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RESUMO

Doencas alérgicas e infec¢Bes produzidas por helmintos parasitos induzem uma resposta imune
predominantemente Th2, estimulando o aumento e ativagdo de eosinofilos, basofilos, mastécitos e
altos niveis de IgE circulantes. No caso da esquistossomose, a resposta Th2 é estimulada com o inicio
da ovipostura e geralmente é acompanhada por aumento de I1L-10, resultando em uma infec¢éo cronica
modulada que persiste por anos. Alguns estudos epidemioldgicos tém relatado associacBes inversas
entre alergia e helmintoses, propondo que a exposicdo frequente do sistema imune a agentes
infecciosos pode levar ao desenvolvimento de uma resposta imune modulada, evitando, em parte, 0
desenvolvimento de doencas inflamatérias. Entretanto, a maioria dos trabalhos publicados tem sido
realizados em &reas com alta carga parasitéria, situacdo que tem sido alterada em muitas areas
endémicas brasileiras nos Gltimos anos devido ao impacto dos programas de controle. Com o intuito
de esclarecer alguns destes aspectos, o presente estudo transversal visa analisar possiveis relacoes
entre infeccGes por helmintos e reagfes alérgicas em 257 residentes no distrito rural de Brejo do
Amparo, municipio de Januaria, MG. Os participantes do estudo responderam um questionario
socioeconémico e outro especifico para identificacdo de doencas alérgicas (ISAAC), e também
forneceram amostras de fezes e sangue para realizacdo dos exames parasitolégicos, imunoldgicos,
moleculares e hemograma. Os dados mostram que a popula¢do do estudo tem baixa escolaridade e
renda, além de exposic¢do frequente a fontes de infeccdo parasitaria. O questionario ISAAC identificou
38 (17%) individuos com sintomas declarados e frequentes de Asma, 134 (59%) com Rinite e 32
(14%) com Eczema. Exames complementares revelam que 23,8% dos participantes apresentaram
niveis séricos elevados de IgE reativo a alergenos frequentes na poeira doméstica. Para garantir o
diagnostico da infeccdo por S. mansoni em individuos com carga parasitaria muito baixa, as amostras
de fezes foram analisadas por vérias técnicas parasitologicas (Kato-Katz, Helmintex® e Gradiente
salino) e por PCR-ELISA, revelando uma prevaléncia de 54,4% e mediana de 4 ovos/g fezes. O soro
de cada participante foi utilizado para determinar a concentragdo de IgE total e de IL-10 através da
técnica de ELISA. Apesar dos individuos com alta carga parasitaria apresentarem elevacdo da
concentracdo de IgE total e do nimero de eosindfilos circulantes, estas varidveis foram semelhantes
entre os individuos infectados e ndo infectados, enquanto que somente 14 % apresentaram niveis
detectais de IL-10 no soro. A andlise de regressdo linear multivariada revelou que individuos
infectados com S. mansoni com mais de 12 OPG tiveram 5 vezes menos chance de desenvolver
reatividade de IgE contra alérgenos de poeira doméstica. Conforme estabelecido pelo questionério
ISAAC na populagéo estudada, a Asma foi 7 vezes mais frequente em criangas menores de 10 anos e
ndo houve associagdo entre Asma e reatividade de IgE (Atopia), sugerindo que os sintomas de asma
estavam relacionados com infecgdes virais na infancia. Curiosamente, individuos infectados com S.
mansoni com mais de 12 OPG tiveram 3 vezes menos chance de ter Asma.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, doengas alérgias, Asma, imunomodulagdo



ABSTRACT

Allergic diseases and infections caused by helminth induces an immune response
predominantly Type 2, stimulating the increase and activation of eosinophils, basophils, mast
cells and high levels of IgE circulating. In the case of schistosomiasis, the Th2 response is
stimulated with the beginning of oviposition and is usually followed by an increase in IL-10,
resulting in a modulated chronic infection that persists for years. Some epidemiological
studies have reported inverse associations between allergy and helminths, suggesting that
frequent exposure of the immune system to infection can lead to development of a modulated
immune response, avoiding, in part, development of inflammatory diseases. However, most
studies have been conducted in areas with high parasitic load, a situation that has been
changed in many Brazilian endemic areas in recent years due to the impact of control
programs. In order to clarify some of these aspects, the present cross-sectional study aims to
establish possible relationship between helminth infections and allergic reactions in 257
residents in the rural district of Brejo do Amparo, Januaria city, State of Minas Gerais. The
volunteers of the study answered a socioeconomic questionnaire and other specific
questionnaire for identification of allergic diseases (ISAAC), and also provided stool and
blood samples to perform the parasitological, immunologic and molecular tests and
hemogram. The results showed that the study population have low education and income, and
are frequent exposure to sources of parasitic infection. The ISAAC questionnaire identified 38
(17%) individuals with declared and frequent symptoms of asthma, 134 (59%) with rhinitis
and 32 (14%) with Eczema. Complementary tests revealed that 23.8% of volunteers had high
serum levels of IgE reactive to common allergens in house dust. To ensure the diagnosis of
infection in individuals with very low parasitic load, stool samples were examined by several
parasitologic techniques (Kato-Katz, Helmintex® and saline gradient) and by PCR-ELISA,
showing a prevalence of 54.4% and a median of 4 eggs/g faeces. Serum from each subject
was used to determine the total IgE concentration and IL-10 by ELISA. The serum levels of
total IgE and number of circulating eosinophils were similar among infected and uninfected
subjects, while only 14% presented detectable levels of IL-10 in serum. Multivariate linear
regression analysis revealed that S. mansoni-infected individuals with more than 12 OPG had
5 times less chance to develop IgE reactivity against allergen of domestic dust. As established
by ISSAC questionnaire in the study population, Asthma was 7 times more frequent in
children under 10 years and there was no association between Asthma and IgE reactivity
(Atopy), suggesting that the Asthma symptoms was related to viral infections in childhood.
Interestingly, Schistosma-infected individuals with more than 12 OPG had 3 times less chance
to have Asthma.

Keywords: Schistosoma mansoni, allergens diseases, Asma, immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

Descrita por Theodor Bilharz no Egito, em 1851, a esquistossomose ¢ uma doenca
infecciosa cronica que afeta mais de 230 milhdes pessoas em todo 0 mundo e mais de 700
milhdes de pessoas vivem em éreas endémicas, localizadas principalmente na Africa, Asia e
América (WHO, 2014; Vos, et al., 2012). Apesar de ter havido reducdo nos casos fatais
decorrentes de esquistossomose, a doenga ainda hoje representa uma importante causa de
morbidade e mortalidade, sendo responsavel por cerca de 280 mil dbitos/ano devido ao
parasitismo e suas complicacGes (Van der Werf et al., 2003).

No Brasil, a esquistossomose é causada exclusivamente por Schistosoma mansoni e
afeta 2-8 milhdes de pessoas que vivem principalmente no Espirito Santo, Minas Gerais,
Bahia e regido litoranea dos Estados Nordestinos (Noya et al., 2015). O homem se infecta
através da penetracdo ativa das cercarias, fase larval do parasito que sdo eliminadas para o
meio aquatico por moluscos do género Biomphalaria infectados, atraves da pele ou mucosas
expostas. Ap6s migragdo pela circulacdo, os vermes adultos habitam o as veias mesentéricas
inferiores do sistema porta hepatico onde liberam poucas centenas de ovos. Somente 40-50 %
dos ovos eliminados na circulacdo atravessam o endotélio vascular, a mucosa intestinal e sdo
eliminados pelas fezes do hospedeiro, o restante dos ovos do parasito fica retido no intestino
ou sdo carreados para o intestino induzindo a formacdo de granulomas em resposta aos
antigenos produzidos no local, podendo causar patologia intestinal e hepéatica (Andrade &
Prata 1963; Andrade 2008; WHO/PAHO 2014). A morbidade dessa doenca esta relacionada
a carga parasitéria, tempo de exposi¢do ao parasito e/ou frequéncia de reinfeccgdes, estado
nutricional e co-morbidades do hospedeiro. Outro fator determinante na morbidade da
esquistossomose € o tipo e intensidade da resposta imunologica do hospedeiro a infeccao
(Hiatt et al. 1980; De Jesus et al. 2002; Abath et al. 2006).

A resposta imunologica induzida pela infeccdo por S. mansoni altera no decorrer do
desenvolvimento do parasito; durante a migracdo dos esquistossdbmulos e maturacdo dos
vermes adultos ocorre a inducdo de uma resposta imune de perfil Thl (Pearce et al. 1991),
caracterizada pela produgdo de citocinas pré-inflamatérias, como interferon gama (IFN-y),
interleucinas 2 (IL-2), IL-1, IL-12, IL-6, e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Pearce &
MacDonald 2002; Wilson et al. 2007). Com o inicio da ovipostura, antigenos excreto-
secretado pelos ovos induzem uma mudanca no perfil das citocinas circulantes e a resposta

imune torna-se predominantemente Th2 (Grzych et al. 1991; Pearce et al. 1991). Com o
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estabelecimento da resposta do tipo 2 ocorre a diminui¢do da resposta Thl, ocorrendo entdo
um aumento na produgdo das interleucinas 4 (IL-4), IL-5 que atuam na estimulagdo da
producdo de IgE (imunoglobulina E) e de eosinofilos circulantes (Mosmann 1992).
Paralelamente, também ocorre a inducéo da producdo de IL-10 e consequente modulagédo do
processo inflamatdrio (Wynn et al. 2004; Wilson et al. 2007). Este processo de modulacdo da
resposta granulomatosa na fase cronica é de grande importancia, e tem sido associado com o
prognostico benigno da doenca, garantindo a sobrevivéncia do hospedeiro (Pearce &
MacDonald 2002; Chuah et al. 2014). A producdo de IL-10 apresenta importante funcédo
regulatoria da formacao granulofibrética (Hesse et al. 2004; Baumgart et al. 2006; VVan Der
Vlugt et al. 2012). Durante o periodo inicial da resposta granulomatosa, a IL-10 através da
regulacao da expressdo IL-12/IL-12R atua modulando a producdo de IFN-y, citocina de perfil
Th1l (Wynn et al. 1998; Wilson et al. 2007). Posteriormente, IL-10 e TGF-b induzem células
regulatérias (Treg) que regulam o balanco da resposta Th1/Th2 (Wilson et al. 2007; Wynn et
al. 2004; Pearce & MacDonald 2002). Assim, IL-10 também € essencial para evitar
excessivas respostas Th2 e consequentemente a patologia grave da fase cronica (Hoffmann et
al. 2000).

A resposta imune a infeccdo por helmintos tem sido conhecida por compartilhar
caracteristicas com as infec¢des alérgicas. Ambas sdo caracterizadas por possuirem resposta
celular Th2, presenca de células T CD4+ produzindo altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-13,
acompanhada por eosinofilia, alta producdo de IgE, mastocitose (Yazdanbakhsh et al., 2001;
Fallon et al., 2007).

