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RESUMO

A esquistossomose mansonica é uma doenga de curso cronico, sendo seu causador 0 parasito
Schistosoma mansoni, e a exposi¢do continua e prolongada aos antigenos de Schistosoma
mansoni, resulta em um desvio da resposta imune. O diagndstico é realizado por meio do
método de Kato-Katz, porém, o método apresenta pouca acuracia em areas de baixa
endémicidade. Levando-se em conta tais fatores, o objetivo do presente trabalho é caracterizar
o perfil de citocinas e quimiocinas e buscar marcadores imunologicos da infeccdo, que
indiguem a presenca do Schistosoma mansoni em individuos com carga parasitaria
extremamente baixa, que obtiveram positividade para esquistossomose nos métodos de
Gradiente Salino e/ou Helmintex®, comparando-os com individuos positivos no método de
Kato-Katz e individuos, que por vezes foram diagnosticados, negativos nos testes
parasitologicos de fezes. No Norte de Minas Gerais, Municipio de Januaria, 197 moradores da
zona rural de Brejo do Amparo foram examinados por diferentes métodos parasitologicos.
Dentre esses individuos, foram obtidas amostras de sangue de 174 moradores para a avaliagdo
de marcadores imunolégicos. Foram dosados por ELISA, marcadores imunoldgicos tipo 1
(IL-1B, IL-6, TNF-a, 1L-27, CXCL10), marcadores tipo 2 (CCL11, CCL17, IL-5 e IL-13)
marcadores Th17 (IL-17) e de regulacdo ( IL-10). Os resultados mostraram que no pré-
tratamento, individuos com carga parasitaria extremamente baixa apresentaram concentraces
elevadas do marcador tipo 1, IL-6 no sangue periférico, mostrando que 0 grupo possui um
processo inflamatoério ativo. Quimiocinas como marcadores de resposta imune do tipo 1
(CXCL10) ou do tipo 2 (CCL11 e CCL17), foram detectadas indiferentemente nos quatro
grupos analisados, indicando que ndo ha explicita modulacdo da resposta no sangue
periférico. O marcador regulatério IL-10 apresentou concentracdo minima e indiferenca
entre os grupos. Em relacdo ao pds—tratamento, observou-se apenas o aumento da quimiocina
CCL11, com diferenca significativa, em todos os grupos analisados. Em geral, individuos
infectados apresentaram uma tendéncia de diminuicdo de marcadores de inflamagéao do tipo 1

e um aumento de marcadores do tipo 2, que poderiam ser benéficos em caso de reinfecgao.

Palavras-chaves: Schistosoma mansoni; carga parasitaria baixa; marcadores imunologicos;

citocinas; quimiocinas.



ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni is a chronic disease and the prolonged and continuous exposure to
Schistosoma mansoni antigens results in a deviation of the immune response. For the
diagnosis in low endemicity areas, the Kato-Katz method is commonly applied, however, this
method has low accuracy. This study aimed to characterize the cytokine and chemokine
profile in individuals with extremely low parasite load, who were diagnosed positive with the
saline gradient and/or Helmintex® methods, and compare the immunological profile with
individuals diagnosed by the Kato-Katz method and with individuals repetitively negative by
different stool exams. In the Municipality of Januaria, Northern Minas Gerais, 197 residents
from the rural area of Brejo do Amparo were examined by different parasitological methods.
Among these individuals, blood samples of 174 residents were obtained for assessment of
immunological markers, using commercially available sandwich ELISAs for the following
markers: type 1 immune response (IL-1B, IL-6, TNF-q, IL-27, CXCL10), type 2 (CCL11,
CCL17, IL-5 and IL-13), inflammatory Th17 (IL-17) and regulatory response (IL-10). The
results showed that before treatment, individuals with extremely low parasitic load exhibited
elevated concentrations of the type 1 marker IL-6 in the peripheral blood, indicating an active
inflammatory process in this group. Chemokines, such as type 1 (CXCL10) or type 2 (CCL11
and CCL17) immune response markers were detected indifferently in the four analyzed
groups. Therefore, an explicit immune modulation was not observed in the peripheral blood.
Also, the concentrations of IL-10 as a regulatory marker were minimal and indifferent among
groups. At post-treatment, an increase in CCL11 chemokine concentration was observed in all
groups, when compared with pre-treatment levels. In general, infected individuals presented a
tendency to decrease the type 1 inflammation markers after treatment and increase type 2

markers, which could be beneficial in case of reinfection.

Keywords: Schistosoma mansoni; low parasite load; immunological markers; cytokines;

chemokines.
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1. INTRODUCAO

1.1. Esquistossomose no mundo

A Esquistossomose € uma doenca causada por trematddeos do género Schistosoma,
sendo considerada uma doenca de curso cronico, que acomete mais de 200 milhdes de pessoas
pelo mundo, sendo encontrada em 78 paises, distribuidos no continente Americano, na
Ameérica do Sul e do Norte (ocorrendo especificamente na Regido do Caribe), no continente
Africano e Asiatico. Aproximadamente 85% dos casos sdo encontrados no continente
Africano, principalmente na Regido Subsaariana (Taylor et al., 2006).

Nas areas chamadas de regides tropicais e subtropicais sdo encontradas seis espécies
de Schistosoma: Schistosoma mansoni, Schistosoma intercalatum, Schistosoma malayensis
Schistosoma japonicum, Schistosoma mekongi e Schistosoma haematobium (Noya et al.,
2015). Das espécies citadas acima, trés possuem importancia epidemioldgica, Schistosoma
haematobium, Schistosoma japonicum e Schistosoma mansoni.

A espécie Schistosoma haematobium, é causador da doenca esquistossomose
urogenital, cujo parasito esté localizado nos ramos pélvicos do plexo venoso da bexiga de seu
hospedeiro definitivo, os ovos séo eliminados pela urina, levando assim, a lesdes do tecido,
tornando a urina sanguinolenta. E um parasito encontrado no territorio Africano, nas regides
do Egito e no Oriente Médio. O hospedeiro intermediario € o molusco do género Bulinus
(Chitsulo et al., 2000; Gryseels et al., 2006). A espécie Schistosoma japonicum, causa a
doenca esquistossomose asiatica, cujo o verme adulto, estd localizado no sistema porta
hepatico e seus ovos sdo eliminados nas fezes. O parasito é encontrado no Continente
Asiatico, tendo como hospedeiro intermediario 0 molusco do género Oncomelania (Gryseels
et al., 2006). Ja espécie Schistosoma mansoni, foco do estudo, é encontrado na América do
Sul, na Regido do Caribe na América do Norte, e no Continente Africano, sendo a Unica
espécie encontrada no Brasil. No hospedeiro definitivo os vermes adultos localizam-se no
sistema porta- hepatico, onde acontece o acasalamento com subsequente migracao dos vermes
adultos para as veias mesentéricas inferiores, onde ocorre a eliminagdo dos ovos, que chegam
ao ambiente externo junto a excrecdo fecal. Seu hospedeiro intermediario é o molusco do
género Biomphalaria (Gryseels et al., 2006). As outras espécies de Schistosoma, apresentam
transmissdo associada a focos limitados, sendo assim, ha menor importancia epidemioldgica.
A distribuicdo global da esquistossomose esta exposta na figura 1. (WHO, 2002; Van Der
Werf et al., 2003; Weerakoon et al., 2015).
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Figura 1 — Distribuicao global da Esquistossomose
Fonte: Weerakoon et al. (2015)

1.2. Esquistossomose no Brasil

A esquistossomose foi introduzida na América no periodo colonial entre os anos de
1550 e 1850, por conta da entrada de imigrantes e o trafico de escravos africanos infectados
com o Schistosoma mansoni. As condi¢cbes ambientais favoraveis e a susceptibilidade de
alguns planorbideos ao parasito, foi fundamental para a instalagdo da doenca no Brasil
(Morgan et al., 2001).

No Brasil, a esquistossomose é um problema de salde publica, com aproximadamente
25 milhdes de pessoas, vivendo em areas de risco de infeccdo (Ministério da Saude, 2014) e
com estimativas de 1,5 milhGes de pessoas infectadas (Noya et al., 2015).

Vérios fatores contribuem para a expansdo da esquistossomose no Brasil: o clima
tropical (condicdo ideal para a transmissdo da doenca), a falta de saneamento basico (que
levam os dejetos do hospedeiro definitivo a serem eliminados in natura no meio ambiente),
contaminacdo dos criadouros de caramujos por dejetos do hospedeiro definitivo, contendo
ovos do parasito, resisténcia dos caramujos as condi¢cdes ambientais adversas, insciéncia das
populacBes que vivem em areas de riscos quanto ao parasito e a sua profilaxia (falta de
educacdao sanitaria), migracOes internas de pessoas que vivem em &reas endémicas para areas

isentas da doenca levando a manutencao da esquistossomose (Ministério da Saude, 2014).
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Um dos principais avancos no controle da esquistossomose na década de 1980, foi a
implementacdo do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) no Brasil, seguindo as
recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2002), contendo acbes de
diagnostico, promogdo da educacdo para a saude e tratamento de pessoas infectadas, com o
uso de métodos estratégicos, com exames parasitologicos de fezes e posterior tratamento
quimioterapico individual ou em massa com o praziquantel (Ministério da Saude, 2010). O
praziquantel € o remédio de escolha para tratamento contra 0 S.mansoni e outros helmintos, o
mecanismo de defesa do quimioterapico ¢ a paralisacdo dos vermes por inibicdo dos canais de
calcio, lesBes no tegumento e atua também no sistema excretor do parasito (Oliveira et al.,
2006; Couto et al., 2010).

Segundo WHO (2012), as estratégias de controle sdo dependentes da prevaléncia da
esquistossomose mansonica em cada area (2012), sendo as areas categorizadas de acordo
com as seguintes prevaléncias: de alto risco, de risco moderado e de baixo risco. Areas de alto
risco apresentam prevaléncia > 50 %, sendo a estratégia de controle o tratamento de toda a
populacdo em risco. Areas de risco moderado apresentam uma prevaléncia > 20% e <50%,
com uma estratégia de acdo voltada para o tratamento de todas as criancas em idade escolar,
ocorrendo o tratamento periddico de dois em dois anos, além de realizar tratamento dos
adultos em risco. Ja as areas de baixo risco possuem prevaléncia < 10%, com uma estratégia

de controle voltada para o tratamento de todos o0s pacientes positivos.

No Brasil, as estratégias de controle visam o tratamento, apenas, dos casos constatados
positivos por meio dos exames parasitologicos de fezes. Com isso, 0 programa pretende
minimizar a mortalidade e a morbidade da populagdo acometida pela doenca, impedindo que
os individuos sofram com patologias graves, acarretando um controle efetivo e integrado,
com monitoramento por meio de levantamentos epidemioldgicos, para determinar as areas de

risco e de intervenc@es dos 6rgédos publicos (Ministério da Saude, 2012).

A partir desse cenario, 0 panorama da esquistossomose mansonica no Brasil mudou. O
mapa da FUNASA (Brasil, 2002) representava vastas areas de alta a média endemicidade
(Figura 2). Com o passar dos anos, foram observadas a diminuicdo das areas de alta e média
endemicidade, com o aumento das areas de baixa endemicidade (Brasil, 2014). Com isso, as
principais regides brasileiras, atualmente afetadas pela esquistossomose mansonica Sdo 0
Nordeste e o Sudeste, respectivamente com os estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco,
Ceara, Maranhdo, Espirito Santo e Minas Gerais, ocorrendo apenas alguns focos no Rio de

Janeiro e em S& Paulo (Figura 3). Mas, com as mudangas epidemioldgicas da
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esquistossomose mansonica, novos problemas surgiram. Pois, o tratamento em massa da

baixa.
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Figura 2 — Regides endémicas para a Esquistossomose mansonica.
Fonte: Funasa, 2002.
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Figura 3 - Regides endémicas para a Esquistossomose mansonica.
Fonte: Programa de Vigilancia e controle da Esquistossomose — SISPCE/SVS/MS. 2014.

populacdo, levou ao aumento de individuos com carga parasitaria baixa e/ou extremamente
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Para o diagndstico da populacdo com esquistossomose mansbnica 0 exame
parasitologico de fezes, recomendado pela OMS (WHO, 2009), é o método de Kato-Katz,
pois ele detecta ndo apenas a esquistossomose como geohelmintos (Katz et al., 1972). O
método “é amplamente usado em estudos epidemioldgicos, caracterizado pela quantificacéo
de ovos por grama de fezes (Tabela 1). O método de Kato-Katz tem acuracia quantitativa
(contagem do nimero de ovos existentes por grama de fezes) e qualitativa (a presenga de um
ovo, torna o paciente positivo para a doencga), método rapido, barato e de facil execucdo (Katz
et al., 1972). Porém, a OMS alerta que, areas de baixa endemicidade e individuos com carga
parasitaria menor que 100 ovos por gramas de fezes, levam o método de Kato-Katz a
apresentar uma sensibilidade reduzida com acuracia insuficiente para o diagnostico desses
individuos e andlises nao fidedignas de individuos de casos de controle de cura e pos-
tratamento (WHO, 2009; Utzinger et al., 2011). Com isso, para avancar no controle da
esquistossomose mansonica é necessario o uso de métodos alternativos, que demonstrem
maior sensibilidade nessas areas de baixa endemicidade, caracterizadas por uma populacdo de
carga parasitaria baixa, levando assim, a exposicao da real prevaléncia da area (Grenfell et al.,
2013)

Tabela 1 — Classificacao da intensidade da infecgéo por S. mansoni, através da contagem dos ovos em duas
laminas montadas pelo método de Kato-Katz.

Intensidade da infeccdo NUmero de ovos S. mansoni eliminados por grama de fezes

Leve 1a99
Moderada 100 a 399
Intensa >400

Fonte: adaptado de WHO (2002)

Uma das alternativas para aumentar a acuracia diagnostica do método de Kato-Katz,
no diagndéstico de individuos com carga parasitaria baixa, é o aumento da quantidade de
laminas examinadas, e a utilizacdo simultdnea de varios métodos auxiliares como: outros
métodos parasitologicos, métodos soroldgicos, métodos moleculares e métodos de imagem,
acarretando assim a melhora do desempenho diagnéstico em regides de baixa endemicidade,
controlando-se a morbidade e detectando as infec¢bes precoces (WHO, 2008; Coelho et al.,
2009).

Uma das alternativas mais usadas como método parasitologico qualitativo é a

sedimentagdo espontanea proposta por Lutz (1919) e modificada por Hoffman et al. (1934).
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Outros métodos parasitologicos mais sensiveis foram descritos recentemente, o método de
Gradiente Salino, que faz a separagdo dos ovos de helmintos por purificagdo em gradiente
crescente com solucdo de salina (Coelho et al., 2009) ou separacdo dos ovos das amostras
fecais por esferas paramagnéticas, chamado método de Helmintex® (Teixeira et al., 2007).
Alternativas em métodos moleculares existem na detecgdo de DNA do parasito em amostras
fecais (Oliveira et al., 2006) ou métodos soroldgicos, mais recentemente pesquisado e
analisado por Van Dam e colaboradores (2004), o Teste rapido de Urina (Rapid Medical
Diagnostics, Pretoria, Africa do Sul) é um método qualitativo que detecta a presenca de
antigenos (proteoglicanos) do parasito S. mansoni. E usado também para detectar as infecgdes
ativas pelo S. haematobium e o S. japonicum (Sousa-Figueiredo et al., 2013). E uma técnica
que deve ser avaliada e estudada para a sua aplicabilidade no diagndstico da esquistossomose
em varios paises endémicos, principalmente em areas de baixa endemicidade (Rabello, 1997;
(Legesse & Erko, 2007; Gryseels, 2012). Por fim, métodos indiretos como a busca de
anticorpos e antigenos circulantes (Jones et al., 2008; Cavalcanti et al., 2013) ou marcadores
imunologicos (Geiger et al., 2013), poderiam auxiliar no diagnéstico mais sensiveis e
confiaveis.

