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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca crénica e debilitante de grande impacto na satde publica do Brasil,
acometendo cerca de 2 milhGes de pessoas, enquanto outras 25 milhGes vivem em areas de risco de
adquirir a infeccdo. O diagndstico laboratorial desta parasitose tem sido baseado na identificacdo de
ovos nas fezes, principalmente através da técnica de Kato-Katz. Entretanto, dados demonstrados ao
longo dos anos revelaram que individuos com baixa carga parasitaria ndo séo facilmente identificados
pelo exame de fezes, sendo necesséria a busca por formas mais sensiveis para o diagndstico desta
parasitose. Nesse contexto, alternativas moleculares e soroldgicas tém sido estudadas com a finalidade
de criar alternativas complementares que melhore a sensibilidade e especificidade do diagnostico,
permitindo um controle mais efetivo da esquistossomose. A proposta do presente estudo foi avaliar a
eficicia de teste imunoenzimatico, utilizando o extrato antigénico total de verme adulto, anteriormente
usado em testes de intradermoreagdo (SWAP-carbonato) e diferentes isotipos de I1gG, como
ferramenta auxiliar no diagnéstico da esquistossomose em pacientes com baixa carga parasitaria de
regides endémicas. Para tanto, foram utilizadas amostras de soro de residentes da comunidade rural de
Brejo do Amparo, municipio de Januaria no Norte de Minas Gerais, area endémica para
esquistossomose. Estes residentes ja haviam sido caracterizados parasitologicamente através do exame
de 18 laminas de Kato-Katz, 2 testes de Gradiente Salino, Helmintex® e Sedimentacdo Esponténea no
inicio do estudo e 12 meses apés tratamento especifico. Apds a otimizagcdo das concentragfes dos
diferentes reagentes, a reatividade das subclasses 1gG (IgG1, 1gG3 e 1gG4) do soro dos participantes,
frente aos antigenos presentes no SWAP-carbonato, foi testada e a acuracia diagnostica foi avaliada
em relacdo a referéncia de infeccdo ativa (presenga de ovos em qualquer teste parasitoldgico).
Identificacdo de proteinas reativas no SWAP-carbonato em soro de individuos com diferente status
parasitoldgico foi verificado através de Western Blot. Os dados revelam que 1gG1l- e IgG4-anti
SWAP-carbonato, mas ndo 1gG3, foram significativamente elevadas em individuos com infecgdo ativa
por S. mansoni em relagdo aos ndo infectados e tiveram melhor concordancia com relagéo ao teste de
referencia (kappa = 0.3). A reatividade de 1gG1 foi mais sensivel (81,3%), sendo reativo em todos
individuos com carga acima de 100 OPG e em 75 % dos infectados com menos que 12 OPG, mas 0
teste obteve baixa especifidade e a reatividade ndo reduziu significativamente nos individuos curados.
Por outro lado, a reatividade de 1gG4 foi menos sensivel (60%), mas apresentou melhor especificidade
(72%) e sua reatividade reduziu significativamente 1 ano apos o tratamento. Além disto, a anélise de
western blot permitiu identificar um conjunto de proteinas de alto peso molecular (150-200 kDa) que
foram especificamente reconhecidas por estas subclasses de anticorpos. Os dados indicam a
possibilidade de obtencdo de um teste soroldgico baseado na reatividade de subclasses de 19G, que
seja mais sensivel para diagnostico de individuos de com baixa carga parasitaria, residentes em areas

endémicas.



Palavras chave: Schistosoma mansoni, diagnostico soroldgico, imunoglobulinas, baixa carga

parasitaria.
ABSTRACT

Schistosomiasis is a chronic and debilitating disease of great impact on public health in
Brazil, affecting about 2 million people, while another 25 million live in areas at risk of
acquiring infection. The laboratory diagnosis of this parasitosis has been based on the
identification of eggs in the feces, mainly through the Kato-Katz technique. However, recent
data show that individuals with low parasitic load are not easily identified by examining feces,
and it is necessary to search for more sensitive forms for the diagnosis of this parasitosis. In
this context, molecular and serological alternatives have been studied in order to create
complementary alternatives that improve the sensitivity of the diagnosis, allowing a more
effective control of schistosomiasis. The purpose of the present study was to evaluate the
efficacy of an immunoenzymatic test using the total antigenic extract of adult worm
previously used in intradermal testing (SWAP-carbonate) and different 1gG isotypes as an
auxiliary tool in the diagnosis of schistosomiasis in patients with low parasitic load of
endemic regions. For this purpose, serum samples were taken from residents of the rural
community of Brejo do Amparo, municipality of Januéria in the north of Minas Gerais, an
endemic area for schistosomiasis, which had already been characterized parasitologically
through the examination of 18 Kato-Katz slides, 2 Salt Gradient, Helmintex® and
Spontaneous Sedimentation tests at the beginning of the study and 12 months after specific
treatment. After optimizing the concentrations of the different reagents, the reactivity of the
IgG subclasses (IgG1, 1gG3 and IgG4) of the participants serum against the antigens present
in the SWAP-carbonate was tested and the diagnostic accuracy was evaluated in relation to
the active infection reference (presence eggs in any parasitological test). Identification of
reactive proteins in SWAP-carbonate in serum from individuals with different parasitological
status was verified using Western Blot. The data reveal that 1IgG1- and lgG4-anti SWAP-
carbonate, but not 1gG3, were significantly elevated in individuals with active infection by S.
mansoni in relation to those not infected and had better agreement in relation to the reference
test (kappa = 0.3). IgG1l reactivity was more sensitive (81.3%), being reactive in all
individuals with a load above 100 OPG and in 75% of those infected with less than 12 OPG,
but the test had low specificity and the reactivity did not significantly decrease in healed
individuals. On the other hand, 1gG4 reactivity was less sensitive (60%), but it had better

specificity (72%) and this reactivity reduced significantly 1 year after treatment. In addition,



Western Blot analysis made it possible to identify a set of high molecular weight proteins
(150-200 kDa) that were specifically recognized by these antibody subclasses. The data
indicate the possibility of obtaining a serological test based on the reactivity of 1gG

subclasses, which is more sensitive for diagnosing individuals with low parasitic load living
in endemic areas.

Keywords: Schistosoma mansoni, serological diagnosis, immunoglobulins, low parasitic load.
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INTRODUCAO

Estima-se que mais de 1 bilh&o de pessoas no mundo encontram-se infectadas
por pelo menos uma espécie de helminto, onde a maioria dos individuos infectados
residem em areas subdesenvolvidas da Africa, Asia e Américas (HOTEZ et al., 2008).
Entre as helmintoses de maior impacto na salde humana destaca-se a
esquistossomose, doenga cronica e debilitante causada pela infeccdo por uma das
cinco especies do género Schistosoma: S. hematobium S. intercalatum, S. japonicum,
S. mansoni e S. mekongi (CHUAH et al., 2019). Estima-se que a esquistossomose
afeta cerca de 220 milhdes de pessoas que vivem em areas tropicais e subtropicais de
78 paises na Africa, América e Asia (GRYSEELS et al., 2012; COLLEY et al., 2014;
WHO, 2017).

No Brasil, a esquistossomose humana €é causada exclusivamente pela infec¢cdo
por S. mansoni, sendo estimado que 1,5 milhdes de brasileiros estejam infectados pelo
parasito (KATZ, 2018). As principais areas endemicas estdo localizadas no litoral
Nordestino e nos estados da Bahia, Minas Gerais e Espirito Santo, enquanto que nos
estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, em areas das regides Norte e Sul do pais a
transmissdo da esquistossomose possui carater focal e disperso (COLLEY et al., 2014;
ZONI et al., 2016; CARVALHO et al., 2018). Os estados da Bahia e Minas Gerais
caracterizavam-se inicialmente por altas prevaléncias de infeccdo e individuos
infectados possuindo altas ou moderadas cargas parasitarias. Atualmente, estas e
outras areas endémicas, sofreram grandes modificacdes no perfil de transmissdo da
esquistossomose em consequéncia de medidas de melhorias de estrutura sanitaria,
atendimento médico em areas endémicas e educacdo em satde. Outro fator primordial
para essa mudanca se deve a atuagdo do Programa de Controle da Esquistossomose
(PCE) realizado em éareas endémicas, cujos principais pilares sdo o diagndstico e o
tratamento dos individuos infectados. Esta estratégia de controle tem sido associada a
reducdo da carga parasitaria nos individuos positivos para S. mansoni, ocasionando a
reducdo dos casos mais graves de hepatoesplenomegalia, entretanto ndo possui efeito
protetor contra reinfec¢bes, permitindo a expansdo da esquistossomose pelo pais
(SAVIOLI et al., 2015; COELHO et al., 2016; ROSS et al., 2016; KATZ, 2018;
NASCIMENTO et al., 2019; SILVA-MORAES et al., 2019).
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S. mansoni é o agente etioldgico causador da esquistossomose mansoni, cujas
formas intermediarias desenvolvem-se em caramujos gastropodes aquéaticos do género
Biomphalaria, através de sucessivas geracdes de reproducdo assexuada de
esporocistos (WOLMARANS et al., 2002). As formas adultas do parasito habitam e se
reproduzem nos vasos mesentéricos dos hospedeiros definitivos, que incluem algumas
espécies de mamiferos, sendo o homem o hospedeiro de maior importancia
epidemioldgica (COLLEY et al., 2014). Na maioria dos casos, a infec¢do por S.
mansoni se apresenta de forma assintomatica ou com sintomas leves e inespecificos;
entretanto, parte dos individuos infectados podem evoluir para formas clinicas
extremamente graves que pode levar o paciente a 6ébito (COLLEY et al., 2014).
Durante as primeiras semanas de infeccdo, periodo de migracdo sistémica de
esquistossdmulos e amadurecimento de vermes adultos, periodo denominado de fase
aguda pré-postural da esquistossomose, alguns individuos podem apresentar sintomas
inflamatorios graves que caracterizam os quadros conhecidos como fase toxémica da
esquistossomose ou febre de Katayama, (NEVES, 2005; ROSS et al., 2007). Entre a 5
e 6% semana de infecgéo, as fémeas iniciam a postura dos ovos nas veias mesentéricas,
sendo que somente 40-50 % dos ovos produzidos pelo parasito sdo eliminados
juntamente com o bolo fecal e o restante permanece retido nos tecidos do hospedeiro,
especialmente figado e intestino (BOROS & WARREN, 1970; CHEEVER et al.,
1999). Os ovos retidos nos tecidos do hospedeiro induzem uma intensa resposta
imunoldgica, que esta associada as principais alteracdes clinicas detectadas na fase
cronica da esquistossomose. Nesta fase € possivel apresentar fortes sintomas na regido
abdominal devido a migracdo e ao granuloma formado ao redor dos ovos na mucosa
intestinal que pode ocasionar na formacdo de microulceracbes e sangramento
superficial (ROSS et al. 2002). Os individuos ndo tratados, dependendo de fatores
como carga parasitaria, tipo e intensidade da resposta imune, podem evoluir para a
forma hepatoesplénica da esquistossomose, caracterizada por deposi¢do de um grande
nimero de ovos nos tecidos, especialmente na regido peri-portal do figado, induzindo
um intenso processo inflamatdrio, responsavel por lesdes destrutivas e obstrutivas do
sistema porta-hepatico (LAMBERTUCCI et al., 2004; COLLEY et al., 2014;
MCMANUS et al., 2018).

Por apresentar alta especificidade, baixo custo e facilidade operacional, o exame

coproscépico pela técnica de Kato-Katz que detecta ovos do parasito nas fezes é o
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método recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o diagnéstico
laboratorial da esquistossomose mansoni (WHO, 1994). A técnica de Kato-Katz é
eficiente na deteccdo de infecgdes moderadas e intensas; entretanto, individuos com
baixas cargas parasitarias ndo sdo facilmente identificados por este método (DE VLAS
& GRYSEELS, 1992; OLIVEIRA et al., 2018). Neste novo cenario epidemioldgico, o
diagndstico parasitologico baseado no exame de fezes utilizando a técnica de Kato-
Katz, como recomendado pela OMS, ndo tem se mostrado sensivel para identificar
todos os individuos infectados, colocando em risco a estratégia de controle da
esquistossomose no Brasil, sendo necessario o desenvolvimento e utilizacdo de
ferramentas complementares de diagnostico (KATZ, 2018; OLIVEIRA et al., 2018;
SILVA-MORAES et al., 2019).

Entre as alternativas disponiveis, estudos que utilizam técnicas moleculares para
o diagnostico da esquistossomose mansoni relatam diferencas de acuracia em funcao
do alvo utilizado, também sendo verificado que a técnica possui maior acuracia
diagndstica quando realizada utilizando fezes (PONTES et al., 2003; ESPIRITO-
SANTO et al., 2014; WEERAKOON et al., 2018; FUSS et al., 2018). Dentre as
sequéncias testadas, destaca-se uma que possui grande acuracia em testes realizados
no Brasil utilizando primer foward 5-CCG ACC AAC CGT TCT ATG A-3 e reverse
CAC GC TCT CGC AAA TAA TCT AAA-3 (PONTES et al., 2003), entretanto,
apesar de bons resultados, os testes moleculares sdo de custo mais elevado e

demandam infraestrutura mais sofisticadas em relacéo a outras técnicas.

Ensaios sorologicos que utilizam a detec¢do de anticorpos especificos contra
antigenos de S. mansoni tém se mostrado alternativas sensiveis para identificar
individuos infectados com baixa carga parasitaria. Entretanto, muitos estudos indicam
que o uso da sorologia como alternativa diagndstica apresenta importantes limitacoes,
ja que a resposta humoral pode permanecer elevada por longo periodo apo6s a cura
parasitoldgica e a possibilidade de ocorrer reacdo cruzada com outras espécies de
helmintos (RABELO et al., 2008; CAVALCANTI et al., 2012; HINZ et al., 2017,
FUSS et al., 2018). E importante salientar que a maioria dos estudos sorologicos
foram realizados em comparacdo com resultados parasitologicos obtidos com a
realizacdo de poucas laminas de Kato Katz, que demonstrou baixa sensibilidade para o
diagnostico de individuos que apresentam baixas cargas parasitarias (SIQUEIRA et
al., 2011; ESPIRITO-SANTO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018).
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Na tentativa de minimizar as limitacdes dos testes soroldgicos, alguns estudos
utilizam testes que detectam antigenos excretados/secretados pelos parasitos, como a
deteccdo de antigeno catddico circulante e antigeno anddico circulante, CCA e CAA
respectivamente, que sdo mais especificos e rapidamente eliminados da circulacéo
apo6s a cura parasitoldgica. Os resultados promissores, obtidos com a detec¢do do
antigeno CCA, estimularam o desenvolvimento de um teste rapido para ser aplicado
com amostras de urina, designado de (Point of care) POC-CCA, que apresentou boa
acuracia diagnostica quando realizados em éareas de cargas moderada/altas
(CHERNET et al.,, 2017; FUSS et al., 2018); entretanto, sua performance para
deteccdo de infectados em areas de baixa carga parasitaria ndo tem sido satisfatoria
(COELHO et al., 2016; LINDHOLZ et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018; SOUSA et
al., 2019).

Diante do exposto, faz-se necessario a padronizacao e validacdo de metodologias
complementares e mais sensiveis de diagndstico para esquistossomose, que tenham
aplicabilidade para uso em campo e que possam ser utilizadas em areas endémicas
onde os individuos apresentam baixa carga, como tem sido observado em vérias areas
endémicas no Brasil. Para tanto, a populacdo em estudo precisa ser muito bem
caracterizada em relacdo ao status parasitoldgico para que as alternativas diagnosticas
possam ser mais bem avaliadas. No presente estudo, foi avaliado a reatividade de
diferentes subclasses de IgG frente a antigenos do extrato total de verme adulto de S.
mansoni anteriormente utilizado em técnicas de intradermorreacdo (SWAP-
carbonato). O teste foi realizado em residentes em Brejo do Amparo distrito de
Januéria, Norte de Minas Gerais, que foram anteriormente examinados por uma
combinacdo de técnicas parasitoldgicas, incluindo Gradiente Salino, Helmintex e
multiplas laminas de Kato-Katz. O uso da combinacdo de testes parasitologicos
propiciou a identificacdo especifica de individuos infectados com baixa carga,
permitindo uma melhor avaliacdo da eficacia de outras estratégias de diagndstico para

identificar individuos infectados por S. mansoni.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Epidemiologia da doenca

Dados recentes mostram que a esquistossomose possui ampla distribuicdo
geografica, acometendo aproximadamente 78 paises, especialmente nos continentes
Africano, Asiatico e Sul-Americano. Apos todos os esforcos realizados para controle
da esquistossomose, estima-se que cerca de 220 milhGes de pessoas estejam infectadas
(WHO, 2017), enquanto 779 milhdes encontram-se sob o risco de contrair a infecgéo
no mundo. Baseado nos dados do Global Burden Diseases de 2017, a morbidade
associada a esquistossomose foi responsavel por 1,431 milhdo (95% da IU 876,58 -
2,436) de anos perdidos por incapacidade ou morte prematura (DALYSs) (IHME,
2018). A Africa possui a maioria dos casos relatados de esquistossomose no mundo,
possuindo duas espécies mais prevalentes: S. haematobium causador da
esquistossomose vesical e S. mansoni, a pricipal especie responsavel pela
esquistossomose intestinal.  Para S. haematobium, estima-se 436 milhdes de
individuos residindo em &reas de risco e 112 milhdes de infectados. Enquanto que S.
mansoni possui uma estimativa de 393 milhdes de individuos com risco de infeccéo e
54 milhGes de infectados. (WHO, 2016; FRENCH et al., 2018).