Alergias sdo doencas poligénicas multifatoriais (Matricardi et al., 1998; Gale 2002),
mediadas por respostas imunes Th2, que tém tido um drastico aumento nos ultimos anos
principalmente em paises mais desenvolvidos. Fatores genéticos tém sido insuficientes para
explicar este aumento e estudos epidemioldgicos tém buscado identificar fatores ambientais
gue possam estar associados. Entre os fatores ambientais que tem sido associado ao aumento
de alergia, alguns estudos relatam a reduzida exposi¢do a patdgenos durante a infancia. A
falta de estimulacdo de resposta imune Th-1 na infancia poderia favorecia o desenvolvimento
de resposta Th-2 inapropriadas, que seria a base da teoria da higiene (Strachan, 1989; Garn &
Renz 2007). Estudos epidemiologicos, no entanto, indicam que helmintos parasitas, que
também sdo fortes indutores da resposta Th2, também podem modular doencas alérgicas, por
meio da geracdo de células T reguladoras capazes de suprimir as respostas imunes Thl e Th2

(Wilson et al., 2005). Pesquisadores tém sugerido que os mecanismos imunes regulatorios,
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que atenuam a resposta anti-parasita também podem beneficiar o hospedeiro bloqueando a
progressao para reacgOes atopicas (Yazdanbakhsh et al., 2001; Wilson et al., 2005).

Vaérios estudos epidemioldgicos em areas de endemicidade alta e moderada tém
demonstrado associacdo inversa entre a reatividade para alérgenos e a presenca de infeccoes
cronicas por helmintos como A. lumbricoides e T. trichiura em &reas rurais do Equador
(Cooper et al., 2003); ancilostomiase no sudeste asidtico (Flohr et al., 2006); e S.
haematobium em criancas do Gabdo (van den Biggelaar et al., 2000). Rodrigues e
colaboradores (2008) relataram que as infec¢des por T. trichiura nos primeiros anos de vida
sdo associados a uma prevaléncia reduzida de reatividade a alérgenos em testes cutaneos no
fim da infancia independente de infeccGes posteriores. Karadag e colaboradores (2006)
também demonstraram em um estudo com criangas europeias de areas rurais uma relacédo
inversa entre a sensibilizacdo para ascaridiase (medida pela presenca de anticorpos 1gG
especificos) e a presenca de IgE especifica para o aero-alérgenos.

No entanto, nem todos os estudos tém mostrado uma associacao inversa entre alergia e
helmintoses; alguns trabalhos tém fornecido evidéncias para associacdes positivas entre a
presenca de infeccdo por helmintos e testes cutaneos (Palmer et al., 2002; Obihara et al.,
2006; Hunninghake et al., 2007; da Silva et al., 2008) ou IgE especifica elevada para
alérgenos (Dold et al., 1998). No estudo de Obihara e colaboradores (2006) realizados com
criancas de uma area endémica na Africa do Sul, no qual foi aplicado o questionario ISAAC,
teste cutaneo e IgE especifico para Ascaris; foi demonstrado que em criangcas com niveis
elevados de IgE especifico anti-Ascaris houve um aumento significativo no risco de
positividade para aero-alérgenos, especialmente para acaros, aumento de asma atopica, rinite
atopica e aumento da hiperresponsividade brénquica relacionados com atopia. Outros estudos
(Ferreira et al., 2007 ; Cooper 2008) tém também relatado associa¢Bes entre 0 aumento do
risco de chiado em algumas populagbes que podem ser causados pela resposta imune do
hospedeiro ao parasita ou por uma resposta Th2 reforcada para aero-alérgenos.

Estudos populacionais em areas onde a intensidade de infecgdo por helmintos séo
baixas, esporadicas ou transitorias (por exemplo, quando seres humanos ndo sao hospedeiros
definitivos e a infec¢do cronica ndo é estabelecida), parece haver uma potencializagcdo dos
distdrbios atépicos. Como mostrou Palmer e colaboradores (2002) em estudo realizado com
criancas em areas rurais da China, a infeccdo por A. lumbricoides foi associada ao maior risco
de Asma e a um aumento de positivos para alérgenos nos testes cutaneos. Gonzalez-Quintela
et al., 2006 também demonstraram em seu estudo que a exposicao a Toxocara esta associada

com a sensibilizacdo alérgica em uma populagédo adulta na Espanha.
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Essas discrepancias em estudos populacionais que associam infec¢Ges helminticas
com doencas alérgicas podem ser justificadas por quatro fatores: 1) Momento e duracdo da
primeira infeccdo, infec¢Bes precoces ou cronicas podem induzir efeitos imunomoduladores
que suprimem a inflamacéo alérgica causada por parasitas e alérgenos enquanto as infecgoes
tardias ou esporédicas podem aumentar a alergia (Cooper et al., 2006; Rodrigues et al., 2008);
2) A intensidade da infec¢do, quanto maior a carga parasitaria maior pode ser a inducdo da
resposta de imunomodulacdo, ao passo que infeccOes leves podem ser mais propensas a ter o
efeito oposto (Cooper et al., 2009); 3) Genética do hospedeiro, que leva em conta a
capacidade de induzir mecanismos especificos de regulacdo imune (Peisong et al., 2005;
Moller et al., 2007); 4) A espécie do parasita, que pode ter efeitos diferentes sobre o risco de
atopia e doencas alérgicas (Leonardi-Bee et al., 2006).

Para diminuir as inconsisténcias e melhor compreender essa associacdo, mais estudos
sd0 necessarios. A maioria dos trabalhos publicados foram realizados em areas endémicas
com alta carga parasitéria, nos quais tem sido observado uma indugéo a supressao da resposta
imune (Smits 2010). E preciso considerar que essa realidade tem mudado apdés a
implementacdo dos programas de intervencdo e controle, tornando possivel que esteja
ocorrendo ndo s6 uma mudanca no perfil epidemioldgico, mas também no perfil imunol6gico
do hospedeiro. Além disso, os programas de tratamento também podem trazer implicacGes
para a modulacdo da resposta imune, bem como na producdo de IL-10 um dos principais
moduladores na regulacdo desse sistema (Maizels et al., 2014). De acordo com Correale &
Farez (2011), pacientes cronicamente infectados exibem altos niveis citocinas regulatorias
como IL-10 e TGF-pB, e a produgdo dessas citocinas pode diminuir ap6s o tratamento anti-
helmintico. Outros estudos tém relatado que o tratamento anti-helmintico em criancas de areas
endémicas aumenta a sensibilidade alérgica (van den Biggelaar et al., 2004).

Desta forma, fica evidente a necessidade de estudos mais detalhados que esclaregam a
relacdo da infecgdo por S. mansoni na evolugdo de doengas alérgicas em areas onde o0s
individuos estdo sujeitos a baixa carga parasitaria e re-infeccdes frequentes e este sera o foco

deste estudo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Schistosoma

Taxonomicamente, as espéecies do género Schistosoma pertencem a classe Trematoda
e ao filo Platyelminthes, sdo dioicos e vivem na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado.
As fémeas se alongam no canal ginecoforo do macho, onde madurem sexualmente e sdo
fecundadas, produzindo seus ovos que sdo liberados na circulacdo sanguinea (Gryseels,
2012). Das espécies de Schistosoma que sdo capazes de infectar o homem, as espécies
Schistosoma haematobium (Bilharz, 1852), Schistosoma mansoni (Sambon 1907) e
Schistosoma japonicum (Katsurada 1904) séo responsaveis pela maioria dos casos humanos.
S. haematobium e S mansoni encontram-se amplamente distribuido na Africa e no Oriente
Médio, sendo que apenas S. mansoni também estd presente nas Américas (Figura 1). S
japonicum é transmitido em areas da Asia, principalmente nas Filipinas e na China (Colley et
al., 2014). Outras trés espécies do género Schistosoma intercalatum (Fisher 1934),
Schistosoma mekongi (Voge, Bruckner & Bruce, 1978) e Schistosoma malayensis (Greer
1988), sdo parasitos cuja transmissdo esta relacionada a focos limitados e com menor
importancia epidemiolégica, sendo verificado que casos de infecgdo por S. mekongi ocorrem
em comunidades localizadas na bacia do Rio Mekong, enquanto que a infecgdo por S.
guineensis e S. intercalatum ocorre em areas da Africa Ocidental e Central China (Ross et al.
2002; WHO 2002; Gryssels et al. 2006; Gryssels 2012; Colley et al. 2014).
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Figura 1 - Distribuicdo geogréafica dos paises endémicos para a esquistossomose. FONTE: Weerakoon et al.
(2015).

2.2 Schistosoma mansoni

A espécie S. mansoni € o agente da esquistossomose mansoni ou moléstia de Piraja da
Silva, Unica das infecgcbes causadas pelo género Schistosoma que é endémica no Brasil.
Estudos indicam que a esquistossomose foi introduzida pelos portos de Salvador e Recife, em
meados do século XVI, com o comércio de escravos africanos certamente infectados com S.
mansoni e S. haematobium. S. mansoni foi a Unica espécie do parasito que se estabeleceu
encontrar pelo menos trés espécies de moluscos do genéro Biomphalaria susceptiveis ao seu
desenvolvimento: B. glabrata, B. straminea e B. tenaghophila, propiciando assim o
estabelecimento da espécie no pais. No século XVIII, com a descoberta de ouro e diamante
em Minas Gerais, ocorreu intensa migracdo para estas areas. A introducdo e disseminacdo da
esquistossomose sempre estiveram ligadas ao desenvolvimento econémico do pais. Assim, no
meio do século XIX, a migracdo para Sdo Paulo e para o norte do Parana foi iniciada, onde
varios focos de esquistossomose foram criados. O mesmo ocorreu em Fordlandia (Estado do
Amazonas), uma cidade criada pela empresa Ford para explorar goma durante a Segunda
Guerra Mundial, contou com o trabalho dos migrantes nordestinos (Lambertucci et al., 1987;
Amaral & Porto, 1994).

A espécie S. mansoni foi nomeada por Sambon, em 1907, em homenagem a Patrick
Manson, mas foi Piraja da Silva que realmente descreveu pela primeira vez os vermes desta

espécie, visto que Sambon tinha examinado um Unico verme proveniente de um paciente e
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que estava em péssimas condi¢es. Em 1908, Manoel Piraja da Silva, diagnosticou 20 casos
por meio de exame de fezes e realizou necropsias em trés destes pacientes que vieram a 6bito,
tornando possivel a descricdo detalhada dos vermes adultos e do ovo com espinho lateral no
utero da fémea, diferenciando S. mansoni de S. haematobium (Piraja da Silva 1909).

Para completar seu desenvolvimento (Figura 2), S. mansoni necessita de um
hospedeiro intermediério, que sdo algumas espécies de molusco do género Biomphalaria,
sendo que no Brasil as espécies que sdo encontradas naturalmente infectadas sdo B.
tenagophila, B.straminea, B. glabrata (Paraense, 2001) e um hospedeiro definitivo, sendo o
homem o hospedeiro de maior importancia epidemioldgica (Coelho, 1995; Santos et al.,
2008; Gryseels, 2012). No homem, S. mansoni fica alojado nas veias do sistema porta-
hepético e mesentéricas, liberando seus ovos na circulacdo. Aproximadamente 50% dos ovos
produzidos ficam retidos em varios tecidos provocando uma inflamagdo granulomatosa. Os
demais ovos sdo capazes de aderir ao endotélio vascular, ultrapassar a mucosa intestinal e ser
excretado do hospedeiro pelas fezes. No ambiente, os ovos que atingem cole¢des hidricas
liberam o miracideo, larva ciliada que nada até encontrar o seu hospedeiro intermediario, que
sdo algumas espécies do género Biomphalaria. Ao penetrar no molusco, 0os miracideos se
transformam em esporocistos, que sofrem multiplicacdes assexuadas até originar as cercarias,
que sdo liberadas para 0 meio aquéatico pelo estimulo de luz e temperatura. As cercérias
penetram ativamente na derme ou mucosa do hospedeiro definitivo com o auxilio do contetdo
de suas glandulas adesivas e de penetracdo, se transformando em esquistossémulos. Apos a
penetracdo, os esquistossdmulos migram preferencialmente pelos vasos sanguineos para o
coracdo e pulmdes e posteriormente se alongam nas veias do sistema porta hepatico, onde
sofrem maturacédo sexual e copulam completando seu desenvolvimento (Coelho, 1995; Santos
et al., 2008).
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Figura 2 - Ciclo evolutivo de Schistosoma mansoni. Esquematizacdo das etapas de desenvolvimento e formas
evolutivas do parasito, tanto no hospedeiro intermediario como no hospedeiro definitivo. FONTE: Carvalho et
al., (2008).

