 1.215117 0.49 0.625 .3011278 7.369116
~Til33cat2 1 | 1.409073 .8235483 0.59 0.557 .4481664 4.430244
_Til33cat2 2 | 2.709036 1.342627 2.01 0.044 1.025534 7.156149
cxcll0 | 1.002924 .0014474 2.02 0.043 1.000092 1.005765
cons | .1872261 .0886275 -3.54 0.000 .0740341 .4734792

Cap 2. Reatividade Alérgica x Intensidade de S. mansoni
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xi: logistic 1igeespeccat 1.1i110cat2 1.i1133cat2 c¢xcll0 illbetacat3

tnfalfacat3 il6cat3 ill3cat3
i.idadecatdummy _Tidadecatd 1-4

i.idadecatdummy opgcatd

(naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)

i.1110cat2 _TIill0Ocat2 0-2 (naturally coded; _TillOcat2 0 omitted)
i.1133cat2 _Iil33cat2 0-2 (naturally coded; Iil33cat2 0 omitted)

Logistic regression Number of obs = 154
LR chi2 (13) = 31.32

Prob > chi?2 = 0.0030

Log likelihood = -64.354537 Pseudo R2 = 0.1957
igeespeccat | Odds Ratio Std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ o
_TIidadecatd 2 | .4019665 .2848697 -1.29 0.198 .1002194 1.612234
_TIidadecatd 3 | 1.815402 1.568597 0.69 0.490 .3338047 9.873089
_Iidadecatd 4 | .6310452 .3552208 -0.82 0.413 .2093687 1.901994
opgcat4d | .2368363 .2031961 -1.68 0.093 .0440708 1.272756
~IillOcat2 1 | 7.53587 6.348875 2.40 0.017 1.445463 39.288
~IillOcat2 2 | .534818 .5894192 -0.57 0.570 .0616741 4.63777
~Til33cat2 1 | 2.608067 1.674484 1.49 0.135 . 740991 9.179614
~TIil33cat2 2 | 3.631127 1.997425 2.34 0.019 1.235404 10.67269
cxcll0 | 1.002875 .0017769 1.62 0.105 .999398 1.006363
illbetacat3 | 1.898063 .9136578 1.33 0.183 .7388795 4.875821
tnfalfacat3 | 5.462052 4.128112 2.25 0.025 1.241751 24.02576
ilécat3 | 1.219225 .6422997 0.38 0.707 .4341728 3.423775
i113cat3 | .5932744 .2848324 -1.09 0.277 .2315218 1.520265
_cons | .093721 .0647468 -3.43 0.001 .0241985 .362983

xi: logistic igeespeccat i.idadecatdummy opgcat4 i1.il10cat2 i.tnfalfacatl

i.idadecatdummy

i.i110cat2

r(111);

~Iidadecatd 1-4

_Iill0cat2 0-2
variable tnfalfacatl not found

(naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
(naturally coded; IillOcat2 0 omitted)

xi: logistic igeespeccat i.idadecatdummy opgcat4 i.il10cat2 i.tnfalfacat

i.idadecatdummy

.1110cat2
i.tnfalfacat

-

_Iidadecatd 1-4

_TillOcat2_0-2
_Itnfalfaca 0-2

(naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
(naturally coded; IillOcat2 O omitted)
(naturally coded; Itnfalfaca 0 omitted)

Logistic regression Number of obs = 191
LR chi2 (8) = 24.80

Prob > chi2 = 0.0017

Log likelihood = -93.038532 Pseudo R2 = 0.1176
igeespeccat | Odds Ratio Std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ +________________________________________________________________
_Tidadecatd 2 | .5348566 .2976523 -1.12 0.261 .1796952 1.591983
_Iidadecatd 3 | 2.955203 1.996872 1.60 0.109 .7859926 11.11108
_Iidadecatd 4 | .6799722 .3019936 -0.87 0.385 .2847411 1.623799
opgcat4d | .2072639 .1662576 -1.96 0.050 .0430258 .9984318
~TillOcat2 1 | 4.854945 3.015089 2.54 0.011 1.437337 16.39872
~Iill0cat2 2 | 2.320547 1.498462 1.30 0.192 .6545434 8.227013
_Itnfalfaca 1 | 1.493845 1.475711 0.41 0.685 .2154948 10.35558
_Itnfalfaca 2 | 6.665481 5.027225 2.52 0.012 1.519988 29.2296
_cons | .3082586 .1044309 -3.47 0.001 .1586894 .598801

xi: logistic igeespeccat i.idadecatdummy opgcat4 i.il110cat2 i.tnfalfacat2

i.idadecatdummy

1.i110cat?2
i.tnfalfacat2

_TIidadecatd 1-4

_IillOcat2 0-2
_Itnfalfaca 0-2

(naturally coded; _Tidadecatd 1 omitted)
(naturally coded; TIillOcat2 0 omitted)
(naturally coded; Itnfalfaca 0 omitted)