Nas Américas a unica espécie prevalente ¢ S. mansoni, sendo endémica no
Brasil, Caribe, Suriname e Venezuela, onde foi estimado cerca de 6,3 milhdes de
pessoas infectadas, sendo a maioria residentes no Brasil. (WHO, 2016). No Brasil,
foram realizados trés inquéritos epidemioldgicos de abrangéncia nacional tendo como
foco de estudos criangcas em idade escolar. O primeiro inquérito foi coordenado por
Pellon e Teixeira e executado pela Divisdo de Organizacdo Sanitaria do Ministério de
Educacdo e Salde, no periodo de 1947 a 1952 e teve como objetivo estimar a
prevaléncia de esquistossomose e geo-helmintoses. A primeira parte do estudo foi
publicada em 1950, abrangendo os Estados do Alagoas, Bahia, Ceara, Espirito Santo,
Maranhdo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe,
que sdo as areas de maior transmissdo para a esquistossomose. Foram avaliados
440.786 escolares (7-14 anos) de 877 localidades e a prevaléncia estimada de infeccao
por S. mansoni foi de 10%. A segunda etapa do levantamento foi publicada em 1953,
compreendendo os Estados de Goiads, Mato Grosso, Parana, Rio de Janeiro e Santa

Catarina. Nestes Estados foram examinados 174.192 estudantes, de 313 localidades,
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sendo encontrado uma prevaléncia de 0,08% para esquistossomose (PELLON &
TEIXEIRA, 1950, 1953).

Posteriormente, entre 1977-1981, logo ap6s a implementacdo Programa Especial
de Controle da Esquistossomose (PECE), a Superintendéncia de Campanhas de Saude
Pablica - SUCAM, do Ministério da Saude, produziu o segundo levantamento
nacional de prevaléncia da esquistossomose. Este levantamento também foi realizado
em escolares e utilizou o exame quantitativo de fezes pela técnica de Kato-Katz, como
ferramenta de diagnostico. Neste estudo foram avaliados 447.768 escolares, sendo
reportado 30.068 exames positivos, que representou uma prevaléncia estimada de
6,7% de brasileiros infectados por S. mansoni. O levantamento nao incluiu escolares
do Distrito Federal e dos Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Bahia, Rondbnia
Roraima e S&o Paulo (revisto por KATZ, 2018). Posteriormente, KATZ e PEIXOTO
(2000) realizaram uma andlise critica dos dados notificados de Esquistossomose da
Fundacdo Nacional de Saude (FNS) juntamente com dados populacionais obtidos pela
Fundacdo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) para os anos de 1996 e
1997. Neste periodo, o PCE realizou 4.008.290 exames fecais para 18 estados da
federacdo e considerando-se a taxa de prevaléncia encontrada e os dados
populacionais das areas foi possivel estimar que 7,4-8,3 milhdes de brasileiros
estavam infectados por S. mansoni neste periodo, sendo a distribuicdo da infeccdo
semelhante a ilustrada na figura 1.
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Figura 1. Distribuicdo da esquistossomose mansoni no Brasil segundo percentual de
positividade em inquéritos coproscopicos 1998-2008 (BRASIL, 2015).

Em 2007, pouco antes do inicio do mais recente Inquérito Nacional de
Prevaléncia da Esquistossomose e Geo-helmintoses (INPEG), a Organizagdo Mundial
da Saude estimou 2,5 milhdes de infectados por S. mansoni no Brasil (WHO, 2007). O
INPEG ocorreu de 2010-2015, sendo avaliados 197.564 escolares com idade entre 7-
17 anos, amostrados de 521 municipios nos 26 estados brasileiros e no Distrito
Federal. Os dados apresentados revelaram que 1,79% da populacdo de area endémica
testada se encontravam infectados por S. mansoni. Em municipios com menos de
500.000 habitantes localizados em areas endémicas, o inquérito revelou uma
propor¢do de 3,28% de positivos, com destaque para municipios dos estados do
Alagoas (3,35%), Bahia (2,91%), Espirito Santo (1,02%), Minas Gerais (5,81%),
Pernambuco (3,77%) e Sergipe (10,67%). Os dados para areas ndo endémicas indicam
uma prevaléncia estimada de 0,13% para esquistossomose. Em municipios com menos
de 500.000 habitantes de areas ndo endémicas foram detectados 0,05% de infectados,
e para area endémica 0,27%. As macrorregifes que apresentaram as maiores taxas de

positividade foram o Nordeste e Sudeste, com 1,27% e 2,35% de prevaléncia de
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esquistossomose, respectivamente, demonstrando uma reducdo da prevaléncia da
doenca no Brasil. Na regido Norte, a taxa de positividade foi de 0,01%, no Centro-
Oeste de 0,02% e na regido Sul a infeccdo pelo parasito ndo foi detectada no estudo.
As positividades nos demais estados obteve uma propor¢do menor que 0,5% figura 2
(KATZ, 2018).
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Figura 2. Distribuicdo da esquistossomose pelo Ministério da Saude, (2019).

Apesar da reducdo do numero de infectados e de casos graves de
esquistossomose no Brasil, esta helmintose ainda é responsavel por uma taxa de
mortalidade de 0,4 para cada 100.000 habitantes, e a morbidade associada a
esquistossomose no pais foi estimada em 102,259 DALYs por 100.000 habitantes
(95% Ul 59,76-176,12), sendo relatada como a segunda causa de morbidade entre as
doencas negligeciadas no ano de 2016 (KATZ, 2018; MARTINS-MELDO et al., 2018).
Também é importante salientar que os ultimos inquéritos nacionais utilizaram a
técnica coproparasitologica de Kato-Katz para identificar a infeccdo, e esta
metodologia é pouco sensivel para diagnosticar individuos com baixas cargas

parasitarias, considerando-os como falsos negativos, e isto pode subestimar a real
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prevaléncia da esquistossomose e resultar em ndo tratamento de individuos infectados.
(KATZ, 2018).
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2.2. Ciclo Bioldgico

A especie S. mansoni possui um ciclo heteroxénico, tendo como hospedeiro
intermediario caramujos do género Biomphalaria e como hospedeiro definitivo o
homem e algumas espécies de roedores silvestres, bovinos e primatas ndo humanos,
sendo o homem o hospedeiro definitivo de maior importancia epidemiolégica figura 3
(COLLEY et al., 2014). Ovos de S. mansoni eliminados juntamente com as fezes dos
hospedeiros infectados sdo carreados a recursos hidricos, onde eclode uma larva
ciliada denominada miracidio, que pode encontrar um caramujo susceptivel. O
miracidio penetra ativamente pelo tegumento de caramujos susceptiveis do género
Biomphalaria, iniciando o processo de infeccdo. No Brasil, as espécies de
Biomphalaria que ja foram encontradas naturalmente infectadas por S. mansoni séo B.
tenagophila, B. straminea, B. glabrata, sendo esta Ultima a mais susceptivel
(PARAENSE, 2001; SCHOTLTE et al., 2012; CARVALHO et al., 2018). Apoés a
penetracdo da larva ciliada no hospedeiro intermediario, o parasito perde os cilios
diferenciando-se em esporocistos, que sofrem sucessivos ciclos de reproducdo
assexuada até a formacdao das cercarias. As cercarias saem ativamente para o ambiente
externo, estimuladas por temperatura e luminosidade, e podem penetrar ativamente
através da pele ou mucosa do hospedeiro vertebrado, quando o mesmo entra em
contato com cursos hidricos contaminados (BOEGA et al., 1996; WOLMARANS et
al., 2002). Durante a infeccdo do hospedeiro definitivo, as cercarias perdem suas
caudas e diferenciam-se em esquistossdmulos, processo que ainda hoje ndo bem
elucidado (GORDON & GRIFFTHS, 1951; CURWEN & WILSON, 2003;
WHITFIELD et al., 2003). Os esquistossomulos migram passivamente através da
circulagdo sanguinea do hospedeiro, passam pelos pulmdes e coracdo até se
estabelecerem no sistema porta hepatico entre o sétimo e décimo primeiro dia (LENZI
et al., 2008). Aproximadamente ap6s 27 dias de infeccdo, 0s esquistossdmulos
transformaram-se em vermes adultos machos e fémeas, que acasalam no sistema porta
hepéatico e migram para veias mesentéricas. As fémeas fecundadas realizam a postura
dos ovos, especialmente nos ramos inferiores das veias mesentéricas, onde a fémea
produz em média 300 a 400 por dia (BRENER, 1956; VALADARES et al., 1981,
GRYSEELS, 2012). Dos ovos produzidos, aproximadamente 60% sé&o carregados pela
circulacdo sanguinea e acumulam-se principalmente no figado ou ficam retidos no

intestino durante o processo de eliminacdo, sendo alvos do sistema imunologico
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(BOROS & WARREN, 1970; WARREN, 1982; BURKE et al., 2009; HAMS et al.,
2013; CHUAH et al., 2014). Os ovos restantes atravessam o endotélio e a membrana

basal dos vasos sanguineos, a mucosa intestinal e sdo eliminacdo atraves das fezes
(PEARCE & MACDONALD, 2002).
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Figura 3. Desenvolvimento de Schistosoma mansoni (MCMANUS et al., 2018).

2.3 Resposta Imune e Alteragdes Clinicas

A interacdo entre o sistema imunoldgico do hospedeiro e S. mansoni €
complexa, envolvendo diferentes estagios do ciclo de vida do parasito, bem como os
diferentes tecidos dos hospedeiro que sdo afetados pela migracdo e retencdo do
parasito. A resposta imune contra cercarias e possivelmente outros estagios
parasitarios, como esquistossomulo e vermes adultos, sdo importantes para o
desenvolvimento de resisténcia a reinfecgcdo, enquanto respostas a antigenos de ovos

séo associados a patologia da esquistossomose (MCMANUS et al., 2018).

A penetracdo das cercarias e migracdo dos esquistossémulos induz resposta
imune celular predominantemente Th1, com aumento da producdo de Interferon-gama
(IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (IL)-2 e IL-6, sendo

uma resposta importante para a ativacdo classica de macrofagos e estimulacdo de
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isotipos de imunoglobulina responsaveis pela opsonizacéo e fagocitose de antigenos
(CORREA-OLIVEIRA et al, 1998, DE JESUS et al, 2002; PEARCE &
MACDONALD 2002). Durante esse periodo, o hospedeiro pode inicialmente
apresentar um quadro de dermatite cercariana em casos de reinfeccdes, caracterizando-
se como uma reacdo de hipersensibilidade induzida pela penetracdo da cercaria,
levando a erupgbes micropapulares eritematosas e discretamente edemaciadas.
Durante a migracdo dos esquistossdbmulos e amadurecimentos dos vermes adultos,
podem aparecer sintomas inflamatdrios sistémicos como um quadro febril, calafrios,
sudorese, fadiga, mialgia e cefaleia. Com o inicio da deposi¢do de ovos, fase aguda
pos-postural, também podem ser verificados sintomas como nauseas, vOmitos,
disenteria com numerosas evacuacbes e eosinofilia aumentada com placas de
infiltrados que séo visiveis em radiografias pulmonares (HIATT et al., 1979; ROSS et
al., 2002).

Apdbs o inicio da postura dos ovos, ocorre a producdo de IL-4 e IL-5, que
juntamente ao aumento progressivo de IL-10, resulta na modulacéo da resposta imune
Th1 inicial e inducdo de uma resposta predominantemente Th2 (GRZYCH et al.,
1991; LAYLAND et al., 2007), responsavel pela producédo e ativacdo de eosinofilos,
basofilos, mastocitos e pela estimulacdo da producédo de altos niveis de IgE circulantes
como demonstrado na figura 4 (MALAQUIAS et al.,1997; ANTHONY et al., 2007;
DUNNE e COOK, 2009). A retengdo dos ovos de S. mansoni nos tecidos do
hospedeiro € apontada como principal estimulo para inducdo da resposta Th2
(GRZYCH et al., 1991), sendo que algumas proteinas excreto-secretadas pelo ovo,
como oméga-1, IPSE, e peroxiredoxina, sdo de extrema importancia no processo da
polarizagdo para resposta imune do tipo-2 (EVERTS et al., 2009; STEINFELDER et
al., 2009). Em resposta a secrecdo dos antigenos produzidos pelos ovos de S. mansoni
ocorre a ativacao de células imunes teciduais, que juntamente com células recrutadas
da circulagéo durante a resposta Th2 e a producéo e deposi¢cdo de matriz extracelular,
formam uma reacédo celular organizada denominada de granuloma esquistossomatico,
que estd associada & contengdo de antigenos lesivos ao tecido do hospedeiro, mas
também a evolucdo dos quadros de fibrose (BOROS, 1994; CHEEVER et al. 2000;
PEARCE & MCDONNALD, 2002; DUNNE e COOKE, 2005; ANDRADE, 2008;
COLEY & SECOR, 2014). Nesta etapa sdo relatadas fortes dores na regido abdominal

em resposta & migracdo e ao granuloma formado ao redor dos ovos na mucosa
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intestinal podendo resultar na formagéo de microulceragdes e sangramento superficial
(ROSS et al. 2002). Por outro lado, a inducéo da resposta do tipo 2 pelos antigenos
dos ovos de S. mansoni estimula mecanismos responsaveis pela remodelacao tecidual
e também tem efeito modulador sobre a inflamacdo mediada pela elevacdo de
citocinas pro-inflamatorias dos perfis Thl ou Thl7, que predominam no inicio da
infeccdo e geralmente ocasionam maiores danos teciduais (CHEN et al., 2012;
MEDZHITQV et al., 2012; GAUSE et al., 2013).

Altas cargas parasitarias e a ocorréncias de reinfeccBes estdo entre as
principais causas de evolucdo para forma grave (ANDRADE, 2008), entretanto outros
fatores sdo determinantes nesta evolucdo, como fatores genéticos e imunoldgicos
(DUNNE & PEARCE, 1999). A infeccdo também induz aumento progressivo de
mecanismos regulatorios, a maioria mediado pelo aumento da producéao de IL-10, que
é responsavel pela modulacdo da resposta imune em pacientes crénicos, auxiliando no
controle da morbidade. A presenca desta interleucina pode induzir o desenvolvimento
da populacdo de células T regulatérias e suprimir respostas inflamatdrias, tanto as
respostas imunes Thl quanto Th2, diminuindo a intensidade da inflamag&o, atuando
na modulacéo de granulomas hepaticos e na formacéo de fibrose (DUNNE & COOKE
2005). Assim, na maioria dos pacientes, a esquistossomose cronica é assintomaticos
ou apresenta-se com sintomatologia leve (MALAQUIAS et al., 1997;
MONTENEGRO et al., 1999).
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Figura 4. Resposta imune induzida ap6s a infeccdo por Schistosoma mansoni (DUNNE &
COOKE, 2005).