2.3 Esquistossomose no Brasil

Nas Ultimas décadas, tém ocorrido mudancas epidemioldgicas significativas na
América, como melhorias socioecondmicas, aumento nas atividades de salde, invasdes de
novas espécies competidoras do género Biomphalaria como Marisa cornuarietis e
Melanoides tuberculata (Pointier et al., 2011), mudancas na gestdo ambiental, migracdo da
populacdo rural para as cidades onde ha um contato mais limitado com rios locais e outros
corpos d'dgua. Estas alteracBes resultam em diminuicdo da possibilidade de contato com a
agua contaminada e, consequentemente, reduz a transmissdo do parasito (Noya et al., 2015).

No Brasil, o controle da esquistossomose foi inicialmente baseado na tentativa de
eliminacdo do hospedeiro intermediario com o uso de quimicos moluscidas. A partir de 1984,
a estratégia reorientou-se para 0 uso de quimioterapicos em individuos infectados, sendo
inicialmente Oxaminiquina o farmaco de escolha e, posteriormente, Praziquantel. O
Praziquantel se mostrou um farmaco eficaz, com baixa toxidade e de baixo custo, além de

poder ser utilizado em dose Unica por via oral. Desde 2006, o Praziquantel tem sido usado
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como estratégia de reducdo da morbidade e transmissdo através do tratamento periddico
preventivo de grupos quem vivem em &reas de grande risco de transmissdao (WHO, 2013).
Apds a implementacdo dessas medidas de controle da esquistossomose, a prevaléncia e,
principalmente, a intensidade da infeccdo por S. mansoni teve grande reducdo (Barbosa et al.,
2008, Rabello et al., 2008), mesmo assim estudos recentes revelam que pelo menos cerca de 2
milhdes de pessoas ainda estejam infectadas no Brasil (Hotez et al., 2008; Noya et al., 2015).

Atualmente a transmissdo ocorre do Maranhdo ao Espirito Santo (Figura 3), com
grande parte dos casos concentrados em Minas Gerais, na Bahia e no litoral do Nordeste
(Drummond et al., 2006; Noya et al., 2015). Também tém sido encontrados focos isolados no
Distrito Federal, Para, Piaui, Goias, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. Além disso, ha casos importados de areas endémicas registrados em quase
todo o territério nacional, principalmente, nos estados que sdo considerados pontos de
migracao mais recente, como Ronddnia (Coura & Amaral 2004).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS, 2014), os individuos
infectados por S. mansoni sdo diagnosticados por exame de fezes pela técnica Kato-Katz, no
qual sdo confeccionadas duas laminas oriundas de uma Unica amostra. A intensidade de carga
parasitaria da populacdo é considerada baixa com até 99 opg, moderada quando tem de 100 a
399 e alta quando estiver acima de 400 opg. Segundo o Ministério da Saude do Brasil (MS,
2014), a técnica do Kato-Katz também é utilizada para diagnostico da esquistossomose, sendo
recomendado a coleta duas amostras de fezes e a realizacdo e exame de duas laminas por
pessoa, sendo ainda recomendado a utilizacdo de métodos soroldgicos para aumentar a
sensibilidade do diagndéstico. Os programas de controle e tratamento sdo direcionados pelos
exames coprologicos, e a intensidade da infeccdo foi re-classificada em baixa (1-4 ovos);
moderada (5-16 ovos) e alta (17 ou mais ovos).

As areas do territdrio brasileiro que originalmente apresentavam alta prevaléncia de
infeccdo e carga parasitaria elevada sofreram modificagbes em relacdo ao perfil de
transmissdo da infeccdo devido aos programas de controle, tratamento com Praziquantel,
migracdo de populacdes rurais e melhorias socioecondmicas e no saneamento (Rabello et al.,
2008). Embora o tratamento quimioterapico seja eficaz, ainda € comum nas areas endémicas a
reinfeccdo dos individuos tratados, geralmente com menor carga parasitaria. Tudo isso
dificulta o diagnostico pelo Kato-Katz, exame parasitologico de fezes que devido ao baixo
custo e facilidade operacional é recomendado pela Organizacdo Mundial (WHO, 1994).

Apesar de eficiente para detecgéo de infecgdes moderadas e intensas, 0 Kato-Katz ndo detecta
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com eficécia individuos com baixa carga parasitaria (De Vlas e Gryseels, 1992; Enk et al.,
2010).

Entretanto, tanto o Praziquantel quanto a Oxaminiquina ndo afetam a viabilidade dos
ovos e apresentam baixo efeito sob as formas imaturas do parasito. As reinfeccdes dos
individuos tratados ocorrem, mas geralmente com menor carga. Neste contexto, grande parte
dos individuos infectados residentes em é&reas endémicas submetidas ao controle
quimioterapico apresenta baixa carga parasitaria e sao dificilmente diagnosticados por exame
parasitologico de fezes. Essa mudanca no perfil epidemioldgico associada as dificuldades do
diagndstico preciso faz com que a prevaléncia seja maior do que a relatada, o que pode
também estar causando mudancgas na modulacdo da resposta imunoldgica. De acordo com
Coura et al.,, (2008) a maioria dos pacientes de areas endémicas sdo assintomaticos e
apresentam um perfil Th2, no qual a intensidade da infeccdo é capaz de favorecer a producéo
da interleucina 10 (IL-10).
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Figura 3 - Prevaléncia da esquistossomose no Brasil. Encontrada em 13 estados brasileiros com a maior
concentracdo de casos nos estados de Minas Gerias e Bahia. FONTE: Sistema de Informacdo do Programa de
Vigilancia e Controle da Esquistossomose — SISPCE/SVS/MS (2014).
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2.4 Resposta imune na esquistossomose

Ap0s a penetracdo das cercarias e migracdo dos esquistossomulos, o hospedeiro possui
uma resposta imune celular predominantemente Th1, com aumento da produgdo de IFN-y e
TNF-0, que ativam macrofagos e induzem a imunoglobulina G (IgG) mediando a opsonizagao
e fagocitose de antigenos (Correa-Oliveira et al., 1998; De Jesus et al., 2002). Durante esse
periodo o hospedeiro pode apresentar sintomas evidentes como a dermatite cercariana, uma
reacdo de hipersensibilidade induzida pela penetracdo da cercéria, levando a erupcdes
micropapulares eritematosas e discretamente edemaciada, Posteriormente, durante a migracao
dos esquistossomulos e amadurecimentos dos vermes adultos, podem aparecer sintomas
sisttmicos como um quadro febril, calafrios, sudorese, fadiga, mialgia, dores de cabeca,
nauseas, vomitos diarreia com numerosas evacuagoes e eosinofilia com placas de infiltrados
que sdo visiveis em radiografias pulmonares (Gryssels et al. 2006). (Coura et al. 1970; Hiatt
et al. 1979; Ross et al. 2002).

Com o inicio da postura dos ovos, ocorre uma forte estimulacdo da producéo de IL-4 e
IL-5, que aliada ao aumento de IL-10, resulta na modulacdo da resposta Thl inicial e
polarizacdo da resposta Th2 (Grzych et al, 1991; Taylor et al., 2006; Layland et al., 2007),
estimulando o aumento e ativacdo de eosindéfilos, basofilos, mastocitos e altos niveis de IgE
circulantes (Anthony et al., 2007, Malaquias et al.,1997; Dunne-Cook, 2009), ilustrado na
figura 4. A deposicdo de ovos de S. mansoni nos tecidos do hospedeiro é apontada como
principal estimulo para inducdo da resposta Th2 (Grzych et al., 1991), sendo que algumas
proteinas excreto-secretada do ovo, como oméga-1, IPSE, e peroxiredoxina, sao
especialmente importantes no processo de polariza¢do para resposta imune do tipo-2 (Everts
et al., 2009; Steinfelder et al., 2009). Em resposta a producdo dos antigenos produzidos pelos
ovos do parasito ocorre a ativacdo de células teciduais, que juntamente com as celulas
recrutadas da circulagdo durante a resposta Th2 e a producdo e deposicdo de matriz extra-
celular formam uma reacgéo celular organizada denominada de granuloma esquistossomaético.
A doenca comeca a evoluir entdo para um curso crdonico no qual os ovos do parasito
depositados nos tecidos do hospedeiro secretam enzimas que provocam uma inflamacgéo
eosinofilica, culminando na formacdo de granulomas periovulares isolados que evoluem
progressivamente para depdsitos de fibrose (Andrade & Prata 1963; Raso et al. 1986; Cheever
et al. 2000; Andrade 2008). Nessa fase é possivel observar fortes sintomas na regido

abdominal causados em resposta a migragdo dos ovos e ao granuloma formado ao redor dos
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ovos na mucosa intestinal levando a formagéo de microulceragdes e sangramento superficial
(King 2001; Ross et al. 2002). Esse quadro pode evoluir para a forma intestinal grave e alguns
pacientes podem desenvolver a forma hepatoesplénica, que é a forma grave da
esquistossomose (Andrade & Prata 1963). A carga parasitaria e a exposicdo as re-infeccoes
estéo entre as principais causas da evolugéo para forma grave (Bina & Prata 2003; Carvalho
& Andrade 2005; Andrade 2008), porém outros fatores sdo propostos como genéticos e
imunolodgicos (Butterworth et al. 1985; Cheever et al. 1987; Dessein et al. 1999; Dunne &
Pearce 1999).

Em alguns modelos de infeccdo por helmintos, a polarizagéo da resposta Th2 tem sido
apontada como uma estratégia de evasdo, por permitir maior sobrevivéncia do parasito e
reduzir danos para o hospedeiro (Medzhitov et al., 2012). A inducdo de uma resposta do tipo-
2 por antigenos do ovo do parasito estimula mecanismos responsaveis pela remodelacdo
tecidual e também tem efeito inibidor sobre a inflamacdo mediada pela elevacédo de citocinas
do tipo Thl ou Th17 que é predominante no inicio da infeccdo e geralmente provoca maior
dano tecidual (Chen et al., 2012; Medzhitov et al., 2012; Gause et al., 2013). A incapacidade
de desenvolver uma resposta Th2 eficaz resulta em uma resposta Thl e Th1l7 mais intensa e
consequente exacerbacdo da lesdo tecidual (Stadecker et al., 2004). Desta forma, grande parte
da morbidade na fase crénica da esquistossomose esta associada a quantidade de granulomas
e a intensidade e o tipo desta reacdo, sendo necessario que o hospedeiro desenvolva um
granuloma capaz de minimizar os danos teciduais, especialmente no figado e no intestino,
mas que esta reacdo ndo comprometa extensas areas do tecido e desenvolva fibrose (Hans et
al., 2013; Santos et al., 2008). Acredita-se que a producdo aumentada de IL-10 durante a
infeccdo esteja envolvida na regulacdo da resposta imune, no controle da morbidade e na
modulacdo da resposta imune em pacientes cronicos assintomaticos ou com sintomatologia
leve (Malaquias et al., 1997; Montenegro et al., 1999). A producdo desta interleucina pode
contribuir para o desenvolvimento da populacdo de células T regulatorias e inibir respostas
inflamatdrias, tanto a resposta imune Thl quanto a Th2, regulando a intensidade da
inflamacdo, atuando na reducdo da formac&o de granulomas hepéticos e da inducéao de fibrose
(Dunne & Cooke 2005; Van der Vlugt et al., 2014).
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Figura 4 - Inducdo de células Thl, Th2 e T regulatérias apds a infeccdo por Schistosoma mansoni. FONTE:
Dunne and Cooke (2005).