Em adicio a esses métodos, na atualidade, a morbidade relacionada a
hepatoesplenomegalia, tem como principal forma diagnostica a avaliagdo ultrassonografica,
que mostra a real modificacdo dos 6rgaos acometidos pelas fibroses provocadas no acumulo
de ovos de S. mansoni nos tecidos (Lambertucci et al., 2000).

Com métodos de diagnostico cada vez mais sensiveis, confiaveis e precisos,
individuos com carga parasitaria baixa entre outros acometimentos seriam diagnosticados e
tratados mais rapidamente, aumentando a cura da doenca, melhorando a vida dos pacientes e

0 avanco no controle da esquistossomose mansénica (Kure et al., 2015).

1.3. Ciclo bioldgico

S. mansoni € um platelminto, dioico, com um dimorfismo sexual nitido, sua fémea é
maior que 0 macho que possui uma abertura ventral, o chamado canal ginecoforo, onde a
fémea € alojada. O parasito possui varios estagios de evolucdo (ovos, miracidios, cercarias,
esquistossomulos e vermes adultos machos e fémeas) (Souza et al., 2011), sendo
caracterizado, cada um desses estagios, por uma morfologia e fisiologia diferente, garantindo
0 sucesso do parasito em sua transmissdo e infectividade de hospedeiros intermediarios e
definitivo (Siqueira-Batista et al., 1998).
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O Ciclo bioldgico da esquistossomose mansénica (Figura 4) € bastante complexo, pois
0 parasito tem como caracteristica adaptabilidade ao meio ambiente, ao hospedeiro
intermediario e ao hospedeiro definitivo. No Brasil, seu hospedeiro intermediario é o
caramujo do género Biomphalaria, sendo encontradas varias espécies, mas as principais
espécies transmissoras da esquistossomose para 0 homem sdo: Biomphalaria glabrata, B.
tenagophila e B. straminea. A B. glabrata é a mais importante dos hospedeiros
intermediarios, devido a sua ampla distribuicdo geografica e maior susceptibilidade ao
parasito Schistosoma mansoni, resultando assim, em um papel importante na transmissao da
esquistossomose, pois, em areas endémicas a presenca de criadouros de B.glabrata, foram
associadas a infecgdo pelo S.mansoni, mostrando a sua real importancia no ciclo biolégico do
parasito e na transmissao da esquistossomose (Guimardes et al., 2010).

No hospedeiro definitivo, os vermes adultos, machos e fémeas, sdo encontrados no
sistema vascular, em especifico nas veias mesentéricas inferiores.Os ovos eliminados pelas
fémeas sdo carreados e atravessam o endotélio da mucosa intestinal e atingem a luz intestinal
por volta de seis dias, tempo necessario para sua maturacdo , o atravessar dos ovos no
endotélio da mucosa intestinal acarreta no organismo uma reacao inflamatéria (Wynn et al.,
2004). Alguns ovos ficam retidos nos tecidos, na mucosa intestinal ou podem ser arrastados
para o figado. Esses ovos podem embolizar e provocar inflamacOes, alteracOes
morfofisioldgicas e morbidades no hospedeiro definitivo. Os ovos que conseguem chegar a
luz intestinal chegam ao exterior agregado ao bolo fecal. No meio ambiente ao entrar em
contato com fontes hidricas, como rios e lagos, sofrem influéncia da baixa osmolaridade,
estimulos luminosos e a temperatura, 0 que provoca o movimento do miracidio dentro do ovo
e sua ruptura com a eclosdo do miracidio. Esse miracidio é infectante ao hospedeiro
intermediario, o caramujo do género Biomphalaria. Com a ajuda de estimulos quimicos e a
interacdo quimiotatica, o miracidio penetra no molusco, onde ocorre seu ciclo assexuado,
dando origem aos esporocistos I, Il e 111, que sdo um conjunto de células reprodutivas, que
dardo origem a centenas e milhares de cercarias. O ciclo de vida no molusco, com a
reproducdo assexuada até a liberacdo das cercérias, demora de 4 a 6 semanas, com posterior
saida das cercérias , que sdo infectantes ao seu hospedeiro definitivo, ocorrendo a infeccéo
por penetracdo ativa na pele ou mucosa (Colley et al., 2014).

Ao penetrar na pele do hospedeiro definitivo, as cercarias perdem a cauda, ocorrendo
uma mudanga morfoldgica no parasito, dando origem aos esquistossémulos, que migram pelo
tecido subcutaneo até encontrar os vasos sanguineos. J& na circulagdo, os esquistossémulos

sdo carreados pelo fluxo sanguineo venoso, chegando nos pulmdes e posteriormente, se
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encaminham para o sistema porta hepéatico, onde os esquistossdmulos completam seu
desenvolvimento. Apds um periodo de 5a 7 semanas, 0s esquistossomulos se transformam em
vermes adultos (machos e fémeas), que se acasalam e migram para as veias mesentéricas
inferiores (Colley et al., 2014).

O parasito adulto pode chegar a viver em seu hospedeiro definitivo, em média 5 anos,
embora, haja casos na literatura que descrevam casais de vermes que viveram até 30 anos em
seu hospedeiro definitivo, acasalando e eliminando ovos, sendo que a posturas desses ovos
recebe a interferéncia pela idade dos vermes adultos, onde fémeas com até 2 anos de idade,
tem a capacidade de liberar aproximadamente 300 ovos por dia nos capilares e vénulas, mas
apenas 50% dos ovos eliminados chegam ao meio ambiente (Souza et al., 2011).

5- Cercérias tormadas na
intimidade do molusco sdo
liberadas na 4gua, onde
4- Esporocistos nadam ativamente
no molusco

Pt

d
6- Penetracao €
na pele

7- As cercdrias perdem a cauda
durante a penetracdo,
transformando-se esquistossémulos

8- Circulacao

l

9- Migracdo até o
sistema porto
hepético, onde se
formam adultos

3- Miracidios penetram
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dos ovos \ A ‘/-———_

: \
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10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam 0s ovos; estes
alcancam a circulacéo hepética até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Figura 4 — Ciclo de vida do Schistosoma mansoni
Fonte: Souza et al. (2011)
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1.4. Patologia no hospedeiro definitivo

A esquistossomose e a evolucdo da doenca estdo relacionadas a fatores do hospedeiro:
idade do paciente, genética, sistema imunologico e estado nutricional. Além de fatores
relacionados ao parasito, tais como; cepa, idade do parasito e carga parasitaria. A exposicao e
a intensidade da infeccdo nos hospedeiros definitivos também sdo importantes para
compreender o desenvolvimento da doencga ( Silveira et al., 2004).

Durante a infeccdo pelo S. mansoni, podem ser observadas fases clinicas distintas:
fase aguda e a fase cronica, que se divide em trés alteracdes morfofisiolégicas dos 6rgaos
acometidos (intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica).

Durante a fase aguda pode ocorrer uma dermatite cercariana, resposta de
hipersensibilidade mediada por IgE, durante a penetracdo das cercarias e migracdo dos
esquistossdbmulos. A dermatite localizada, ndo € muito encontrada em individuos de areas
endémicas, pelo frequente contato e exposi¢cdo ao parasito, mas s&o comuns em visitantes de
areas endémicas e imigrantes. Durante a fase aguda ha duas etapas: a fase pré-postural, que
ocorre cerca de 10-30 dias apds a infeccdo € uma fase com sintomatologia variada. Ha
pacientes assintomaticos e pacientes que possuem sintomas sistémicos inespecificos, como
febre, mialgia, calafrios, astenia, mal-estar, dor de cabeca, aumento do figado, etc. Essas
sintomatologias podem ser causadas, pela destruicdo dos esquistossdomulos pelo sistema
imune (Gryseels et al., 2006).

Em seguida, a fase postural, caracterizada pela producdo e maturacdo dos ovos,
causando as variadas apresentacGes clinica da fase aguda. Também chamada de fase
toxémica, devido a disseminacdo dos ovos no intestino, provocando necroses e a formacao
dos granulomas, devido aos antigenos sollveis dos ovos. Essa fase inicia-se em torno de 50
dias apos infeccdo e pode durar até 120 dias apos infeccdo. No sangue periférico ocorre uma
leucocitose moderada e um aumento significativo de eosindfilos. O bago se torna palpavel,
devido & hiperplasia linfoide intensa (Carvalho et al., 2008).

As patologias discutidas acima sdo de individuos expostos ao parasito pela primeira
vez, ja que em individuos residentes de areas endémicas nem sempre sdo observados, 0s
aspectos clinicos da fase aguda e os sinais e sintomas séo inespecificos e parecidos com outras
doencas infecciosas (Neves, 1986; Prata, 1997; Barbosa et al., 2001).

A fase cronica € caracterizada, pela diminuicdo dos granulomas que é uma reacao
inflamatdria contra os ovos de S. manoni depositados nos diferentes 6rgédos do seu hospedeiro

vertebrado (Weerakoon et al., 2015). A fase intestinal é encontrada em individuos cronicos
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assintomaticos de areas endémicas, com porcentagens em 90 a 95%. Em varios casos 0s
sinais e sintomas sdo bastante discretos, enquanto a carga parasitaria for baixa e a retengéo
dos ovos nos tecidos for pequeno. Nesse caso as lesdes hepaticas sdo de pequenas proporcdes,
a perda de apetite, desconforto abdominal, astenia, cllicas intestinais, diarreia e a disenteria
sdo bastante varidveis, pois podem ser confundidos com outras doencas helminticas,
dificultando o diagnéstico. Com o aumento da liberagdo dos ovos na circulagdo, podem se
alojar no figado e intestino, onde as leses se agravam e ocorre a forma hepatointestinal.
Embora a sintomatologia seja bastante semelhante, as lesbes ocasionadas no figado sdo mais
intensas e prejudiciais do que as lesGes ocasionadas no intestino, o baco e o figado ficam
discretamente palpaveis (Domingues et al., 1994; Lambertucci et al., 2000).

A morbidade grave é rara, atualmente acometendo de 5 a 10% da populacdo e podem
ocasionar lesdes gastrointestinais, com dores abdominais, perda de apetite e diarreia (King,
2001; Ross et al., 2002). Com a embolizacdo dos ovos nos sinusoides hepaticos, ha um
aumento excessivo de deposicdo de colageno e outros componentes da matriz extracelular,
levando a uma fibrose periportal e diminuicdo dos vasos do sistema porta. As consequéncias
sdo hipertensdo periportal, ascite, esplenomegalia, hepatomegalia, varizes esofagianas e
sangramento gastrointestinal (Prata, 2001; Ross et al., 2002; Hayashi, 2003; Gryseels et al.,
2006).

1.4.1. Resposta imune na infeccéo pelo Schistosoma mansoni

Os helmintos sdo importantes parasitos nos estudos de imunomodulacdo, pois
manipulam o sistema imunitario impedindo a sua expulsdo do organismo do hospedeiro
definitivo. A resposta dominante é Tipo 2 (Wu et al., 2016), que bloqueia as respostas Tipo 1
e Thl7 (Hewitson et al., 2009), que envolvem varias células imunoldgicas, citocinas e
quimiocinas.

O antigeno do parasito é reconhecido pelas células dendriticas, que sdo células
apresentadoras de antigenos (APCs), esses antigenos, sdo levados até as células T, que serdo
ativadas e comecardo a produzir citocinas. Com a producéo e liberacdo de citocinas IL-5, o
sistema imunoldgico inicia a producéo de eosinofilia e a liberacao de citocinas IL-4, IL-9, IL-
13 e IgE. A ativagdo das células, como os basofilos e mastocitos, causam a indugdo de
citocinas IL-4 e IL-13, aumentando a motilidade e permeabilidade intestinal, que eleva o

aumento de muco devido a hiperplasia de células caliciformes. Essas citocinas do perfil Tipo
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2 podem atuar na diferenciacdo de macrofagos alternativamente ativados (AAM) e balancea a
producéo de citocinas do perfil Tipo 1 e Th17.

Na infeccdo pelo S. mansoni, sdo usados os modelos murinos para investigar
detalhadamente a resposta imune perante a infeccdo. Nas primeiras cinco semanas ha
predominancia da resposta imune Tipo 1, devido a entrada de cercérias, formagdo dos
esquistossomulos e desenvolvimento de vermes jovens e adultos (Pearce et al., 1991; Vella;
Pearce 1992; Wynn et al., 2000; Pearce Macdonald, 2002; Stadecker et al., 2004).

A fase aguda, as reacdes granulomatosas comegcam com as células apresentadoras de
antigenos (APCs), que capturam e apresentam o0s antigenos sollveis dos ovos (SEA), aos
linfocitos CD4" pela via do complexo de Histocompatibilidade de classe Il (MHC II),
liberando citocinas inflamatorias. A predominancia da resposta Tipo 1, estimula o0s
mecanismos dependentes de fagocitos e de citotoxidade celular, ativando macréfagos e
celulas dendriticas, entre outras células, que induzem e estimulam a produgdo de citocinas
pro-inflamatorias como: INF-y, IL-2, IL-12, TNF-o, IL-1f e IL-6. Tais citocinas induzem
uma forte resposta celular, tentando isolar e eliminar as fases evolutivas do parasito nos
Orgdos e tecidos do hospedeiro definitivo. Por outro lado, as citocinas do Thl, induzem uma
inflamacgdo intensa que pode ser exacerbada, ajudando a lesionar os tecidos do individuo,
levando a processos imunopatoldgicos (Stadecker et al., 2004).

Com o inicio da oviposicdo, o sistema imune ativa as células NK (Natural Killer) e
células dendriticas, que iniciam a producdo de IL-10 e reduz os niveis de IL-12, induzindo a
imunomodulacdo e um desvio para a resposta Tipo 2, que é induzida primariamente, devido
aos antigenos dos ovos (Pearce and MacDonald, 2002). A esquistossomose é causada
principalmente pela deposi¢éo dos ovos nos tecidos do hospedeiro definitivo, desses 0s ovos
viaveis liberam antigenos sollveis, que induzem uma reacdo inflamatoria, a formacdo do
granuloma e fibrose no intestino e no sistema porta hepatico (Caldas et al., 2008).

Na fase inicial da formacdo do granuloma, ha participacdo das moléculas de adeséo
(ICAM-1), promovendo o contato célula-célula. O aumento da expressdo de ICAM-1 é
induzido por IL-1P, Interferon gama (IFN-y) e Fator de Necrose Tumoral — alfa (TNF-a)
(Dustin et al., 1986; Stadecker et al., 2004). A fase aguda o granuloma é celular com
eosinofilos, macrofagos, linfocitos, neutréfilos e células gigantes multinucleadas. E nessa fase
que pode ocorrer a exacerbacdo da inflamagdo, com lesGes intensas nos 6rgdos (Lambertucci,

2010). Ainda , além de ser a fase que ocorre uma mudanca para o perfil Tipo 2.
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Com a evolucdo da doenga, o granuloma diminui o seu didmetro e sua inflamacao,
processo denominado de modulagéo (Caldas et al., 2008)., ocorrendo durante a resposta tipo 2
0 aumento de macrofagos alternativamente ativados de células T reguladoras e a ativagéo de
linfécitos Tipo 2. Citocinas tipicas dessa resposta estimulam resposta humoral, sendo as
principais citocinas: IL-4, IL-5 e IL-13, que contribuem para a formagéo do granuloma e
eosinofilia na fase cronica, inibindo as células Tipo 1 (Oliveira et al., 2006).