O ambiente formado por citocinas induzidas nas diferentes fases da infec¢do por
S. mansoni também sdo determinantes para a estimulacdo da resposta humoral.
Trabalhos que utilizam modelos murinos de infeccdo por S. mansoni demonstraram
que, durante as duas primeiras semanas de infeccdo, a producdo de anticorpos reativos
ao parasito é baixa, independentemente da carga parasitaria utilizada. Entre a terceira e
a sétima semana, quando a resposta Thl encontra-se exacerbada, é evidenciada a
producdo de anticorpos, especialmente, IgM com baixos niveis de IgG. A partir deste
periodo, h4 a intensificacdo da resposta Th2 com inversdo nos niveis dos anticorpos
produzidos, onde 1gG possui niveis mais elevados quando comparados a IgM,
especialmente em altas cargas parasitarias (TRIZIO et al., 1980; DUNNE et al., 2005;
CONSENZA et al., 2017). Durante a esquistossomose humana, alguns estudos
indicam que pacientes em fase aguda produzem elevados niveis séricos de anticorpos

IgM e das subclasses 1gG1, IgG2 e 19gG3, sendo detectado reducdo destas
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imunoglobulinas com a cronificagdo da doenca e aumento dos niveis de IgE e 1gG4
em resposta a antigenos de ovo e verme adulto (KANAMURA et al., 1979; JASSIM et
al., 1987; RABELLO et al., 1995; CALDAS et al., 2008).

A idade é um fator importante para a resposta imune do hospedeiro definitivo.
Estudos em populacdo humana demonstram que adultos e criancas possuem diferencas
de susceptibilidade a esquistossomose, sendo que 0s jovens sdo 0s mais susceptiveis a
infeccdo pelo parasito (BUTTERWORTH et al., 1992; WALTER et al., 2006;
VEREECKEN et al.,, 2007; BLACK, et al.,, 2010). Segundo os autores a elevada
susceptibilidade pode estar associada ao fato de as criangas produzirem
preferencialmente anticorpos especificos IgM, e subclasses 1gG2 e IgG4 que possuem
menor eficiéncia em mediar a opsonizacdo do parasito. Além disso, competem pela
ligacdo ao antigeno com anticorpos de outros isotipos como IgE, 1gG1 e 1gG3, que séo
anticorpos com maior potencial inflamatorio, capazes de mediar a destruicdo do
parasito por ativacdo do sistema complemento (BUTTERWORTH et al., 1992). Na
esquistossomose, a resposta imune protetora desenvolve-se lentamente por um periodo
de 10 a 15 anos, e criangas menores de 10 anos de idade, em areas endémicas de
esquistossomose, sdo mais suscetiveis a reinfeccbes apds o tratamento com
praziquantel, enquanto os adultos sdo mais resistentes. Essa observacdo também pode
justificar as curvas de prevaléncia e a correlagdo da idade e intensidade de infecgéo
observada em éareas endémicas para esquistossomose (DUNNE et al. 1992; CORREA-
OLIVEIRA et al., 2000). A resposta imune ligada a resisténcia a reinfeccdo sdo
associadas as células T helper 2 (Th2) caracterizadas por intensa reacdo eosinofilica,
producdo de IgE especifica contra esquistossomos e citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10.
Muitos estudos de cunho epidemioldgico demonstraram associagdes entre IgE
especifica, eosinéfilos e producdo pds-tratamento de IL-4 e IL-5 com resisténcia a
novas infeccbes apos o tratamento (HAGAN et al., 1991; DUNNE et al. 1992,
CORREA-OLIVEIRA et al. 2000; SILVEIRA et al. 2002) enquanto 1gG4 especifica
estd associada a suscetibilidade a infeccdo (HAGAN et al., 1991; DUNNE et al.,
1992; COLLEY et al., 2014). CALDAS et al. (2000) encontraram niveis de IgE
aumentados contra SWAP e reducdo de IgG4 para antigenos sollveis do ovo em um
grupo de individuos resistentes a reinfeccdo ap0s o tratamento, sugerindo que essa

resisténcia depende, em parte, do balanco da reatividade entre IgE e 1gG4.
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Por outro lado, poucos estudos clinicos avaliaram a relacdo entre a resposta
humoral e o quadro clinico da esquistossomose, sendo que estudos publicados indicam
uma associacao positiva entre os niveis de 1gG, especialmente 1gG4, e gravidade da
esquistossomose (SILVEIRA et al., 2002; BONNARD et al., 2004; CALDAS et al.,
2008; NEGRAO-CORREA et al., 2014). Silveira et al. (2002) e Caldas et al., (2008)
demonstraram que altos niveis de 1gG4 podem ser associada com inicio de fibroses
periportal e esplénica (definidos por exame de ultrassom) em pacientes de areas
endémicas. Posteriormente, NEGRAO-CORREA et al., (2014), realizaram um estudo
de base populacional em areas de baixa transmissdo da esquistossomose, onde foi
possivel observar uma associagdo positiva entre os niveis de 1gG reativo ao parasito,
principalmente anti- antigeno SWAP (verme adulto), com o tamanho do baco e a
espessura da veia porta, que sao sinais associados a gravidade da doenca. Nesta area, a
carga parasitaria dos individuos foi baixa e ndo teve associacdo com a producao de
anticorpos especificos ou com a gravidade da doenca. Os dados do estudo também
revelaram uma correlacdo inversa entre os niveis de IgE no plasma e a espessura de
parede da vesicula biliar, um importante marcador de fibrose na esquistossomose.
Estes dados indicaram um papel importante da resposta imune tipo Th2 na modulagéo
do granuloma, e, consequentemente, na gravidade da esquistossomose (NEGRAO-
CORREA et al., 2014).

2.4. Controle da esquistossomose

Os programas implementados para controle da esquistossomose demonstram
resultados variados, que incluem a completa eliminacdo da doenca em alguns paises,
tais como o Japdo, e o atual aumento da prevaléncia em outros, como em certas areas
da China (MINAI et al., 2003; ZHOU et al., 2007). O aumento da transmissédo da
esquistossomose conferiu a esta doenca um status de problema de saude publica
mundial resultando na implantacdo de programas nacionais de controle em diversos
paises. De acordo com a OMS, até 1976 apenas o Brasil, China, Republica
Dominicana, Egito, Ird, Iraque, Marrocos, Filipinas, Porto Rico, Santa Lucia, Tunisia e
Venezuela possuiam seus respectivos programas nacionais de controle da

esquistossomose (WHO, 1998). Atualmente o Marrocos e algumas ilhas do Caribe
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estdo préximos da eliminacdo e progressos substanciais foram realizados para o
controle da infec¢do no Brasil e Egito (UTZINGER et al., 2009). Por outro lado, a
esquistossomose tem sido identificada em areas consideradas ndo endémicas, o que
eleva a preocupacdo por fatores que possam elevar a transmissao da esquistossomose,
como migracdo de individuos infectados, turismo rural, desenvolvimento de novas
represas e sistemas de irrigacdo, desmatamento e aquecimento (FENWICK, 2006;
STEINMANN et al., 2006; ZHOU et al., 2008; ENK et al., 2010).

O Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE) foi implementado
no Brasil em 1975, objetivando a reducdo do impacto da esquistossomose no
Nordeste; posteriormente, no ano de 1983, o programa foi estendido para o estado de
Minas Gerais. Atualmente, o Programa de Controle da Esquistossomose (PCE)
utilizado em areas endémicas brasileiras tem como objetivo o controle da mortalidade
e morbidade, através do diagnostico e tratamento dos infectados com quimioterapia
especifica, o praziquantel, que resulta em reducdo da carga parasitaria e,
consequentemente, das formas graves da doengca (COURA & AMARAL, 2004;
SARVEL et al., 2011).

As atuais estratégias para o controle da esquistossomose que sdo recomendadas
pela OMS e pelo Ministério da Salde sdo semelhantes em Vvarios aspectos,
especialmente no que se refere as medidas de prevencdo, mas divergem quanto ao foco
das estratégias para o diagndstico e o tratamento. A OMS propbGe, como meta
principal, o tratamento em massa sem diagnostico prévio dirigido aos grupos mais
vulneraveis, como jovens em idade escolar e adultos com ocupacdes que exigem
contatos frequentes com focos de transmissao (KATZ, 2018). O Ministério da Saude,
por sua vez, recomenda a identificacdo dos individuos infectados por meio de
inquéritos coproscopicos realizados pela rede municipal de saide em comunidades
inteiras que residem em areas de transmissdo, associado ao tratamento dos individuos
infectados visando a prevencdo de formas graves, em consequéncia na reducdo dos

Obitos e na diminuigdo da prevaléncia (BRASIL, 2008).

Atualmente, as atividades do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE),
que possui como principal pilar o diagnostico e tratamento dos individuos infectados
tém resultado em uma significante redugdo nos indicadores de morbidade da infecgédo
por S. mansoni (AMARAL et al., 2006; SILVA-MORAES et al., 2019). Estas
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medidas de controle geralmente levam a cura parasitologica do individuo tratado, mas
ndo previnem a reinfeccdo, que é frequente em &reas endémicas. A populacdo de
reinfectados geralmente apresentam reducgdo da carga parasitaria e maior dificuldade
para o diagnostico por meio da técnica de Kato-Katz. Outro fator importante para ser
observado, é que as medidas de controle adotadas também ndo sdo capazes de prevenir
a expansdo da esquistossomose para areas ndo endémicas, devido a migracGes de
individuos infectados (BLANTON et al., 2015; KATZ, 2018; SILVA-MORAES et al.,
2019). Consequentemente, grande parte das areas endémicas brasileiras séo,
atualmente, consideradas como areas de moderada ou baixa endemicidade, onde a
maioria dos individuos infectados possuem baixa carga parasitaria e as técnicas
parasitologicas tradicionais ndo sdo suficientemente sensiveis para identificar todos os
individuos infectados e permitir um controle eficiente da transmissdo (BARRETO et
al., 1990; ENGELS et al., 1996; KONGS et al., 2001; ENK et al., 2008; SIQUEIRA
etal.,, 2011; OLIVEIRA et al., 2018; SILVA-MORAES et al., 2019).

No ano de 2012 foi realizada a Assembleia Mundial da Satude em Genebra, que
tinha como uma das pautas o controle da esquistossomose em dareas de baixa
transmissdo. Foi verificado que as medidas de controle baseadas no diagndstico e
tratamento dos individuos infectados, apesar de importantes ndo estavam sendo
suficientemente eficazes para o controle da esquistossomose (WHO, 2012). Para o
controle efetivo da transmissdo da doenga, foram consideradas formas como melhorias
na estrutura de saneamento basico, observadas como essenciais para prevenir
infeccdes dos hospedeiros intermediarios e, consequentemente, reduzir as chances de
infeccbes humanas. Agdes de controle ambiental, como a coleta e tratamento de
dejetos, abastecimento de agua potavel, instalaces hidraulicas e sanitarias, drenagem,
limpeza e retificacdo de margens de cdrregos e canais (BRASIL, 2005; SARVEL et
al., 2011; VITORINO et al., 2012; WHO, 2012). MURTA et al., (2016), também
destacam que os determinantes sociais e ambientais da esquistossomose devem ser
considerados para estratégias efetivas de controle, incluindo um didlogo com
populacBes que residem em areas de risco, informando e educando sobre os fatores

ambientais ligados a transmissdo e ao ciclo de vida do parasito.
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3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL
3.1. Métodos Parasitoldgicos

O diagnostico da esquistossomose € geralmente realizado por meio da
visualizagdo direta dos ovos nas fezes dos individuos infectados ou em material
recuperado em raspagem ou biopsia da mucosa retal, sendo este ultimo método usado
com muita restricdo devido ao grau de invasdo do procedimento (NETO et al., 2008;
KNOPP et al., 2011). As técnicas coproparasitoldgicos sao divididos em qualitativos e
quantitativos. As técnicas quantitativas além de determinar a presenca dos ovos de
parasitos sao capazes de mensurar o nimero de ovos presentes por grama de fezes. As
técnicas de Kato-Katz (KATZ et al., 1972), Gradiente salino (COELHO et al., 2009) e
Helmintex (GRAEFF-TEIXEIRA et al., 2007) sdo considerados quantitativos.

O exame parasitolégico de fezes utilizando a técnica originalmente descrito por
KATO & MIURA (1954) e, posteriormente, modificado por KATZ et al. (1972) para
permitir a quantificacdo de ovos nas fezes, tem sido a técnica laboratorial
recomendada pela OMS para confirmacdo diagndstica da esquistossomose mansoni
(WHO, 1994). A tecnica de Kato-Katz é de baixo custo, ndo demanda estrutura
laboratorial muito sofisticada, € uma técnica de relativamente facil execucdo e
apresenta grande especificidade devido as caracteristicas peculiares dos ovos do
parasito. Para a realizacdo da técnica de Kato-Katz é feita a coleta de material fecal, a
partir da qual é produzida uma lamina com, aproximadamente, 42mg de fezes para ser
lida ao microscopio Optico. E considerado como positivo aquele individuo, que
apresentar a0 menos um ovo de S. mansoni, enquanto que a auséncia de ovos
caracteriza o individuo como negativo. Entretanto, deve-se ressaltar que o fato do
exame parasitologico ser dado como negativo, ndo significa, necessariamente, a
auséncia de infecgéo, visto o exame utiliza uma quantidade relativamente pequena de
fezes para o diagnostico (CHIEFFI et al., 1978; OLIVEIRA et al., 2018; SILVA-
MORAES et al., 2019). Desta forma, a técnica de Kato-Katz é capaz de diagnosticar,
de modo eficaz, infeccbes moderadas e intensas; entretanto, individuos com baixa
carga parasitaria, situagdes de baixa prevaléncia e ap6s o tratamento especifico, a
técnica se torna menos sensivel (FERRARI et al., 2003; LIN et al., 2008; ENK et al.,
2008; ZHANG et al., 2009). As causas da baixa sensibilidade do diagndstico
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coproscopico estdo relacionadas, em parte, com a biologia do parasito uma vez que as
fémeas de S. mansoni produzem uma quantidade relativamente pequena de ovos (300-
400 ovos/dia), dos quais somente metade é eliminada juntamente com as fezes. Além
disto, tem sido verificado que ocorre variagdo diaria na eliminacdo dos ovos do
parasito nas fezes dos individuos infectados e o nimero de ovos produzidos e retidos
pode variar no decorrer da infeccdo (LENZI et al., 2006). Considerando que a
excrecdo fecal de um adulto é cerca de 200 g de fezes por dia, na menor carga
parasitaria possivel, isto é, um casal de vermes, seria eliminado menos que um ovo por
grama de fezes diariamente. Como a técnica de Kato-Katz examina 41,7 mg de fezes,
na situacdo mencionada a probabilidade de se detectar esta infecgdo seria de
aproximadamente 1 em 24. Estas limitacdes podem ser compensadas com a realizacao
de uma maior quantidade do material a ser examinado (aumento do nUmero de
laminas) e/ou coleta de mais de uma amostra por pessoa com intervalos de tempo.
Entretanto, a coleta de mais amostras individuais e o0 aumento do nimero de laminas a
serem examinadas podem elevar os custos operacionais e dificultar a logistica nos
programas de controle, tornando-o de baixo retorno para a populacdo (TELES et al.,
2003, ENK et al., 2008).

Estudos tém demonstrado que ao aumentar o nimero de amostras ou laminas
analisadas, bem como a combinacdo de diferentes metodologias, em areas de média e
baixa carga (ENK et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2011) ou em pacientes com leve e
moderada infeccdo (UTZINGER et al., 2000; OLIVEIRA et al.,, 2018), hd um
aumento da positividade da doenca quando comparado a avaliacdo de uma Uunica
lamina. Nestes estudos foram relatadas areas endémicas, onde a prevaléncia da
esquistossomose foi estimada em 8%, a partir da analise de uma amostra com uma
Gnica lamina e, posteriormente, em 27,2% quando analisado um maior nimero de
laminas, oriundas de varias amostras e atingindo o valor de 35,8% quando combinado
mais metodos de diagnostico (ENK et al., 2008). Além disso, esta técnica possui baixa
reprodutibilidade, quando se examinam diferentes laminas do mesmo individuo;
leituras dispares sdo obtidas por examinadores diferentes e apresenta resultados falso-
negativos, quando aplicada em amostras de fezes de pacientes que estdo em periodo
pré-patente (KONGS et al., 2001; BERHE et al., 2004).

A técnica do Gradiente Salino (COELHO et al., 2009) foi criada com o

objetivo de desenvolver uma ferramenta descrita como simples e mais sensivel para o
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diagndstico da esquistossomose no campo. O principio desta técnica se baseia na
propriedade dos ovos de S. mansoni de sedimentarem em gradiente de concentragéo de
solucdo de cloreto de sddio 3% (solucdo salina concentrada), enquanto grande parte
dos detritos de baixa densidade da amostra fecal, que pode corresponder a mais de
90% do total, flutuam e podem ser eliminados. Dessa forma, uma maior quantidade de
fezes (500 mg) pode ser examinada, melhorando a sensibilidade do exame de fezes.
Os autores relatam tratar-se de uma técnica que possui baixo custo, facil e rapida
execucdo e que traz como grande vantagem, reducdo no numero final de laminas a
serem examinadas e como consequéncia, redugdo do tempo de analise ao microscépio.
Além disso, os ovos mantém sua morfologia intacta sendo facilmente identificados, ao
contréario do que ocorre com a técnica de Kato-Katz, que preserva apenas o contorno
externo dos ovos. Resultados preliminares demonstraram que esta técnica,
examinando-se 500 mg de fezes, apresentou maior sensibilidade que 12 laminas de
Kato-Katz (12 x 41,7 mg ~ 500 mg) de uma unica amostra fecal (COELHO et al.,
2009). Entretanto, esta capacidade diagnostica ndo foi verificada por OLIVEIRA et
al., (2018).