A resposta imune Th2, associada a eosinofilia, mastocitose e producdo de IgE, ndo é
apenas caracteristica de infecgdes helminticas, mas também de alergias (Fitzsimmons, et al.,
2014). Alergias sdo doengas cronicas complexas caracterizadas pela resposta Th2 exacerbada

e desregulada a antigenos ambientais (Tang et al., 2003; Lynch & Boushey, 2016).

2.5 Doencas alérgicas e teoria da higiene

Doencas alérgicas resultam da interacdo entre fatores genéticos e ambientais podem
afetar diferentes 6rgdos manifestando-se como asma, rinite, eczema e alergias alimentares. A
atopia foi definida por niveis elevados de IgE total e presenca de IgE especifico para
alérgenos ambientais comuns, ou evidéncia in vivo de respostas de hipersensibilidade
imediata, tal como determinado por testes cutdneos com os mesmos alérgenos (Backer et al.,

1994). A utilizacdo de um questionario validado internacionalmente para estimar a
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prevaléncia de algumas doencas alérgicas denominado de ISAAC (International Study of
Asthma e Allergies in Childhood — Estudo Internacional de Asma e Alergias em Criancas),
mostraram uma maior prevaléncia de doencas alérgicas em paises industrializados em relacéo
aos paises com economias agricolas mais tradicionais (Strachan et al., 1997; ISAAC, 1998;
Williams et al., 1999). Entre as principais causas para essas doencas foram identificados
historico familiar, prematuridade, infec¢des respiratorias virais no inicio da vida, inalagdo de
poluentes no local de trabalho, falta de exposi¢éo a agentes infecciosos e vida urbana (Tang et
al., 2003; Lynch & Boushey, 2016). A prevaléncia de diferentes doencas alérgicas, como a
febre do feno, asma e alergia alimentar, tem apresentado uma intensa e rapida elevacdo nos
ultimos 60 anos, porém a taxa e o padrdo de crescimento ndo tem sido uniforme entre as
doencas e nem entre as diferentes regides do mundo (Heinrich et al., 1998; Alcantara-Neves
et al.,, 2010). Em geral, as maiores taxas de prevaléncia de doencas alérgicas tém sido
encontradas na Europa Ocidental, América do Norte, Japdo, Austrélia e Nova Zelandia, mas
as taxas de prevaléncia estdo aumentando, mesmo em paises em desenvolvimento, com
economia em grande parte agraria (Pearce et al., 2007).

Os fatores genéticos tém sido insuficientes para explicar esse aumento. Exposicoes
ambientais tém sido determinantes importantes de sensibilizacdo alérgica e expressdo de
doencas alergicas. Tais fatores ambientais incluem a alta exposicdo aos alérgenos (Platts-
Mills et al., 1998), a exposicdo a animais de estimacdo e de areas rurais (Platts-Mills et al.,
2002 , Braun-Fahrlander & Lauener 2003), nivel socioeconémico (Strachan et al., 1997), o
estado nutricional (von Mutius et al., 2001), o nimero de irméos (von Mutius et al., 1994), o
atendimento a creche na infancia (Kramer et al., 1999; Ball et al., 2000), o estilo de vida e
dieta alimentar (Hijazi et al., 2000), as praticas de amamentacdo (Strachan 2000), e tabagismo
materno (Celedon et al., 2001).

Estudos epidemioldgicos tém buscado identificar fatores ambientais que podem estar
associados com aumento do risco de alergia, destacando as diferencas no estilo de vida, sendo
a diminuicdo da exposicdo a agentes infecciosos, incluindo infec¢bes por helmintos, um dos
fatores investigados. Fatores ambientais podem influenciar na expressdao da inflamagéo
clinicamente aparente dos pulmdes associada a sensibilizacdo alérgica, e tem havido um
interesse crescente em relacdo ao potencial papel de doencas infecciosas na determinacdo da
expressao de doencas alérgicas (Cooper et al., 2010, Wills-Karp et al., 2001).

O declinio nas infecgbes durante a primeira infancia tém sido um dos principais
argumentos utilizados para justificar a elevacdo de doengas alérgicas em paises

industrializados (Yazdanbakhsh et al., 2002; Cooper et al., 2009). Alguns estudos (Mosmann
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et al., 1989) sugeriram que a exposicdo limitada aos agentes patogénicos bacterianos e virais
durante a primeira infancia resulta numa estimulacéo insuficiente de células Thl, que por sua
vez nao conseguem contrabalancar a expansdo de células Th2, resultando em uma
predisposicao para doencas alérgicas. Estas observacdes deram origem a “teoria da higiene"
como base para explicar o grande aumento dos casos de doencas alérgicas. Esta hipdtese tem
sido impulsionada por estudos transversais e longitudinais que mostram efeitos protetores de
condicdes associadas com a exposicao a microbios benéficos e efeitos indutivos em ambientes
desprovidos de tal contato microbiano (Greenwood et al., 1968 e 1970). Posteriormente, a
hipotese da higiene foi relacionada aos paises mais desenvolvidos, quando Strachan (2000)
postulou que a exposigédo precoce a infec¢cdes comuns na infancia protegia irmaos mais novos
em familias maiores de desenvolver alergias, como a febre do feno.

Entretanto, esta teoria do balanco de resposta Th1/Th2 como base para justificar o
aumento de doencas alergicas tem sido contrariada por observagdes de que a prevaléncia das
doencas auto-imunes Thl também estdo aumentando (Stene & Nafstad 2001) e que infeccBes
por helmintos parasitas com resposta imune polarizada Th2 estdo inversamente associadas
com a alergia (Khan & Fallon 2013). Tais dados sugerem que a causa do aumento de doencas
alérgicas e do agravamento de doencas auto-imunes ndo pode simplesmente ser explicada
pelo desequilibrio entre Thl e TH2, mas em vez disso tem de ter um denominador
imunolégico em comum (YYazdanbakhsh,et al., 2012).

Uma nova perspectiva sobre a hipétese da higiene foi introduzida por um estudo de
criancas no Gabao. Neste pais africano ha uma alta prevaléncia da esquistossomose, que
impulsiona uma forte resposta Th2 (Fairfax et al., 2012). Notavelmente, escolares com esta
infeccdo apresentaram menores niveis de reatividade alérgica do que seus colegas nédo
infectados, embora tanto o parasita quanto o alérgeno estimulem uma resposta Th2 (Van den
Biggelaar et al., 2000). Um ponto chave deste estudo foi a demonstragdo de que as criangas
infectadas apresentavam elevados niveis da citocina imunossupressiva IL-10, que juntamente
com TGF-B sdo produzidos por células Tregs e atuam na regulagao do sistema imune (Moore
et al., 2001; Li Mo & Flavell 2008). Estudos demonstram que mecanismos imunoregulatorios
controlados por células Tregs foram associados ao controle de doencas alérgicas de perfil Th2
(Akdis et al., 2004; Hawrylowicz & O’Garra 2005), bem como de doengas auto-imunes e
patologias inflamatdrias, onde se observa respostas Thl e/ou Th17 (Kim et al., 2007). Assim,
a hipotese da higiene foi atualizada para postular que as infeccbes podem balancear de um
lado as células Tregs e por outro lado as populacdes de células Thl ativas, Th2 e Thl7
(Yazdanbakhsh et al., 2001; Maizels 2005).
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Numerosos outros estudos tém suportado a conclusdo de que infecgdes helminticas e
outras infecgbes cronicas estdo associadas com a modulacdo da reatividade alérgica. Como
Araujo e colaboradores (2000) que selecionaram individuos infectados e ndo infectados para
S. mansoni e realizaram testes cutaneos e de IgE total e especifico com soro dos pacientes.
Eles observaram que a propor¢do de individuos com um teste cutaneo positivo para alérgenos
foi maior no grupo ndo infectado (24,3%) do que no grupo infectado (4,8%). Os dados
mostraram uma forte e significativa associacdo inversa entre a resposta do teste cutaneo
imediato para aeroalérgenos e infeccdo por S. mansoni. Cooper e colaboradores (2003)
também observaram em escolares de uma &rea rural no Equador que infecgdes ativas por
geohelmintos e a presenca de marcadores soroldgicos de infecgdes cronicas (niveis elevados
de IgE total no soro e a presenca de IgG4 anti-A. lumbricoides) sdo fatores de protecdo
independentes contra teste cutaneo alérgeno entre as criancas em idade escolar que vivem em
uma regido endémica de trépicos rurais.

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

O trato gastrointestinal dos mamiferos ¢ um local preferencial para a colonizac¢do por
inlmeros comensais e possui uma microbiota diversificada que € vital para uma boa digestédo
e aquisicdo de nutrientes, assim como a resisténcia a infeccGes patogénicas. A microbiota
comensal também contribui para o desenvolvimento, maturacao e ativagao do sistema imune
do hospedeiro, influenciando atraves de uma relacdo mutualistica, tanto na resposta imune
inata quanto na adaptativa (Kabat et al., 2014). A interrupgéo deste equilibrio pode conduzir a
patologias cronicas mediadas pelo sistema imunologico do trato gastrointestinal, tais como
doencas inflamatorias intestinais ou alergias alimentares (Maloy et al., 2011; Pabst et al.,
2012). Nos ultimos anos, Kabat e colaboradores (2014, 2016) demonstraram que processos
fisiolégicos de autofagia celular na mucosa intestinal tem um papel chave para dotar as

células T com uma flexibilidade metabdlica de se adaptar aos desafios provocados pela dieta.
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A autofagia regula de forma diferente a sobrevivéncia de células Treg e células Th2, podendo
facilitar adaptacBes metabolicas necessérias para a sobrevivéncia das células Treg intestinais,
enquanto que celulas Th2 sdo mais resistentes a essas perturbacées metabolicas introduzidas
por deficiéncias nos processos de autofagia. Estes resultados identificam um novo mecanismo
que potencialmente associa a autofagia a susceptibilidade genética em desenvolver
inflamacdo intestinal através da desregulacdo de subpopulacGes de células T nas mucosas.
Além disso, como deficiéncias nas células Treg e elevacdo de respostas Th2 na mucosa tém
sido observadas em alergias e asma, estes achados também podem ter implicacdes para estas
condigdes que afetam tecidos da mucosa. Assim, as manifestacbes imunoldgicas de
deficiéncia no processo de autofagia dependem nédo sé do tipo de célula considerado, mas
igualmente no contexto do tecido (Kabat et al., 2016).