Vérias células efetoras trabalnham em conjunto para manter a homeostase do
organismo, na resposta tipo 2. Nos modelos murinos, foram observados que macrofagos sdo
células encontradas praticamente em todos os tecidos do organismo, quando ocorre a ativacao
dos macrofagos (Mo (IL-4) pela IL-4Ra, ha produgdo de proteina quinase tipo Yml,
RELMa, arginase entre outros. Os macréfagos com a sinalizagdo de IL-4Ra provoca a
inducdo da resposta imune para o perfil Tipo 2 (Riickerl & Allen, 2014). Os macréfagos ndo
agem sozinhos na sua funcéo efetora, os eosindfilos sdo fundamentais para a funcéo tipo 2
(Lee & Tontonoz, 2014). Com a mudanca do ambiente no organismo, as células de defesas e
macrofagos sdo ativadas e secretam citocinas fibrogénicas como TGF-3 e IL-13, e mediadores
que auxiliam na diminuicdo e regulacdo da resposta inflamatéria, como a inducdo e aumento
de células estreladas hepéticas (HSCs) (Gressner et al., 2002). As (HSCs), sdo células com
alta plasticidade com capacidade de diferenciar em miofibroblastos e expressam filamentos
intermediarios de a- actina do musculo liso (a-SMA), colagenos e componentes da matriz
extracelular, que sdo importantes no remodelamento do tecido fibroso (Friedman, 2008). A
regulacdo desse processo é feita por metaloproteinases e inibidores teciduais (Hemmann et
al., 2007).

Citocinas reguladoras como TGF-p e IL-10, estdo presentes na fase mais tardia da
infeccdo, diminuindo a inflamacéo tecidual e 0s processos patoldgicos mais agudos, havendo
capacidade para regular a resposta Tipo 1, Tipo 2 e Th17. Mas, falhas no mecanismo das
células T regulatérias, podem causar uma reacdo granulomatosa exacerbada, provocada por
células tipo 1, tipo 2 e tipo 17. As células Th17 sdo subgrupos de TCD4 *, que sdo células
produtoras de IL-17, citocina inflamatoria, relacionada a doencas autoimunes e inflamacdes
crénicas (Anthony et al., 2007). Essas caracteristicas da modulacdo da resposta imune
favorecem também a sobrevivéncia do parasito em seu hospedeiro definitivo e sdo exemplos
da adaptabilidade do parasito ao hospedeiro como é demostrado na Figura 6 (Dunne & Cooke,
2005).
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Figura 5 — Interacdo parasito-hospedeiro no sistema imunoldgico, perante infeccéo por Schistosoma
mansoni
Fonte: Dunne and Cooke (2005)

A resposta imune inicial que se desenvolve é a resposta Th1l. A medida que os vermes se desenvolvem e
0s ovos sao liberados, células NKT sdo ativadas, células dendriticas produzem mais IL-10 e menos IL-12, e uma
resposta Th2 se desenvolve. em adi¢do mais IL-10 é produzida em resposta a aos antigenos do ovo e do verme.
Além disso, populagbes de macrdéfagos alternativamente ativados (m2) e células regulatdriastambém se
desenvolvem. IFN-, interferon-y; NO, 6xido nitrico; TGF- B, transforming growth factor-p; tnf, tumour-necrosis
fator.

Além das citocinas citadas acima, ha um conjunto de citocinas quimiotaticas chamadas
de quimiocinas, que sdo importantes mediadores ou reguladores da inflamagdo, com peso
molecular 7-12 kDa (Kufareva et al., 2015).

H& quimiocinas com quatro cisteinas conservadas, que formam duas pontes
dissulfetos. Com base nas posi¢bes das cisteinas, tem sido atribuido em quatro grupos
diferentes. Quimiocinas CCL sdo quimiocinas nas quais cisteinas estdo adjacentes,
guimiocinas CXCL contém duas cisteinas separadas por um aminoacido, quimiocinas XCL
ndo ha primeira das duas cisteinas e as quimiocinas CX3CL, possuem trés aminoacidos entre
as cisteinas (Zlotnik & Yoshie, 2012). As quimiocinas e citocinas produzidas na inflamagéo
tem a capacidade de recrutar, reter e modular o granuloma. A polariza¢do pra Tipo 2 inibem
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as quimiocinas CXC e induzem a producdo de quimiocinas CC, que sdo quimioatraentes de
basdéfilos, eosinofilos, mondcitos e celulas B e T (Wasmuth et al., 2010).

Nas células hepaticas sdo produzidas varias quimiocinas, devido as lesdes provocadas
no orgdo, as células de Kupffer, células endoteliais e hepatdcitos secretam CCL2 (MCP-1),
CCL3 (MIP-1a), CCL5 (RANTES), CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-10), CXCL12 (SDF-1),
para o recrutamento de leucdcitos no comego da inflamacdo (Marra & Tacke, 2014).

Nas fases iniciais da formacdo do granuloma, ha um aumento dos receptores (CCR1e
CCR5), com o ligante CCL3 que € observada nas fases iniciais e se mantém nas fases tardias
da reacdo granulomatosa. Na retencdo dos ovos no figado, ocorre 0 aumento de receptores
(CCR2 e CCR3), que se ligam em CCL17 que também pode ser ligada aos receptores de
CCL3 (CCR1 e CCR5). No recrutamento de mondcitos e macréfagos, ha a producdo de
quimiocinas CCL2 e CCL12 (Martins-Filho et al., 1999; Silveira-Lemos, 2004). Com a
modulacgéo da resposta Tipo 2 e final da fase aguda, estimulam a producéo de Eotaxinas 1 e 2
(CCL11 e CCL24) sdo ativadoras e quimioatraentes de eosindfilos e linfécitos (Zimmermann
& Rothenberg, 2003).

Geiger et al. (2013), em estudo longitudinal com individuos co-infectados com varios
helmintos e com S. mansoni, mostraram marcadores séricos sistémicos para a resposta Tipo 1/
Tipo 2, observando concentracdes elevadas de quimiocinas CCL11 e CCL17, antes do
tratamento e apds as reinfecgdes. E concentragdes no soro da citocina regulatéria 1L-10,
relacionada a infeccdo pelo S. mansoni e a intensidade da infeccéo.

As reacdes imunoldgicas e granulomatosas possuem varias vias de recrutamento de
células e anticorpos, que favorecem a eliminacdo da infeccdo pelo S. mansoni. As citocinas e
as quimiocinas tem um importante papel na resposta imune do hospedeiro, sdo essenciais para

a homeostase do organismo.

1.4.2. Resposta imune de individuos que vivem em areas endémicas para a esquistossomose

Nas areas endémicas, existem individuos que possuem uma imunidade parcial
adquirida, sdo aqueles que seu diagnostico é positivo pelo S. mansoni, possuem uma carga
parasitaria baixa e conseguem viver bem com o parasitismo. Esses individuos sao
caracterizados, como menos susceptiveis a reinfeccdo, essas caracteristicas sdo adquiridas
pela constante exposi¢do aos antigenos do parasito, que regula a resposta potencialmente Tipo
2, sendo induzida também por vérios tratamentos quimioterapicos em massa com O

praziquantel (Black et al., 2010). O seu perfil imunoldgico, consiste na inducéo e producao de
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células Tipo 2 e células T regulatorias que sdo evidentes e efetivas, impedindo que ocorra o
aumento exacerbado da carga parasitaria nesses individuos, regulando a patologia. A
imunidade parcial adquirida a reinfeccdo esta diretamente relacionada ao aumento da
imunoglobulina IgE, a diminuicdo da imunoglobulina 1gG4 e a producdo especifica de
citocinas Tipo 2, IL-4 e IL-5 ( Oliveira et al., 2012).

Os chamados “normais endémicos” sdo aqueles que ja tiveram contato com aguas com
Biomphalaria infectadas com S. mansoni, € uma populacdo com subgrupos de individuos que
sdo totalmente negativos ou possuem infecgdes pré-patentes ou pds-patente, infeccdes ocultas
ou serem pacientes com uma carga parasitiria extremamente baixa. Esses individuos,
possuem uma resposta imune eficiente Tipo 2 e células T regulatérias no seu perfil
imunoldgico, aumento da imunoglobulina IgE contra o tegumento dos esquistossémulos,
aumento da imunoglobulina 1gG contra a paramiosina do parasito. Quando esses individuos
sdo estimulados com antigenos do Schistosoma, as células mononucleares do sangue
periférico (pbmc) proliferam rapidamente e produzem niveis elevados de IFN-y,
diferenciando de individuos primo- infectados, que sdo individuos que tiveram o primeiro
contato com a infecgdo. Os “normais endémicos” possuem imunidade parcial adquirida a
reinfeccdo. Essas caracteristicas mostram que a protecdo contra a esquistossomose, esta
relacionada a modulagdo e o equilibrio das células T CD4" e as respostas Tipo 1 e Tipo 2
(Caldas et al., 2000; Oliveira et al., 2012; Matoso et al., 2013). Individuos de areas
endémicas possuem um perfil imunolégico especifico e adaptado, necessitando de mais
estudos sobre essa populacdo, sendo um problema para o diagndéstico e a total eliminacdo da

esquistossomose nessas areas.
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2. JUSTIFICATIVA

A distribuicdo da esquistossomose € irregular em Minas Gerais, com areas de
prevaléncias altas, baixas e nulas. As maiores prevaléncias séo encontradas na regido Norte e
Leste do Estado Vales do Mucuri, Rio Doce e Zona da Mata, com prevaléncia de 25 a 75%,
demonstrando uma ativa transmissdo da esquistossomose nessas areas. O Estado de Minas
Gerais possui 853 municipios e a esquistossomose € encontrada em 519 municipios (Katz &
Carvalho, 1983; Drummond et al., 2006).

Em algumas areas endémicas houve a diminuicdo da morbidade da doenca, mas ainda
sdo areas que o ciclo bioldgico do Schistosoma mansoni mantém-se ativo.

A esquistossomose é controlada pelo PCE, com a estratégia do programa houve uma
reducdo significativa da carga parasitaria no nivel populacional ao longo dos anos, devido aos
quimioterapicos preventivos, sendo administrados em grande escala nas populacdes de risco
(Cavalcanti et al., 2013). Esse procedimento pode acarretar nos individuos uma melhora
significativa, diminuindo a intensidade da infeccdo, mortalidade e morbidade (Spear et al.,
2011). O método padrdo de diagndstico, é o exame de Kato-Katz, com duas laminas
examinadas, permite que 40-50% dos individuos infectados sejam diagnosticados como
falsos- negativos (Oliveira, 2015). Para melhorar a sensibilidade do diagndstico pelo método
de Kato-Katz é necessario aumentar a quantidade de laminas a ser analisadas ou a aplicacdo
de métodos alternativos e/ou complementares (Enk et al., 2008).

No presente trabalho, houve a realizacdo de extensos exames parasitolégicos de fezes,
0 método padrdo Kato-Katz ( Katz et al., 1972) em combinagdo com outros métodos mais
sensiveis, como os métodos de Helmintex® (Caldeira et al., 2012) e Gradiente Salino (Coelho
et al., 2009), para um diagndstico mais sensivel e confidvel. Com o aumento da sensibilidade
dos testes parasitoldgicos foi possivel detectar e classificar individuos infectados com S.
mansoni, cuja carga parasitaria € extremamente baixa, que pelo método de Kato-Katz,
estariam classificados como individuos negativos, esses individuos sdo extremamente
importantes, pois contribuem para a manutencéo do ciclo bioldgico em areas endémicas.

Esses fatos justificam a busca de meétodos mais sensiveis, como, por exemplo,
marcadores imunologicos no sangue periférico de individuos com carga parasitaria
extremamente baixa, que poderiam indicar a presenga do parasito. Portanto, o objetivo desse
trabalho era caracterizar o perfil de citocinas e quimiocinas desses individuos, para buscar

diferencas especificas dos demais grupos. Identificar essa populacdo distinta significa
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melhorar o diagndstico da esquistossomose nas areas endémicas e diminuir a quantidade de
individuos falsos-negativos, melhorando o controle da esquistossomose em areas endémicas.

Com isso, tais fatos se tornam os principais focos do presente trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Caracterizar o perfil de citocinas e quimiocinas, no sangue periférico de individuos
infectados com S. mansoni, que sdo classificados pelos testes parasitologicos como individuos
de carga parasitaria extremamente baixa, a fim de buscar marcadores imunoldgicos da

infeccdo, que possam indicar a presenga do parasito.

3.2. Especificos

e Classificacdo da populacdo de estudo em: individuos infectados com S. mansoni e
carga parasitaria definida pelo método de Kato-Katz; individuos infectados com carga
parasitaria extremamente baixa, negativos no método de Kato-Katz, mas positivos nos
métodos de Gradiente Salino e/ ou Helmintex®, e individuos ovo-negativos durante repetidos

exames parasitologicos de fezes.

e Avaliacdo de marcadores tipo 1 (IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-27 e CXCL10),
marcadores Tipo 2 (IL-5, IL-13, CCL11,CCL17), marcador Thl7 (IL-17) e marcador
regulatério (IL-10), secretadas no sangue periférico, durante a infeccdo por S. mansoni em
individuos classificados como carga parasitaria extremamente baixa e comparacdo com
individuos com carga parasitaria definido pelo método de Kato-Katz e individuos ovo-

negativos durante diversos testes parasitologicos.

e Correlagdo da intensidade da infeccdo ( populagdo positiva na infeccdo pelo S.
mansoni apenas no método de Kato-Katz), com marcadores imunolégicos e os dados
hematoldgicos nos individuos dos diferentes grupos.

e Avaliacdo de marcadores Tipo 1 (IL-1B, IL-6, TNF-0, IL-27 e CXCL10),
marcadores Tipo 2 (IL-5, IL-13,CCL11,CCL17), marcador Th1l7 (IL-17) e marcador
regulatério (IL-10), secretadas no sangue periférico dos individuos infectados e tratados com
prazigquantel, trés meses apds o tratamento e compara-los com os mesmo individuos, Tempo

zero ( pré-tratamento).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Populacéo e area de estudo

A regido do Municipio de Januéria (Figura 6) esta situada no Norte de Minas Gerais,
com clima semiarido, localizada no Médio S&o Francisco, com 68.247 habitantes, estimados
pelo IBGE (2015) . O Municipio de Januaria possui varios distritos, entre eles, o de interesse
para 0 nosso trabalho, chamado Brejo do Amparo. A localidade rural no Brejo do Amparo
fica a 3 km de Januéria, com aproximadamente 270 habitantes fixos, que tem como meio de
subsisténcia o cultivo de cana-de-acUcar, milho e feijdo. Toda a extensdo do distrito de Brejo
do Amparo se encontra banhado pelo cérrego Tocantins (Figura 7) que é criadouro de
Biomphalaria glabrata. O distrito ndo possui saneamento bésico, sendo usado o cérrego para
a recreacdo, lavagem de roupas, lavagem de vasilhas, consumo préprio de humanos e de
animais, sendo um importante veiculo ativo para a disseminacdo da esquistossomose na

regiao.