O Helmintex® € uma técnica coproparasitoldgica altamente sensivel que permite
0 processamento de uma amostra de 30 gramas de fezes, através de uma sequéncia de
passos de concentracdo, que termina com o isolamento dos ovos pela sua interacdo
com esferas paramagnéticas, em um campo magnético (GRAEFF-TEIXEIRA et al.,
2007). Estudos demonstram que o Helmintex® é mais sensivel que a técnica de Kato-
Katz (CALDEIRA et al., 2012; PINHEIRO et al., 2012), alcancando 100% de
sensibilidade com o limite de até 1.3 ovos por grama de fezes (GRAEFF-TEIXEIRA
et al., 2007). PINHEIRO et al. (2012), observaram uma prevaléncia de 47,1% por
meio da técnica Helmintex®, 8,75% utilizando Kato-Katz e 18% do gradiente salino.
Apesar de apresentar alta sensibilidade, esta técnica tem baixa aplicabilidade em
estudos de campo, sendo necessario seu processamento em laboratorios equipados e
avaliacdo de um grande nimero de laminas geradas a partir do sedimento final
produzido (PINHEIRO et al., 2012).
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3.2. Métodos Moleculares

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica molecular baseada na
deteccdo e amplificacdo de sequencias especificas do DNA ou do acido ribonucléico
RNA (Ribonucleic acid) do parasito, sendo utilizado em diferentes amostras
bioldgicas como sangue, fezes e urina podendo ser mais sensivel para deteccdo de

baixa carga parasitaria de varios agentes infecciosos (HAMBURGER et al., 1991).

No caso da esquistossomose, diversos alvos testados foram identificados como
possiveis biomarcadores da infeccdo ativa por S. mansoni, primers como SRA1
(steroid receptor RNA activator 1), SRS2 (ATP-dependent DNA helicase) e pSmi-7
(110 pb) foram propostos demonstrando eficacia no diagnostico (PONTES et al.,
2002; GUEGAN et al., 2019). Alguns estudos indicam que o uso da técnica de PCR
com primer de 121pb que possui inimeras repeti¢des no genoma de S. mansoni tem se
mostrado eficiente na identificagdo dos casos positivos de infeccdo mesmo em
pacientes com baixa carga parasitaria; além disto, a técnica permite um correto
diagnostico de individuos negativos (PONTES et al., 2002; GOMES et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2010; SENRA et al., 2019), com niveis de sensibilidade proximos a
90% e niveis de especificidade proximos a 100%. HUSSEIN et al. (2012) utilizando
modelo experimental de camundongos verificou a presenca do DNA do parasito no
soro trés dias apo6s infeccdo, sugerindo que a PCR pode ser aplicada para o diagnéstico
em fase pré-patente. Entretanto, como limitacGes para uso do diagndstico em campo a
técnica de PCR possui elevado custo, necessidade de infraestrutura adequada e
capacitacdo de técnicos (WEERAKOON et al., 2018).

3.3. Métodos imunolégicos

Os métodos imunoldgicos podem ser ferramentas robustas na triagem de
individuos positivos para a esquistossomose em inquéritos epidemioldgicos,
principalmente nas situacdes caracterizadas por individuos com baixa intensidade de
infeccdo, com infecgdo crénica ou unissexuada, que limitam o diagnostico por técnicas
parasitologicas de fezes. (GONCALVES et al., 2006; JIN et al., 2010).

As técnicas imunodiagnosticas podem ser utilizadas tanto para deteccdo de
antigenos circulantes de Schistosoma (método direto) como para deteccdo de

anticorpos produzidos contra o parasito (método indireto). Varios testes imunoldgicos
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tém sido propostos para o diagnostico da esquistossomose, 0S mais comuns e
amplamente utilizados sdo os ensaios imunoenzimaticos (ELISA), teste de precipitina
circunoval (Circumoval precipitin test - COPT), o teste de hemaglutinacdo indireta
(IHAT), teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI) western blot (WB) e point of care
(POC-CCA ou POC-CAA) (CAVALCANTI et al.,, 2013; WEERAKOON et al.,
2015).

A reagdo periovular ou teste de precipitina circumoval (COPT), descrita por
OLIVER-GONZALEZ (1954), trata-se da formacdo de um precipitado por
componentes do sistema complemento que ocorre em torno de ovos frescos de S.
mansoni quando incubados com soro de pacientes infectados. Este método tem sido
utilizado para o diagndstico de infeccGes por Schistosoma apresentando elevadas
sensibilidade (92-100%) e especificidade (96-100%) (ALARCON DE NOYA et al.,
2007; ESPIRITO-SANTO et al., 2014). As limitaces deste teste sdo o tempo para
execucdo da técnica (48 horas), disponibilidade de ovos do parasito e periodos
distintos de soroconversdao de individuos infectados apos tratamento. Experiéncias
realizadas na Venezuela relataram que ap6s um ano do tratamento 64% dos pacientes
se mantinham sorologicamente reativos e na China aproximadamente 82% da
populacdo testada levou quatro anos para atingir soroconversdo. (ZHU et al., 2005;
ALARCON DE NOYA et al., 2007).

A técnica de hemaglutinacdo indireta, IHAT, consiste na aglutinacdo em
hemécias de carneiro adsorvidas com antigenos de Schistosoma, sendo comumente
utilizado antigeno de ovo (SEA), para a detec¢do de soros positivos. A IHA foi
aplicada em estudos populacionais na China como um teste alternativo para detectar
infeccdo humana com S. japonicum. Embora a técnica tenha apresentado bons niveis
de sensibilidade (71% -97%), a sua a especificidade € baixa ou extremamente variavel,
tornando-a inadequada para levantamento da infec¢do por S. japonicum na populagédo
(SORGHO et al., 2005; YU et al., 2007; ZHOU et al., 2007). Dentre as limitagdes
dessa técnica pode-se destacar: caracteristicas intrinsecas da técnica, como tipo de
antigeno e hemacia; possivel persisténcia de reaces positivas apds o tratamento e
reacdes cruzadas com outros helmintos (ZHOU et al., 2007 ESPIRITO-SANTO et al.,
2014).
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A RIFI foi aplicada como uma ferramenta de diagndstico em estudos
epidemioldgicos de infecgdo pelo S. mansoni, em uma &rea de baixa endemicidade, no
Brasil. A taxa de prevaléncia pela técnica de Kato-Katz foi de 1,6% (leitura de trés
laminas para uma amostra de fezes) e 33,2% e 33,5% de acordo com os métodos 1gG-
RIFI e IgM-RIFI, respectivamente. Os autores sugerem que a discrepancia pode ser
explicada pela maior sensibilidade da reacdo imunoldgica frente ao teste
parasitologico que utilizou uma Unica amostra fecal. Entretanto, estudos mais
detalhados, com correta identificacdo de individuos infectados sdo necessarios para
confirmacgdo desta informacdo. Como limitacdo para utilizacdo em &reas endémicas,
esta técnica necessita de um microscépio especial de fluorescéncia, pessoas bem
treinadas e reagentes especificos (BURLANDY-SOARES et al., 2003).

Uma alternativa de diagndstico foi desenvolvida utilizando a deteccdo do
antigeno CCA, pelo teste imunocromatografico POC-CCA® (Point-of-Care Rapid
Medical Diagnostics, Pretoria, Africa do Sul). Este método trata-se de um ensaio de
fluxo lateral, comercialmente disponivel, utilizado para detectar o CCA, um
proteoglicano derivado do epitélio do tubo digestivo, que € filtrado pelos rins e
excretado na urina do hospedeiro (POLDERMAN & DEELDER, 2000; VAN DAM et
al., 2004; STOTHARD et al., 2006; COLLEY et al., 2013). O teste foi considerado
eficaz e confiavel, principalmente em areas endémicas da Asia e Africa e em
individuos com elevada intensidade de infeccdo (COULIBALY et al., 2011; SHANE
et al., 2011; COLLEY et al., 2013, ADRIKO et al., 2014). Entretanto, em populacbes
com baixa carga parasitaria o teste perde em sensibilidade e especificidade
(SIQUEIRA et al., 2016; FERREIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; DE
SOUZA et al., 2019). Também foi demonstrada uma grande discrepancia ao se utilizar
diferentes lotes do teste comercial POC-CCA® para realizar o diagnostico do parasito
em uma mesma populacdo (GONCALVES et al., 2019).

O ensaio de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) é o teste mais
comumente utilizado para deteccdo da infeccdo por S. mansoni. A técnica permite
detectar varias classes e subclasses de anticorpos com base no reconhecimento de
antigenos distintos que podem ser expressos em qualquer uma das fases da infecgéo
aderidos as placas de poliestireno. Além disto, a técnica de ELISA permite testar um
grande nimero de amostras simultaneamente, apresenta boa reprodutibilidade e

facilidade de realizacdo. Desta forma, alguns estudos sugerem que estd é uma técnica
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sensivel e que pode ser util para levantamentos epidemiolégicos da esquistossomose
(DA SILVA et al., 1998; TURNER et al., 2004; SORGHO et al., 2005; ALARCON
DE NOYA et al., 2007; BOTELHO et al., 2009). Estudos realizados com imigrantes
demonstraram grande eficacia da sorologia no diagnéstico da esquistossomose
possuindo sensibilidade de aproximadamente 95% (WANG et al., 2012; KINKLE et
al., 2012; CHERNET et al., 2017). Entretanto, quando a técnica é utilizada em areas
endémicas, observa-se diminuicdo da acuracia diagnostica, especialmente devido a
individuos negativos que apresentam reacdo soroldgica ao teste (APPLEBY et al.,
2014; SILVA-MORAES et al., 2019).

Os estudos que se utilizam de técnicas soroldgicas para diagndstico apresentam
algumas limitages, como: variagdo dos titulos de anticorpos individuais, que podem
permanecer ou aumentar apds o tratamento (SOENTJENS et al., 2014b; HINZ et al.,
2017); a inabilidade em distinguir entre infeccdo passada, aguda ou reinfeccdo
(WILKINS & KEYSTONE, 2013; ELBAZ & ESMAT, 2013; GRENFELL et al.,
2014; HINZ et al., 2017); soro conversao tardia ou ausente  (SOENTJENS et al.,
2014a) ou uma resposta decrescente de anticorpos em individuos de areas endémicas,
devido as constantes exposi¢Ges ao parasito (DUVALL et al., 2014; HINZ et al.,
2017). Tais limitacGes podem levar a resultados de baixa confiabilidade (HINZ et al.,
2017). Quando estes ensaios sdo usados em areas de baixa endemicidade, estratégias
diagndsticas auxiliares devem ser utilizadas a fim de se obter uma melhor estimativa

da taxa de infec¢do em populacdes em risco (CAVALCANTI et al., 2013).

A busca por um método confiavel para o diagnéstico e controle da
esquistossomose tem levado a investigacdo por diferentes antigenos (CAVALCANTI
et al.,, 2013). A triagem de antigenos adequados representa uma das maiores
dificuldades no desenvolvimento de testes de diagnostico. Diante disso, sabe-se que
existem alguns fatores que podem influenciar na selecdo de um antigeno apropriado,
tais como: facilidade de obtencgdo e produtividade, alta estabilidade em condigOes de
estocagem e elevada antigenicidade (RABELLO et al., 2008).

Os antigenos utilizados atualmente em ensaios imunodiangoésticos podem ser
obtidos de diferentes estagios evolutivos do parasito (HINZ et al., 2017). Geralmente
sdo empregados como um mix de proteinas expressas em diferentes fases do parasito

ou como proteinas especificas, isoladas por métodos de purificacdo de alta eficiéncia.
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A deteccdo de antigenos de Schistosoma foi inicialmente baseada na utilizacdo de
antigenos brutos de diferentes estagios, como antigenos de cercarias que Sa0 menos
utilizados por apresentar baixos niveis de acuracia (LUNDE & OTTESEN, 1980).
Proteinas de esquistossémulos sdo apontadas por apresentarem grande sensibilidade
(HINZ et al., 2017), sendo mais eficazes para diagnosticar individuos infectados
residentes em areas endémicas (GRENFELL et al., 2013a, 2013b; HINZ et al., 2017).
Também sdo utilizados antigeno soltvel de ovo (Soluble egg antigen — SEA) e
antigenos soluveis de verme adulto (Soluble worm adult protein - SWAP). O antigeno
soltvel de verme adulto (SWAP) é a fonte que possui maior abundéncia de material
antigénico (DOENHOFF et al., 2004). O homogenato de ovos, conhecido como
antigeno soltvel de ovo (SEA), contem grande nimero de fracdes antigénicas, apesar
de somente uma minoria destes constituintes serem liberados por ovos viaveis,
também se apresenta com uma melhor acurdcia diagndstica, quando comparado ao
SWAP extraido em tampéo fosfato (ASHTON et al., 2001; HINZ et al., 2017). Estes
antigenos podem apresentar sensibilidade moderada ou alta em ensaios de ELISA para
diagnosticar infeccdo por S. mansoni, mas geralmente apresentam baixa especificidade
(DOENHOFF et al.,, 1993; SORGHO et al.,, 2005; HINZ et al., 2017), em
consequéncia de possiveis reagfes cruzadas com antigenos de outros helmintos
(GRENFEL et al., 2013; HINZ et al., 2017). Estudos em areas endémicas no Brasil,
que testaram reatividade de IgG a antigenos de S. mansoni, obtiveram desempenho
moderado, com sensibilidade variando de 60-80% quando comparadas ao método de
Kato-Katz com uma amostra fecal e realizacdo de duas laminas. Nesta comparacgéo a
sorologia se mostrou mais sensivel em comparacdo com o método parasitologico. A
discrepancia observada entre a sorologia e 0 método parasitoldégico também pode ser
justificada pela baixa sensibilidade do Kato-Katz em areas onde a populagdo apresenta
baixa carga parasitaria (VENDRAME et al., 2001; GRENFELL et al.,, 2013;
ESPIRITO-SANTO et al., 2014). Outra alternativa s&o os fracionamentos antigénicos,
provenientes de extratos totais tem se mostrado eficazes na melhoria do desempenho
diagnostico OLIVEIRA et al., (2005) utilizando antigeno fracionado de verme adulto
de S. mansoni (AWA) pela técnica de ELISA frente a IgM e IgG conseguiu encontrar
sensibilidade e especificidade de 98%, possuindo valores de concordancia entre o teste

soroldgico e parasitologico entre 0.95-0.98, considerados excelentes.
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Antigenos de diferentes fases evolutivas (cercaria, ovo e verme adulto) extraido
em tamp&o contendo carbonato foram utilizados por alguns anos para o diagndstico da
esquistossomose por meio de um teste rapido de intradermorreacdo (ELIAKIM &
DAVIES 1954; PELLEGRINO, 1958). WARREN et al., (1973) conduziram um
estudo em duas localidades do Caribe (St. Lucia e St. Vicent), para avaliar infecgOes
por S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum, sendo que na comunidade de St.
Lucia foram analisados 350 individuos e em St. Vicent 171. O desempenho da técnica
da intradermorreacdo na comunidade de St. Vicent foi de 89 a 95%, sendo que apenas
S. haematobium (74%) apresentou um menor desempenho nesta &rea por demonstrar
uma menor sensibilidade em criancas. Na comunidade de St. Lucia o teste da
intradermorreacdo para S. mansoni apresentou uma menor eficacia (66%), devido a
diminuicao da sua sensibilidade, também foi verificado que a resposta para o teste era
mais longa, entretanto foi sugerido que poderia ser mais especifico. Outro estudo
realizado em Porto Rico avaliou diversas técnicas parasitoldgicas e soroldgicas para o
diagnostico da esquistossomose. Foram avaliados 485 pacientes internados com 0s
sintomas da doenca, realizaram-se exames de fezes e intradermorreacdo. No teste de
intradermorreacdo foram utilizados trés antigenos de fases distintas de S. mansoni,
cercaria, verme adulto e ovo, sendo o antigeno de cercaria 0 que se apresentou mais
imunogénico quando comparado aos outros dois antigenos. Também foram avaliados
que idade e sexo sédo fatores que podem influenciar a capacidade diagndstica do teste,
obtendo dificuldades em diagnosticar criancas (JACHOWSKI & ANDERSON, 1961).
O teste de intradermorracdo apesar de ter sido uma técnica altamente sensivel para
identificar individuos primo-infectados, a reatividade da resposta celular permanecia
por longo periodo ap6s a cura parasitologica (GAZZINELLI et al., 1965). Além disto,
0 teste diagndstico baseava-se na aplicacdo subcutanea do antigeno, podendo causar
reacOes alérgicas em alguns individuos, que levou a interrupcdo do seu uso.
Entretanto, estas preparacdes antigénicas ndo foram testadas em outras técnicas para

fins de diagnostico.