Logistic regression Number of obs 191
LR chi2 (8) = 23.25

Prob > chi?2 = 0.0031

Log likelihood = -93.814499 Pseudo R2 0.1103
igeespeccat | Odds Ratio std. Err 4 P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ o
_TIidadecatd 2 | .5115575 .2898927 -1.18 0.237 .168473 1.553312
_TIidadecatd 3 | 2.756639 1.872809 1.49 0.136 .7279295 10.43927
_Iidadecatd 4 | .7146401 .3126405 -0.77 0.442 .3031824 1.684499
opgcat4d | .2001082 .1645588 -1.96 0.050 .0399282 1.002881



1.516808
.5506147
1.063073
.2893766
.1589611

i.i110cat2

16.66253
7.041061
12.31089
139.8353
.6020169

i.i133cat2

_Iidadecatd 1 omitted)
~IillOcat2 0 omitted)
_Til33cat2_ 0 omitted)
_Itnfalfaca 0 omitted)

~Iill0cat2 1 | 5.027312 3.073584 2.64 0.008
_TillOcat2_2 | 1.968988 1.280106 1.04 0.297
_Itnfalfaca 1 | 3.617649 2.260445 2.06 0.040
_Itnfalfaca 2 | 6.361217 10.02964 1.17 0.241
_cons | .3093497 .1050882 -3.45 0.001
. xi: logistic igeespeccat i.idadecatdummy opgcatd
i.tnfalfacat il6cat3 ill3cat3
i.idadecatdummy = TIidadecatd 1-4 (naturally coded;
i.1110cat2 _TIill0Ocat2 0-2 (naturally coded;
i.1133cat2 _TIil33cat2 0-2 (naturally coded;
i.tnfalfacat _Itnfalfaca 0-2 (naturally coded;
note: Itnfalfaca 1 != 0 predicts failure perfectly

_Itnfalfaca_1 dropped and 4 obs not used

Logistic regre

Log likelihood

Number of obs =

150
32.79
0.0018
0.2075

_Iidadecatd 2
_Iidadecatd 3
_TIidadecatd_4
opgcaté
~Iill0Ocat2 1
~Iill0Ocat2 2
_Til33cat2_1
_Til33cat2_2
cxcll0
illbetacat3
_Itnfalfaca 1
_Itnfalfaca 2
ilécat3
ill3cat3

Interval]

1.772041
9.679409
1.809813
1.570253
39.41071
7.977494
11.12721
10.46965
1.006185
4.548678

53.66545
3.501509
1.596935
.3869211

xi: logist
.tnfalfacat
.idadecatdumm
.1110cat2
.1133cat2
.tnfalfacat
note: _Ttnfalf

I N s

Logistic regre

Log likelihood

ssion

= -62.639673

| Odds Ratio Std. Err Z

+

| .4336087 .3114396 -1.16

| 1.801364 1.545393 0.69

I .585696 .3371334 -0.93

| .296216 .2520759 -1.43

| 7.388944 6.311076 2.34

| .8128356 .9471578 -0.18

| 3.0911 2.020082 1.73

| 3.510191 1.957165 2.25

| 1.002402 .0019266 1.25

| 1.735526 .8531915 1.12

| 1 (omitted)

| 10.05973 8.593163 2.70

| 1.227419 .6564811 0.38

| .6222278 .2992256 -0.99

| .0986245 .0687819 -3.32

ic 1igeespeccat i.idadecatdummy

ill3cat3

y _Tidadecatd 1-4 (naturally
~IillOcat2 0-2 (naturally
~Iil33cat2 0-2 (naturally
_Itnfalfaca 0-2 (naturally

aca_1

LR chi2 (13) =
Prob > chi?2 =
Pseudo R2
P>z [95% Conf.
0.245 .1061017
0.493 .3352385
0.353 .1895443
0.153 .0558788
0.019 1.385321
0.859 .0828207
0.084 .8586964
0.024 1.176872
0.212 .9986335
0.262 .6621819
0.007 1.885721
0.702 .4302592
0.324 .2424441
0.001 .025139
opgcat4d 1i.il110cat2
coded;
coded;
coded;

coded;

!= 0 predicts failure perfectly
_Itnfalfaca 1 dropped and 4 obs not used

Number of obs =

LR chi2 (1

2) =

Prob > chi2 =

Pseudo R2

i.i133cat2

_Tidadecatd 1 omitted)
~IillOcat2 0 omitted)
~Iil33cat2 0 omitted)
_Itnfalfaca 0 omitted)

151
30.69
0.0022
0.1905

_TIidadecatd 2
_TIidadecatd_3
_TIidadecatd_4
opgcaté
_Till0Ocat2_1
_TIillOcat2 2
_TIil33cat2_1
_TIil33cat2_2
cxcll0
illbetacat3
_Itnfalfaca 1
_Itnfalfaca 2
ill3cat3

[95% Conf.