Figura 6 — Localiza¢do do municipio de Janudria, Minas Gerais.

Fonte: IBGE (2015)
Por meio de intervencdes do governo, o PCE da regido preconiza, o diagnostico feito

por exames parasitologicos de fezes, com uma amostra fecal e uma lamina de Kato-Katz para

identificar individuos infectados. Em casos de positividade para esquistossomose mansonica,
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0 individuo recebe o tratamento adequado, com a droga praziquantel. Por meio desse
processo, 0 Municipio de Januéria, conseguiu diminuir a frequéncia de casos graves da
esquistossomose, entretanto, ainda existem distritos e areas com prevaléncias elevadas,
indicando que o ciclo bioldgico e a transmissdo do parasito S. mansoni, ainda se mantém ativo
(Setor de Endemias, Prefeitura de Januéria, comunicacdo pessoal).

Na populacédo estudada, ndo houve tratamento contra a esquistossomose nos ultimos 2
anos. A prevaléncia da esquistossomose subiu de 20,4% ap06s a aplicacdo do K-K preconizada
pela OMS (duas laminas) e para 45,9% apds a aplicacdo de diversos e extensos exames
parasitolégicos de fezes (Oliveira, 2015). Esses dados demostraram, que mais de 50% dos
individuos realmente infectados com S. mansoni foram diagnosticados como falso-negativos
pelo método padrdo. A baixa sensibilidade do método de K-K, aplicado em areas de baixa
endemicidade, pode entdo facilitar a manutencdo e a disseminacdo da esquistossomose na

regiéo.

Figura 7 — A e B 0 corrego Tocantins, Brejo do Amparo, principal veiculo de transmissédo da
esquistossomose na regiao.
Fonte: Fotografia da autora.

4.2 Consideracdes éticas

Antes do inicio do trabalho de campo, a comunidade do Brejo do Amparo foi
informada sobre o estudo, acarretando a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), pelos participantes. O termo visou explicar toda a coleta de material

bioldgico que seria feita no local. Criancas e adolescentes assinaram um Termo de
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Assentimento, além do Termo de Consentimento assinado pelos pais e guardides (Anexo 1).
O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa
(CAAE#21824513.9.0000.5091 — Anexo 2).

4.3 Obtencao de material bioldgico e métodos de diagnostico para esquistossomose

O presente trabalho € longitudinal, tendo como finalidade a comparacéo dos grupos de
individuos com caracteristicas observadas em um periodo temporal. Com isso, para analisar a
evolugdo de um determinado episodio, no caso em estudo, se utilizou marcadores
imunolégicos na infec¢do pelo S.mansoni.

No primeiro momento, denominado Tempo zero (pré-tratamento), no Distrito de Brejo
de Amparo foram feitos exames parasitologicos de fezes (epf) de 197 moradores das seguintes
localidades: Santana, Tocantins e Pé da Serra. Posteriormente, houve separacao da populagéo
em Positivos e Negativos na infecgdo pelo S. mansoni. No grupo dos ovo-negativos, 23
individuos ndo apresentaram caracteristicas adequadas para o estudo, visto que, possuiam
infeccbes com outras parasitoses. Dos 174 individuos restantes, se realizou os exames de
sangue de 149 individuos (Figura 8). Amostras de sangue, foram obtidas de todos os
individuos participantes, para a conducdo de um hemograma completo (5 mL em tubo com
EDTA), realizado por um laboratdrio terceirizado situado no Municipio de Januéria, além
dessas amostras, foram coletas outras amostras de sangue (5-10 mL em tubos siliconizados)
para obtencdo de soro. No laboratorio de campo, os tubos siliconizados foram centrifugados
durante 15 minutos a 2.000 rpm em temperatura ambiente. Em seguida, o soro de cada
participante foi extraido e aliquotados 500 ul em tubos eppendorf. Os tubos eppendorf foram
estocados em freezer a -20°C, sendo os tubos codificados de acordo com cada individuo. Com
o0 término das atividades de campo, os soros estocados, foram transferidos para o
Departamento de Parasitologia da UFMG, onde as amostras ficaram guardadas no freezer a -
80°C até o0 seu uso em ensaios imunolégicos.

Nos individuos infectados com S. mansoni, 0 exame parasitoldégico de fezes e a
retirada de sangue para obtencdo de soro foi repetida no Tempo 3 meses pos-tratamento com
praziquantel. Dos 84 pacientes, alem dos exames parasitologico de fezes, foram feitas
dosagens de marcadores imunoldgicos, por meio do método de Elisa (Figura 9). No decorrer

do trabalho, algumas desisténcias, por diferentes motivos ocorreram.
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Figura 8 — Detalhamento do Tempo zero ( pré- tratamento)
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Figura 9 — Detalhamento do Tempo 3 meses (pds- tratamento)
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4.4 Métodos parasitoldgicos de fezes

4.4.1 Kato-Katz: Kato (1954) modificado por Katz et al. (1972)

O Kit Helm Test — Biomanguinhos, Rio de Janeiro — RJ (Figura 10) foi utilizado para
confec¢do das laminas e posteriormente anélise no microscépio dptico. O Kato-Katz é um
método qualitativo e quantitativo, aprimorado por Katz e colaboradores (1972).

Quantidades de laminulas necessarias para a utilizacdo do teste, foram colocadas,
numa placa de petri e adicionada a elas a solugcdo diafanizadora (verde de malaquita). As
fezes foram homogeneizadas com o auxilio de uma espatula e colocadas sobre o papel
higiénico. Sobre as fezes se depositou uma tela, que foi comprimida, com o auxilio da
espatula, sobre as fezes, permitindo assim, a retirada apenas das fezes que conseguiam
atravessar a tela. As fezes que atravessaram a tela foram recolhidas pela espétula e colocadas
na placa que contém o orificio, que ja esta sobre a ldmina de vidro. Apds as fezes estarem
depositadas na lamina de vidro, a placa com orificio é retirada e uma laminula é colocada
sobre o cilindro de fezes, sendo a lamina de vidro invertida sobre superficie lisa e a regido
contendo a laminula recebe uma pequena pressdo do polegar . Com a finaliza¢éo do processo,
a preparacdo € posta em repouso por 60 minutos, podendo ser levada ao microscopio para a

observagao e contagem dos ovos de helmintos em seguida.

vudosd esuod
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ZSTE QUALITATIVO-QUANTITATIVO PARA
DF ECCAO PARASITOLOGICA DE VERMINOSES
SEGUNDO METODO KATOKATZ
ratenial fomedido pars 100 magtes)

Figura 10 — kit Helm Test, método de Kato-Katz
Fonte: Fotografia da autora.
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Com o intuito de aumentar a sensibilidade do método de Kato-Katz, o numero de
amostras fecais coletadas e de ldaminas confeccionadas foi aumentado (De Vlas; Gryseels,
1992). Com isso, 0 método foi executado com trés amostras fecais e com quatorze laminas da
primeira amostra, duas da segunda e duas laminas da terceira amostra no Tempo zero do
estudo. Cada lamina de K-K corresponde a 42 mg de fezes examinadas. Trés meses ap0s
tratamento, os individuos curados foram examinados novamente com trés amostras fecais e
duas laminas de K-K em cada amostra para verificar uma possivel reinfeccdo por S. mansoni.

Para a analise quantitativa, a contagem dos ovos em cada lamina de fezes é
multiplicada por 24. O calculo utilizado mostra que, em cada I&mina parasitoldgica de fezes,
s80 necessarios 42 mg de fezes, e ao se multiplicar por 24, calcula-se um valor aproximado de
1 grama de fezes (42 mg x 24 = 1,008 g). Entdo a média dos ovos ou 0 nimero dos mesmos,

multiplicado por 24 consiste, no nimero de ovos por grama de fezes (opg).

4.4.2 Helmintex® (Teixeira et al., 2007)

O método de Helmintex® realizado, utiliza apenas a primeira amostra de fezes, sendo um
método mais sensivel para as regides de baixa endemicidade.

As fezes coletadas sdo homogeneizadas com adigdo de formol 10%. A primeira
tamisacdo é feita com uma peneira de abertura de 500 pum, sendo utilizada espatula e agua
destilada no processo. A amostra foi sedimentada por uma hora. Em seguida, a agua destilada
foi trocada, e esse processo repetido até a agua no calice de sedimentacdo tornar-se limpida. O
sedimento da agua limpida, sofreu processos de tamisacdo usando-se peneiras de diferentes
aberturas 100 (S1), 200 (S2) e 325 (S3). Com a ressuspensdo do material retido na malha S3
com a agua destilada, ocorreu mais uma sedimentacdo por uma hora. Depois, 0 sedimento foi
colocado no tubo falcon de 15 ml, com &gua e acetato de Etila, sendo chamado tal processo de
método de Ritchie (Ritchie, 1948), que tem a finalidade de separar um anel de sujeira € 0
sedimento. Ao fim do processo esse sedimento é retirado do falcon e colocado no eppendorf,
adiciona-se 19 pL contendo esferas paramagnéticas. Os eppendorfs foram agitadas por uma
hora, no agitador orbital (Phoenix), sendo em seguida colocadas em contato com o magneto
(BioMag®) durante 3 minutos utilizando-se ao final o sedimento que ficou preso nas paredes
do eppendorf. Esse material, com algumas gotas de salina, foi colocado em uma lamina de

vidro para observacao dos ovos de Schistosoma mansoni no microscopio optico.
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A sensibilidade do método de Helmintex®, quando a carga parasitaria ¢ de 1,3 ovo por
grama de fezes é de 100%, decaindo a 25 % quando a carga parasitaria diminui para 0,1 ovo

por grama de fezes (Teixeira et al., 2007).

4.4.3 Gradiente Salino (Coelho et al., 2009)

O método de Gradiente Salino utiliza equipamento proprio para essa finalidade
(Figura 11). Esse equipamento consiste em dois tubos cilindricos transparentes, que possuem
capacidade volumétrica diferente e alturas diferentes. O recipiente maior comporta 50mL de
liquido e estd em cima do recipiente menor que comporta 10mL de liquido. Por uma
mangueira de borracha, os dois cilindros sdo interligados, o fluxo volumétrico possui um
regulador de fluxo, que mantém um padrdo de gotejamento (ImL = 20 gotas/minuto). Na
parte inferior do recipiente menor, ha um filtro com 1 cm de espessura, selado com silicio. Na
parte do recipiente superior, ha uma mangueira que drena o excesso de liquido que é
eliminado pelo coletor.

Com 500 mg de fezes, que passam por uma purificacdo, por meio de um fluxo
continuo e lento de solucao de 3% de salina, em intervalo de 60 minutos ocorre a purificagdo
simultdnea de até 12 amostras, equivalendo cada amostra a 12 laminas de Kato-Katz, sendo
assim, o método € capaz de processar 144 laminas por hora, tendo uma maior sensibilidade,

comparado com o0 método de Kato-Katz.
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Figura 11 — Equipamento usado no método de Gradiente Salino
Fonte: Fotografia da autora.

O conjunto desses testes de diagndstico permitiu a caracterizacdo parasitoldgica
extensa e mais confiavel, como demonstraram os resultados da Dissertagdo de Mestrado do
aluno Oliveira (2015). Com os resultados dos exames parasitologicos de fezes, foi possivel
caracterizar diferentes grupos de individuos na area endémica:

(@) Positivos e classificados pelo método de K-K em carga baixa, média e alta (WHO,
2002), (b) individuos com carga parasitaria extremamente baixa, diagnosticados apenas pelos
métodos de Gradiente Salino e/ou Helmintex®, (c) individuos negativos em todos os testes
parasitologicos aplicados e (d) individuos infectados e tratados e reexaminados 3 meses apos

tratamento com praziquantel.
4.5 Dosagem de citocinas e quimiocinas no sangue periférico

A coleta de sangue venoso, foi feita em criangas maiores de 6 anos e adultos até 70
anos, no braco e antebraco, sendo coletado 10 mL de sangue para 0 sSoro e ensaios
imunoldgicos.

Em cada paciente foi avaliado, o estado imunoldgico através da secrecdo e dosagem
de diversas citocinas e quimiocinas (pg/ml), no sangue periférico, sendo elas: IL-1p , IL-5 ,
IL-6, IL-10, IL- 13, IL-17, IL-27, TNF-a, CXCL10, CCL11, CCL17 , usando o protocolo e
Kits comerciais de ELISA sanduiche (R&D, Systems USA).
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No primeiro momento as microplacas Costar (Corning 3690), foram sensibilizadas,
colocando-se anticorpo de captura especifico para cada citocina e quimiocina, que tem como
funcdo a mobilizacdo direta ou indireta no interior dos pogos. diluindo-o em 2,7 ml de PBS
(pH 7,4), depois foram seladas as placas e incubadas durante noite em temperatura ambiente.
No dia seguinte, as microplacas tiveram 2 sucessivas lavagens, com PBS Tween-20 (0,05%),
para a retirada dos anticorpos de captura, que nédo realizaram ligacdo na placa. Posteriormente,
as microplacas foram bloqueadas com o diluente PBS/ BSA 1%, que tem em sua composi¢ao
uma proteina ou outra molécula que impede a ocorréncia de ligacGes inespecificas, sendo a
microplaca incubada por uma hora em temperatura ambiente. Depois da incubacdo, 3
lavagens ocorreram e foram adicionados o padréo e as amostras diluidas dos individuos (1:2)
em solucdo diluente (PBS/BSA), ocorrendo nova incubacdo no periodo de 2 horas em
temperatura ambiente. As microplacas foram lavadas por mais 3 vezes, sendo adicionado o
anticorpo de detec¢do, que sdo anticorpos especificos para determinados antigenos, ap0s esse
procedimento as microplacas foram incubadas por 2 horas em temperatura ambiente. A
microplaca foi lavada mais 3 vezes e utilizada a estreptavidina com a enzima (estrepitavidina
hrp; 1:40 ou 1:200, seguindo os dados do protocolo em diluente e incubamos 20 minutos em
temperatura ambiente e no escuro). A estreptavidina € uma molécula que possui uma ligagédo
fortemente especifica com a molécula de biotina, ocorrendo a amplifica¢do do sinal utilizando
0 complexo avidina-biotina para amplificagdo, marcagédo e deteccdo do sinal no Elisa, como
mostra a (Figura 12). A microplaca foi lavada mais 3 vezes e adicionado o substrato (solucao
H>O> + tetrametilbenzidina em concentracdo 1:1). Com isso, a medicéo do sinal é gerada pela
marcacdo do anticorpo especifico ao antigeno, provocando uma mudanca na coloracéo,
causada pela estreptavidina acompanhada do substrato. Ap6s 20 minutos, adicionou-se na
microplaca o stop solution (2-4N H2SO4), que realiza a parada das reacdes.

O Elisa foi feito em duplicatas das amostras e padrGes, com as meédias entre as
absorbancias, sendo feita a leitura no aparelho (Versa Max-microplate reader), no programa
Softmax Pro 6.4, com comprimento de onda de 450nm. No procedimento para as corre¢des
das diluicdes, foram multiplicadas a média dos resultados por 2, para um valor adequado de
absorbancia.

Em cada citocina e quimiocina desejadas, foram feitos calculos especificos para a
obtenc¢éo da solugéo do produto do anticorpo de captura, anticorpo de deteccéo e o padréo.