Estudos que tem por finalidade a identificacdo de biomarcadores especificos
para esquistossomose se utilizam da técnica de western blot. Esta técnica baseia-se na
separacdo de proteinas por tamanho (1D), ou por ponto isoelétrico e posteriormente
por peso molecular (2D). Trabalhos utilizando modelos experimentais ou

populacionais que visam buscar e identificar alvos diagndsticos especificos para
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esquistossomose objetivando a melhoria do diagndstico soroldgico tém sido realizados
utilizando-se principalmente antigenos brutos de ovos ou vermes adultos (LUDOLF et
al., 2014; RANASINGHE et al., 2015; WEERAKOON et al., 2015; KARDOUSH et
al., 2016; SILVA-MORAES et al., 2019). A comparacdo protedbmica por western blot
2D, demonstrou que vermes adultos de Fasciola hepatica e S. mansoni
compartilharam 28 spots, em modelo experimental de infec¢cdo num total de 361 e 433

spots encontrados, respectivamente (BOUKLI et al., 2011).

Uma das maiores dificuldades enfrentadas na pesquisa por testes de diagnostico
baseados no reconhecimento por anticorpos € a ocorréncia de rea¢fes cruzadas. 1sso é
especialmente evidenciado quando se emprega antigeno bruto, sem purificacdo, por
possuirem fragBes antigénicas compartilhadas por muitos parasitos, protozoarios e até
mesmo bactérias (RABELLO et al., 2008). Antigenos recombinantes ou fracionados
tém sido utilizados como alternativa aos antigenos SEA e SWAP para o diagnoéstico da
esquistossomose, dentre eles, a fracdo catibnica (CEF6)32, antigeno adulto
microssomal para S. mansoni (MAMA), S. japonicum (JAMA) and S. haematobium
(HAMA) e antigeno g31/3234-36. Esta abordagem tem sido bastante utilizada com o
intuito de melhorar a especificidade do teste e minimizar as reacGes cruzadas, visto
que € uma forma de manipulacdo que permite a selecdo do alvo antigénico antes da
construcdo e expressdo do antigeno. Entretanto, pode-se perder sensibilidade, pois
geralmente estas proteinas sdo sintetizadas por bactérias que sdo incapazes de realizar
modificagbes pos-traducionais que sdo importantes para a reacdo do sistema
imunoldgico (RABELLO et al., 2008; BRONDYK, 2009; CAVALCANTI et al.,
2013; HINZ et al., 2017; EGESA et al., 2018; ANGELES et al., 2019). Recentemente,
um trabalho realizado no Brasil, identificou uma proteina presente no ovo de S.
mansoni especifica através de testes proteémicos, denominando-se rMEA ou Major
egg antigen. Apds a obtencdo da proteina recombinante, ela foi testada pela técnica de
ELISA tendo como referéncia a leitura de duas ldminas de Kato-Katz. O método
parasitologico apresentou uma sensibilidade de 38.7% e 100% de especificidade,
enquanto a ELISA realizada frente a proteina recombinante apresentou 87.1% de
sensibilidade e especificidade de 89.09%. Esta técnica foi capaz ainda de detectar
individuos positivos com cargas parasitarias <10 OPG em 87.5% (SILVA-MORAES
et al., 2019). Desta forma, fica evidente a necessidade de melhor avaliar novas
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estratégias sorolégicas como alternativas mais sensiveis para o diagnostico da

esquistossomose em individuos com baixa carga parasitéria.
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4. JUSTIFICATIVA

A presente proposta se justifica pela grande importancia médica da
esquistossomose no Brasil, sendo a doenca tropical negligenciada de maior impacto na
salde dos individuos que residem em Minas Gerais (MARTINS-MELO et al, 2018), e
pela baixa sensibilidade do exame parasitoldgico de escolha (técnica de Kato-Katz)
para identificar individuos infectados com baixa carga parasitaria (COELHO, 2016;
OLIVEIRA et al., 2018; SILVA-MORAES et al., 2019), impedindo assim um
controle efetivo da doenca e eliminacdo. Estudos revelam que areas endémicas para
esquistossomose, principalmente Minas Gerais e Bahia, que originalmente
caracterizavam-se por altas prevaléncias de infeccdo e individuos infectados com altas
cargas parasitarias, sofreram grandes modificacdes no perfil de transmissdo da
infeccdo, devido as sucessivas intervencOes terapéuticas, melhorias sanitarias e
educacdo, sendo atualmente verificadas que a maioria dos individuos infectados

apresentam baixas cargas parasitarias.

Diante disto, faz-se necessario o desenvolvimento e validacdo de ferramentas
complementares de diagnostico aplicavel a nova realidade, observada em areas
endémicas brasileiras, que permitam aumentar a sensibilidade do diagndstico da
esquistossomose, principalmente em individuos com baixa carga parasitéria,
permitindo assim um levantamento da prevaléncia com maior precisdo, que permita

medidas que possam levar ao controle e erradi¢do da transmissdo desta parasitose.
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5. OBJETIVO
5.1. Objetivo Geral

Avaliar eficicia de ensaios imunoenzimaticos (ELISA) utilizando SWAP-
carbonato como ferramenta de diagnostico para individuos infectados por S. mansoni

com baixa carga parasitaria.

5.1.1 Objetivos especificos
Padronizar a técnica de ELISA para avaliar a reatividade de subclasses de 1gG

contra extrato SWAP-carbonato de S. mansoni.

Validar os testes soroldgicos com soros de individuos residentes em area

endémica utilizando como referéncia técnicas parasitoldgicas anteriormente aplicadas.

Verificar a evolucdo da reatividade soroldgica das diferentes subclasses de 1gG1,
1gG3 e 1gG4 apds 12 meses de tratamento e cura de individuos infectados.

Obter e caracterizar o perfil eletroforético do extrato SWAP carbonato e
identificar o padrdo de reconhecimento de bandas especificas do extrato antigénico
SWAP-carbonato por anticorpos presentes no soro de individuos com diferentes perfis

parasitoldgicos.
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METODOLOGIA
6.1. Area de Estudo

A pesquisa foi conduzida com soro de individuos residentes da comunidade rural
de Brejo do Amparo (15°25°54”° S e 44°24°42°° O) figura 5. No municipio de
Januaéria, situado na regido norte do estado de Minas Gerais, regido endémica para a S.
mansoni. Neste local residem aproximadamente 270 habitantes, cujas residéncias estéo
situadas entre os cArregos Pé da Serra, Santana e Tocantins onde existem relatos de
pequenas populagdes de B. glabrata, hospedeiro intermediario do parasito.

6.2. Populagéo do estudo

No presente estudo foram utilizadas amostras de soro de residentes da
comunidade rural de Brejo do Amparo que participaram do estudo aprovado pelo
Comitt de FEtica da  Universidade Federal de Minas  Gerais
(CAAE#21824513.9.0000.5091), este projeto recebeu apoio financeiro do DECIT-
2012.

Foram incluidos no estudo moradores da regido, com idade superior a 6 anos, de
ambos 0s sexos, que concordaram em participar do estudo e assinaram 0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE. Ao chegar nos domicilios, 0s
pesquisadores apresentaram 0s objetivos, riscos e confiabilidade do estudo e
explicavam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que foram
devidamente assinados pelos adultos e/ou por um dos pais ou responsaveis pelas
criancas (Anexo 1). Ao ler o TCLE o morador foi informado de sua condicdo de
voluntério e teve assegurado seu direito de desistir da pesquisa a qualquer momento,

sendo somente necessario preencher o Termo de Recusa.

As criangas alfabetizadas também foram solicitadas a ler e assinar o termo de
consentimento informado adaptado para criancas. Foi solicitado aos participantes que
ndo utilizassem nenhum antiparasitario durante o periodo de coleta de material
bioldgico. Foram excluidos da populagdo de estudo, individuos portadores de doencas
cognitivas e psiquiatricas, distarbios de comportamento, gestantes e mulheres em
periodo de amamentacéo, individuos que optaram por ndo assinar o TCLE ou que nédo
entregaram amostras bioldgicas. Os pacientes diagnosticados com infecgdo por S.
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mansoni ou alguma geohelmintose receberam tratamento com praziquantel (40-

60mg/Kg) ou albendazol (400mg/dose unica), respectivamente.

Figura 5. Localizagdo geogréfica do Estado de Minas Gerais no Brasil e localizagdo da area
endémica no municipio de Januaria, regido norte de Minas Gerais.

6.3. Coletas e processamento das amostras

Em um ano de estudo, foram realizadas duas coletas a campo, a primeira no
tempo zero marcando o inicio do estudo e a segunda um ano apos o inicio do trabalho,
denominando-se tempo 12. Em ambos os tempos 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 e as outras duas amostras fecais eram menores e foram coletadas
em potes de plastico de 80 ml. O material fecal do primeiro dia de coleta foi utilizado
para preparacdo de 14 laminas (KK) (KATZ et al., 1972), 500mg das fezes foram
utilizadas para realizacdo da técnica de Gradiente Salino (COELHO et al., 2009), 30 g
para a técnica de Helmintex® (TEIXEIRA et al., 2007) e o restante das fezes foi
processado para realizacdo do método de sedimentagdo espontanea HPJ. A segunda e
terceira amostras de fezes de cada individuo foram utilizadas para realizacdo de duas
laminas de Kato-Katz por amostra. As amostras fecais foram levadas para o

laboratério de campo em Januaria e imediatamente processadas para realizagdo de
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andlises parasitoldgicas. Foram considerados positivos para esquistossomose 0s
individuos que apresentaram pelo menos um ovo do parasito em qualquer técnica
parasitologica utilizada. O OPG foi calculado utilizando-se 6 laminas de Kato-Katz (2
de cada amostra de fezes), onde o nimero total de ovos encontrados nas laminas foi
divido por 6 e multiplicado por 24 para a obtencdo do niumero de ovos por g de fezes
(OPG). Estes dados foram obtidos no estudo inicial e utilizados para criagéo de bancos
de dados que suportaram este estudo com o intuito de obter uma referéncia
parasitologica de infeccdo ativa por S. mansoni para as comparacdes necessarias no

presente estudo.

A coleta de sangue venoso foi conduzida em criancas e adultos, na regido da
médo e do antebraco e foram coletados no méaximo dois tubos para obtencdo de soro.
Em adultos, o volume méximo de sangue retirado foi de 15 ml em tubo sem
anticoagulantes e em criancas ou adolescentes (6-17 anos) o volume foi reduzido para
10 ml. A amostra foi centrifugada para retirada do soro, que posteriormente foi
congelado a -20°C até a realizacdo dos testes soroldgicos, maiores detalhes sobre o
processamento das amostras estdo publicados por OLIVEIRA et al., (2018). O
fluxograma na figura 6 mostra 0 numero total de amostras analisadas por cada teste

parasitologico e soroldgico.
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Residentes em Brejo do
Amparo (n= 270)

Amostras Ampstras de TCLE (n=257)

fecais (n= 257) Sangue (n= 235)

Kato-Katz (n= 257) Soro (n= 187)

Helmintex (n= 218)
Ensaio de Elisa (n= 187)

12G1
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(n=197) 1gG3
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Validagdo da técnica de Elisa
(n=187)

Figura 6 Fluxograma demonstrando a coleta das amostras bioldgicas e sua utilizacdo no

estudo

6.4. Extrato antigénico de S. mansoni

No presente estudo utilizou-se o extrato antigénico total de verme adulto
(SWAP-carbonato)  anteriormente  empregado na técnica diangdstica da
intradermoreagédo (ELIAKIM & DAVIES 1954; PELLEGRINO, 1958). A cepa de S.
mansoni utilizada (LE) tem sido mantida no laboratério de esquistossomose no
Departamento de Parasitologia (ICB/UFMG) por sucessivas infec¢des de caramujos B.
glabrata e hamsters Mesocricetus auratus. Este processo de manutencdo € aprovado
pelo comité de ética da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA 368/2018).
Para a produgdo do SWAP-carbonato camundongos BALB/c foram infectados com
aproximadamente 100 cercarias de S. mansoni por seis semanas, apds, 0S
camundongos foram perfundidos pelo sistema porta-hepatico para a recuperacdo de
vermes adultos (PELLEGRINO & SIQUEIRA, 1956). Os vermes adultos recuperados

foram lavados trés vezes em tampédo fosfato salino (PBS cloreto de sodio 0.14M,
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fosfato de sodio 0.0074M e fosfato de sodio monobésico 0.0029M pH 7.4),
congelados em nitrogénio liquido e macerados em tampéo carbonato (bicarbonato de
sodio 0.021M e mertiolato 0.003M) sendo adicionado inibidor de protease (Protease
Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich Brasil Ltda) na concentracdo 1:100 e permanecendo
24h na geladeira (ELIAKIM & DAVIES 1954; PELLEGRINO, 1958). No dia
seguinte, a solugéo antigénica foi centrifugada (Eppendorf 5810R- 112009 a 4° por 60
min) o pellet formado foi descartado e o sobrenadante coletado para dosagem de
proteinas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

6.5. Ensaio Imunoenzimatico de ELISA

A presenca de imunoglobulinas reativas contra antigeno de S. mansoni no soro
de cada individuo foi determinada por um ensaio imunoenzimatico (ELISA). Para a
realizacdo do ensaio, a diluicdo dos diferentes reagentes e do soro dos individuos foi
previamente determinada. Resumidamente, placas de 96 pocos (Nunc-Maxisorb Nagle
Nunc International, Rochester, NY, EUA) foram sensibilizadas com 100uL/poco de
tampdo carbonato-bicarbonato 0.1 M (pH 9,5) contendo 10 pg/ml de antigeno de
verme adulto. Incubando-se as placas durante a noite a 4° protegidas com pléstico para
evitar a dessecacdo. No segundo dia, as placas foram blogueadas durante 1 h com
tampdo PBS contendo 1% de albumina de soro bovino (BSA, Sigma) a temperatura
ambiente. Apds o procedimento de bloqueio e entre cada passo de incubacéo, as placas
foram lavadas cinco vezes com tampao de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween
20-Sigma). Apo6s a lavagem, foi adicionado 100ul/pogo de soro de cada paciente
diluido 1:100 em tampédo de diluicdo (PBS 0,05% de Tween e 0,1% de BSA) e as
placas foram incubada durante 2 h a temperatura ambiente. Cada paciente foi testado
em duplicada e 15% das amostras, selecionadas de maneira aleatoria, foram retestadas
para avaliar a reprodutividade do ensaio. Na sequéncia foi adicionado 100pl/pogo do
tampdo de diluicdo contendo anticorpo anti-imunoglobulina humana conjugado com
biotina diluidos em tampdo de diluicdo, sendo utilizado anticorpo monoclonal anti-
I[gG1 humana na diluicdo de 1:1.000 (Mouse Monoclonal Anti-human IgG1 biotin
conjugated - clone 8c/639 - SIGMA ALDRICH ®, USA), anti-lgG3 humana na
diluicdo de 1: 20.000 (Mouse Monoclonal Anti-Human IgG3-Biotin conjugated —
clone HP- 6050 SIGMA) e anti-IgG humana na diluicdo de 1:20.000 (Mouse
Monoclonal Anti-Human IgG4-Biotin  conjugated, clone HP 6025 SIGMA),
permanecendo por 1h em temperatura ambiente. O préximo passo foi a adi¢do de
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100ul/pogo de tampé&o de diluicdo contendo Streptoavidina conjugada com fosfatase
alcalina (Streptavidin-Alkaline Phosphatase from Streptomyces avidinii- SIGMA®,
USA) na proporcdo de 1:2000 e incubacdo por 1 h em temperatura ambiente ao abrigo
da luz. A reagdo foi revelada pela adicdo do substrado pNPP (SIGMAFAST™ p-
Nitrophenyl phosphate Tablets -SIGMA®, USA), diluido em 20mL de agua destilada
sendo adicionado 100uL em cada pogo, reagindo por 15 minutos e posteriormente a
reacao foi interrompida com 50uL da solugcdo 3M de NaOH. As placas foram lidas no
leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices, San José, CA, EUA) a 405nm.
Em cada placa foram adicionadas amostras de soro de cinco individuos
verdadeiramente negativos (ndo foram encontrados ovos de qualquer helminto em
todos o0s quatro testes parasitologicos). O valor de absorbancia obtida para cada
participante do estudo foi dividido pela média de absorbancia obtida dos soros
negativos acrescida de quatro desvios padrfes, em cada placa e para cada isotipo. O
valor obtido é denominado de reatividade relativa, sendo que valores superiores a um

séo considerados reativos sorologicamente para esquistossomose.