Interval]

[eNoNeoBoNoNeoloNeNeNe]
(o)
w
(o)

.1141712
.3602122
.2264734
.0575373
1.271426
.0859716
.8099249
1.128285

.998632
.6380313

1.753999
.2287097
.0403948

1.83638

9.81417
2.020454
1.566824
33.68217
7.319096
.926728
.765925
.005787
.164836

o e el

47.80642
1.447252
.4185552

xi: logist

ssion

= -65.193789

| Odds Ratio Std. Err z

+

| .4578884 .3244821 -1.10
| 1.880208 1.585203 0.75
| .6764459 .3776518 -0.70
| .3002512 .2531021 -1.43
| 6.544035 5.470428 2.25
| .7932429 .8993406 -0.20
| 2.835473 1.812743 1.63
| 3.319449 1.827594 2.18
| 1.002203 .0018252 1.21
| 1.630121 .7801624 1.02
| 1 (omitted)

| 9.157096 7.721213 2.63
| .5753266 .2707854 -1.17
| .1300286 .0775578 -3.42
ic igeespeccat 1i.idadecatdummy

opgcat4

i.i110cat2

i.i133cat2

cxcll0

cxcllO

cxcllO
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illbetacat3

illbetacat3

illbetacat3



.tnfalfacat
.1dadecatdumm
.1110cat2
.1133cat2
.tnfalfacat
note: Ttnfalf
_Itnfalf

(SR O SR

Logistic regre

Log likelihood

_Iidadecatd 2
~Iidadecatd 3
_TIidadecatd_4
opgcat4
_Iill0cat2 1
_TIill0Ocat2_2
_Til33cat2_1
_Til33cat2_2
cxcll0
illbetacat3
_Itnfalfaca 1
_Itnfalfaca 2
_cons

xi: logistic
.1dadecatdumm
.1110cat2
.1133cat2
.tnfalfacat
note: TItnfalf
_Itnfalf

[ e =

Logistic regre

Log likelihood

_TIidadecatd 2
_Iidadecatd 3
_Iidadecatd 4
opgcaté
_Till0cat2_1
_TillOcat2_2
_Til33cat2_1
_Til33cat2_ 2
illbetacat3
_Itnfalfaca 1
_Itnfalfaca 2
_cons

xi: logistic
.idadecatdumm
.1110cat2
.1133cat2
.tnfalfacat
note: Ttnfalf
_Itnfalf

[ O

Logistic regre

Log likelihood

y _Iidadecatd 1-4
_TIill0Ocat2 0-2

(naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)

(naturally coded; IillOcat2 0 omitted)
_Til33cat2 0-2 (naturally coded; _Til33cat2 0 omitted)
_Itnfalfaca 0-2 (naturally coded; Itnfalfaca 0 omitted)

aca_1 != 0 predicts failure perfectly

aca 1 dropped and 5 obs not used

ssion Number of obs = 167
LR chi2 (11) = 29.50
Prob > chi2 = 0.0019
= -74.811254 Pseudo R2 = 0.1647

| Odds Ratio std. Err z P>|z]| [95% Conf. Interval]
4+ —
| .3802439 .2448297 -1.50 0.133 .1076452 1.343167
| 1.557419 1.245238 0.55 0.580 .3249564 7.46424
| .6769586 .3475317 -0.76 0.447 .2475022 1.851592
| .2844079 .2378481 -1.50 0.133 .055219 1.464855
| 6.965994 4.985938 2.71 0.007 1.712901 28.32918
| 1.669827 1.499208 0.57 0.568 .2873716 9.702846
| 1.967987 1.197934 1.11 0.266 .5968799 6.488697
| 2.523291 1.278021 1.83 0.068 .9350665 6.809138
| 1.001656 .0017272 0.96 0.337 .9982769 1.005047
| 2.150559 .9602865 1.71 0.086 .896325 5.159854
| 1 (omitted)

| 8.281169 6.852973 2.55 0.011 1.635652 41.92686
| .1197715 .0637635 -3.99 0.000 .0421885 .3400267

156

igeespeccat i.idadecatdummy opgcat4 i1.ill0cat2 i.il33cat2 illbetacat3 i.tnfalfacat

y _Iidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
~Iill0cat2 0-2 (naturally coded; IillOcat2 O omitted)
_TIil33cat2 0-2 (naturally coded; _Til33cat2 0 omitted)
_Itnfalfaca 0-2 (naturally coded; _TItnfalfaca 0 omitted)

aca_1 != 0 predicts failure perfectly

aca_1 dropped and 5 obs not used

ssion Number of obs = 167
LR chi2 (10) = 28.52
Prob > chi2 = 0.0015
= -75.303007 Pseudo R2 = 0.1592