Para conseguir demonstrar as concentragdes de citocinas e quimiocinas em escala
logaritmica, amostras com valores abaixo do ultimo ponto da curva padrdo foram definidos

como 1pg/mL.
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Figura 12 — Método ELISA sanduiche
Fonte: General Capture/Sandwich ELISA Protocol

4.6 Analise estatistica

A entrada dos dados e andlise foram feitos no Programa GraphPad Prism 5.0. Para
analisar a aderéncia da normalidade das amostras, foi usado o teste de normalidade chamado
de Dagostino-Pearson, recomendado pelo GraphPad Pism5, esse teste calcula a assimetria
dos dados quantificando, o0 quanto as amostras analisadas estdo longe de adequar a
distribuicdo Gaussiana. Calcula-se cada um dos valores diferentes do valor esperado por uma
distribuicdo Gaussiana e calcula-se o valor de P a partir da soma dessas diferencgas
observadas. O teste de normalidade relatou que os dados do presente trabalho sdo dados ndo
paramétricos.

Foi feito analise estatistica descritiva (média, mediana, interquartis e desvio-padrdo)
(Magalhédes & Lima, 2010).

Dados ndo-paramétricos em andlise univariada.

e Foram usados os testes de Kruskal-Wallis e Pos-teste de Dunn’s que compara as
médias de trés ou mais grupos independentes.

e Wilcoxon pareado, para medianas de dois grupos pareados. Mann-Whitney para
grupos independentes. Antes e depois do tratamento.

e Paraa analise de correlacdo e associacdo foi usado o teste de Spearman, que mede o
grau de associagcdo entre duas varidveis aleatorias e Regressdo Linear, que € uma analise
estatistica que consiste na existéncia de uma relacdo funcional entre uma variavel dependente,

com uma ou mais variaveis independentes, com significancia de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Classificacdo da populacdo com exames parasitoldgicos de fezes no tempo zero

No distrito de Brejo do Amparo, 197 individuos foram incluidos no presente estudo
sendo realizados todos os exames parasitologicos de fezes com o Padrdo Ouro: método de
Kato-Katz e com os métodos de Gradiente salino e Helmintex®, para subsequente
classificacdo da populagdo em individuos positivos e negativos por S. mansoni.

A partir do N=197 individuos, foram obtidos N=118 individuos positivos para S.
mansoni, desse N, foi encontrado N=48 individuos que obtiveram resultado negativo pelo
método de Kato-Katz, mas apresentaram resultado positivo nos métodos de Gradiente Salino
e/ou Helmintex®, sendo o N restante de 70 individuos com resultado positivo pelo método de
Kato-Katz, ocorrendo analise quantitativa, contagem da carga parasitaria (opg). Os individuos
negativos sdo equivalentes a N=79, sendo desconsiderados individuos infectados com outros
helmintos e protozoarios, para se ter um grupo de controle parasitologicamente negativo. Com
iss0, 0 grupo de individuos negativos apresentou-se com equivaléncia a um N=57 (Tabela 2).

A caracterizagdo dos grupos foi feito com base nas normas da intensidade da infeccéo,
preconizada pela OMS (WHO, 2002), e considerando estudos recentes de Da Frota et al.
(2011) e Oliveira (2015). Nesses estudos recentes foi demonstrado, que um aumento do
namero de ldminas de Kato-Katz superior a seis laminas de trés amostras fecais, ndo eleva a
sensibilidade da técnica (Da Frota et al., 2011; Oliveira 2015).

Com tal ressalva, n6s fizemos o calculo da carga parasitaria (opg) dos individuos
baseado em trés amostras fecais e seis laminas de Kato-Katz. Assim, a sensibilidade e o valor
minimo de opg que pode resultar de seis laminas foi estabelecido em 4 ovos por grama de
fezes (1 ovo encontrado/ 6 x 24 = 4 opg). Classificamos os individuos positivos por exames
de Kato-Katz em dois grupos, conforme a classificacdo da OMS (WHO, 2002): opg de 4 a 99,
com intensidade da infeccéo leve e opg > 100, com a intensidade da infeccdo considerada
moderada a alta (> 100 opg). Os individuos do grupo negativo no método de Kato-Katz, mas
positivo nos métodos de Gradiente salino e/ou Helmintex®, nomeamos como Grupo < 4 opg;
os individuos do Grupo ovo-negativos foram negativos nos extensos exames parasitoldgicos
de fezes (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracterizagéo dos quatro grupos de individuos estudados, conforme resultado parasitologico
de fezes em relacao a infecgdo com S. mansoni: <4 opg, 4 a 99 opg, > 100 opg e negativos, com o total de
174 individuos incluidos (sexo, idade + desvio padrdo, opg com mediana e interquartis , mono-infecgGes
com S. mansoni e coinfec¢bes com S. mansoni e com outras parasitoses).

Grupos
Caracterizagio <40pg 4299 opg 2100 opg Negativos
n=48 n=59 n=11 n=56
SEX0
Masculino e Feminino 22 (45,8%), 26 (54,16%) 27 (45,76%), 32 (54,2%)  7(63,6%),4 (36,3%) 32 (57,14%), 24 (42,8%)
Idade 35,18+ 22,17 37+19,15 27,27+21,39 3314 +£2497
OPG ( ovos por grama de fezes)
Mediana* 1Q (25%, 75%)** - 8* (4, 24y** 280* (144, 792)**
Mono-infecgoes com S. mansoni 26 (54,16%) 24 (40,67%) 6 (54,54%)
Coinfecgoes com S. mansoni e outros Helmintos 2 (4,1%) 2(3,38%) 1(9%)
Coinfecgoes com S. mansoni e outros  protozoérios 20 (41,66%) 31 (52,54%) 2(18,18%)
Coinfecgoes com S. mansoni e outros Helmintos e protozodrios - 2(3,38%) 2(18,18%)

Fonte: Resultados da pesquisa.

Para verificar se houve diferenca na carga parasitaria em distintas faixas etéarias da
populacdo, foram analisados individuos com resultado positivo pelo método de Kato-Katz
(Figura 13A). Néo houve diferenca significativa na intensidade da infec¢do (opg) nas distintas
faixas etarias comparadas. As medianas nas faixas etarias iniciais de 0-10 e 11-20 anos de
idade foram de 50 e 12, respectivamente. Aumentando a mediana na faixa etaria de 31-40
anos de idade, ocorrendo a diminui¢do da mediana para 8, em individuos mais velhos.

Observamos que a intensidade da infeccdo, apresenta uma maior tendéncia nas faixas
etarias jovens, decaindo com o passar dos anos. Porém, ndo houve diferenca significativa
(Figura 13A).
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Figura 13 — Distribuicéo da intensidade da infeccdo pelo S. mansoni por faixa etaria em uma comunidade
rural do distrito de Brejo do Amparo, Municipio de Januaria, Norte de Minas Gerais. Em total, 70
individuos positivos pelo método de Kato-Katz foram classificados pelas faixas etarias. A carga
parasitaria individual (opg) resultou da contagem de ovos em seis laminas de Kato-Katz e a carga
parasitaria por faixa etéria foi indicada por mediana, junto com os interquartis (25 e 75%).

Fonte: Resultados da pesquisa.

A Figura 14 mostra a prevaléncia dos individuos positivos para S. mansoni, separada
por faixas etarias e carga parasitaria. Para individuos diagnosticados, com o método de Kato-
Katz (4 a 99 opg e > 100 opg, n= 70), houve um pico maior entre a faixa etaria de 11 a 20
anos, decaindo com o aumento da idade na populacdo. Ja na analise das prevaléncias por faixa
etaria dos individuos com carga parasitaria extremamente baixa (< 4 opg, n= 48), observou-se
0 contrario, a prevaléncia na primeira faixa etaria se apresentou alta, decaindo nas faixas
etarias de criancas, adolescentes e jovens adultos, aumentando novamente em adultos e idosos
(Figura 14).
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Figura 14 — Prevaléncia por faixa etdria em individuos infectados com S. mansoni e classificados
como > 4 opg (linha azul, continua) e <4 opg (linha vermelha, tracejada).

Fonte: Resultados da pesquisa.

5.2 Perfil de citocinas e quimiocinas no sangue periférico em individuos infectados com

S. mansoni — Tempo zero

No inicio do estudo (Tempo zero, pré-tratamento), foram dosadas citocinas e
quimiocinas no sangue periférico para a descricdo do perfil imunolégico em busca de
marcadores distintos em individuos com carga parasitaria extremamente baixa <4 opg, em
comparagdo com os demais grupos de individuos infectados e individuos ovo-negativos.

Foram dosadas citocinas e quimiocinas Tipo 1, Tipo 2, Th17 e T reguladora no sangue
periférico (soro) de individuos participantes.

As concentragdes séricas das citocinas IL-1B e IL-17 foram minimas nos quatro
grupos analisados e perto do limite de deteccdo (dados ndo mostrados). A concentracdo da
citocina tipo 1 IL-6 foi significativamente maior no grupo <4 opg quando comparado com o
grupo 4 a 99 opg e com grupo Negativo (ambos p=0,01) (Figura 15A). Para a citocina tipo 1
TNF-a, ndo foi possivel detectar concentracdes elevadas na maioria dos individuos dos quatro
grupos. Porém, no grupo de >100 opg, no soro de dois individuos com carga parasitéria alta

foi possivel de detectar concentracdes considerdveis de TNF-o e a produgdo foi
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significativamente maior, quando comparado com o grupo 4 a 99 opg (p <0,05) (Figura 15B).
Mesmo com concentra¢Bes séricas detectaveis, IL-27 e CXCL-10 como marcadores de uma
resposta do tipo 1 ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos (15C, 15D,
respectivamente). Citocinas do tipo 2 ficaram com baixas concentragdes séricas nos quatro
grupos, no caso de IL-5 (Figura 15E) e I1L-13, ndo apresentaram diferencas significativas entre
0s grupos avaliados (Figura 15F). Para completar, nem as quimiocinas avaliadas do tipo 2,
tais como CCL11 e CCL17, apresentaram diferencas significativas entre os grupos (Figura
15G e H), mesmo com concentracdo elevada de CCL17 no grupo dos individuos com carga
parasitaria maior (>100 opg; Figura 15H). As concentrac¢Ges séricas da citocina IL-10 foram
baixas na maioria dos individuos testados e ficaram em baixo do nivel de deteccdo em todos

0S grupos, principalmente o grupo com carga parasitaria >100 opg (15 I)
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Figura 15 — Concentraces de citocinas e quimiocinas (pg/ml), indicadas em escala logaritmica (log 10),
em soros de individuos infectados com S. mansoni.
individuos com carga parasitaria extremamente baixa (<4opg) n= 41 ; Grupo 2, individuos com carga
parasitaria baixa (4 a 99 opg), n=56; Grupo 3, individuos com carga parasitaria moderada a alta (=100
opg) n=10; Grupo 4, individuos ovo-negativos (Negativos) n= 42. Nos graficos foram indicados as
medianas das concentracfes por grupo e em pg/ml, junto com os interquartis (25 e 75% dos valores). Foi
calculado Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e pds teste de Dunn’s. Diferencas nao

significativas (ns: p > 0,05) e significativas entre os grupos (*p<0,05; **p< 0,01) sdo indicadas.

Foram divididos em quatro grupos: Grupo 1,
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Foi analisado a idade de todos os individuos em comparacdo com 0s marcadores
imunologicos, e apenas os marcadores tipo 2 CCL11 e CCL17 obtiveram uma diferenca
significativa. A quimiocina CCL11, os individuos com faixa etaria de 0 a 10 anos de idade
teve menos concentracfes da mesma, comparando-os com os individuos mais velhos com
faixa etaria > 50 anos. Ja a quimiocina CCL17 foi maior nas faixas etarias de 11 a 20 anos,

comparando- os com os individuos mais velhos com faixa etaria > 50 anos ( Figura 16 A-B)
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Figura 16- Concentragdes de quimiocinas (pg/ml) em comparacdo com a faixa etaria, indicadas em escala
logaritmica (log 10), em soros de 149 individuos. Nos graficos foram indicados as medianas, junto com os
interquartis (25 e 75% dos valores). Foi calculado Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis
e pos teste de Dunn’s. com p < 0,05 .

Para analisar os individuos em Respondedores e nao- respondedores, foi feito a assinatura
das citocinas e quimiocinas. Sendo realizado da seguinte forma: todos os individuos dos
diferentes grupos foram analisados as concentragdes dos marcadores imunoldgicos e foi feito
a mediana dessas concentracfes, aqueles individuos que tiveram as concentracGes das
citocinas e quimiocinas acima da mediana foram caracterizados como individuos
respondedores, ja os individuos com concentragdes abaixo da mediana, foram chamados de

ndo- respondedores, como é mostrado na (tabela 3 a seguir).



53

Tabela 3 — Porcentagens de individuos respondedores e nao respondedores, analisado por medianas das
concentracdes de cada citocinas e quimiocinas (pg/ml).

Citocinas e Quimiocinas (pg/ml), Mediana Respondedores  N&o respondedores

IL-1 B (1 pg/ml) 36,91% 63,08%
IL-6 (5,73 pg/ml) 48,32% 51,67%
IL-17 (1 pg/ml) 8,05% 91,94%
TNF-a (1 pg/ml) 9,39% 90,60%
IL-10 (1 pg/ml) 9,39% 90,60%
IL-27 ( 666,025) 53,69% 46,30%
CXCL10 (115,137 pg/ml) 51% 49%
IL-5 (1 pg/ml) 10% 89,93%
IL-13 (1 pg/ml) 38,25% 61,70%
CCL11 (79,673 pg/ml) 41,61% 58,38%
CCL17 (245,036 pg/ml) 48,99% 51%

Fonte: Resultados da pesquisa.

5.3 Correlacédo entre intensidade da infec¢do por S. mansoni e marcadores imunolégicos

e hematoldgico no tempo zero

Na correlacdo da carga parasitaria (opg) com marcadores imunologicos, foi feito a
correlacdo pelo teste de Spearman. A interpretacdo do r é dado por: r =1 correlacdo perfeita; O
a 1= as duas variaveis tendem a aumentar ou diminuir juntas; 0.0 as varidveis ndo variam em
tudo, juntas; 0 a -1 uma variavel aumenta, enquanto a outra diminui; -1 correlacdo inversa.
Valores p iguais ou menores que 0,05 foram considerados significativos.

Com a interpretacdo acima, e os dados analisados no trabalho, demonstram que nao
houve correlacdo, os dados dispersos indicam, que os individuos que possuem poucos ovos
por grama de fezes tém concentracdes altas de determinadas marcadores imunoldgicos e vice

—versa, como mostra a (Tabela 4)
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Tabela 4 — Correlacao entre marcadores imunoldgicos no sangue periférico (concentracado de citocinas e
quimiocinas em pg/ml) e intensidade da infecgdo (opg) de individuos diagnosticados pelo método de Kato-
Katz ( > 4 opg).

4a99e>100o0pg

pg/ml opg
r (p)
IL-18 0,1 (0,23)
IL-6 0,010 (0,93)
TNF-a 0,15 (0,22)
IL-17 0,01 (0,93)
IL-27 0,17 (0,17)
CXCL10 0,20 (0,12)
IL-5 0,22 (0,11)
IL-13 0,13 (0,30)
IL-10 -0,15(0,22)
CCL11 -0,12(0,38)
CCL17 0,20 (0,11)

Fonte: Resultados da pesquisa.