6.6. Perfil eletroforético do antigeno SWAP carbonato (eletroforese)

Proteinas do extrato antigénico de verme adulto de S. mansoni (SWAP-
carbonato) foram eletroforeticamente separadas em SDS-PAGE gel usando o método
de Laemmli (LAEMMLLI, 1970), no aparelho Mini-PROTEAN® Tetra (Cell Bio-Rad,
USA). Para tanto, amostras de 2mg/mL de SWAP-carbonato foram diluidas 1:6 em
tampdo de amostra (TrisCI/SDS 0.28M pH 6.8, glicerol 30% v/v, SDS 1% m/v, azul
de bromofenol 0.0012% m/v), incubadas a 100° por cinco minutos e centrifugadas a
450g por cinco minutos (Eppendorf 5810R). A amostra do extrato antigénico e a
referéncia de padrdo molecular (ColorBurst Electrophoresis Marker- Sigma) foram
aplicadas em gel de poliacrilamida a 4 % (4% de mistura de acrilamida a 30% e
bisacrilamida a 0,8% em 0.125 M de Tris-HCI, pH6.8, com adi¢do de 10 % de
persulfato de amoénio e 0,1% de TEMED - reagentes da SIGMA) para o
empacotamento das proteinas e a separacdo das proteinas ocorreu em gel de
poliacrilamida a 10 %. A eletroforese foi realizada em tampé&o glicina (0.192M de
glicina, 0.025M de Tris-Base 0.5% SDS, pH8.3) sendo aplicadas correntes elétricas
constantes de 100 V por cerca de 2h atée o final da corrida. Apds a separacao

eletroforetica, o gel foi retirado, fixado por 20 minutos em solugdo de fixacdo de
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formaldeido (metanol 40% v/v e formaldeido 0,5ml/L) e lavado em agua destilada
duas vezes por cinco min para realizacéo da coloracao rapida de prata (MERRIL et al.,
1981). Para tanto, o gel foi incubado por 10 min em solucdo de tiossulfato a
0.00012M, lavado rapidamente em agua destilada e incubado por 1 h em solucéo de
nitrato de prata 0.1%. A solucdo de prata foi descartada e o gel foi lavado brevemente
com agua e solucdo de desenvolvimento de tiossulfato (carbonato de sddio 3% m/v,
tiossulfato de sédio 0,0004% m/v e formaldeido 0,5ml/L), o gel foi entdo incubado
com solucgéo de desenvolvimento de tiossulfato por cinco minutos até o aparecimento
das bandas. A revelacdo foi interrompida pela adi¢do de 2.5ml da solucdo de acido
citrico 2.3M por 10 min, o gel entdo foi lavado com agua destilada por 10 min e
colocado em solucdo de secagem (etanol 10% v/v, glicerol 4% v/v). Todos 0s passos

foram realizados sob agitacdo (Agitador Orbital 255-B).
6.7. Westen Blot

Para a realizacdo de ensaios de western blot, proteinas do extrato antigénico
SWAP-carbonato foram eletroforeticamente separadas em SDS-PAGE gel como
descritos no item 6.6. Apés a finalizacdo da corrida as proteinas foram transferidas
para membranas de PVDF (Bio-Rad) por 4h, utilizando o equipamento (Mini-Protean
Tetra) a 20 V a 4° C em tampdo de transferéncia (Trizma base 0.15M, glicina 1.14M,
metanol 0.01M pH 8.3). Ao final da transferéncia as membranas foram incubadas em
solucéo de bloqueio (0.1M de TrisCl, 1.4M NaCl, 1% Tween-20, e 1% BSA) por 1h,
seguido por 6 ciclos de lavagem com tampéo de lavagem (0.1M de TrisCl, 1.4M NaCl,
1% Tween-20) 5 min cada, este processo de lavagem foi realizado entre cada etapa do
processo de revelacdo. Apoés as lavagens as membranas foram incubadas com um pool
de soro de individuos possuindo diferentes status parasitoldgico (Tabela 1) diluidos
em tampao de diluicdo 1:100 por 12h a 4° (0.1M de TrisCl, 1.4M NaCl, 1% Tween-20,
e 0.1% BSA). As membranas foram entdo incubadas com tampdo de lavagem
contendo anticorpos anti-lg humana IgG1 (Monoclonal AntiHuman IgG1 Clone8c¢/639
Biotin Conjugate Immunoglobulin Fraction of Mouse Ascites Fluid- SIGMA®, USA)
ou 1gG4 (Monoclonal Anti-Human 1gG4-Biotin, clone HP 6025 produced in mouse,
purified immunoglobulin- SIGMA - ALDRICH®, USA), nas concentracdes 1:1000
ou 1:2000, respectivamente por 1h ao abrigo da luz. A membrana foi incubada com a
adicéo de solucéo de lavagem contendo Streptoavidina conjugada a fosfatase alcalina

na concentracdo (1:2000 - Streptavidin-Alkaline Phosphatase from Streptomyces
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avidinii- SIGMA®  USA) seqguido do substrato  revelador BCIP
(SIGMAFAST™BCIP®/NBT tablet) até o aparecimento de bandas especificas.
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Tabela 1 Relacdo dos pools de soros escolhidos para a verificagdo da reatividade contra o
antigeno SWAP

(1) Pool positivo para S. mansoni alta carga > 100 OPG N=5

(2) Pool negativo para S. mansoni alta carga N=10
(3) Pool positivo para S. mansoni baixa carga < 12 OPG N=10
(4) Pool curado ha um ano N=10

(5) Pool positivo para outros helmintos (Ascaris, Trichuris, | N= 10

Enterobius e ancilistomideos

(6) Pool reinfectado N=10

(7) Branco sem amostra de soro

6.8. Analise Estatistica

As informagdes coletadas e os resultados dos testes realizados foram codificados
e posteriormente digitados através de dupla entrada no programa EpiData (versao 3.1).
Os arquivos foram comparados e as divergéncias detectadas foram corrigidas. A
analise foi executada utilizando-se os programas GraphPad Prism (Verséo 8.02), Open
Epi, version 3.03 e STATA (Verséo 14, STATACORP).

A distribuicdo normal dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Na
fase inicial foi realizada a andalise exploratéria dos dados por meio da analise grafica e
da obtencdo de medidas-resumo. Para as varidveis continuas realizou-se calculos para
obtencdo de médias, desvios-padrdo e medianas acompanhadas dos quartis 1 e 3. No
caso de dados ndo-paramétricos os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram

utilizados, com valor de p < 0,05 considerado significativo.

O “teste referéncia” foi estabelecido como a soma do numero de positivos
encontrados em qualquer método parasitologicos de fezes (Gradiente salino,
Helmintex® e 18 laminas de Kato-Katz coletadas por trés dias consecutivos), e esse
valor foi utilizado como referéncia para analise de desempenho dos metodos
sorologicos avaliados. A prevaléncia global da infeccdo por S. mansoni na area
endémica foi calculada pelo numero de individuos positivos definidos pelo “teste
referéncia”, dividido pelo nimero total de participantes. Para comparar o desempenho

e a acuracia entre os testes, foram utilizadas medidas de acuracia (sensibilidade,
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especificidade, Valor preditivo Positivo - VPP e Valor Preditivo Negativo — VPN).
Para avaliar o grau de concordancia entre os diferentes métodos, foi calculado o indice
kappa (k), que varia de 0 a 1,0, sendo considerado sem concordancia se k <0,01; ruim
se 0,01<k<0,20; fraco se 0,21 a 0,40; moderado se 0,41 < 0,60; bom se 0,61<k<0,80 ¢
excelente concordancia se k> 0,81 (LANDIS & KOCH, 1977).

Anélises de correlacdo e regressdo foram realizadas utilizando-se OPG de 6
laminas de Kato-Katz frente a reatividade relativa das subclasses. Para a anélise
comparativa da resposta humoral nos tempos zero e 12 meses foi utilizado o teste T
com o poés-teste de Spearman, para avaliar se as diferencas encontradas sao

significativamente estatisticas.
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7. RESULTADOS
7.1. Caracterizacdo da populacéo de estudo

A populagédo utilizada neste estudo foi inicialmente avaliada em um estudo
investigativo, que levantou a prevaléncia de infeccOes parasitarias por diferentes
técnicas parasitoldgicas (OLIVEIRA et al., 2018). No presente estudo foram incluidos
187 residentes da comunidade rural de Brejo de Amparo, que concordaram participar
do estudo original e que forneceram amostra suficiente de fezes e sangue, sendo 87
mulheres (47,5%) e 100 homens (53,3%). A idade dos participantes deste estudo
variou de 6-70 anos, com idade média de 32.4 anos (SD+16.8) e mediana de 31 anos
(com intervalo interquartil 17-47 anos), com distribuicdo homogénea nas diferentes
faixas etarias. A populagdo residente em Brejo do Amparo é caracterizada como uma
populacdo de baixa renda e escolaridade, onde cerca de 90% dos individuos adultos
recebem até um salario minimo e quase 80% possuem apenas o ensino fundamental ou
menos. A principal fonte de dgua potavel é o riacho local (60% das residéncias) e o

esgoto domeéstico ndo recebe tratamento (OLIVEIRA et al., 2018).

Utilizando os resultados da combinacdo de todas as técnicas parasitoldgicas que
foram anteriormente analisados e depositados em banco de dados foi verificado que
entre 187 individuos analisados neste estudo, 91 (48,6%) individuos apresentaram
infeccdo ativa por S. mansoni, sendo que 56 (29,94%) apresentavam apenas infeccao
por S. mansoni. A analise também identificou 9 (4,97%) individuos eliminando ovos
de anciléstomos, sendo dois destes coinfectados por S. mansoni (1,06%); e um (0,4%)

de Strongyloides stercoralis.

O ndmero médio de ovos de S. mansoni em individuos infectados, definidos pela
leitura de 6 laminas da técnica de Kato-Katz, foi de 4 OPG. Dentre os 91 individuos
infectados 66 (72,52%) apresentaram baixa carga parasitaria de < 12 OPG. N&o houve
associacdo estatisticamente significante entre a prevaléncia e a intensidade da

esquistossomose com sexo ou idade.
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Tabela 2 Prevaléncia de infeccdo por Schistosoma mansoni e de helmintoses intestinais em

residentes da comunidade rural de Brejo do Amparo, no municipio de Januaria, Minas Gerais,

Brasil
Espécies de Parasitos Prevaléncia Total Monoinfectados Coinfectados S.
(n/%) (n/%) mansoni (n/%)
91 (48,6%) 56 (29,94%) -
Schistosoma mansoni
Ancilostomideos 9 (4,97%) 7 (3,74%) 2 (1,06%)
Strongyloides stercoralis 1 (0,53%) 1 (0,53%) 0

7.2. Reatividade de 1gG1, 1gG3 e 1gG4 ao antigeno SWAP carbonato no soro dos

individuos da populacéo de estudo

Dos 187 individuos testados, 91 foram considerados reativos para sorologia
frente ao extrato SWAP-carbonato em todas as subclasses de 1gG, apresentando 48,6
% de taxa de positividade.

A figura 7 ilustra a intensidade da reatividade de cada subclasse de IgG testada
em relacdo ao status parasitologico definido pela combinacdo de técnicas
parasitologicas como ndo infectado por helmintos parasitos, infectados ou co-
infectados por S. mansoni e infectados com outros helmintos. Foi verificado que a
reatividade relativa de I1gGl figura 7A a antigenos do SWAP-carbonato foi
estatisitcamente maior nos individuos com presencga de ovos do parasito nas fezes em
comparacdo aos que ndo eliminavam ovos (negativos). Dentre os 91 pacientes
positivos para esquistossomose, somente 18,7% ndo apresentaram reatividade para
IgG1 contra o0 antigeno; entretanto, o teste também identificou que 51 dos individuos
parasitologicamente negativos (53,12%) demostraram 1gG1l reativos ao extrato
antigenico utilizado. Entre as pessoas infectadas por outros helmintos mas sem

esquistossomose, metade (50%) reagiram no teste sorolégico.

A reatividade de 1gG3 frente ao extrato de verme adulto (SWAP-carbonato) nédo

permitiu diferenciar individuos infectados dos ndo infectados de area endemica como
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evidenciado na figura 7B. Entre os individuos que tinham ovos nas fezes, somente
quatro (4,39%) nédo apresentavam IgG3 reativo no soro, mas todos os individuos com

outras helmintoses e 85,58% dos negativos apresentaram reatividade de 19gG3.

A analise de 1gG4 figura 7C demonstrou que no grupo de positivos para
esquistossomose, 58 (63,7%) apresentaram reatividade para esta subclasse, dentre os
individuos parasitologicamente negativos 64 (66,6%) ndo apresentaram reatividade
para 1gG4. No grupo de outras infecgbes 5 individuos (71%) ndo obtiveram

reatividade soroldgica para S. mansoni.
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Figura 7. Reatividade relativa de 1gG1, 1gG3 e 1gG4 frente ao antigeno de verme adulto em
individuos residentes em uma comunidade rural de Brejo do Amparo, Januédria — MG,
classificados parasitologicamente como negativos, infectados por S. mansoni ou infectados
por outros helmintos. A identificacdo da presenga de ovos de helmintos nas fezes foi obtidas
apos o exame de 18 laminas de Kato-Katz, 2 laminas de sedimentacdo espontanea, 500mg de
fezes examinadas no Gradiente Salino e 30 g de Helmintex. No grupo de negativos (n= 95),
positivos (n= 92), outros helmintos (n=8). Valores de P < 0,05 s&o considerados estatisticos.

Entre os isotipos avaliados, a reatividade de 1gG1 foi capaz de identificar como
positivos 74 individuos (39,6% de prevaléncia). Em comparacdo com o “teste
referéncia”, este teste mostrou uma sensibilidade de 81,32% e especificidade de
46,8%, e o valor de concordancia (Kappa 0.27) que é considerado moderado, como
demonstrado na (Tabela 3). A reatividade de 1gG3 ao antigeno de S. mansoni testado
foi a que apresentou a maior sensibilidade como ferramenta de diagndstico para
esquistossomose em &rea de baixa carga parasitoldgica, identificando 87 individuos
reativos para esquistossomose (46,5% de prevaléncia). Conforme ilustrado na (Tabela
4), a reatividade de 1gG3 apresentou uma sensibilidade 95,6%, porém especificidade
de 14,5% e um valor de concordancia (Kappa 0.099) sendo considerado ruim. Baseado
na reatividade de 1gG4 53 individuos foram considerados positivos para
esquistossomose (prevaléncia de 28%). Foi verificada uma sensibilidade de 58% e

especificidade de 71%, e um valor moderado de (Kappa 0.3) (Tabela 5).
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Tabela 3 Desempenho da técnica de ELISA para deteccdo de IgG1 reativa a antigenos de S.
mansoni em comparagao com o “teste referéncia”.

Acuracia diagnostica frente a 1IgG1

Falsos negativos 17

Falsos positivos 51

Sensibilidade (IC 95%) 81.32 (72.1, 88)

Valor preditivo positivo (%) 59.2 (50.43,67.42)

Kappa (IC 95%) 0.2792 (0.1455 - 0.4129)
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Tabela 4 Desempenho da técnica de ELISA para deteccdo de 1gG3 reativa ao antigeno de S.
mansoni em comparag@o com o “teste referéncia ”.

Acuracia diagnostica frente a 1IgG3

Falsos negativos 4

Falsos positivos 82

Sensibilidade (1C 95%) 95.6 (89.24, 98.28)

Valor preditivo positivo (%) 51.48 (44,58.9)

Kappa (1C 95%) 0.09965 (0.01692 - 0.1824)
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Tabela 5 Desempenho da técnica de ELISA para deteccdo de IgG4 reativa ao antigeno de S.
mansoni em comparagdo com o “teste referéncia”.