| Odds Ratio sStd. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
+ ________________________________________________________________
| .3803784 .2432107 -1.51 0.131 .1086337 1.331885
| 1.546285 1.231641 0.55 0.584 .3245592 7.366905
| .6628204 .3392905 -0.80 0.422 .2430385 1.807659
| .2984966 .2493272 -1.45 0.148 .0580698 1.534363
| 7.190061 5.152737 2.75 0.006 1.764905 29.29165
| 2.400551 1.861589 1.13 0.259 .5250707 10.97499
| 2.029764 1.219039 1.18 0.239 .6255028 6.586606
| 2.36542 1.18192 1.72 0.085 .8883661 6.298319
| 2.201164 .9786763 1.77 0.076 .9208592 5.261525
| 1 (omitted)

| 9.105749 7.392864 2.72 0.007 1.85453 44.70926
| .1484921 .0707485 -4.00 0.000 .0583649 .3777939

igeespeccat i.idadecatdummy opgcat4 i1.ill0cat2 i.il33cat2 i.tnfalfacat

y _Tidadecatd 1-4 (naturally coded; Tidadecatd 1 omitted)
~Iill0cat2 0-2 (naturally coded; TIillOcat2 0O omitted)
~Iil33cat2 0-2 (naturally coded; Til33cat2 0 omitted)
_Itnfalfaca 0-2 (naturally coded; _Itnfalfaca 0 omitted)

aca_1 != 0 predicts failure perfectly

aca_1l dropped and 5 obs not used

ssion Number of obs = 167
LR chi2 (9) = 25.33
Prob > chi?2 = 0.0026
= -76.894629 Pseudo R2 = 0.1414



_TIidadecatd_2
_Iidadecatd 3
_Iidadecatd 4
opgcaté
_TillOcat2_1
_IillOcat2 2
_Iil33cat2 1
_Til33cat2_2
_Itnfalfaca 1
_Itnfalfaca 2
_cons

[95% Conf.

Interval]

I

+

| .4000345
| 1.587145
| .6098682
| .3302219
| 5.280201
| 2.70251
| 2.344035
| 2.210867
| 1
| 9.306715
| .2131364

.2514634
1.238267
.3072973
.2696379
3.595929
2.049326
1.37196
1.092656
(omitted)
7.618563
.0877629

w N

.1166886
.3439712
.2271626
.0666453
1.389838
.6113603
. 7443155
.8392303

1.87066
.0950954

1.371407
7.323375
1.637326
1.636222
20.06027
11.94641
7.381948
5.824303

46.3018
.4777006

xi: logistic igeespeccat i.idadecatdummy opgcat4 i.ill0cat?2 i.tnfalfacat

.idadecatdummy ~Iidadecatd 1-4 (naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)
i.1110cat2 _TIill0Ocat2 0-2 (naturally coded; _TillOcat2 0 omitted)
i.tnfalfacat _Itnfalfaca 0-2 (naturally coded; Itnfalfaca 0 omitted)
Logistic regression Number of obs = 191

LR chi2(8) = 24.80

Prob > chi2 = 0.0017

Log likelihood = -93.038532 Pseudo R2 0.1176
igeespeccat | Odds Ratio Std. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
______________ o
_Iidadecatd 2 | .5348566 .2976523 -1.12 0.261 .1796952 1.591983
_TIidadecatd 3 | 2.955203 1.996872 1.60 0.109 .7859926 11.11108
_TIidadecatd 4 | .6799722 .3019936 -0.87 0.385 .2847411 1.623799
opgcatd | .2072639 .1662576 -1.96 0.050 .0430258 .9984318

~Iill0cat2 1 | 4.854945 3.015089 2.54 0.011 1.437337 16.39872

_TillOcat2 2 | 2.320547 1.498462 1.30 0.192 .6545434 8.227013
_Itnfalfaca 1 | 1.493845 1.475711 0.41 0.685 .2154948 10.35558
_Itnfalfaca 2 | 6.665481 5.027225 2.52 0.012 1.519988 29.2296

_cons | .3082586 .1044309 -3.47 0.001 .1586894 .598801

157
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Analises — Capitulo 3

Status de infecg¢éo por S. mansoni

xi: logistic igeespeccattl?2 i.idadecatdummy igetotaltl2 eosinofilotl2 il6cattl2 ilb5cattl2 ccl3cattl2
potl2
i.idadecatdummy  TIidadecatd 1-4 (naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)
note: il5cattl2 != 0 predicts success perfectly
il5cattl2 dropped and 1 obs not used