Também foram analisadas as correlagdes entre as citocinas e quimiocinas, pelo teste
de Spearman. No grupo < 4 opg resultaram correlacGes positivas entre CXCL10 e IL-10 e
também entre IL-6 e IL-5 (Tabela 5). No grupo 4 a 99 opg, uma correlacdo positiva foi
detectada entre IL-6 e IL-10 e uma correlacdo negativa resultou para CXCL10 e IL-13
(Tabela 6). No grupo dos Negativos teve correlagdo positiva entre IL-6 e CXCL10 e
correlacdo negativa entre IL-5 e CCL17 (Tabela 7). Por fim, no grupo > 100 opg ndo foram

observados correlacdes significativas entre os marcadores imunolégicos.

Tabela 5 — Correlagéo entre as citocinas e quimiocinas no grupo < 4 opg (n=41). Foi calculado o valor r
apos teste de Spearman para cada combinacéo e valores p foram indicados em parénteses, com valores p <
0,05 considerados significativos.

Grupo < 4opg
(pg/ml) IL-10 IL-6 CXCL10 IL-27 IL5 IL-13 CCL1L CCL17
r(p) r(p) r(p) r(p) (p) r(p) r(p) (p)

IL-10 023(022)  043(0,005) 0,09 (0,55) -0,13(04) -0.21(0.20) 0(1) -0,25(0,13)
IL-6 0,12(049) 0,17(0,36) 032(005)  013(047)  018(029)  -0,06(068)
CXCL10 022 (0,17) 0,10 (0,54) 006(071)  018(029  -0,06(068)
IL-27 025(013)  027(010) 007(068) -015(035)
IL5 015037 -01(034)  -025(0,13)
IL-13 -008(06) 025(0,14)
ceLLL 0,10 (0,55)

Fonte: Resultados da pesquisa.
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Tabela 6 — Correlacdo entre as citocinas e quimiocinas no grupo 4 a 99 opg (n=56). Foi calculado o valor r
apos teste de Spearman para cada combinacéo e valores p foram indicados em parénteses, com valores p <
0,05 considerados significativos.

Grupo 4299 opg

(pg/ml) IL-10 IL-6 CXCL10 IL-27 IL5 IL-13 CoLL coLL

r (p) I (p) 1 (p) I (p) I (p) I (p) r (p) r (p)
IL-10 029(004) 0030079  -010(046) 005(07) 019(018)  -011(044) -0.09(049)
IL-6 007063  009(052) 0002(09)  -007(061) 0,006 (0.96) -020(0,17)
CXCL10 -0,001 (0.99) 006(065  -040(0004) -01(049) -007(061)
IL-27 00905 0200017 015029 -003(082)
L5 00109)  -002(085) -020(017)
IL-13 020(0,19) 009 (054)
coLt 019(0,19)

Fonte: Resultados da pesquisa.

Tabela 7 — Correlacéo entre as citocinas e quimiocinas no grupo Negativos (n=42). Foi calculado o valor r
apos teste de Spearman para cada combinacéo e valores p foram indicados em parénteses, com valores p <
0,05 considerados significativos.

Grupo Negativos

(pg/mi) IL-10 IL-6 CXCLLO IL-27 IL5 IL13  CcCLll  CCLI
(p) r(p) r(p) r(p) r(p) r(p) r(p) r(p)
IL-10 0,16(0,36) 0120045  024(013) 014(039) 015035) -026(014) 003(082)
IL-6 045(0,006)  003(083) 001090 014(039) -001(09%) -012(0.49)
CXCL10 0,04(078) 001(0%0) 0005097 -022(0.20) 001(0.91)
IL-27 002(089) 002(085) -022(020) 013(041)
IL5 007(066) 021(023) 0,39 (0,01)
IL-13 001(091) 0,12(047)
ceLit 0,16 (0,35)

Fonte: Resultados da pesquisa.

No Tempo zero foram feitos hemogramas dos participantes para verificar a alteragéo

da composicdo das células brancas durante a infecgdo por S. mansoni e em relagdo a carga

parasitaria. Foi feito a contagem de leucocitos totais, neutrofilos e eosinofilos nos grupos com

carga parasitaria extremamente baixa <4 opg (n=41); grupo com carga parasitaria baixa, opg

de 4 a 99 (n=56); grupo com carga parasitaria moderada a alta, opg > 100 (n=11) e grupo de
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ovo-negativos (Negativos n=42). A andlise estatistica da composi¢do de células brancas no
sangue periférico dos diferentes grupos, nao revelou diferencas significativas em
concentracdes de leucdcitos, neutrofilos, ou eosindfilos (Figura 17A-C, respectivamente).
Para leucdcitos totais e neutrofilos, poucos individuos tinham concentracbes que
ultrapassavam 0s niveis normais apresentados (Figura 17 A-B). Ja para eosindfilos houve
varios individuos com eosinofilia nos diferentes grupos avaliados, mas sem diferenca
significativa (Figura 17C). Dentro do Grupo de 4 a 99 opg houve os individuos com
eosinofilia mais acentuada. Em geral, as porcentagens de individuos com eosinofilia, nos
grupos <4 opg, , 4 a 99 opg, > 100 opg e Negativos variaram de 36,58%, 28,57%, 54,54% e
33,33%, respectivamente.
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Figura 17 — Concentragdes de leucécitos, neutrdfilos e eosinéfilos (mm?) no sangue periférico de individuos
infectados ou ndo por S. mansoni. Os individuos foram classificados em Grupo 1, < 4 opg (n=41), Grupo
2, 4 a 99 opg (n=56), Grupo 3, > 100 opg (n=10) e Grupo 4, individuos ovo-negativos (Negativos, n=42). Os
dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn’s. A linha em vermelho indica o
limite da concentracdo normal para cada populacdo de células avaliadas. Para leucdcitos (3600-11000
mm?), neutréfilos (2000-7000 mmd) e eosindfilos (0-500 mm3). Os ndmeros acima no grafico, indicam a
quantidade de individuos por grupo, que tiveram concentragdes acima do esperado em cada populacdo de
células.
Fonte: Resultados da pesquisa.
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Com intuito de avaliar alteragdes da composicdo de células brancas no sangue
periférico de individuos infectados e a associacdo das alteragdes com a carga parasitaria,
foram feitas hemogramas completas dos participantes infectados com S. mansoni no primeiro
tempo zero do estudo e identificados pelo método de Kato-Katz.

Na comparacgdo das células de defesa, com a contagem de ovos por grama de fezes foi
separado os Grupos (4 a 99 opg) e (=100 opg). No Grupo 4 a 99 opg, ndo foi constatada
associacao entre ovos por grama de fezes (opg) e eosindfilos, verificado pela Regressao linear
(Figura 18A). O grupo > 100 opg verificou a associa¢do entre opg € a eosinofilia, quanto
maior a carga parasitaria, maiores foram as concentracdes de eosinofilos no sangue (Figura
18B).
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Figura 18 — Associacdo entre a concentracdo de eosinéfilos (0-500 mm®) com a contagem de ovos por
grama de fezes (opg), nes Grupos com >4 a 99 opg (n=56) e > 100 opg (n=10). Os dados foram analisados
pelo teste de Regressio Linear, com significAncia de *p < 0,05 (ns = néo significativo).

Fonte: Resultados da pesquisa.

5.4 Seguimento do estudo: comparacdo de marcadores imunolégicos do tempo zero

com Tempo 3 meses pos-tratamento

O tratamento com o quimioterapico praziquantel foi aplicado em 84 individuos

considerados positivos para S. mansoni nos exames parasitologicos de fezes realizados no
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Tempo zero, ocorrendo apds o tratamento, exatamente 3 meses, uma nova avaliagdo com
exames parasitologicos de fezes, no intuito de verificar uma possivel reinfecgdo. Todos os
pacientes medicados permaneceram 0Ovo-negativos ap0s tratamento nos exames
parasitologicos de fezes, sendo pequeno o risco de reinfeccdo. Desses pacientes, foram
realizadas as dosagens de citocinas e quimiocinas.

Trés meses pos-tratamento, 0 grupo com carga parasitaria extremamente baixa
continuava com concentracfes ndo detectaveis de alguns marcadores tipo 1 e Th17, no sangue
periférico, tais como IL-1p, TNF-a, IL-17 (dados ndo mostrados).

ConcentragGes séricas de IL-6 e da quimiocina CXCL10 diminuiram no pos-
tratamento, enquanto a citocina IL-27 manteve as suas concentragcdes no pos- tratamento
(19A,19B, 19C). Os marcadores Tipo 2, IL-5 e IL-13 aumentaram no pds- tratamento,
comparando com o pré-tratamento, e CCL17 apresentou diminuicdo das suas concentracdes
no pos-tratamento (19D,19E,19F). A IL-10 obteve um pequeno aumento no pés-tratamento.
Porém, todas essas alteracbes no perfil imunolégico ndo apresentaram diferencas
significativas (19G). Ao contrario das concentracbes de CCL11, que aumentaram

significativamente trés meses pos-tratamento, apresentando uma diferenca significativa de p =

0,01 (Figura 19H).
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Figura 19 — Comparagdo nas concentragdes séricas de citocinas e quimiocinas (pg/ml), na escala
logaritmica( log 10), no Tempo zero (pré- tratamento com n=27) e Tempo 3 meses (pos — tratamento com
n=27), no grupo < 4 opg. Os dados foram analisados pelo de Wilcoxon pareado, com significAncia de * p
<0,05, ** p=0,01 e sem signicancia (ns = p> 0,05)

Fonte: Resultados da pesquisa.
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No Grupo 4 a 99 opg, observamos que os marcadores tipo 1 e Th17, (IL-1B, TNF-a,
IL-17), mantiveram suas concentra¢fes baixas, proximo ao nivel de deteccdo (dados nédo
mostrados).

A concentracgéo serica do marcador Tipo 1, CXCL10 diminuiu ap6s o tratamento, com
diferencga significativa, quando comparado com os niveis antes do tratamento (p= 0,005)
(Figura 20A). Da mesma forma, os marcadores Tipo 2, IL-5 e CCL11, obtiveram as
concentracdes séricas significativamente aumentadas no pos-tratamento (p= 0,03 e p= 0,003,
respectivamente) (Figuras 20B, 20C).

As concentragbes do marcador tipo 1 IL-6, diminuiram no pos-tratamento, (figura
20D), enquanto o IL-27, manteve suas concentra¢fes séricas no pds-tratamento (figura 20E) e
0 IL-10 permaneceu em niveis baixos no pos- tratamento (figura 20F). Por fim, os marcadores

da resposta do tipo 2, IL-13 e CCL17, ndo apresentaram alteracdes significativas antes ou

apos o tratamento (figura 20G -H).
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Figura 20 — Comparacao nas concentragdes séricas de citocinas e quimiocina (pg/ml) com escala de log 10,
no (Tempo zero com n= 49) e Tempo 3 meses (pds — tratamento com n= 49 ), no grupo 4 a 99 opg. Os
dados foram analisados pelo teste de Wilcoxon pareado, com significincia de *p <0,05, **p< 0,01, ***p <

0,001 e sem significancia (ns = p > 0,05).
Fonte: Resultados da pesquisa.

No Grupo > 100 opg, observamos que alguns marcadores tipo 1 e Th17, (IL-1B, TNF-
a e IL-17), estabeleceram-se no limite da detec¢do, com concentra¢cdes minimas no soro dos
individuos poés-tratamento (dados ndo mostrados). O marcador tipo 1 IL-6 diminuiu suas
concentragdes no pds-tratamento, porém, sem diferenca significativa (Figura 21A). Ja a
quimiocina CCL11, apresentou um aumento significativo (p=0,03) no pos-tratamento (Figura
21B). Os marcadores do tipo 1, como IL-27 e CXCL10, mantiveram suas concentracoes
séricas no pos-tratamento (Figuras 21C e D). Da mesma forma, ndo resultaram diferencas

significativas para os marcadores do tipo 2 no periodo antes e pds-tratamento (Figuras 21E, F

e G).
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Figura 21 — Comparacdo nas concentragdes séricas de citocinas e quimiocinas ( pg/ml), com escala
logaritmica ( log10), no Tempo zero (pré- tratamento com n=8)e Tempo 3 meses (pds — tratamento com n=
8), no grupo > 100 opg. Os dados foram analisados pelo teste de Wilcoxon pareado, com significincia de *

p < 0,05.(ns p >0,05).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo principal, a avaliacdo de marcadores
imunolodgicos no sangue periférico de individuos com carga parasitaria extremamente baixa
(< 4 opg) na infeccdo por S. mansoni. Estes individuos, pelos procedimentos comuns do PCE
e 0 uso do método de Kato-Katz, normalmente ndo sdo diagnosticados como pessoas
infectadas e sdo considerados normais endémicos. Porém, aplicando métodos mais sensiveis,
foi demonstrado que uma boa parte dessa populacéo na verdade é infectado com S. mansoni
(Oliveira, 2015).

A zona rural dos corregos Pé da Serra, Tocantins e Santana no Distrito de Brejo do
Amparo, possui uma populagdo fixa, com cerca de 270 pessoas. A Ultima intervencdo do
PCE, com exames de Kato-Katz e tratamento contra a esquistossomose em pessoas infectadas
foi conduzida na regido aproximadamente 2 anos antes do inicio do projeto em fevereiro de
2014. No trabalho de Oliveira, 2015, foram feitos diversos e extensos exames parasitoldgicos
de fezes (Kato-Katz, Gradiente salino e Helmintex®), sendo uma caracterizacdo
parasitologica bastante minuciosa, mostrando que é uma area onde hd predominancia de

individuos com carga parasitaria baixa, porém, € uma regido com prevaléncia é de 45,9%.

A populacdo utilizada no presente trabalho, possui uma caracterizagdo conhecida no
aspecto da infeccdo pelo S. mansoni e de outras parasitoses intestinais. No presente trabalho,
197 individuos foram incluidos no estudo do perfil imunolégico, sendo 118 positivos para S.
mansoni e 79 individuos ovo-negativos para a esquistossomose mansonica. A divisao dos
participantes ocasionou na formacdo de 4 grupos para analises e comparacOes, sendo eles
dependentes da presenca de ovos e da carga parasitaria: individuos ovo-negativos
(Negativos); com carga extremamente baixa (< 4 opg); com carga baixa (4 a 99 opg) e por
fim, individuos com carga parasitaria média a alta (> 100 opg). Os tltimos dois grupos, foram

classificados conforme as diretrizes da OMS (WHO, 2002).

A intensidade da infeccdo nos individuos positivos pelo método de Kato-Katz, se
apresentou maior em criancas na primeira década de vida, decaindo com o passar dos anos de
vida, mas com cargas parasitarias consideradas baixas e sem diferencas significativas nas
diferentes faixas etarias. Ja a prevaléncia, apresentou-se maior na segunda década de vida.
Varios trabalhos publicados em diferentes areas endémicas no mundo, mostraram uma maior

prevaléncia e intensidade da infeccdo em criangas e adolescentes, com 0 pico na segunda
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década de vida e a menor prevaléncia e intensidade da infeccdo em individuos maiores de 50
anos (King et al., 1988; De Stigter et al., 1989; Webster et al., 1998; Bethony et al., 2001).