Acurécia diagnostica frente a 19G4

Verdadeiramente positivos 53

Falsos negativos 38

Verdadeiramente negativos 64

Falsos positivos 27

Prevaléncia (%) 28

Sensibilidade (1C 95%) 58.2 (47.98, 67.84)
Especificidade (IC 95%) 71.8 (62.17,79.8)
Valor preditivo positivo (%) 66.2 (55.36, 75.6)
Valor preditivo negativo 64.4 (55.06,72.9)
Kappa (1C 95%) 0.3021 (0.1598 - 0.4444)

Com o intuito de melhor avaliar a sensibilidade do teste sorolégico na
identificacdo de individuos com baixa carga parasitaria, o grupo de pessoas infectadas
foi dividido pela carga parasitaria. A reatividade de 1gG1 frente a SWAP-carbonato foi
estatisticamente mais elevada que os negativos em todos grupos de infectados por S.
mansoni independentemente de carga figura 8A. Além disto, o teste identificou todos
os individuos que apresentaram mais de 100 ovos/g fezes, enquanto dos individuos
gue eliminanavam entre 13-99 ovos/g fezes somente 4 ndo foram reativos. Dentre os
64 individuos que eliminavam menos que 12 OPG, que consequentemente nao Sao
identificados com 2 laminas de Kato-Katz, somente 16 pessoas (25%) néo

apresentaram reatividade.
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IgG3 ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos testados como ilustado
na figura 8B, dentre os individuos negativos foram classificados corretamente apenas
14 (14,58%) ndo obtiveram reacdo no teste soroldgico. Dentre 0 grupo de positivos
que eliminavam até 12 OPG 4 (6,25%) nédo apresentaram reatividade para a subclasse,
enquanto no grupo que eliminavam entre 13-99 ovos todos apresentaram reatividade.
A anélise de pacientes que eliminavam > 100 opg revela que apenas um individuo

(7,14%) néo apresentou reatividade para IgG3.

A reatividade de 1gG4 figura 8C entre individuos infectados com diferentes
cargas parasitarias revela que somente 22 (34,4%) dos individuos que eliminavam até
12 opg ndo demonstraram reatividade. A analise do grupo que eliminava entre 13-99
ovos demonstrou que metade destes individuos foram reativos, mas cerca de 35% dos
individuos com moderada carga parasitaria (> 100 opg) ndo foram considerados
reativos para 1gG4. Diferengas estatisticamente significativas foram encontradas entre
0s grupos de negativos frente aos grupos de individuos com até 12 OPG e maiores de
100 OPG.
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Figura 8. Analise da reatividade relativa de subclasses de 1gG1, 1gG3 e 1gG4, frente a
diferentes cargas parasitarias encontradas na comunidade rural de Brejo do Amparo, distrito
de Januaria (MG). O grupo de positivos parasitologicamente foi subdividido em funcdo das
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cargas parasitarias encontradas, sendo < 12 OPG, 13-99 e > 100. Sendo no grupo de negativos
(n= 95), < 12 OPG (n= 64), 13-99 OPG (n= 13) ¢ > 100 (n= 15). Foram considerados
estatisticos os valores de P < 0,05.

Para analisar se a carga parasitaria pode interferir nos ensaios de ELISA, foram
feitas analises de correlagdo e regressao. Para tanto, os individuos positivos no “teste
referéncia” foram testados, utilizando-se 0 OPG obtido de seis laminas de Kato-Katz
frente os valores de reatividade relativa obtidos. As andlises de correlacdo e regresséo
linear demostraram que o nivel de reatividade de IgG1l apresentou baixa correlacéo
com a carga parasitaria (R= 0.34), como demonstrada na figura 9A. 1gG3 (R=0.04) e
lgG4 (R=0.11) ndo demonstraram correlacdo com a carga parasitaria, respectivamente
figura9B e C.
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Figura 9. Andlise de correlacdo e regressdo linear para verificar possivel associacdo entre
reatividade relativa das subclasses de IgGl, 1gG3 e IgG4 de individuos positivos
parasitologicamente (n= 92) frente a carga parasitaria da populacdo da comunidade rural de
Brejo do Amparo, distrito de Januéaria (MG).
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7.3. Reatividade de subclasses de 1gG (1gG1, 1gG3 e 1gG4) a SWAP-carbonato em
individuos infectados e curados.

Os individuos com ovos de S. mansoni nas fezes foram tratados e reavaliados 12
meses apds tratamento com Praziquantel. Dos 91 individuos que estavam infectados
por S. mansoni, 64 participaram do estudo apds 12 meses, sendo que 44 (68,75%)
continuaram parasitologicamente negativos e 20 (31,25%) se reinfectaram no periodo.
A avaliagdo da resposta humoral no soro dos individuos que permaneceram sem
infeccdo por 12 meses revelou que, apesar de muitos individuos apresentaram
reatividade de IgG1 diminuida em relacdo ao tempo inicial, a maioria demonstraram
aumento significativo (*) do nivel de reatividade de IgG1 (P= 0,0196) um ano apds o
tratamento figura 10A. A reatividade de 1gG3 demonstrada na figura 10B e de IgG4
figura 10C a antigenos de SWAP-carbonato nos individuos que foram tratados,
curados e permaneceram sem infeccdo por 1 ano obtiveram varia¢@es individuais, mas
0s grupos apresentaram reducdo significativa de reatividade, com mediana abaixo da

linha de positividade ao final do periodo.



73

IgG1

*k*k

12 meses

eAlle[oY apepIAlesy

T
o —l i

Tempo zero

m

12 meses

T
o — -

eAlfe|oy apepIiAlesy

Tempo zero

O

12 meses

T
o —l i

eAle|aY apepiAlesy

Tempo zero



74

Figura 10. Evolucdo da resposta humoral das subclasses 1gG1, 1gG3 e 1gG4 em
individuos tratados e curados por um ano, nos soros dos individuos da comunidade rural de
Brejo do Amparo, distrito de Januaria (MG). Foram utilizados as reatividades relativas de
todos os individuos que se encaixaram nesta selecdo (n= 42). A linha vermelha representa o

cut off e a roxa demonstra a mediana do grupo.

7.4. Analise do perfil eletroforético do extrato antigénico total de verme adulto de

S. mansoni extraido em tampao carbonato

O perfil eletroforetico do extrato antigenico proteico de verme adulto (SWAP-
carbonato), ilustrado na figura 11, revela grande diversidade de proteinas, com
inimeras bandas proteicas, variando de peso molecular superiores a 220KDa até
inferiores a 12KDa. A analise do gel demonstra a existéncia de 6 bandas proeminentes
nas faixas de 70KDa, bem como 67, 49, 42, 33 e 18, sendo que esta faixa possui 0

maior nimero de bandas componentes do antigeno SWAP carbonato.
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(KDa)

Figura 11. Verificacdo do perfil eletroforético do extrato antigénico SWAP-carbonato em gel
de poliacriladima 10% corado pela coloracéo rapida de prata.

7.5. Avaliacdo das bandas reativas especificas para o diagnéstico de S. mansoni

Para analisar as principais proteinas do extrato SWAP-carbonato reconhecidas
por 1gG1 e IgG4 presentes em soros dos residentes de Brejo do Amparo foi realizada a
técnica de Wester Blot. Como ilustrado na figura 12, foi verificado bandas de
reatividade contra 1gG1 na faixa de 60 e 100kDa com soro de todos os individuos
testados, independente da infeccdo por S. mansoni. Também foi observado que IgG1
do soro de individuos infectados com alta carga, curados e reinfectados reagem a um
conjunto de proteinas com peso molecular entre 150-180 kDa, que ndo estdo presentes

nos grupos de negativos. Este conjunto de proteinas também foram reconhecidos com
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menor intensidade por individuos infectados por S. mansoni com baixa carga
parasitaria, mas também no soro de individuos por outros helmintos. IgG1 do soro de
individuos infectados com alta carga parasitaria e os re-infectados também apresentam
reatividade a proteinas de aproximadamente 30 e 58 kDa, enquanto que IgG1 do soro
de individuos curados reagiram com proteinas de aproximadamente 15 e 75k,Da que

ndo estdo evidenciadas em outros grupos.

A reatividade de 1gG4 do soro de individuos residentes em Brejo do Amparo
com diferentes status parasitologicos encontra-se ilustrada na figura 13. 1gG4 do soro
dos individuos testados reconhecem com pouca intensidade proteinas de
aproximadamente 45 kDa, independentemente de estarem infectados com S. mansoni.
Entretanto, proteinas na faixa de 100 kDa e entre 150-180 kDa foram especificamente
reveladas por soro de individuos infectados ou reinfectados por S. mansoni, sendo de
menor intensidade em individuos infectados com baixa carga parasitaria e mais intensa
no grupo de reinfectados. Também é possivel observar que o grupo de individuos
reinfectados apresentam mais duas bandas imunogénicas quando comparado aos

outros grupos, com reatividade em aproximadamente 33 e 65KDa.
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Figura 12. Identificacdo das principais proteinas do antigeno SWAP-carbonato de
reconhecimento frente & subclasse IgG1 utilizando o antigeno SWAP-carbonato (1mg). Foram
testados pools de soros de individuos (1) positivos para S. mansoni com > 100 OPG (n=5),
(2) negativos para qualquer parasitose (n= 10), (3) infectados por S. mansoni com < 100 OPG
baixa carga (n= 10), (4) curados ha um ano (n= 10), (5) infectados com outros helmintos (n=
10), (6) reinfectados (n= 10) e (7) branco controle (sem soro).
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Figura 13. Identificacdo das principais proteinas do antigeno SWAP-carbonato (1mg) de
reconhecimento frente a subclasse 1gG4 utilizando o antigeno SWAP-carbonato. Foram
testados pools soro de individuos (1) positivos para S. mansoni com > 100 OPG (n=5), (2)
negativos para qualquer parasitose (n= 10), (3) infectados por S. mansoni com < 100 OPG
baixa carga (n= 10), (4) curados had um ano (n= 10), (5) infectados com outros helmintos (n=
10), (6) reinfectados (n= 10) e (7) branco controle (sem soro).
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8. DISCUSSAO

A esquistossomose € uma doenga cronica e debilitante de grande impacto na
salude publica, sendo que o sucesso das estratégias de controle depende da
identificacdo correta dos individuos infectados. Varios estudos demonstram que o
exame coproscopico utilizando a técnica de Kato-Katz como ferramenta de
diagnostico, que é a técnica recomendado pela Organizagdo Mundial de Salide, néo é
suficientemente sensivel para detectar individuos infectados com baixa carga
parasitaria, que é a situacao das endémicas do Brasil (DE VLAS & GRYSSELS, 1992;
BERHE et al.,2004; OLIVEIRA et at., 2018; SILVA-MORAES et al., 2019).
BARRETO et al (1990), RABELO (1994), SIQUEIRA et al (2011) e SILVA-
MORAES et al., (2019). Desta forma faz-se necessario o desenvolvimento e validacdo
de ferramentas mais sensiveis de diagnostico da esquistossomose que permita atingir o
controle da transmissdo desta helmintose nas areas endémicas, que € a atual meta da
OMS que visa o desenvolvimento de acdes para a eliminagdo da esquistossomose,
baseados em diagndstico e tratamento dos infectados. Técnicas que visam o
imunodiagndstico da esquistossomose, incluindo a utilizacdo de ensaios
imonoenzimaticos (ELISA), podem ser uma alternativa para esta situacdo, visto que as
infecgcdes por Schistosoma sdo altamente imunogénicas, e a presenca de anticorpos
anti-Schistosoma ou a resposta imunologica mediada por células é facilmente
demonstrada em individuos infectados (DOENHOFF et al., 2004). A maioria dos
testes de ELISA avaliados até o0 momento utilizam extrato bruto de verme ou ovo do
parasito para detectar a reatividade de IgM ou 1gG nos individuos e comparam o
resultado obtido com os dados parasitolégicos ja definidos como pouco sensiveis e
concluem que estes ensaios, apesar de sensiveis sdo pouco especificos (RABELLO et
al., 2008; CAVALCANTI et al, 2013). Na tentativa de contribuir para uma avaliacao
mais adequada da acuracia diagnoéstica de testes soroldgicos baseados em ELISA, o
presente estudo utilizou, como antigeno, o extrato de verme adulto utilizado em
intradermoreacdo, que ainda ndo havia sido testado em testes imunoenzimaético, e
escolheu avaliar a reatividade de diferentes subclasses de IgG. Outra importante
caracteristica do estudo foi que a validacdo diagndstica realizada avaliou uma
populacdo de area endemica, e ndo colecdo de soros de individuos com diagndstico
bem definido, cuja populacdo apresentava baixa carga parasitaria e frequentes
reinfeccdes e a confirmacao do status parasitologico foi realizada por uma combinagéo

de testes parasitoldgicos, a citar: 18 laminas de Kato-Katz, gradiente salino e
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Helmintex, permitindo identificar individuos com baixa carga parasitaria (OLIVEIRA
et al., 2018).

Neste trabalho, foi verificado que o ELISA SWAP-carbonato anti-lgG1
conseguiu diagnosticar corretamente 74, dos 91 individuos, que possuiam infeccao
ativa para S. mansoni, possuindo a melhor sensibilidade dentre as subclasses testadas.
Entretanto, esta imunoglobulina apresentou baixa especificidade (sensibilidade
81,32%, especificidade 46,88% e kappa 0,27) e a presenca de 1gG1 reativo ao parasito
permaneceu elevada mesmo ap6s um ano da cura parasitologica. Nossos dados
também revelam que IgG3 foi reativo no soro de 87, dos 91 individuos infectados
(sensibilidade de 95,6%,); entretanto esta subclasse teve reatividade elevada em
praticamente todos os grupos de individuos, independente do seu status parasitoldgico,
obtendo a pior acuracia diagnostica (especificidade de 14,5% e kappa 0,09),
demonstrando que esta subclasse ndo é capaz de diferenciar os individuos negativos
dos positivos. A subclasse 1gG4 apresentou a melhor especificidade diagnostica,
identificando corretamente 53 individuos que possuiam infeccdo ativa por S. mansoni
apresentando sensibilidade de 58,2%, especificidade 71,8% e a melhor concordancia
entre os testes parasitologicos e soroldgicos com kappa moderado 0,30. Variagdo da
reatividade de diferentes subclasses de IgG durante a infec¢do por Schistosoma foi
também relatada por BOCTOR et al., (1990) em soros de uma populacdo de area
endémica no Egito. Neste estudo os autores relataram que dentre as subclasses de 1gG
(1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4), 1gG1 e IgG3 eram as subclasses mais abundantes nos
soros de individuos infectados, enquanto IgG4 apresentou as menores reacoes.
Entretanto, estas variagbes ndo foram relacionadas com diagndstico. Outros estudos de
base populacional também foram realizados com o intuito de testar a eficacia da
sorologia como ferramenta de diagnostico para infeccdo por S. mansoni. FROTA et
al., (2010) realizaram um estudo de comparacdo diagndstica entre reatividade de 1gG
aos antigenos de ovo de S. mansoni (SEA) e o0 método Kato-Katz na comunidade rural
de Caititu no Estado do Ceara, com populagdo estimada de 317 habitantes, dos quais
305 individuos participaram do estudo. Em uma primeira analise, onde foram
comparados os resultados de trés laminas de Kato-Katz com a sorologia, foi verificado
que 85 individuos reativos soroldégicamaente eram parasitologicamente negativos;
entretanto, ao se aumentar o numero de l&minas examinadas nestes individuos
sorologicamente positivos todos apresentaram ovos nas fezes. Os autores concluiram

que nesta area a sorologia teve sensibilidade de 100% e especificidade 72,9%.
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Também foram avaliados neste estudo a infecgdo por outras espécies de helmintos
como Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides e ancilostomideos. Posteriormente,
GONCALVES et al., (2006) realizou um estudo conduzido em Paracambi (RJ)
realizou trés coletas de material fecal em dias alternados para confeccionar 6 laminas
de Kato-Katz duas por amostra, sendo incluidos 269 individuos. Foi verificado que 17
(6,7%) individuos foram considerados parasitologicamente positivos por apresentarem
ovos de S. mansoni nas fazes. Todos os individuos positivos apresentavam baixa carga
parasitaria, sendo a média total de 5,5 OPG. Nesta populacdo, 128 (48%) individuos
foram reativos soroldgicamente para IgG, uma prevaléncia estimada que foi cerca de 7
vezes maior que a obida com os exames de fezes. Esta discrepancia entre as técnicas
ndo € bem elucidada, podendo estar associada a uma reacgdo inespecifica da sorologia,
por uma resposta subestimada da técnica de Kato-Katz na populacdo de baixa carga
parasitaria ou memoria imunolégica.