Logistic regression Number of obs = 141

LR chi2 (8) = 17.85

Prob > chi?2 = 0.0224

Log likelihood = -76.07704 Pseudo R2 = 0.1050
igeespeccattl2 | Odds Ratio std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
_______________ o
_TIidadecatd 2 | 1.628525 .9505932 0.84 0.403 .5187236 5.11273
_Iidadecatd 3 | 4.440889 2.927703 2.26 0.024 1.21985 16.16715
_Iidadecatd 4 | 1.431224 .7364604 0.70 0.486 .5220448 3.923807
igetotaltl2 | 1.000115 .0000608 1.89 0.059 .9999955 1.000234
eosinofilotl2 | 1.000149 .0003752 0.40 0.692 .9994138 1.000885
il6cattl2 | .6693734 .2868502 -0.94 0.349 .2890004 1.550381

il5cattl2 | 1 (omitted)

ccl3cattl2 | .3579374 .1772258 -2.08 0.038 .1356285 .9446328
potl2 | .5060426 .2758331 -1.25 0.211 .1738662 1.472851
_cons | .3084205 .1456376 -2.49 0.013 .1222368 .7781879

xi: logistic igeespeccattl2 i.idadecatdummy igetotaltl2 eosinofilotl2 il6cattl2 il5cattl2 ccl3cattl2
negativos
i.idadecatdummy  Tidadecatd 1-4 (naturally coded; _Tidadecatd 1 omitted)
note: ilbcattl2 != 0 predicts success perfectly
il5cattl2 dropped and 1 obs not used

Logistic regression Number of obs = 141

LR chi2 (8) = 19.06

Prob > chi2 = 0.0146

Log likelihood = -75.472721 Pseudo R2 = 0.1121
igeespeccattl2 | Odds Ratio Std. Err. z P>|z]| [95% Conf. Intervall]
_______________ +________________________________________________________________
_Iidadecatd 2 | 1.637585 .9629036 0.84 0.402 .517244 5.184564
_Tidadecatd 3 | 4.384737 2.89777 2.24 0.025 1.200617 16.01337
_Iidadecatd 4 | 1.511341 .7802062 0.80 0.424 .5494687 4.157019
igetotaltl2 | 1.000104 .0000583 1.78 0.076 .9999893 1.000218
eosinofilotl2 | 1.000174 .000391 0.45 0.656 .9994081 1.000941
il6cattl2 | .6214969 .2619178 -1.13 0.259 .2720925 1.419585

il5cattl2 | 1 (omitted)

ccl3cattl2 | .3655588 .1826748 -2.01 0.044 .1372777 .973452
negativos | .4983371 .2044431 -1.70 0.090 .2230064 1.1136
_cons | .4182566 .2177818 -1.67 0.094 .1507409 1.160525

xi: logistic igeespeccattl2 i.idadecatdummy igetotaltl2 eosinofilotl2 il6cattl2 ilb5cattl2 ccl3cattl2
curados
i.idadecatdummy ~Iidadecatd 1-4 (naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)
note: ilb5cattl2 != 0 predicts success perfectly
il5cattl2 dropped and 1 obs not used



Logistic regression

Log likelihood

-76.695697

Number of obs =

LR chi2 (8)
Prob > chi2
Pseudo R2

141
16.61
0.0344
0.0977

_Iidadecatd 2
~Iidadecatd 3
_Iidadecatd 4
igetotaltl2
eosinofilotl?2
il6cattl2
il5cattl2
ccl3cattl?2
curados

[95% Conf.

Interval]

1.696454
4.697175
1.518901
1.000088
1.000216
.5760499
1
.3700496
1.310303
.240346

.9833491
3.077867
.7753323
.0000559
.0003787
.2415417
(omitted)
.1832333
.543471
.1266092

.5446822
1.300407
.5585066
.9999786
.9994743
.2532477

.1402103
.5811943
.0855937

5.283733
16.96658
4.130765
1.000198
1.000959
1.310312

.976652
2.954081
.6748883

xi: logistic
reinfectados
i.idadecatdummy
note: ilb5cattl2

il5cattl2 dropped and 1 obs not used
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igeespeccattl2 i.idadecatdummy igetotaltl2 eosinofilotl2 il6cattl2 il5cattl2 ccl3cattl2

_Iidadecatd 1-4
!= 0 predicts success perfectly

Logistic regression

Log likelihood

-72.360426

Number of obs =
LR chi2 (8)
Prob > chi2
Pseudo R2

(naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)

141
25.28
0.0014
0.1487

_TIidadecatd 2
_Iidadecatd 3
_TIidadecatd_4
igetotaltl?2
eosinofilotl2
ilécattl?2
il5cattl2
ccl3cattl?2
reinfectados

1.483661
4.761004
1.244533
1.00016
1.000095
.7952616
1
.3517638
.0916797
.3051107

.8872755
3.237094
.6530907
.0000641
.0003791
.3441921
(omitted)
.1788283
.091648
.1435172

.4595042
1.255888
.4449622
1.000035
.999352
.340492

.1298736
.0129231
.1213588

4.790488
18.04871
3.480884
1.000286
1.000838
1.857433

.9527557
.6503995
.767085

xi: logistic igeespeccattl2 i.idadecatdummy igetotaltl2

i.idadecatdummy
note: ilb5cattl2

il5cattl2 dropped and 1 obs not used

~Iidadecatd 1-4
!= 0 predicts success perfectly

Logistic regression

Log likelihood

-79.578589

Number of obs =
LR chi2 (7)
Prob > chi?2
Pseudo R2

156
26.45
0.0004
0.1425

_TIidadecatd 2
~Iidadecatd 3
_TIidadecatd 4

igetotaltl2

[95% Conf.