Em contraste, no grupo com carga parasitaria extremamente baixa, as maiores
prevaléncias resultaram na primeira década de vida e nas faixas etarias mais velhas,
contrapondo o perfil dos individuos com carga parasitaria maior. Essas caracteristicas sdo
argumentadas por estudos, mostrando que criancas e adolescentes ndo possuem uma
exposicao constante ao parasito e ainda ndo possuem um acimulo maior de vermes adultos no
individuo (Stothard et al., 2011; Bustinduy et al., 2013). Ja individuos com idade maior que
50 anos, possuem uma resposta imunoldgica efetiva, devido a grande exposi¢ao no passar dos
anos e a varios tratamentos quimioterapicos, induzindo uma imunidade adquirida que regula a
guantidade de vermes adultos e reinfeccBes para um nivel mais baixo, mesmo ocorrendo
prevaléncias elevadas em pessoas mais idosas (Silveira et al., 2002; Bonnard et al., 2004;
Walter et al., 2006). Além de fatores externos e de exposicao, prevaléncias altas em criangas
nos primeiros anos de vida podem ser facilitadas devido a exposicao intra-uterina de mées
infectadas com S. mansoni ou po6s nascimento com o leite materno, ocorrendo assim,
exposicao inicial aos antigenos do parasito que provoca uma reacdao imunolégica diferente das
daqueles individuos que ndo moram em regides endémicas (Attalah et al., 2003). Outra
explicagdo, seria que individuos mais idosos, além de terem uma experiéncia imunoldgica
maior e resposta imune mais efetiva, provavelmente, alojam uma populagdo de vermes
adultos também mais velhos que, ao longo dos anos de infeccdo, perdem a fertilidade, assim,
0 numero de ovos depositados na circulacdo diminui, em sequéncia, 0 nimero de ovos

eliminados nas fezes (Silveira et al., 2002).

A érea de estudo foi escolhida, pois se qualifica nos atuais estudos do perfil
epidemiolégico da esquistossomose no Brasil, com a diminui¢do da transmissdo e infeccdo da
esquistossomose mansonica. No contexto atual do Brasil, a maior parte das areas endémicas
que estdo sendo controladas pelo PCE, possui uma populacdo de carga parasitaria baixa
(Wilson et al., 2007), dificultando o diagnéstico. Portanto, é necessério o uso de métodos
diretos e/ou indiretos mais sensiveis para o diagnéstico da doenca. Dessa forma, o uso de
marcadores imunoldgicos, como indicadores indiretos, pode revelar o estado de pacientes na

fase aguda ou cronica da infecgdo pelo S. mansoni (Grenfell et al., 2013).

O homem vive em constante exposicdo a patogenos de diferentes tipos, entre eles
bactérias, fungos, virus e parasitas. Assim, o sistema imunoldgico fica constantemente em

alerta, tentando combater e eliminar os patdgenos de diferentes classes de organismos. A



66

relagdo entre 0 homem e os helmintos n&o é diferente, sendo as células T auxiliadoras do tipo
2, responsaveis por um desvio da resposta imune e para uma ativacdo de mecanismos de
destruicdo de helmintos e dos seus diferentes estagios. Os microbios sdo infinitamente
menores e provocam uma resposta inflamatoria exacerbada e rapida para a sua eliminacao.
Em contrapartida os helmintos sdo maiores, promovendo uma resposta imunoldgica mais
fraca. Com a capacidade de driblar a resposta imune e desviar e escapar de mecanismos
efetores, as infecgGes helminticas geralmente sdo cronicas, pois, podem demorar algum
tempo até o hospedeiro ser capaz de desenvolver certa imunidade contra novas infeccdes
(Maizels et al., 2003).

Vaérias espécies dos filos de Platelmintos e Nematédeos podem parasitar seres
humanos e provocar doengas cronicas. Esses parasitos provocam no hospedeiro uma resposta
imunolodgica similar. Geralmente é uma resposta que envolve Vvarios mecanismos como a
producdo de citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, varias classes de imunoglobulinas como IgE
e 1gG4 e a inducdo e proliferacdo de células efetoras, tais como eosinofilos, basofilos e outras,
sendo uma resposta notavelmente Tipo 2, que é bastante documentado e reafirmado (
Finkelman et al., 1991; Maizels et al 1993).

Na infeccdo pelo S. mansoni, a fase aguda é caracterizada por uma resposta imune do
tipo 1, resultando na ativacéo de células para a secrecéao de citocinas como IL-2 e IFN-y. Com
a evolucdo da doenca e o comeco da oviposi¢do nos tecidos, ocorre uma polarizacdo da

resposta imune predominantemente para um perfil tipo 2 (Zaccone et al., 2009).

Com os conhecimentos acima, foram dosados no Tempo zero, pré-tratamento,
marcadores da resposta imune tipo 1 e tipo 2, marcador Th17 e de regulagdo. No grupo com
carga parasitaria extremamente baixa (< 4 opg), as concentracGes séricas dos marcadores tipo
1, IL-1B e TNF-a foram baixas em comparagdo com os demais grupos, em especial em
comparagdo com 0 grupo com carga parasitaria maior (> 100 opg). O trabalho de Coutinho et
al (2006) mostrou, que uma elevada producdo de citocinas inflamatdrias esta associado a
infeccOes com cargas parasitarias altas e também em casos clinicos mais graves, como, por

exemplo, intensa fibrose hepatica.

A citocina IL-17 é preferencialmente produzida por um conjunto de linfécitos T,
chamadas células Thl7, que realizam parte da defesa contra micrébios e doencas
inflamatdrias cronicas (Gu et al., 2013). Uma maior producdo de IL-17, pode ocasionar uma
intensa inflamacdo e danos aparentes nos tecidos, associada as patologias mais graves em

modelos murinos e em humanos (Mbow et al., 2013). As células T CD4, ndo primadas
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(naive), sdo ativadas e diferenciam-se em células Thl7, devido a estimulos por vérias
citocinas, tais como IL-1B, IL-6, IL-21, IL-23 e TGF-B (Korn et al., 2009). Em infec¢des com
S. japonicum, foi demonstrado que os antigenos dos ovos podem induzir a producdo da
citocina IL-17, que promove o recrutamento de neutréfilos para o local da infecgdo (Zhang et
al., 2012). No presente trabalho, a dosagem do marcador Th17(IL-17), no sangue periférico
foi minimo e no limite de detec¢do nos individuos dos quatro grupos analisados. Em
contrapartida, IL-27 como marcador de resposta do tipo 1, apresentou concentracfes séricas
prontamente detectadas em individuos de todos os grupos. Em modelos murinos, é relatado
que a citocina IL-27 tem grande capacidade de regular a resposta imune, com a capacidade de
suprimir diretamente a diferenciacdo de IL-17 (Batten et al., 2008).

A quimiocina CXCL10 foi descrita como marcador de processos inflamatoérios do tipo
1 e esté sob controle genético de IFN-y (Saha et al., 2010). No presente trabalho, ndo houve
dosagem da citocina IFN-y, pois, no sangue periférico ocorrem dificuldades para sua
deteccdo. Nos individuos investigados, concentracdes séricas de CXCL10 foram detectaveis,
mas com concentracdes semelhantes entre os grupos dos infectados e os individuos ovo-
negativos. Esses dados, podem ser indicadores de que a maior parte da populacdo, ndo possui
uma patologia grave, pois pacientes com niveis altos de IFN-y possuem baixos niveis de
fibrose (Kovacs et al., 1991; Henri et al.,, 2002). InfeccGes experimentais em modelos
murinos, comprovaram gue essa relacéo inversa entre mediadores de uma resposta do tipo 1 e
fibrose hepatica ocorre (Czaja et al., 1989). Exames de ultrassonografia, feitos nos individuos
com esquistossomose mansénica corroboram com esses resultados. Com isso, foram feitos,
um total de 83 exames de ultrassonografia em pacientes diagnosticados com esquistossomose.
Desses, apenas 11 individuos, apresentaram alteracdes hepaticas com fibrose leve e 6 pessoas
com fibrose moderada, mostrando entdo a auséncia de casos clinicos mais graves na
populacdo (Geiger 2016, comunicacdo pessoal). Além disso, como a dosagem de CXCL10,
que poderia ser usado como marcador substituto de IFN-y, os individuos infectados com
Schistosoma mansoni ndo apresentaram um perfil imunoldgico tipicamente do tipo 2, como
esperado para fase crbnica da esquistossomose (Pearce & MacDonald, 2002). Um perfil
misto, sem um aumento de marcadores de inflamagdo no mesmo tempo, poderia reforgar os
achados resumidos por Caldas e colaboradores (2008), que mostraram em individuos com
carga parasitaria baixa, a ndo ocorréncia da supressdo da resposta imune do tipo 1, ndo sendo

possivel medir um aumento de marcadores de inflamagdo (Caldas et al., 2008).
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A maior diferenga observada no grupo com carga parasitaria extremamente baixa (< 4
opg) foi a maior concentracdo sérica de IL-6, em relacdo aos Negativos e ao grupo 4 a 99 opg,
esses dados mostram que ha um processo de inflamacéo ativa nesse grupo. A inducao de uma
resposta imune, com a participacdo de marcadores de inflamacdo, foi relatada em individuos
sintométicos na fase cronica da infecgdo (Caldas et al., 2000; Pearce; MacDonald, 2002;
WHO, 2009). Por outro lado, a citocina IL-6 foi o Unico marcador que se apresentou elevado
em soros de individuos com opg < 4. Neste grupo, apesar da carga parasitaria extremamente
baixa, foram encontradas coinfec¢des com protozoarios intestinais em 41,66% dos individuos.
InfeccBes intestinais por Giardia lamblia e Entamoeba histolytica/dispar, podem ser
assintomaticas ou prejudiciais a salde, e podendo provocar alteragdes no intestino, além de
provocar uma resposta imune do tipo 1 (Coutinho-Azevedo et al., 2015). Assim, protozoarios
intestinais, poderiam contribuir para um perfil imunoldgico misto, como foi observado no
presente estudo, ou até ter causado uma inflamacdo intestinal. Entretanto, uma populacdo
exposta a diversos patdgenos e estimulos antigénicos, pode apresentar um perfil imunoldgico
gue ndo seja exclusivamente devido a infeccdo por S. mansoni, portanto, ha dificuldade na
analise de marcadores imunoldgicos especificos.

A concentracdo de IL-5 no soro, foi baixa nos quatro grupos, sendo uma citocina que
a sua expressao € essencial para a producdo de eosindfilos (Moore et al., 1997; Negrédo-
Corréa et al., 2014). Outro marcador da resposta tipo 2 € a IL-13, que é uma citocina
responsavel pelo recrutamento de células para o local da inflamacéo, induzindo a formacao do
granuloma ao redor dos ovos depositados e participando de processos fibroticos em uma fase
mais avangada da infeccdo (Wynn et al., 2004). O trabalho de Schwartz et al. (2014),
demonstrou que camundongos deficientes de IL-4/IL-13 morreram durante a fase aguda da
infeccdo pelas reacdes inflamatorias exacerbadas. No presente trabalho, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos pesquisados, mas foi observado, que havia presenca em cada
grupo de pessoas com uma producdo consideravel de I1L-13, enquanto em outros individuos
ndo foi possivel detectar IL-13. Nesse contexto, estudos com PBMC (céelulas mononucleares
do sangue periférico), demonstraram que individuos considerados altos produtores de 1L-13
possuem uma chance maior de apresentar alteracdes fibroticas no figado (Henri et al., 2002;
Sousa et al., 2005). Porém, isso ndo corroborou com 0 nosso estudo, devido ao estado clinico
assintoméatico dos individuos e dos resultados da ultrassonogragiam (Geiger, 2016,
comunicagdo pessoal). Como marcadores suplementares de uma resposta imune do tipo 2,
foram avaliadas as quimiocinas CCL11 e CCL17. Concentragdes séricas dessas quimiocinas

foram detectadas em todos os grupos em nivel semelhante. Porém, no grupo com maior carga
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parasitdria houve uma tendéncia de concentracBes elevadas, especialmente nos dois
individuos com alta carga parasitaria com mais de mil ovos por grama de fezes. As
quimiocinas CCL11 e CCL17, foram indicadas anteriormente como marcadores importantes
de infeccBes helminticas, no caso, em individuos mono-infectados com S. mansoni e co-
infectado com S. mansoni e geohelmintos e com cargas parasitarias médias a altas (Geiger et
al., 2013).

Em relacdo a citocina IL-10, trabalhos de Oliveira et al. (2005) e Silveira et al. (2004)
mostraram que a producdo da citocina IL-10 em células mononucleares do sangue periférico
(PBMC), esté correlacionada com a alta intensidade da infecgdo. Porém, no presente trabalho
com citocinas séricas, ndo houve correlacdo positiva entre carga parasitaria e a concentracao
de IL-10 em individuos infectados e na maioria dos participantes a producdo de IL-10 foi
baixa. O perfil imunoldgico pouco alterado nos grupos infectados, pode ser explicada pelo
namero baixo de individuos com carga parasitaria elevada de S. mansoni. Além disso, a
presenca de coinfeccbes com helmintos e/ou protozoarios nos grupos, pode ter alterado o
perfil em cada grupo. Coinfecgdes com protozoarios podem provocar o aumento da resposta

tipo 1, aumentar a producdo de INF-y e suprimir a producéo de IL-10 (Bacellar et al., 2002).

Em éreas de baixa endemicidade, a carga parasitaria ndo foi um fator primordial para o
desenvolvimento de patologias mais graves da esquistossomose mansénica (Andrade, 2008).
Contudo, as citocinas e quimiocinas poderiam ser importantes para se entender a
imunopatologia de infeccdes mais graves, sem ocorrer necessariamente uma relacdo com a
carga parasitaria.

A contagem de leucdcitos no sangue periférico dos individuos, ndo revelou diferencas
entre os grupos e a maioria dos valores ficou dentro dos niveis normais, também indicando a
auséncia de casos agudos, como foi demonstrado em estudos anteriores (Caldas et al., 2008).
Trabalhos experimentais, provaram a importancia dos eosinéfilos durante a formacdo dos
granulomas e uma participacdo menor de neutréfilos (Moore et al., 1997). Portanto,
eosinofilos sdo consideradas celulas importantes para a formacdo do granuloma e na
indicacdo de uma infeccdo com processos inflamatdrios nos tecidos, além de ter uma
relevancia no controle de reinfecgdes. Dentro dos grupos dos individuos infectados, foram
identificados individuos que apresentaram eosinofilia, mas a maioria dos individuos
apresentaram niveis normais de eosindfilos. A eosinofilia, portanto, ndo € um estado
obrigatdrio na esquistossomose e muito menos em individuos com carga parasitaria reduzida.

Estudos experimentais, indicaram que eosinéfilos podem ser ativados e atraidos por citocinas
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do tipo 2, tais como IL-4, IL-10, IL-13, IL-9, IL-21 e outras (Davies et al. 2005, Anthony et
al. 2007). As citocinas que foram avaliadas nesse estudo e que podem estar envolvidas na
ativacdo de eosinofilos, IL-5, IL-10 e I1L-13, ndo apresentaram niveis elevadas em individuos
infectados, apenas CCL11 apresentou maiores concentracfes, sendo um importante
quimioatraente de eosindfilos. Apenas no grupo de individuos com carga parasitaria média ou
alta houve uma correlacédo positiva entre eosinofilos no sangue periférico e contagem de ovos
por grama de fezes, corroborando resultados de outros autores (Sturrock et al., 1983; Pereira
et al., 2010) e indicando o estado imunoldgico pouco definido em individuos com carga
reduzida. A importancia dos eosinéfilos durante a infec¢cdo humana ja foi provada. Em &reas
endémicas, individuos com elevados niveis de eosindfilos e anticorpos IgE especificos contra
S. mansoni, apresentaram um menor risco de reinfeccdo (De Andres et al., 1997).