Mais recentemente, GRENFELL et al.,, (2013) conduziram um estudo nas
comunidades rurais de Buriti Seco e Morro Grande, no municipio de Montes Claros -
Minas Gerais, onde 40 individuos, com idades variando de 28-64 anos, participaram
do estudo e os autores incluiram mais 20 soros de individuos negativos, com sexo e
idade pareados, como controle. Foram realizadas quatro coletas para material fecal em
dias consecutivos e uma amostra de sangue para obtencdo de soro. As fezes foram
processadas para confeccdo de 18 laminas de Kato-Katz e as amostras de soros
testados pela técnica de ELISA IgG, utilizando aos antigenos SEA e SWAP. Foi
observado que SEA obteve sensibilidade de 85%, especificidade 80% e kappa 0,75 e o
antigeno SWAP 90% de sensibilidade e especificidade, possuindo kappa de 0,85,
considerado excelente. Apesar da excelente acurcia obtida com o teste sorologico
utilizado neste estudo, é importante salientar que os individuos negativos foram
selecionados fora da area endémica.

Nossos dados também revelaram que, apesar do aumento da sensibilidade dos
testes soroldgicos em relagcdo a técnica de Kato-Katz, ainda foi verificado que 17
individuos infectados foram néo reativos para 1gG1, 4 foram ndo reativos para IgG3 e
38 ndo reativos para 1gG4, e estes individuos apresentam geralmente baixa carga
parasitaria.

Para melhor caracterizar os individuos que ndo apresentaram ovos nas fezes,
mas foram reativos na sorologia, foi avaliado a taxa de infec¢do por outros helmintos,

a taxa de reinfec¢do na populacdo de estudo e a permanencia de anticorpos reativos
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um ano apos o tratamento. Entre os 187 individuos de distrito de Brejo do Amparo
avaliados menos que 6% apresentaram outras helmintoses, assim reagdo cruzada com
outros helmintos ndo justifica a taxa de reatividade encontrada nos individuos
definidos como ndo infectados neste estudo. Entretanto, entre os poucos individuos
com outras helmintoses, mas sem infeccdo por S. mansoni, IgG1 reagiu com 50%
deles, enquanto a reatividade de 1gG4 foi mais especifica neste grupo. Por outro lado,
a area avaliada tem alta taxa de reinfeccdo, sendo verificado que entre os individuos
tratados e curados avaliados neste estudo mais de 31% se reinfectou em um periodo de
um ano. Assim é possivel que alguns individuos reativos do grupo negativo estivessem
em periodo pré-patente de infec¢do. Dos 96 individuos negativos no tempo zero, 15 se
apresentaram infectados no tempo 12 meses, destes 11 apresentaram reatividade para
IgG1 inicialmente, 1gG3 apresentou reatividade para 14 individuos e 19G4
demonstrou reacdo para 13 pessoas, sugerindo que a técnica de ELISA possa ter
identificado individuos em periodo pré-patente de infecgdo. Outra possibilidade para
justificar a reatividade observada no grupo de individuos reativos, mas negativos para
ovos nas fezes seria a permanéncia destes anticorpos apds a cura parasitolégica.
SILVA-MORAES et al, (2019) demonstraram que individuos negativos
parasitoldgicamente podem variar a resposta de anticorpos para S. mansoni, onde 0s
individuos negativos de area endémica sdo mais reativos que os de area ndo endémica.
RABELLO et al., (1995) acompanharam por 2 anos 25 individuos parasitologicamente
diagnosticados com esquistossomose gque foram tratados; do total de pacientes apenas
72% apresentaram cura parasitologica. Os niveis de 1gG foram mensurados em
diferentes tempos: tempo zero (pré-tratamento), aos dois meses, 6 e 24 meses apos
tratamento. A diminuicdo dos niveis de anticorpos 1gG na maior parte dos individuos
foi observada somente 24 meses ap6s o tratamento, ndo sendo observada diferenca
entre os tempos dois e 6 meses.

No presente estudo, verificamos que IgG1l permanece elevada apos 1 ano de
tratamento, mas 1gG3 e IgG4 apresentam reducdo significativa, podendo assim
representar melhor infecgdes ativas. A reducdo seletiva de alguns isotipos de
anticorpos especificos apds o tratamento também foi relatada por BOCTOR et al.,
(1990) realizando analise cinética de subclasses de 1gG em soro de pacientes curados
(quatro semanas, 6 semanas e 12 semanas) apos tratamento. Os autores demonstaram
que dentre as trés subclasses IgG1, 1gG3 e 1gG4, os isotipos IgG1l, 1gG3 obtiveram

aumento de reacao apos o tratamento, com leve diminui¢do dos anticorpos apos 6 e 12
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semanas, enquanto IgG4 que obteve uma queda mais acentuada sendo estatisticamente
significativa.

A avaliacdo de correlacdo entre carga parasitaria e niveis das subclasses de
IgG1, 1gG3 e 1gG4 foi realizada, demonstrando que a reatividade 1gG1 possui fraca
correlacdo entre carga parasitaria e reatividade R= 0,34, enquanto 1gG3 e 1gG4 néo
demonstraram correlacdo. GRENFELL et al., (2012) demonstrou através de modelos
murinos, correlacdes positivas entre os niveis de 1gG e numero de vermes recuperados
atraves da perfusdo do sistema porta. Entretanto, estudos populacionais utilizando
antigenos de ovos de S. mansoni ndo apresentaram correlacdo positiva entre niveis de
anticorpos IgG total e carga parasitaria, especialmente individuos com baixa carga
parasitaria residentes em areas endémicas (NEGRAO-CORREA et al., 2014; SILVA-
MORAES et al., 2019).

O perfil eletroforético do antigeno SWAP carbonato demonstrou um expressivo
nimero de bandas constituintes desde superiores a 220KDa a inferiores de 12kDa,
onde a maior quantidade de bandas foi observada entre as faixas de 80-15kDa. A
identificacdo de bandas reativas para as subclasses IgG1l e 1gG4 no pool de soro de
individuos com diferentes status parasitarios revela que IgG1 reage contra uma banda
especifica para a infeccdo por S. mansoni na faixa de aproximadamente 57kDa
presente em grupos de infectados com alta carga e dos reinfectados. 1gG4 apresentou
uma resposta mais especifica a infeccdo ativa por S. mansoni, onde 0s grupos de
infectados com alta carga e reinfectados obtiveram os maiores numeros de bandas
reativas que foram especificas para infeccdo, especialmente proteinas de
aproximadamente 60kDa, 47kDa e 33KDa. Na faixa de 220-100kDa, € possivel
visualizar duas bandas reativas que demonstraram a maior especificidade no
diagnostico da infeccdo ativa por S. mansoni se mostrando antigénicas
independentemente da carga parasitaria, que podem ser futuramente exploradas para
desenvolvimento de testes imunologicos mais especificos e que identifique baixa carga
parasitaria.

Trabalhos que visam identificar biomarcadores antigénicos especificos para infeccéo
ativa por S. mansoni demonstraram através da técnica de eletroforese 1D utilizando-se
0 extrato SWAP fosfato a presenca de uma banda especifica de 22kDa em soros de
coelhos infectados (DUNNE et al., 1997). Em populagédo humana, SULAHIAN et al.,
(2005) investigando o perfil de reconhecimento para 58 individuos infectados por S.

mansoni utilizando-se da técnica de eletroforese 1D demonstrou seis bandas reativas
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especificas nos soros de individuos infectados nas faixas de 120, 110, 95, 80, 70 e
6kKDa. VALLI et al., (1999) utilizando a técnica de imunoblot frente ao extrato
antigénico SWAP extraido em tampéo fosfato em soros de individuos com diferentes
perfis parasitoldgicos, demonstrou o reconhecimento de um banda na altura de 30
KDa, que se referem as proteinas Sm31/32, principalmente, em individuos de fase
aguda, neste trabalho, as analises de IgG1 e IgG4 demonstraram o reconhecimento de
uma banda na faixa de 30 KDa, onde as duas imunoglobulinas reconheceram esta
banda em individuos infectados com > 100 OPG, adicionalmente 1gG4 tambem
reconheceu esta banda em individuos reinfectados, sugerindo a possibilidade desta
banda ser utilizada para identificar individuos com altas cargas parasitarias ou em
reinfeccdo. A técnica de eletroforese 2D tem sido empregada em estudos recentes na
tentativa de buscar alvos diagnésticos ainda mais especificos para a infeccdo por
Schistosoma SILVA-MORAES et al.,(2019) utilizando pools de soros de pacientes
infectados e ndo infectados por S. mansoni em area endémica de Minas Gerais com
baixa carga parasitaria detectaram uma proteina na faixa de 43kDa que demonstrou
bom desempenho no diagndstico de individuos infectados, entretanto, a proteina
apresentou reatividade em grande parte dos individuos negativos de &rea endémica,
demonstrando a necessidade de investimentos na busca de novos antigenos com

potencial uso no diagnostico da esquistossomose mansoni.
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9. CONCLUSAO

Pode-se concluir que dentre as subclasses de 1gG avaliadas (IgG1, 1gG3 e 1gG4),
IgG3 apesar de apresentar a maior sensibilidade possuiu a pior acuracia diagnostica,
ndo sendo capaz de diferenciar individuos positivos e negativos, 1gG1 apresentou boa
sensibilidade de 85% sendo a imunoglobulina mais sensivel para detectar a infeccao
ativa por S. mansoni, sendo capaz de diagnosticar todos os individuos que possuiam
ao menos 100 OPG e 75% dos individuos que possuiam baixa carga parasitaria < 12
OPG entretanto apresentou baixa especificidade 46,88%, esta subclasse um ano apds
tratamento demonstrou aumento de reatividade frente o extrato SWAP-carbonato.
lgG4 apresentou menor sensibilidade 58,2% diagnosticando corretamente 53
individuos, entretanto foi a subclasse que apresentou a melhor especificidade 71,8% e
melhor valor de concordancia entre os testes (kappa= 0,30), este isotipo também
demonstrou elevada queda de reatividade ap6s um ano de tratamento. As analises de
western blot demonstraram que 1gG4 foi a subclasse mais sensivel para a identificacdo
de bandas reativas especificas para a infecgdo ativa por S. mansoni. Individuos
infectados com alta e baixa carga parasitaria bem como reinfectados demonstraram o
reconhecimento de um conjunto de proteinas de alto peso molecular (150-200KDa)
estando presente independente da carga parasitaria. Os dados demonstram a
possibilidade da realizacdo de um teste diagnostico que baseia-se na reatividade de
isotipos de 1gG, sendo mais sensivel para o diagnostico em individuos residentes de
areas de baixa transmissdo da esquistossomose e que possuam baixas cargas

parasitarias.
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10. ANEXO
10.1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participantes maiores de 18 anos
Convite para participar

VOcC§,

__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 ouga atentamente as informacdes a seguir antes de dar o seu consentimento.
Informagdes sobre o Estudo

O projeto em andamento serd realizado no Municipio de Januéria e Montes Claros,
Minas Gerais onde serd 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 sera conduzida em cumprimento total das exigéncias contidas na Resolucao
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 diagndstico 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’4gua) ¢ uma doenca que se adquire no contato com aguas que contém

caramujos infectados. As pessoas que sao diagnosticadas podem ser tratadas e curadas,
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mas o diagndstico das pessoas com baixa carga parasitaria € dificil e sem o tratamento
alguns casos da xistose podem produzir alteragcbes no figado e sangramentos (no

vomito e nas fezes).

Ao concordar com a participacdo vocé deverd 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 de outros vermes e no sangue

de outras doencas que possam interferir na gravidade da esquistossomose.
Riscos e Beneficios

Os beneficios provenientes da participacdo consistem na geracdo de novos
conhecimentos para embasar as ac0es de prevencédo 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 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 estd no momento da coleta de sangue.
Confidencialidade

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

forma de identificagdo individual.

Informagdes adicionais
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Vocé também pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessérias, assim como
recorrer a seu médico ou agente de salde para maiores informacdes, se assim
entender. A participacdo € 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 colaboragéo e participagéo nesta pesquisa no momento em que desejar,
sem necessidade de qualquer explicacdo. A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a
sua saude ou bem estar fisico. N&o viré interferir no atendimento e na assisténcia a ser

prestada em caso de necessidade.
Consentimento

Declaro que li e entendi as informacGes relativas a este estudo. Fui informado que
assinarei duas vias do consentimento e que uma delas ficara em meu poder. Concordo

com a minha participacdo voluntéria nesta pesquisa.

Impressio
Nome do Responsavel: Digital
Assinatura do Responsavel: (opcional)
Assinatura do Entrevistador:

Data: ___ de de 20 .

ENDERECO E TELEFONE DOS PESQUISADORES Para informacdes 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 Antdnio 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, Laboratorio
de Esquistossomose, Rodovia BR 316 — km 07, SN°; Bairro Levilandia, CEP 67030-
000, Ananindeua-PA Tel.: (91)3214-2149 ; E-mail: martinenk@iec.pa.gov.br
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Para informagcdes éticas do estudo, vocé podera contatar o Comité de Etica da CPgRR
(Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do Centro de Pesquisas René
Rachou - FIOCRUZ). Endereco: Av. Augusto de Lima, n® 1715 — Bairro Barro Preto/
Belo Horizonte — MG. Cep: 30190-002. Tel.: (31) 3349 7825 Email: cepsh-
cparr@cparr.fiocruz.br.

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 transmisséo e identificacdo de marcadores de morbidade

em areas com cenarios ecoepidemioldgicos distintos.”

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

consentimento ou assentimento.


mailto:cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br
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Informagdes sobre o Estudo

O projeto em andamento sera realizado nos Municipios de Januaria e Montes Claros,
Minas Gerais onde serd 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 Pard, onde o estudo sera
conduzido por pesquisadores do Instituto Evandro Chagas, Ministério de Saude. A
pesquisa sera conduzida em cumprimento total das exigéncias contidas na Resolucao
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 diagnéstico 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 Xxistose 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 alteragfes 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
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
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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 educacéo sanitaria com o objetivo de evitar a transmissao
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 serd realizada por
profissionais especializados em local adequado e utilizando material descartavel,
evitando problemas de contaminacdo. Os efeitos colaterais dos medicamentos sao
poucos e largamente compensados pelos beneficios do tratamento e da cura das

verminoses esta no momento da coleta de sangue.
Confidencialidade

Toda informacgdo pessoal obtida nesta pesquisa € considerada confidencial e a
identificacdo de seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade serd& 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,
graficos 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 informagdes, se assim entender. A
participacdo € totalmente voluntaria e vocé e seu filho(@) ou menor sob sua
responsabilidade poderdo se recusar a participar do estudo sem qualquer prejuizo
pessoal para ambos. VVocé e seu filho (a) ou menor sob sua responsabilidade tém a
liberdade de desistir ou de interromper a colaboragéo e participacdo nesta pesquisa no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagdo. A desisténcia ndo
causara nenhum prejuizo a saude ou bem estar fisico do seu filho ou menor sob sua
responsabilidade. N&do vira interferir no atendimento e na assisténcia a ser prestada em

caso de necessidade.
Consentimento e Assentimento

Declaro que li e entendi as informacgGes relativas a este estudo. Fui informado que
assinarei duas vias do consentimento e que uma delas ficard em meu poder. Concordo

com a minha participacdo voluntaria nesta pesquisa.
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Impressio
Nome do Responsivel: Digital
Assinatura do Responsavel: (opcional)
Assinatura do Entrevistador:

Data: ___ de de 20 .

ENDERECO E TELEFONE DOS PESQUISADORES

Para informagdes adicionais sobre este estudo, vocé poderd 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: coelhnopm@cpqrr.fiocruz.br

Dr. Stefan Michael Geiger Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de
Parasitologia/ICB, Bloco L4, Sala 168; Avenida Antdnio 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 Salde, Laboratorio
de Esquistossomose, Rodovia BR 316 — km 07, SN°; Bairro Levilandia, CEP 67030-
000, Ananindeua-PA Tel.: (91)3214-2149 ; E-mail: martinenk@iec.pa.gov.br

Para informagc®es 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). Endereco: Av. Augusto de Lima, n® 1715 — Bairro Barro Preto/
Belo Horizonte — MG. Cep: 30190-002. Tel.: (31) 3349 7825 Email: cepsh-
cparr@cparr.fiocruz.br
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