Essas contribuicbes coletivas podem ser resumidas afirmando que as raizes do
aumento na prevaléncia da sensibilizacdo alérgica a partir de alteracBes pds-industriais nas
exposi¢cdes ambientais afetam a composi¢do da microbiota bacteriana intestinal no inicio da
vida, e consequentemente alteram interacdes funcionais na microbiota do hospedeiro capaz de
reformar padrbes historicos de respostas imunes na exposi¢do aos alérgenos e infeccdes
(Lynch et al., 2016).

2.6 Doencas alérgicas e helmintos

InfecgBes por helmintos intestinais estdo entre as mais prevalentes infecgdes em
criancas em muitas regides do mundo (Mishra et al., 2014), sendo que alguns estudos
epidemioldgicos tém relatado associa¢Oes inversas entre a presenca de infeccdes helminticas
crbnicas e o aparecimento de atopias (Smits et al., 2010), ou de quadros alérgicos
caracterizados por chiados (Cooper et al., 2010).

E provavel que helmintos tenham exercido uma pressdo de selecdo consideravel
durante centenas de milhdes de anos de coevolugdo com seus hospedeiros mamiferos
(Jackson et al., 2009, Gause et al., 2013). Assim, a evolucdo da resposta imune Th2
associada com mecanismos modulatérios, € uma consequéncia provavel da presséo de selecéo
exercida pela infeccdo com helmintos sob seus hospedeiros, permitindo a sobrevivéncia do
parasito e uma menor patologia do hospedeiro (Gause et al., 2013, Palm et al., 2012). Tem
sido proposto que a exposicao frequente do sistema imune a agentes infecciosos pode levar ao
desenvolvimento de uma resposta imune modulada, evitando, em parte, o desenvolvimento de

doencas inflamatorias (Schaub et al., 2006). Dessa forma, helmintos tornam-se potenciais
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reguladores do sistema imune do hospedeiro, por modular o tipo de resposta efetora no
controle do parasito estimulando uma hiporreatividade de células T, que facilita a inducdo de
uma rede reguladora. Esta rede de modulacdo inclui a atividade de células T reguladoras,
células B modulatoria e de modulacdo das células da resposta inata, tais como macrofagos,
celulas dendriticas e células estromais locais, resultando em um ambiente anti-inflamatério,
caracterizada pelo aumento dos niveis de IL -10 e TGF-p (Mahanty & Nutman 1995; Akdis et
al., 1998; Holt et al., 1999; Doetze et al., 2000; Maizels et al., 2008). Atraves desses
estimulos, os helmintos limitam seus danos teciduais e garantem sua sobrevivéncia no
hospedeiro durante anos (Lynch et al., 2006).

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

Um dos primeiros estudos que associaram infeccdo por helmintos e alergia foi
desenvolvido por Lynch e seus colaboradores (1993) na cidade de Caracas, na Venezuela.
Nesta area, 0os autores verificaram que criancas cujas infeccdes foram tratadas com anti-
helminticos desenvolveram reatividade cutanea aumentada para alérgenos de &caros em
poeira doméstica (de 17% para 68%), em contraste com individuos ndo tratados. Um ano
depois, em 1994, Steel e colaboradores sugeriram que filhos de mdes com infecgdes por
Wuchereria bancrofti durante a gravidez tiveram, na idade adulta uma toleréncia imunoldgica
ao parasito. Estudo mais recentes (Elliott et al., 2005; Mpairwe et al., 2011) demonstraram
que, além da tolerancia especifica para o antigeno, a exposicdo materna a infeccoes
helminticas na gravidez é capaz de proteger o recém-nascido de eczema alérgica na infancia.

Na Ameérica do Sul, Alcantara-Neves e seus colaboradores (2014) analisaram 1.271
criangas participantes do Programa SCAALA (“Social Change in Asthma and Allergies in
Latin America” — Mudanga Social em Asma e Alergias na América Latina). Os resultados
mostraram associacOes fortes e positivas entre infeccdes por helmintos (A. lumbricoides, T.

trichiura e Toxocara spp), eosinofilia e IgE totais e uma associacdo inversa entre infeccoes
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por helmintos e a reatividade alérgica identificada através de medi¢Ges no soro de IgE
especifico para alérgenos e teste cutdneo. Os autores sugeriram que infecgdes maltiplas por
helmintos sejam mais eficientes na inducdo de uma rede reguladora propiciada pelo aumento
na producao de IL-10, que pode desempenhar um papel na supressao de respostas alérgicas,
como as reacdes de hipersensibilidade imediata na pele.

No Brasil, Figueiredo e seus colaboradores (2010) examinaram o sangue de 1.060
criancas residentes na periferia de Salvador, Bahia, com infeccdes cronicas para A.
lumbricoides e T. trichiura. Foram medidas citocinas Thl, Th2 e Treg em leucécitos do
sangue periférico e os niveis de IgE total e anti-A. lumbricoides, 1gG4 e IgE no soro. Nas
criancas infectadas foi observada uma supresséo generalizada na producgédo de citocinas e
aumento da producdo espontanea de IL-10. Assim, de acordo com o0s autores, esse fenotipo
induzido de resposta imune regulada por helmintos pode contribuir para o desenvolvimento
de um fenétipo anti-inflamatério que é capaz de mediar a modulacao de alergias.

Oliveira e colaboradores (2014) sugeriram que em areas de baixa endemicidade, a
infeccdo com S. mansoni também pode reduzir o risco de desenvolvimento de doencas
alérgicas em individuos com baixa carga parasitaria. Essa associacdo foi investigada em
moradores de uma area rural no estado do Ceara, que possuiam baixa carga parasitaria. Dentre
0s 39 individuos infectados com S. mansoni apenas 7 (17,9%) reagiram a um ou mais
antigenos do teste cutaneo, enquanto que 38,5% dos 52 individuos ndo infectados positivaram
neste teste.

Contudo, muitos estudos sobre o efeito das helmintoses na prevaléncia das doencas
alérgicas tém sido inconsistentes e discrepantes. Cooper e colaboradores (2010) compararam
a prevaléncia do teste cutaneo e sintomas alérgicos entre escolares de uma &rea rural do
Equador que receberem tratamento com Invernectina com outro grupo de crian¢as nédo
tratadas que vivem em comunidades adjacentes. Eles observaram que o tratamento perioddico
de longo prazo foi associado com um aumento na prevaléncia da reatividade para alérgenos
no teste cutdneo, mas ndo houve associagdo com 0s sintomas de asma ou rino-conjuntivite.
Croft e colaboradores (2012) também ndo encontraram associacdes significativas na
comparagdo de um grupo placebo e pacientes com rinite alérgica, infectados
experimentalmente com Necator americanus e Trichuris suis.

Outros estudos tém relatado ainda um aumento nas doencas alérgicas em pacientes
infectados por helmintos. Alcantara-Neves e colaboradores (2010) observaram uma

associacdo positiva entre T. trichiura e sibilancia atdpica em criancas do Equador,
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demonstrando que a infeccdo por T. trichiura pode desempenhar um papel na patogénese do
chiado atopico na primeira infancia.

Essas discrepancias tém sido atribuidas a espécie de helminto presente, tempo em que
ocorreram as primeiras infeccOes, carga parasitaria e cronicidade da infeccdo (Smits, et al.,
2007). Infeccbes precoces ou de longa duragdo sdo mais eficientes na modulagdo da doenga
alérgica, enquanto infeccOes tardias ou esporadicas com perfil transitério podem agravar
sintomas clinicos alérgicos. Altas cargas parasitarias podem induzir a supressdo da resposta
imune, ao passo que infecgOes ligeiras podem promover a doenca alérgica. Assim estudos de
associacdao entre infeccBes parasitarias e doencas alérgicas precisam ser mais estudados
(Cooper et al., 2006).
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3. JUSTICATIVA

Doencas alérgicas sdo raras em areas com alta exposicdo a helmintos parasitos e
comuns em areas urbanas de paises desenvolvidos e industrializados, onde a prevaléncia de
helmintoses é significativamente reduzido. Evidencias experimentais indicam que infecgdes
cronicas por helmintos podem induzir uma rede de imunomodulagdo sistémica, que inclui
ativacdo de células T reguladoras (Flohr et al., 2008), células B reguladoras, macrofagos
alternativamente ativados, aumento da producéo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e
TGF-i, e da producéo de anticorpos IgG4 que neutralizam IgE, que em conjunto sdo capazes
de modular outros processos inflamatorios concomitantes (McSorley et al., 2012). Alguns
estudos epidemioldgicos realizados em areas de alta endemicidade confirmam que o aumento
da concentracdo de IL-10 induzido pela infeccdo por S. mansoni foi negativamente
correlacionado com a sensibilidade poeira-acaro em criancas do Gab&o (Van den Biggelaar et
al., 2000). Entretanto, a associacao inversa entre helmintoses e reacGes alérgicas ndo ocorre
em todos os casos (Cooper et al., 2010; Alcantara-Neves et al., 2014).

A grande maioria dos estudos que relacionam alergia com helmintose foi realizado em
areas de alta carga parasitaria (Van den Biggelaar et al., 2000; Dagoye et al., 2010). Acdes de
educacdo em saude, programas de controle e melhorias em condi¢fes sanitarias que tem
ocorrido em vérias regibes em desenvolvimento tem reduzido significativamente a
prevaléncia e a intensidade de helmintoses na populacédo (Kabatereine et al., 2006; Fenwick et
al., 2008).

Diante do exposto, torna-se necessario a realizacdo de mais estudos para melhor
compreender a possivel associacdo entre as doencas parasitarias e reagOes alérgicas, em

especial nas areas endémicas com baixa carga parasitaria.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Analisar a prevaléncia e possiveis relagdes entre infeccdo por Schistosoma mansoni e
doencas alérgicas em individuos residentes na comunidade rural de Brejo do Amparo,

municipio de Januaria-MG.

4.2 Especificos

e Estimar a prevaléncia de S. mansoni e parasitoses intestinais em residentes da
comunidade rural de Brejo do Amparo, através de multiplos exames parasitologicos e testes
moleculares.

e Estimar a carga parasitéaria dos individuos infectados por S. mansoni na populacio
do estudo.

e Quantificar os niveis séricos de IgE total nos individuos residentes de Brejo do
Amparo.

e Estimar a prevaléncia de doencgas alérgicas entre os residentes de Brejo do Amparo,
através da aplicacdo do questionario especifico;

e Estimar a prevaléncia de atopia entre os residentes de Brejo do Amparo através da
reatividade de IgE a alérgenos presentes na poeira doméstica,;

e Investigar a possiveis associagdes entre esquistossomose e a ocorréncia de doencas

alérgicas na populacéo residente em Brejo do Amparo, distrito de Januéria-MG.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Desenho do estudo e selecdo dos participantes

Este € um estudo epidemioldgico observacional transversal de acordo com o escopo do
STROBE (The Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology -
Iniciativa Fortalecimento da Comunicacdo de Estudos Observacionais em Epidemiologia,
2004).