Interval]

1.603649
4.114138
.9872128
1.000161

.9123395
2.606448
.4841769
.0000607

.5258336
1.188539
.3775203
1.000042

4.890693
14.24113
2.581554

1.00028

ilécattl2 il5cattl2 ccl3cattl2 reinfectados
(naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)



ilécattl2 | .9962403
il5cattl2 | 1
ccl3cattl2 | .3222632
reinfectados | .0805661
_cons | .3139872

.403861
(omitted)
.1599764
.078383
.1291481

.4500903

.1218039
.0119679
.1402164

2.205102

.8526291
.5423612
.703113

xi: logistic igeespeccattl2 i.idadecatdummy igetotaltl2

i.idadecatdummy

note: ilb5cattl?2

Logistic regression

~Iidadecatd 1-4
!= 0 predicts success perfectly
il5cattl2 dropped and 1 obs not used

il5cattl2 ccl3cattl?2

Number of obs =

LR chi2 (6)
Prob > chi2
Pseudo R2

(naturally coded; TIidadecatd 1 omitted)

156
26.45
0.0002
0.1425

Log likelihood = -79.578632
igeespeccattl2 | Odds Ratio

_______________ "
_TIidadecatd 2 | 1.603129
_Iidadecatd 3 | 4.11258
_Iidadecatd 4 | .9867582
igetotaltl2 | 1.000161
il5cattl2 | 1
ccl3cattl2 | .322127
reinfectados | .0804562
_cons | .3136646

.9103086
2.599935
.4814759
.0000606
(omitted)
.1592352
.0773834
.1242674

[95% Conf.

.526779
1.191222
.3792084
1.000042

.1222525
.0122143
.1442903

Interval]

4.878747
14.19829
2.567695

1.00028

.8487831
.5299702
.6818578

xi: logistic igeespeccattl2 i.idadecatdummy
~Iidadecatd 1-4

i.idadecatdummy

Logistic regression

ccl3cattl?2 reinfectados
(naturally coded; Iidadecatd 1 omitted)

Number of obs =

LR chi2 (5)
Prob > chi2
Pseudo R2

159
16.34
0.0059
0.0862

Log likelihood = -86.56068
igeespeccattl?2 Odds Ratio
_TIidadecatd 2 1.781882
_Iidadecatd 3 3.433132
_TIidadecatd_4 1.003312
ccl3cattl?2 .3659646
reinfectados .1695054
_cons .4616913

.9511799
2.077685
.4676272
.1707448
.1312329
.1623636

.6258961
1.048467

.402444
.1466566
.0371684
.2317439

5.072893
11.24155
2.501307
.9132224
.7730244
.9198033

reinfectados

160
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Modulation of Allergic Reactivity in
Humans Is Dependent on
Schistosoma mansoni Parasite
Burden, Low Levels of IL-33 or TNF-o
and High Levels of IL-10 in Serum

Samira D. Resende’, Fernanda C. Magalhdes', Jailza L. Rodrigues-Qliveira’,
Vanessa N. Castro', Carolina S. A. Souza®, Edward J. Oliveira®, Mariangela Carneiro ',
Stefan M. Gelger' and Deborah A. Negrdo-Corréa ™

! Department of Parasitology, Federal University of Minas Gerais (LFWGE), Belo Horzonde, Branl, ' Schislosamiasis
Labovatory, Aene Rachau Research Center; Oswaldo Cruz Foundation, Bak Horzonts, Brani

Helminth infections and allergies are characterized by a predominant type-2 immune
response. In schistosomiasis, the Th-2 response is usually accompanied by induction
of immunoregulatory mechanisms that contribute to worm survival and less severe
schistosomiasis. Although helminth-induced immunomodulatory mechanisms seem to
affect atopy, epidemiclogical studies on the relationship between helminths and allergy
have been inconsistent, and data suggest that the modulatory effects may be influenced
by helminth species, chronicity of infection, and parasite burden. Here we performed a
cross-sectional study to investigate the effects of Schistosoma mansoni parasile burden
and immune response on alergic reactivity of individuals living in a schistosomiasis
endemic area in Brazil. Fecal samples from the participants were collected for extensive
parasitological examinations by spontanecus sedimentation, Kato-Katz, Helmintex and
Saline Gradient tests and melecular detection of 5. mansoni by qPCR. Additionally, the
concentrations of cytokines and chemokines, total IgE and IgE-reactivity to common
house dust allergens were quantified from serum samples. IgE reactivity to dust allergens
was detected in 47 individuals (23.8%), and 140 individuals (54.4%) were diagnosed
with S. mansoni infection. Most of the infected population {108 individuals) presented
very low parasite burden (<12 eggs/g of feces). The frequency and intensity (o <
0.03) of allergic reactivity were lower in S. mansoni-infected compared with non-
infected individuals. Multivariable logistic regression models adjusted by age revealed
that allergic reactivity was positively associated with low IL-10 response (OR, 4.55,
95% Cl, 0.56-7.36) and high concentration of the inflammatory mediators IL-33 (OR,
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Systemic Cytokine and Chemokine
Profiles in Individuals With
Schistosoma mansoni Infection and
Low Parasite Burden