Trés meses apoOs tratamento foram feitos novos exames parasitologicos e 0s
participantes do estudo tornaram-se ovo-negativos, sem reinfecgdes. Em individuos com
carga parasitaria reduzida, o praziquantel normalmente tem uma alta eficacia e as taxas de
cura sao maiores que 90% (Abou-Shady et al., 2016).

O praziquantel provoca uma polariza¢do na resposta imune, com mudancas no perfil
de citocinas e quimiocinas, devido a liberacdo de uma grande quantidade de antigenos
(Bourke et al., 2013). Na infeccdo natural, os ovos de S. mansoni sdo produzidos
continuamente, alguns ficam retidos nos tecidos e depois de algumas semanas morrem. Em
disparidades, estimativas e calculos quanto ao tempo de vida estimado dos vermes indicaram
um periodo de 5.7 a 10.5 anos (Fulford et al., 1995), portanto a populacdo cronicamente
infectada € constantemente exposta a antigenos de ovos e esporadicamente expostos aos
antigenos dos vermes adultos. Com o passar dos anos, a resposta imunoldgica se torna
eficiente, com atenuacdo da doenca e estabilidade da carga parasitaria, impedindo uma
hiperinfeccdo (Bourke et al., 2013). Diferentemente dessa protecdo que se desenvolve
lentamente, o tratamento com praziquantel provoca a desintegracdo e a morte do verme, com
destruicdo do mesmo, e liberacdo de antigenos em grande quantidade, estimulando o sistema
imune e provocando em alguns casos reagdes intensas e resposta imunoldgicas efetivas e
rapidas (Caldas et al., 2000; Fitzsimmons et al., 2012).

O grupo 4 a 99 opg, no presente trabalho, apresentou um aumento de IL-10. Wilson et
al. (2011), relatou que durante o tratamento, pode ocorrer 0 aumento das concentracdes de IL-
10, sendo determinante para o desenvolvimento de mecanismos de protecdo imunoldgica. As
respostas de citocinas séo alteradas no tratamento, com o aumento de citocinas e quimiocinas

associadas a estimulacdo de eosinofilos como IL-5 e CCL11, esse aumento pode ocorrer
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devido ao préprio tratamento ou h& possiveis reinfeccdes (Colley & Secor, 2014). Esta relagdo
entre a exposicdo aos antigenos e a varios tratamentos, resultam na maior producdo de
citocinas como IL-5, IL-13 e CCL11, como foi observado no presente trabalho em alguns
individuos dos grupos < 4 opg, >4 a 99 opg e > 100 opg, Trés meses pos-tratamento.

O grupo < 4 opg, depois do tratamento, apresentou marcadores tipo 1 e Th17, (IL-1p,
CXCL10, TNF-a, IL-27 e IL-17) com poucas mudangas nas concentracdes sericas. A citocina
regulatéria IL-10, aumentou no grupo com carga parasitaria extremamente baixa, desta
maneira, houve um mecanismo eficaz no controle da progressao da fibrose (Kitani et al.,
2003; Hesse et al., 2004). A quimiocina CCL11 aumentou nesse grupo, podendo ser devido a
reinfecgdes ou ao proprio tratamento. Com isso, esses dados nos mostram que é a populagdo
foco desse estudo € totalmente distinta, pois possui uma carga parasitaria extremamente baixa
e a modulacdo da resposta imunoldgica ndo € tdo explicita como nos demais grupos ( Silveira,
2011). Gazinelli et al. (1985) demostra que individuos na fase aguda apresentam mais
capacidade de expressar a resposta imunoldgica in vitro e in vivo do que individuos que estdo
na fase crénica da doenca, principalmente na resposta do sangue periférico. Deve-se notar que
a predominancia de respostas anti-inflamatéria depois do tratamento, pode ser devido ao
processo de escolha da populacdo, com a predominéncia dos individuos cronicamente
infectados e com intensidade da infeccéo baixa (Wilson et al., 2014).

A preocupagdo do presente estudo ¢ a quantidade de individuos no grupo > 100 opg,
sendo de 11 individuos apresentando essa intensidade de infeccdo, caracterizada como média
a alta. Entretanto, a problemaética é que os 11 individuos ndo sejam suficientes para uma boa
estatistica e ndo relate o verdadeiro perfil de citocinas e quimiocinas dessa populagao.

A coinfec¢do com helmintos e/ou protozoarios nessa populacdo pode dificultar ou
mascarar o perfil de citocinas e quimiocinas especificas para a esquistossomose (Brasil,
2016).

Por fim, varios trabalhos s&o analisados com células estimuladas, enquanto o presente
trabalho foi analisado com soro sistémico (sangue periférico). As citocinas possuem uma
meia vida curta, sendo produzida localmente e consumidas rapidamente. Portanto, usar soros

da populacédo pode dificultar a sua mensuracao.
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7. CONCLUSAO

e No grupo de individuos com carga parasitaria extremamente baixa, as maiores
prevaléncias resultaram na primeira década de vida e nas faixas etarias mais velhas,
contrapondo o perfil dos individuos com carga parasitaria maior.

e Individuos com carga extremamente baixa apresentaram concentracdes elevadas do
marcador IL-6 no sangue periférico, mostrando que nesse grupo esta ocorrendo um processo
ativo inflamatorio. Esse processo pode ocorrer devido a reinfecgdes, a coinfecgbes com
helmintos e protozoarios ou por falta de mecanismos de imunomodula¢do em caso de baixa
carga parasitaria.

e Trés meses apds tratamento, foi observado um aumento da quimiocina CCL11 no
sangue periférico em individuos com carga extremamente baixa, provavelmente um reflexo
ao tratamento e liberacdo de antigeno do parasita. Em geral, individuos infectados
apresentaram uma tendéncia de diminuicdo de marcadores de inflamacgéo e do tipo 1 e um

aumento de marcadores do tipo 2, que poderiam ser benéficos em caso de reinfeccao.

Esses dados nos mostram que individuos com carga parasitaria baixa € uma populacédo
distinta, que se diferencia por poucos marcadores imunoldgicos no sangue periférico dos
individuos ndo infectados, pois a sua resposta imunoldgica ndo é tdo explicita como ocorre em

individuos com carga média ou alta.
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ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participantes menores de 7 anos
Convite para participar

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

estd convidado(a) para participar,

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

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

Informac6es 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
Turiacu no Maranhdo e Primavera no Para, onde o estudo sera conduzido por pesquisadores
do Instituto Evandro Chagas, Ministério de Salde. A pesquisa serd conduzida em
cumprimento total das exigéncias contidas na Resolugdo CNS N° 466/12, sobre pesquisa com
seres humanos. O objetivo deste estudo é aperfeicoar técnicas de exames de fezes, de urina e
soroldgicas para o diagnostico e controle da esquistossome. Também esperamos verificar se
outras verminoses, doencas alérgicas ou outras alteracbes podem afetar a gravidade da
esquistossomose. E importante lembrar que a Esquistossomose (também conhecida como
xistose ou barriga d’agua) ¢ uma doenga que se adquire no contato com aguas que contém
caramujos infectados. As pessoas que sdo diagnosticadas podem ser tratadas e curadas, mas o
diagnostico das pessoas com baixa carga parasitaria é dificil e sem o tratamento alguns casos
xistose podem produzir alteraces 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 transmissao 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 presenga da esquistossomose. Nas
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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 acdes de prevencgéo 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 nogdes de educacgdo sanitaria com o
objetivo de evitar a transmissdo das verminoses.

O risco para o seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade que porventura participe da
pesquisa sdo minimos. Existe o desconforto da picada da agulha no momento da retirada do
sangue. Entretanto, a coleta seré 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 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 ndmero, sem o0 nome. Os relatdrios e resultados deste estudo serdo
publicados na forma de textos, tabelas, gréaficos e figuras, sem nenhuma forma de

identificacdo individual.

Informacdes adicionais

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

A participacdo é totalmente voluntaria e vocé e seu filho(a) ou menor sob sua
responsabilidade poderdo se recusar a participar do estudo sem qualquer prejuizo pessoal para

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

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

caso de necessidade.

Consentimento e Assentimento:
Declaro que li e entendi as informac0es 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.

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

Data: de de 20

ENDERECO E TELEFONE DOS PESQUISADORES

Para informacgdes 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 Anténio Carlos 6627, CEP 31270-901, Pampulha, Belo Horizonte-MG

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

Dr. Martin Johannes Enk

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

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

Para informag@es éticas do estudo, vocé poderé 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-cpgrr@cpqrr.fiocruz.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participantes menores de 18 anos
Convite para participar

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

esta convidado(a) para participar,

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

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

assentimento.

Informacdes sobre o Estudo

O projeto em andamento serd realizado nos Municipios de Januéria e Montes Claros,
Minas Gerais onde sera conduzido por pesquisadores da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) e do Instituto René Rachou, da Fiocruz Minas Gerais e nos Municipios de
Turiacu no Maranhdo e Primavera no Pard, onde o estudo sera conduzido por pesquisadores
do Instituto Evandro Chagas, Ministério de Salde. A pesquisa serd conduzida em
cumprimento total das exigéncias contidas na Resolugdo CNS N° 466/12, sobre pesquisa com
seres humanos. O objetivo deste estudo é aperfeicoar técnicas de exames de fezes, de urina e
soroldgicas para o diagnostico e controle da esquistossome. Também esperamos verificar se
outras verminoses, doencas alérgicas ou outras alteracbes podem afetar a gravidade da
esquistossomose. E importante lembrar que a Esquistossomose (também conhecida como
xistose ou barriga d’adgua) ¢ 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
diagndstico das pessoas com baixa carga parasitaria é dificil e sem o tratamento alguns casos
xistose podem produzir alteracdes 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. VVocé também autoriza a coleta de uma amostra de fezes, urina e
sangue que serdo utilizados para detectar ovos ou produtos do verme (como DNA) ou

induzidos por ele (anticorpos) que permitam confirmar a presenca da esquistossomose. Nas
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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 acdes de prevencgéo 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 nogdes de educacgdo sanitaria com o
objetivo de evitar a transmissdo das verminoses.

O risco para o seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade que porventura participe da
pesquisa sdo minimos. Existe o desconforto da picada da agulha no momento da retirada do
sangue. Entretanto, a coleta seré 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 € 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 ndmero, sem o0 nome. Os relatérios e resultados deste estudo serdo
publicados na forma de textos, tabelas, gréaficos e figuras, sem nenhuma forma de

identificacdo individual.

Informacdes adicionais

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

A participacdo é totalmente voluntaria e vocé e seu filho(a) ou menor sob sua
responsabilidade poderdo se recusar a participar do estudo sem qualquer prejuizo pessoal para

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

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

caso de necessidade.

Consentimento e Assentimento:
Declaro que li e entendi as informac0es 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.

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

Data: de de 20

ENDERECO E TELEFONE DOS PESQUISADORES

Para informacgdes 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 Anténio Carlos 6627, CEP 31270-901, Pampulha, Belo Horizonte-MG

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

Dr. Martin Johannes Enk

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

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

Para informag@es éticas do estudo, vocé poderé 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-cpgrr@cpqrr.fiocruz.br



mailto:coelhopm@cpqrr.fiocruz.br
mailto:stefan.geiger76@gmail.com
mailto:martinenk@iec.pa.gov.br
mailto:cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br

90

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participantes maiores de 18 anos
Convite para participar

\Voce, esta

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

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

Informac6es sobre o Estudo

O projeto em andamento sera realizado no Municipio 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 Para, onde o estudo sera conduzido por pesquisadores do
Instituto Evandro Chagas, Ministério de Salde. A pesquisa serd conduzida em cumprimento
total das exigéncias contidas na Resolucdo CNS N° 466/12, sobre pesquisa com seres
humanos. O objetivo deste estudo é aperfeicoar técnicas de exames de fezes, de urina e
soroldgicas para o diagnostico e controle da esquistossome. Também esperamos verificar se
outras verminoses, doencas alérgicas ou outras alteracdes podem afetar a gravidade da
esquistossomose. E importante lembrar que a Esquistossomose (também conhecida como
xistose ou barriga d’agua) ¢ uma doenga que se adquire no contato com aguas que contém
caramujos infectados. As pessoas que sdo diagnosticadas podem ser tratadas e curadas, mas o
diagnostico das pessoas com baixa carga parasitaria é dificil e sem o tratamento alguns casos
da xistose podem produzir altera¢6es no figado e sangramentos (no vomito e nas fezes).

Ao concordar com a participacdo 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 doengas que possam interferir na gravidade da esquistossomose.
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Riscos e Beneficios

Os beneficios provenientes da participagdo consistem na geracdo de novos conhecimentos
para embasar as acOes de prevencdo e controle da esquistossomose no municipio. Os
participantes que apresentarem Xxistose serdo tratados gratuitamente com Praziquantel ou
oxamniquine, ou com Albendazol ou Mebendazol em caso de outras verminoses. Os
participantes também receberdo noc¢des de educagdo sanitaria com o objetivo de evitar a
transmissao das verminoses.

O risco para vocé € minimo. 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 sdo poucos e largamente compensados pelos beneficios do

tratamento e da cura das verminoses esta no momento da coleta de sangue.

Confidencialidade:

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

textos, tabelas, gréficos e figuras, sem nenhuma forma de identificacdo individual.

InformacGes adicionais

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

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

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

A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo a sua satde ou bem estar fisico. Nao vira interferir

no atendimento e na assisténcia a ser prestada em caso de necessidade.

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

participacao voluntaria nesta pesquisa.
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Impressao
Nome do Responsavel: Digital
Assinatura do Responsavel: (opcional)
Assinatura do Entrevistador:

Data: de de 20

ENDERECO E TELEFONE DOS PESQUISADORES

Para informacfes 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 Antbnio 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, Laboratério 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 informac@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-cpgrr@cparr.fiocruz.br
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ANEXO 2 — Parecer Consubstanciado do CEP

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

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 21824513.9.0000.5091

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

DADOS DO PARECER

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

Apresentacao do Projeto:

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

Objetivo da Pesquisa:

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

Objetivos especificos:

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

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

Enderego: Avenida Augusto de Lima, 1715

Bairro: Barro Preto CEP: 30.190-002
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3349-7825 Fax: (31)3349-7825 E-mail: cepsh-cpqrr@cpqrr fiocruz.br
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CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGAO W
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

Continuagdo do Parecer: 518.888

tratamento.

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

4. Levantamento malacologico e monitoramento de taxas de infecgdo natural de Biomphalaria antes e apés
interferéncia

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

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

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

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

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

Beneficios:

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

Continuag&o do Parecer: 518.888

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

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

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

N&o se aplica.

Recomendagdes:

Sem recomendacgoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Todas as recomendagdes sugeridas no parecer emitido em outubro/2013 foram adequadamente atendidas.
N3ao ha novas inadequagdes e pendéncias. :
Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

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

BELO HORIZONTE, 31 de Janeiro de 2014

Assinador por:
Naftale Katz
(Coordenador)
Enderego: Avenida Augusto de Lima, 1715
Bairro: Barro Preto CEP: 30.190-002
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
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