Januaria é um municipio brasileiro situado no norte do estado de Minas Gerais (Figura
5A) na regido do Médio Sdo Francisco. Conta com uma populacdo de 68.065 habitantes
(Estimativa IBGE 1° Julho/2014) e esta localizado a 635 km da capital Belo Horizonte. O
municipio é endémico para a esquistossomose e possui deficiéncias no saneamento basico,
tratamento de dgua e educacao em salde o que dificulta o controle desta parasitose. InUmeros
distritos deste municipio ndo possuem &gua encanada/tratada para suprir as necessidades da
populacdo, dentre eles estd Brejo do Amparo (Figura 5B), area escolhida para o
desenvolvimento da pesquisa, que esta localizada em torno de 3 km da sede do municipio. O
distrito tem cerca de 270 habitantes, que residem em uma area rural proxima dos cérregos Pé
da Serra, Tocantins e Santana, onde em varios pontos foram encontradas pequenas populaces
de caramujos Biomphalaria glabrata. Esta area, historicamente conhecida por ser endémica
para a esquistossomose, é constituida por moradores fixos, que ndo receberam tratamento para
esquistossomose nos Gltimos dois anos. Neste distrito, toda a populacdo que obedeceu aos

critérios de inclusdo foi incluida, portanto o estudo sera de base populacional (censitario).
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Figura 5 — A: Localizacdo do municipio de Januaria em Minas Gerais; B: Igreja do Rosario em Brejo do
Amparo, distrito de Januaria-MG. FONTE: Elaborado pelo autor.
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5.2 Critérios de elegibilidade

Critérios de Inclusdo: Foram incluidos no estudo moradores da regido, com idade entre

dois anos e setenta anos de idade, de ambos 0s sexos, que concordaram em participar do
estudo e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (anexo 1). No caso
dos individuos menores de idade, a autoriza¢do na participacdo da pesquisa foi obtida pelos
pais ou responsaveis; todo menor de idade acima de sete anos ou que sabe ler e escrever
assinou 0 Termo de Assentimento. Os participantes foram instruidos a nao utilizar nenhum
antiparasitario durante o periodo de coleta de material bioldgico.

Critérios de Exclusdo: Foram excluidos da pesquisa aqueles individuos que néo

consentiram em participar do estudo ou ndo assinaram o TCLE; mulheres gravidas;
individuos portadores de doencas cognitivas, psiquiatricas e disturbios de comportamento,
que poderiam de alguma forma interferir na habilidade do voluntario de entender e cooperar
com o protocolo de estudo.

5.3 Consideracdes éticas

Todos os participantes do estudo ou seus responsaveis legais foram devidamente
informados do estudo e dos possiveis riscos, e solicitados a assinar um Termo de
Consentimento Livre Esclarecido e/ou Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (anexo 1),
antes da coleta de dados. Foram agendados os exames clinicos com coleta de sangue, urina e
fezes. Apos cada tempo de avaliacdo, os resultados individuais foram encaminhados para cada
participante e pacientes com exames positivos receberam tratamento oral gratuitamente no
posto de salude local, sendo utilizado para esquistossomose o Praziquantel (40-60 mg/kg),
Albendazol (400 mg em dose Unica) para helmintos intestinais e metronidazol (250 mg / 2x /
5 dias) para controle de protozoarios parasitas.

Os objetivos do estudo foram apresentados e explicados a todos os participantes, e 0S
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e Termo de Assentimento foram
individualmente assinados e armazenados. O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da CPqRR-COEP (CAAE#21824513.9.0000.5091 - anexo 2).

5.4 Aplicacao do questionario familiar, socioeconémico e ISAAC
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Primeiramente foi aplicado o questionario familiar (anexo 3), na qual um membro de
cada residéncia foi selecionado para responder a questdes domiciliares, ambientais e
caracteristicas familiares. Posteriormente, foi aplicado um questionario individual (anexo 4)
com informacGes socioecondmicas, demograficas, ocupacionais e clinicas relevantes ao
estudo. Juntamente com o questionario socioeconémico foi aplicado o questionario ISAAC
"International Study of Asthma and Allergies in Childhood" (“Estudo Internacional de Asma e
Alergias na Infancia”- anexo 5). O questionario ISAAC é composto por 3 médulos de até 8
questdes relacionadas a sintomas e gravidade de asma, rinite e eczema atopica, que foi
validado em estudos pilotos realizados em diferentes paises e permite estimar a prevaléncia e
gravidade destas doencas alérgicas e sua evolugdo (ISAAC Manual, 1992; Asher et al., 1995).
Para as analises deste estudo, cada resposta do questionario ISAAC obteve uma pontuacéo
previamente estabelecida: Ndo = 0, Sim = 1, Sim (Ultimos 12 meses) = 2 e questdes
relacionadas a frequéncia/intensidade = 3. A somatdria dos pontos permite um score da
intensidade de alergia, sendo Dessa forma as questdes de cada modulo do questionario (asma,
rinite e eczema) somaram um resultado que foi classificado em: 0-2 = ndo alérgico; 3-4 =
alérgico moderado e acima de 5 = fortemente alérgico.

Os questionarios foram pré-codificados e aplicados por entrevistadores previamente
treinados. As informacdes obtidas foram utilizadas para o abastecimento do banco de dados.

5.5 Coletas e processamento das amostras

Os participantes foram convidados a fornecer trés amostras fecais, que foram
recolhidas em dias consecutivos. A primeira amostra fecal foi recolhida num recipiente de
plastico de 500 ml, suficiente para uma evacuacdo completa fecal, contendo, pelo menos, 50
gramas de fezes. As outras duas amostras fecais eram menores e foram coletadas em potes de
plastico de 80 ml. As amostras fecais foram levadas para o laboratério de campo em Januaria
e imediatamente processadas para realizacdo de andlises parasitologicas. Da primeira amostra
fecal, 500 mg foi separado e congelado para realizacdo do teste molecular. O restante do
material fecal da primeira coleta foi utilizado para preparacdo de 14 laminas de Kato-Katz,
500mg das fezes foi utilizada para realizacdo da técnica de Gradiente Salino, 30 g para a
técnica de Helmintex e o restante processado para realizagdo do método de sedimentagédo
espontanea, que foi usado apenas para avaliar a presenca/auséncia de protozodrios. A segunda
e terceira amostras de fezes de cada individuo foram utilizadas para realiza¢do de 2 laminas

de Kato Katz por amostra, segundo ilustrado no esquema 1.
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Juntamente com a primeira amostra de fezes, cada participante também forneceu uma
amostra de sangue venoso que foi realizada na mdo e no antebragco. Em adultos, o volume
méaximo de sangue retirado foi de 5 ml em tubo contendo acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid) e mais 15 ml em tubo sem anticoagulantes. Em
criangas ou adolescentes (6-17 anos) o volume foi reduzido para 5ml em tubos com EDTA e
10 ml para obtencdo de soro. As amostras de sangue dos participantes foram coletadas em
jejum no periodo da manhd, sendo que a amostra de sangue contendo EDTA foi encaminhada
a um laboratorio para realizacdo do Hemograma e a outra amostra foi centrifugada para
retirada do soro, que posteriormente foi congelado quantificacdo dos niveis da citocina IL-10

e IgE totais e reativos a antigenos comumente presentes na poeira domestica (Figura 6).
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Figura 6: Fluxograma do estudo transversal realizado na populagdo da comunidade rural de Brejo do Amparo
em Januaria-MG. Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6 Exames Parasitologicos

Conforme ilustrado (Figura 6), as analises parasitologicas de fezes foram realizadas
através dos métodos de Kato-Katz, Gradiente Salino, Helmintex® e Sedimentacio
Espontanea.

Para a realizagdo da técnica de Kato-Katz (Kato, 1954, modificado por Katz et al.,
1972) foi utilizado o kit HELM TEST (Bio Manguinhos, Rio de Janeiro - RJ ). Nesta técnica,

uma amostra de fezes frescas de cada individuo foi colocada sobre um papel de filtro e foi
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pressionada sob uma tela descartdvel com auxilio de uma espétula, fornecidos pelo Kit.
Posteriormente, o material fecal filtrado pela tela foi utilizado para preencher completamente
o orificio de uma placa de plastico (6 mm de diametro) acomodada sobre uma lamina de vidro
para miscroscopia, resultando em uma amostra de aproximadamente de 42 mg de fezes. Uma
laminula de celofane embebida em solugdo aquosa com 50% de glicerina contendo 0,15 %
Verde Malaquita foi sobreposta na amostra sob a lamina de vidro e esta foi pressionada com o
polegar até obter uma uniformidade do material. As ldaminas foram secadas por pelo menos 60
min., examinadas sob o microscopio ético (100x) e a presenca de ovos de S. mansoni e 0vos
de outros helmintos intestinais foram anotados. Os exames foram realizados por
microscopistas experientes e, pelo menos 15% de todas as laminas, foram lidas e confirmadas
por uma segunda pessoa.

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

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

No exame qualitativo de Sedimentacdo Espontanea ou HPJ (Hoffman, Pons e Janer,
1934), foram utilizados cerca de 5g de fezes frescas. A amostra foi homogeneizada em um
béquer com 10 mL de agua filtrada e posteriormente foi transferida para um calice passando
por um filtro composto por uma gaze dobrada sobre uma peneira. Mais agua filtrada foi

adicionada sobre a amostra até completar o volume do célice. Apds 2h de decantacéo,
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amostras do sedimento foram colocadas na lamina com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
para avaliagdo em microscopia optica.

O Gradiente Salino e Helmintex® foram utilizados como testes qualitativos apesar de
permitirem a analise quantitaitiva. Para determinar a carga parasitaria, 0 nimero médio de
ovos de S. mansoni obtidos de seis laminas, duas laminas de cada amostra fecal, foi calculada
e multiplicada por 24 para estimar o nimero total de ovos de S. mansoni por grama de fezes
(OPG) (Katz et al., 1972).

5.7 Testes Moleculares

Nos testes moleculares foram utilizados 500mg de fezes congeladas de cada individuo
e a extracdo de DNA foi realizada de acordo com as metodologias descritas por Gomes e
colaboradores (2010) e Enk e colaboradores (2012). Para a extracdo foi utilizado o Kit
comercial Fast QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Em resumo, as amostras de fezes de cada participante
foram homogeneizadas com tampao de lise fornecido pelo kit e incubadas por 20 min. a 70
°C. Apos a lise, as substancias que danificam o DNA e inibidores da PCR presentes na
amostra de fezes foram adsorvidas pela adicdo de 1 ml do tampé&o Inhibitex. Depois de
adsorvido o material foi centrifugado e ao sedimento foi adicionado 15 pl da proteinase K
para digestdo de proteinas. O DNA presente no sobrenadante de cada amostra foi purificado
em colunas de centrifugacdo Spin-QlAamp (membrana de silica - 30 ug) e lavado com
tampdes de lavagem fornecidos pelo kit para garantir remocdo completa das impurezas
residuais que possam afetar a ligacdo ao DNA. O DNA eluido de cada amostra foi utilizada
nas reacdes moleculares.