Vanessa N. Castro', Jailza L. Rodrigues’, Diogo T. Cardoso ', Samira D. Resende’,
Fernanda C. Magalhées ', Dayane C. Souza', Maira H. Requeijo?,
Deborah Negrao-Corréa' and Stefan M. Geiger '

! Department of Parasitology, Federal University of Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Brazi, * Faculdade da Saide e
Fcologia Humana (FASEH) Vespasiano, Belo Hovizonte, Brazil

Intestinal schistosomiasis, caused by the parasitic trematode Schistosoma mansoni, is a
chronic disease and the prolonged and continuous exposure to S. mansoni antigens
results in a deviation of the host's immune response. For diagnosis, the Kato-Katz
(KK) method Is recommended, however, this method showed low accuracy in areas
of low endemicity. This study aimed to characterize the cytokine and chemokine profile
of individuals with an extremely low parasite load (<4 eggs per gram of feces), e.g.,
individuals who were detected by alternative parasitological methods, such as the saline
gradient and/or Helmintex®. In order to search for immunological markers for infection,
the immunological profile in serum samples of these individuals was then compared with
patients detected with the KK method and with a higher parasite load and with individuals
repetitively negative by extensive stool exams. The study was conducted in Northern
Minas Gerais in a rural area of the Municipality of Januaria. Serum samples of a total
of 139 parasitologically well-characterized individuals were assessed for the following
immunological markers by commercially available immunoassays: TNF-a, IL-18, IL-6,
IL-17A, IL-5, IL-10, IL-13, IL-38, IL-27, CCL3, CCL5, CXCL10, CCL11, and CCL17.
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Accuracy of real-time polymerase chain
reaction to detect Schistosoma mansoni -
infected individuals from an endemic area
with low parasite loads
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Abstract

Due to the efforts to control schistosomiasis transmission in tropical countries, a large propor-
tion of individuals from endemic areas present low parasite loads, which hinders diagnosis of
intestinal schistosomiasis by the Kato-Katz (KK) method. Therefore, the development of more
sensitive diagnostic methods is essential for efficient control measures. The aim was to evalu-
ate the accuracy of a real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) to detect Schistosoma
mansoni DNA in fecal samples of individuals with low parasite loads. A cross-sectional popu-
lation-based study was conducted in a rural community (n = 257) in Brazil. POC-CCA" was
in urine and feces were used for RT-PCR. In addition, fecal exams were
by 18 KK slides, saline gradient and Helmintex techniques. The combined results of the three
parasitological tests detected schistosome eggs in 118 participants (45.9%) and composed the
consolidated reference standard (CRS). By RT-PCR, 117 out of 215 tested samples were posi-
tive, showing 91.4% sensitivity, 80.2% specificity and good concordance with the CRS (kappa
=0.71). RT-PCR identified 86.9% of the individuals eliminating less than 12 eggs/g of feces,
demonstrating much better performance than POC CCA*® (50.8%). Our results showed that
RT-PCR is a valuable alternative for the diagnosis of intestinal schistosomiasis in individuals

with very low parasite loads.

Introduction

Schistosomiasis is a serious public health problem affecting more than 240 million people
worldwide, with another 700-800 million living in arcas at risk of infection (Gryseels ef al,
2006; Steinmann et al., 2006; Colley et al., 2014). Given the chronic and debilitating character
of the disease, the Global Burden of Discase Study estimated that schistosomiasis contributed
to 3.51 million disability-adjusted life years (DALYs) in 2015 and led to 10.1 million deaths in
2016 (WHO, 2016; GBD, 2017). In Brazil, the most recent national survey on the prevalence of
intestinal schistosomiasis and geohelminths (INPEG 2010-2015) showed that positivity rates
for schistosomiasis ranged from 0,02% to 3.5%, with the highest positivity rates found in the
southeast (3.5%) and the northeast (1.27%) of the Brazilian territory (Katz, 2018).
Decisions about individual treatment, morbidity studies, identification of communities at
risk of infection, cure control and follow-up of control programs are actions that depend pri-
marily on the accuracy of the diagnostic tests (Utzinger ef al, 2000; Amaral et al,, 2006).
Therefore, the development of simple, low-cost, and sensitive diagnostic methods that can
be used in population studies is of fundamental interest for control (Utzinger et al, 2001;
Enk et al, 2008). The Kato-Katz (KK) technique is the parasitological method recommended
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levels of cytokines and chemokines. Reports on previous ATL were obtained through
interviews, clinical evaluation forms, and medical records. S. mansoni infection was the
most prevalent parasitic infection in the study population (46%), and the majority of the
infected individuals had a very low parasite burden. In the same population, 93 individuals
(36.2%) reported previous ATL, and the prevalence of S. mansoni infection among these
individuals was significantly higher than among individuals with no ATL history. A multiple
logistic regression model revealed that S. mansoni infection was positively associated
with higher levels of CCL3 and CCL17, and a higher frequency of IL-17 responders.
Moreover, this model demonstrated that individuals with an ATL history had a 2-fold
higher probability to be infected with S. mansoni (OR = 2.0; 95% Cl 1.04-3.68). Among

S. mansoni-infected individuals, the logistic regression demonstrated that a previous ATL
hietnns wae nanativaly acenniatar with tha frannianm of Il 17 raennndare and OXCL 1N
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Eosinophils participate in modulation of liver immune response and tissue 558
damage induced by Schistosoma mansoni infection in mice
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The severity af chronic schistosomiasis has been mainly associated with the intensity and extension of the io-
flammatnry response indwoed by egg-secreted antigens in the bost tiome, especizlby in the lver and itestineg.
During acnte schistasomizcis, eccinophils acconne for approvimarely S0% of the colls thar compesa the lhrer
gramulomas; however, the role of this cell-type in the pathology of schistosamiasis remains coptroversial. In the
cuarrent study, we compared the parasite burden and liver immunopathalogical changes during experimental

schistreomiazis in wild-type (WT) BALS,c mice and BATLE,© mice salactivaly deficient for the diffarentation of
wasinophils {AdbMEATA). Our data demaonstramd that the absence of eosinophil differentiztion did not altar the
= mansori load or the liver mwmotion of parasite eggs howevar, thare ware sigmificant changes in the lomer
immume response prafile and tssoe damage 5 muonsont iofection in AGBIGATA mice resalted in Sgnificantly
lowaer Liver concentrations of IL-5, IL-13, IL-33, @-17, IL-10, and TGEF-fi and higher concentrations of [FX-y and
TNF-&, &= compared to WT mice The changes m liver fmrmme responsa cheerved in mfeced AFBIGATA mice
were accompanizd by lower collagen depositian, bat higher liver damage and larger granolaomasz. Morzover, the
absence of eosinophils resulted in @ higher mortality rate in mice infected with a kigh parasite load. Therefare,
the data indicated that eosincphils particpate in the establiskmert andor amplification of lver Th-2 and reg-
nlatory response induced by 5. mansond, which is pecessary for the balance berwesn liver damage and Shrasis,
which in turn s essantial for medulating diseass sevarity.

1. Introduction

Schistosomiasis, a debilitating diseage cansed by 2 digenetic trema-
tode of the genus Schivtozama, affectz about 220 million people world-
wide, and iz transmitted in more than 70 countries in America, Agia, and
Africa [1]. The vertebrate host becomes infactad by active skin pene-
taticn of the cercarias; subseguentdy, the parasite larvas =nter the
venous blood vessels and are wancported to the lungw, and then the
hepatic portal system, where they mature into adult worms [2.3]. In the
caze of Schistosoma mensoni infacton, the adult pairs migrate to the
megenteric veins to lay their aggs, and only about 40% of the eggs are
able to pass through the blood vessel endotheliom and the intestinal
mucosa, to be ched in host faces [4]. The paragite =gge that are not
eliminated in the feces are rapped in host Hsmues, mainly in the intectine
and liver, inducing a granulomatous inflammatory response that has
been found to be associated with disease severity [5,6].

Antigens releaged by tissue-trapped Schistosoma egss induce 2 T-
helper 2({Th-2) response that is amodated with grannloma formadon
and liver fibrogis; interestingly, this response is also important o confine
the cyrotoxic effact of some of the egz-releazed antigens [7,5]. The liver
gramulomatons response in acote schistosomiasio is marked by a strong
Th-2 response and intense cellular infiloation, composed mainly of
CD4" T and B lymphocytes, fibroblasts, macrophages, and sosinophils,
which can make up more than 50% of the infiloated cells in the gran-
uloma [;-:li-]. In comtrast, chromic schistosomiasis is associated with the
induction of immunclogical hyporesponsivenssz, mediated mainly by
Interleukin(IL}-10 and Tomor Growth Pactor-beta (TGP-f) production,
which modulates severe egg-indnced padhology [11-13].

Eominophils, the predominant cells in grannloma reactions during
acute schistosomiazis, are recognized as highly plasdc and multifunc-
tomal cells [14]. Bocinophils, as a dssue resident populaton, are
eszential for the organism’s homeostasis, conoributing to the coniol of
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