Para realizacdo do teste PCR-ELISA system foram utilizados iniciadores que
amplificam um fragmento de 110pb de uma sequéncia repetitiva de 121 bp de S. mansoni. A
reacao foi preparada para o volume final de 25ul, contendo 2ul de amostra de DNA extraido
das fezes dos pacientes, 2 unidades de Tag DNA Polymerase (Amplitag Gold (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA)), primer senso marcado com biotina (5%-
GATCTGAATCCGACCAACCG-39) e primer anti-senso nédo marcado
(5“ATATTAACGCCCACGCTCTC-3*). Os tubos foram colocados no termociclador e a
amplificacdo foi conduzida nos seguintes ciclos de programas: 15 ciclos a 95°C por 1 min,
63°C por 1 min e 72°C por 30s, 12 ciclos a 80°C por 1 min, 63°C por 1 min e 72°C por 30 s,

7 ciclos a 80°C por 1 min, 65°C por 1 min e 72°C por 30s e uma etapa final de elongacédo a
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72°C por 7 min. Cada ensaio incluiu controle da PCR (mix da PCR sem o DNA) e amostras
controles positivos (DNA extraido de ovos de S. mansoni). Os produtos da amplificacdo
foram revelados em placa de ELISA sensibilizada com estreptoavidina utilizando o Kit
comercial “PCR Plate Detection” (Sigma, St. Louis, MO, USA), seguindo as recomendacgdes

do fabricante e a leitura em espectrofotdmetro a 450 nm (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

5.8 Quantificacdo dos niveis de IgE Total

Para medir a concentragdo de IgE total no soro dos pacientes, foi utilizado um kit
comercialmente disponivel (Bethyl Laboratories Inc, Montgomery, TX) e os ensaios foram
realizados de acordo com as instrucdes do fabricante. Resumidamente, placas de 96 po¢os
(Nunc Maxisorp, Nagle Nunc International, Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas com
anticorpo purificado anti-IgE humano diluido em tampéo 0,1M cabornato-bicabornato, pH
9,6, por uma hora. Entre cada etapa de incubac&o as placas foram lavadas 5 vezes com tampao
Tris-NaCl (Tris 50 mM, NaCl 0,14M contendo 0,005 % Tween 20, pH 8,0). Apds bloqueio da
placa com tampéo Tris-NaCl acrescido de 1% de albumina bovina (BSA- Sigma), amostras de
soro obtidas dos pacientes e diluidas 1:100 em tampédo Tris-NaCl contendo 0,1% BSA ou
amostras com concentragdes conhecidas de IgE purificada para curva padrdo foram aplicadas
a placa e incubadas por 1 h a temperatura ambiente. Apds a incubacdo das amostras e a
lavagem da placa, foi adicionada tampéo de diluicdo com o anticorpo de deteccdo (anti-IgE
extraida de camundongos, conjugada a HRP, diluido 1:40.000) e as placas foram novamente
incubadas por 1h a temperatura ambiente. Em seguida as placas foram lavadas e a reagédo
revelada com adicdo da solucdo de substrato contendo Tetra-metil-benzidina (TMB)
(Minneapolis, MN, USA). Ap6s 20 minutos a reacdo foi interrompida com solugdo contendo
4N de acido sulfurico (H,SO,) e a leitura realizada em leitor de microplacas (Molecular
Devices - Versa Max) no comprimento de onda de 450 nm. A concentracdo de IgE nas
amostras foi calculada pela interpolacdo do resultado da leitura de absorbancia das amostras

na curva padrdo, a sensibilidade do teste é de 2,0 ng/mL.

5.9 Quantificacdo dos niveis de IgE Especifico

O soro de todos os individuos foram submetidos ao teste imunoldgico para

quantificacdo de IgE especifico utilizando kit Dr. Fook - Specific IgE REAST comercialmente
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disponivel. As reacGes foram realizadas conforme recomendacdo do fabricante e foi
selecionado para os testes um mistura de alérgenos (HMx3) frequentes na poeira das casas,
que inclui antigenos de Dermatophagoides pteronyssinus, D. farinae, Cladosporium
herbarum, Aspergillus fumigatus, Pélo de gato, Pélo de céo.

Para os ensaios imunoldgicos foram fornecidas microplacas de 96 pogos, previamente
sensibilizadas com anticorpo anti-IgE humano e bloqueadas. Nestas placas foram adicionados
50 ul de solugdo contendo IgE humano purificado (6 concentracdes diferentes para
estabelecer a curva padréo), 50 ul de amostra de soro utilizada como controle positivo e 50pul
de soro controle negativo, e nos outros pocos foram adicionados 50 ul de soro ndo diluido dos
pacientes do estudo. As amostras foram incubadas por 1 h para capturar IgE total e as placas
foram lavadas trés vezes com solucdo de lavagem concentrada proveniente do kit que foi
diluida 1:25 em &gua destilada. Posteriormente, foram adicionados 100 ul do alergeno
conjugado a biotina (HMx3) nas amostras de soro ¢ 100 pl de solugdo contendo anticorpo
anti-IgE conjugado com biotina na curva padrdo, sendo incubado por mais uma hora. Os
pocos foram novamente lavados trés vezes ¢ 100 ul do conjugado streptavidina/peroxidase
(HRP) foram adicionados e incubado por 30 min. Apds nova lavagem, a reacdo foi revelada
com adicdo de 100 pl/pogo da solucéo de substrato contendo Tetra-metil-benzidina (TMB). A
reacdo foi interrompida ap6s 20 min pela adicdo de 100 upl de solugdo 4N H,SO, e a
intensidade da cor foi medida espectrofotometricamente a 450nm (Molecular Devices - Versa
Max). As concentracfes do IgE especifico da amostra de cada paciente foram estimadas com
base na reatividade da curva padrdo e foram expressas como valor total ou categorizada como
néo detectado (<35 Ul/ml), Baixo (0.35 — 0.7 Ul/ml), Moderado (0.7 — 3.5 Ul/ml), Claramente
positivo (3.5 — 17.5 Ul/ml), Positivo forte (17.5 — 50 Ul/ml), Positivo muito forte (50 — 100
Ul/ml) e Extremamente positivo (>100 Ul/ml). Todos os pacientes com reatividade acima de

0.35 Ul/ml foram considerados atopicos.

5.10 Quantificacdo dos niveis de IL-10

A dosagem de IL-10 (pg/ml) foi realizada com amostras de soro usando o Kit
comercial de ELISA sanduiche para humanos (R&D, Systems) e seguindo as instrucdes do
fabricante. No primeiro momento as microplacas Costar (Corning 3690) foram sensibilizadas
por 18 h a 4 °C (overnight) com Tampdo de PBS pH 7,4 contendo anticorpo de captura
especifico para IL-10 (concentracdo final). No dia seguinte e ap6s cada etapa de incubagéo, as

microplacas lavadas 3 vezes com PBS contendo 0,05 % de Tween-20 e blogueadas PBS
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contendo 1 % albumina bovina (BSA, onde?) Apds o bloqueio foi adicionado 25ul do padréo
contendo concentragdes conhecidas de rIL-10 ou das amostras de soro dos pacientes diluidos
em PBS/ 0,1 % BSA 1% e as placas foram incubadas por 2 h a temperatura ambiente. Apos a
lavagem, a presenca de IL-10 nas placas foi detectada pela adicdo de tampédo PBS contendo
0,1 % de BSA e anticorpo anti-IL10 humana conjugado com biotina (diluido 1:xx) e incubada
por mais 2 horas. Apods a lavagem, foi adicionado 25ul de PBS/ BSA contendo estreptavidina
conjugada com peroxidase as placas e o material foi incubado por 20 min em local abrigado
de luz. Em seguida as placas foram lavadas e a reacdo revelada com adicdo da solucdo de
substrato contendo Tetra-metil-benzidina (TMB) (Minneapolis, MN, USA). Apds 20 minutos
a reacao foi interrompida com solucdo contendo 4N de acido sulfarico (H,SO,) e a leitura
realizada em leitor de microplacas (Molecular Devices - Versa Max) no comprimento de onda
de 450 nm. A concentracdo de IgE nas amostras foi calculada pela interpolacédo do resultado
da leitura de absorbancia das amostras com a curva padréo, a sensibilidade do teste é de 2,0
ng/mL.

5.11 Caracterizacao do desfecho

A prevaléncia e intensidade de carga da populacdo foi calculada de acordo com 0s
resultados dos exames coproldgicos e moleculares que se mostram mais sensiveis do que o
sugerido pela OMS (2014) e Ministério da Saude (2014), no qual é preconizado apenas
realizacdo do teste Kato-Katz.

Para os modelos finais de anélise multivariada foram consideradas como variaveis
respostas a atopia (individuos reativos para os alérgenos testados no ELISA) e a Asma
declarada pelo questionario ISAAC. As variaveis respostas foram associadas a exposi¢do por
S. mansoni levando em conta a prevaléncia e intensidade de carga. Os dados demogréaficos,
socioecondmicos, as coinfeccgOes, eosinofilia e niveis séricos de IL-10 e IgE total foram

incluidos como co-variaveis.

5.12 Andlise de dados

Bases de dados foram geradas usando EPI-INFO versdo 6.04, e as analises estatisticas

foram realizadas utilizando STATA versdo 11.0 (Stata Corporation, 2010), e o0 qui quadrado

foi realizado pelo Open Epi® versdo 2.3. A verificacéo da distribuicio normal dos dados foi
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realizada através do teste de Shapiro-Wilk. Teste de Mann-Whitney foi utilizado para as
comparagGes das médias e as meédias comparadas pelo teste t ou analise de varidncia
(ANOVA) de Student. Além disso. Anélise de regresséo linear foram utilizados para avaliar a
relacdo entre a concentracdo serica de imunoglobulinas, citocinas, eosinofilia e as covariaveis
selcionadas (social, demogréfica, parasitoldgicas e questionario ISAAC). As varidveis com
valores de p <0,25 foram selecionadas para construir as multivariadas no modelos final. Além
disso, as varidveis com baixa frequéncia e que mostraram colinearidade foram excluidas da
analise multivariada. Modelos completos para atopia e asma foram construidos com todas as
variaveis independentes selecionados na analise univariada, e modelacdo foram efetuadas por
regressdo logistica. As Unicas varidveis restantes no modelo foram aquelas que foram
estatisticamente significativas, com um intervalo de confianca (IC) de 95% e valor de p
<0,05. Os resultados sdo apresentados como estimativas dos parametros de regressdo linear,
juntamente com IC de 95% para o efeito de variaveis independentes para cada variavel
resposta de interesse.

6. RESULTADOS

6.1 Caracterizagdo da Populacéo

O distrito de Brejo do Amparo possui cerca de 270 moradores, dos quais 257
atenderam aos critérios de inclusdo no estudo transversal, assinaram o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido — TCLE e entregaram a primeira amostra fecal para
realizacdo dos exames parasitoldgicos. Os individuos avaliados no presente estudo pertencem
a 53 familias, nas quais um membro foi selecionado para responder o questionario
socioeconémico familiar. Os questionarios individuais foram aplicados apds a realizacdo das
coletas de amostras bioldgicas, sendo respondido por 229 pessoas, ou seja, 89 % da populacdo
original.

Os individuos da populacdo de estudo tinham idade entre dois e oitenta e oito anos,
com média de 35 anos e possui numeros semelhantes de homens e mulheres (Tabela 1). A
populacdo € autoctone da regido e possui baixo grau de escolaridade, sendo que 145
individuos (63,3%) declararam nédo saber ler ou leem com dificuldade e apenas 43 (18,7%)

individuos possuem ensino médio completo. O nivel de desemprego na populacéo de Brejo do
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Amparo também é elevado, visto que 83 (36,2%) dos moradores declararam ter vinculo
empregaticio. Mais da metade dos moradores (55,8%) alegam ndo ter nenhum tipo de renda e

a 34% tem renda menor ou igual a um salario minimo (Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e socioecondémicas dos moradores (n=229) do Distrito de Brejo do
Amparo, Januéria MG.

Area Endémica

Idade 2 — 88 anos (32; 15 - 51)*
Sexo
Masculino 112 (48,9%)
Feminino 117 (51,0%)
Escolaridade
Analfabeto e semianalfabeto 145 (63,3%)
Ens. fundamental completo 33 (14,4%)
Ens. médio completo 43 (18,7%)
Ens. superior completo 8 (3,4%)
Renda
Sem renda 128 (55,8%)
<1 salario minimo 78 (34,0%)
1 a 2 salarios minimos 21 (9,1%)
>2 salarios minimos 3 (1,3 %)

a - -
Mediana com percentil

Em relacdo a estrutura sanitaria e o contato com &gua, que estdo intimamente
associadas ao risco de infeccdo por helmintos e protozoérios, foi verificado que a grande
maioria dos moradores, 188 individuos (82,1%), declarou ter algum tipo de contato direto
com a &gua do riacho, principalmente para lazer (40,1%). Além do estreito contato com a
agua, 88% dos individuos entrevistados na populacdo de residentes de Brejo do Amparo,
também alega ter contato frequente e direto com a terra, principalmente com atividades
relacionadas ao cuidado com o quintal, jardim ou horta (51,5%).

Apesar de grande parte das residéncias, 46 entre as 53 casas visitadas (86,7%),
possuirem canalizagdo interna para agua, nenhuma das residéncias recebe agua da rede
municipal. A principal origem da &gua utilizada nas residéncias dos moradores de Brejo do
Amparo € dos rios e corregos locais (60,3%) ou de pogos artesianos (16,9%) (Tabela 2). Em
16,9% das residéncias, os moradores declararam ndo realizar nenhum tipo de tratamento na
agua utilizada para consumo humano, enquanto que nas demais 44 residéncias (83%) a agua é
filtrada e/ou clorada antes do consumo.

Apenas 30 residéncias (56,6%) declaram ter privadas dentro de casa, porém nao ha
ligagdo com a rede publica de esgoto no Distrito de Brejo do Amparo. Em 11 % das
residéncias analisadas, o morador ndo sabe o destino do esgoto coletado e nas demais

residéncias (88,6%) o esgota é coletado em fossas rudimentares (Tabela 2).
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Tabela 2 — Caracterizacdo da estrutura sanitaria nas 53 residéncias avaliadas no Distrito de Brejo do Amparo,
Januaria MG.

Caracterizacdo das Residéncias

Origem da agua

Poco artesiano comunitario 21 (39,6%)

Rio/corrego 32 (60,3%)
Rede de Esgoto

Fossa rudimentar 47 (88,6%)

Né&o sabe 6 (11,3%)

6.2 Perfil de infec¢do parasitaria na populacao de Estudo

Inicialmente, o diagndstico parasitologico na populacao de estudo foi realizado através
de exames parasitoldgicos de fezes, conforme descrito na metodologia. Para verificacdo da
presenca de protozoarios intestinais foi utilizado a técnica de sedimentacdo esponténea, que
identificou 57 individuos infectados, sendo que 43 (75,4% dos infectados com protozoarios)
estavam co-infectados. Os protozoarios mais frequentes nas fezes dos individuos examinados
foram os comensais Entamoeba coli e Endolimax nana e dentre as espécies patogénicas a
mais frequente foi E. histolytica/dispar com 9 individuos infectados, seguida de Giardia
lamblia presente nas fezes de 4 individuos (Tabela 3). Também foram identificados 80
individuos (35%) que relataram diagnéstico anterior de Leishmaniose tegumentar. Para o
diagnostico da infeccdo por helmintos parasitos foi utilizada uma combinacdo de métodos
parasitoldgicos, a citar Sedimentacdo Espontanea, Gradiente Salino, Helmintex® e Kato-
Katz, sendo identificados helmintos nas fezes de 135 individuos (52,5% do total examinado),
dentre os quais 74 (54,8% dos infectados) estavam co-infectados (Tabela 3). Utilizando o
resultado combinado das anélises parasitologicas de fezes, a infeccdo por S. mansoni foi a
mais frequente na populagéo do estudo, sendo identificados ovos do parasito nas fezes de 118
individuos examinados, que corresponde a uma prevaléncia de 45,9%. Outros helmintos
também foram encontrados, porém com baixa prevaléncia; a citar: Ancilostomideo (8,9%),
Enterobius vermicularis (2,3%) e Strongiloydes stercoralis e Trichuris trichura com apenas
0,4% de prevaléncia cada.

Baseado em todas as analises parasitologicas de fezes, 176 individuos da populacao de
estudo estavam infectados, dentre os quais 99 (56,2% dos infectados) estavam coinfectados
por helmintos e/ou protozodrios intestinais, resultando em uma prevaléncia geral de 68,4%.
Adicionando os individuos que relatam diagnostico anterior de Leishmaniose tegumentar

teremos um total de 186 individuos parasitados, uma prevaléncia aproximada de 72% em
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moradores de Brejo do Amparo, sendo que destes 100 (53,7%) apresentaram-se coinfectados
(Tabela 3).

Tabela 3 — Perfil da populagdo com relagédo a infecgdo e/ou coinfecgdo por helmintos e protozoérios, entre os
individuos examinados no Distrito Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Infeccédo n Coinfeccéo n (% dos

(prevaléncia) infectados)

Protozoarios intestinais 57 (22,1%) 43 (75,4%)
Entamoeba coli 25 17
Endolimax nana 22 20
Blastocystis hominis 10 9
Giardia lamblia 3 2
lodamoeba butschlii 2 2
Entamoeba hartmani 1 1
Entamoeba histolytica/dispar 9 9

Protozoonoses 80 (35,0%) 61 (26,6%)
Leishmania 80 61

Helmintos 135 (52,5%) 74 (54,8%)
Schistosoma mansoni 118 69
Ancilostomideo 23 19
Enterobius vermicularis 6 5
Strongyloides stercoralis 1 0
Trichuris trichiura 1 0

Total 186 (72,3%) 100 (53,7%)

Para as andlises propostas neste estudo, faz-se necessario a identificacdo dos

individuos infectados mesmo com baixas cargas parasitarias. Assim, a confirmacdo da
infeccdo por S. mansoni, a helmintose mais prevalente entre os moradores de Brejo do
Amparo, foi confirmada através do teste molecular PCR-ELISA system, realizado em
amostras fecais de 215 individuos, que corresponde a 83,6% da populacdo original. Entre as
amostras testadas, 117 (54,4%) mostraram reacdo positiva para DNA de S. mansoni, dos quais

22 ndo tinham sido identificados como infectados nos exames parasitoldgicos (Tabela 4).

Tabela 4 — Pareamento dos resultados obtidos nos testes parasitolégicos e molecular realizados nos moradores
de Distrito Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Testes Parasitologicos

PCR Positivo Negativo Total
Positivo 95 22 117
Negativo 9 89 98

104 111 215
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As andlises de concordancia entre o teste molecular e os testes parasitoldgicos estdo
indicadas na tabela 5, e demonstram um fator Kappa de 0,7125, classificado como bom por
Landis & Koch, (1977). Além disso, as analises comparativas entre os testes de diagnosticos
mostram que o diagnostico molecular teve alta acuracia (85,5%), apresentando uma
especificidade de 80,1% e sensibilidade de 91,3% (Tabela 5).

Tabela 5 - Analise de concordancia entre os testes parasitolégicos e moleculares utilizados para identificacdo da
infecgdo por S. mansoni em moradores de Distrito Brejo do Amparo, Januéria-MG.

Parametro Célculo (%) IC 95% Inferior-Superior
Sensibilidade 91,35% 84.37, 95.38°
Especificidade 80,18% 71.81, 86.53%

Valor preditivo positivo 81,2% 73.17, 87.24°
Valor preditivo negativo 90,82% 83.46, 95.09°
Precisdo de diagnostico 85,58% 80.26, 89.65
Kappa de Cohen (sem ponderar) 0,7125 0.5798 - 0.8452

4Método: Pontos de Wilson

A somatdria do diagnéstico molecular aos testes parasitoldgicos revelam que 140
individuos apresentam positividade para infeccdo por S. mansoni em pelo menos um dos
testes utilizando, com prevaléncia estimada de 54,4%. Desta forma, a infeccdo por S. mansoni
foi a parasitose mais frequente na populacdo de estudo, sendo utilizada para os estudos
posteriores de resposta imunoldgica e associacdo com doencas alérgicas.

A carga parasitaria nos individuos infectados por S. mansoni foi estimada através da
contagem de ovos eliminados por grama de fezes de cada paciente (opg). Para esta estimativa
foram utilizadas as laminas de Kato-Katz (media de ovos obtida em 2 laminas de 3 amostras).
Para os pacientes que apresentaram resultado positivo para infecgdo por S. mansoni nos testes
parasitolégicos qualitativos (Helmintex®, Gradiente Salino e PCR), mas tiveram as 6 amostras
de Kato-Katz negativas (< 3 ovos/g fezes), foi designado o valor de 2 opg. Desta forma, a
mediana da carga parasitaria na populagdo do estudo foi de 4 ovos/g fezes com percentil entre
2 e 12. Na figura 7 é possivel observar que a maior parte dos individuos positivos 69 (49,2%)
possuem baixa infeccdo apresentando um opg menor que 4, que sé foi detectado por testes
mais sensiveis do que o Kato-Katz; outros 46 moradores (32,8%) eliminaram entre 4 e 25 opg

e apenas 10 (7,1%) tiveram infecgéo acima de 100 opg, considerada alta ou moderada.
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Figura 7 — Distribuigdo da carga parasitéria entre os infectados por S. mansoni (n=140) no Distrito Brejo do
Amparo, Januaria-MG.

N&o houve associagdes estatisticamente significativas entre intensidade e prevaléncia
da esquistossomose em relacdo a género. A prevaléncia da infeccdo por S. mansoni foi
semelhante entre os individuos de diferencas faixas etarias, porém foi verificada uma
diferenca estatistica (p= 0,0302) na carga parasitaria dos individuos de diferentes faixas
etérias, sendo esta maior em adultos com idade entre 21 e 40 anos (Tabela 6).

Tabela 6 — Prevaléncia e Intensidade da infecgdo para Schistosoma mansoni quanto & género e faixa etaria na
populagdo do distrito Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Carga Parasitaria — OPG

a - :
Sexo Positividade para S. mansoni Mediana (Percentil)

Masculino 69/140 2 (2-12)

Feminino 71/140 2 (2-12)

Faixa etaria”

0-10 18/41 (43,9%) 2(2-3)5)

11-20 28/47 (59,5%) 4(2-21)

21-40 38/68 (55,8%) 6 (2-33)*

41 - 60 37/65 (56,9%) 2(2-8)

>60 19/36 (52,7%) 2(2-4)

*Teste T post-test Mann Whitney com nivel de significancia de p<0,05.
®Anéalise Anova post-test Kruskal-Wallis Multiple Comparision, com nivel de significancia de p<0,05.
*Intensidade de carga estatisticamente significativa p=0,0302.

Na figura 8, & possivel observar que a combinacdo dos testes moleculares e
parasitologicos aumenta a prevaléncia do diagnostico para esquistossomose em relagdo ao
Kato-Katz, em todas as faixas etarias. Entretanto, a maior diferenca foi observada em criancas
e idosos, onde foi observado um aumento de em torno de quatro vezes na prevaléncia
estimada.
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Figura 8 — Distribuicdo da carga parasitaria por faixa etaria entre os infectados por S. mansoni (n=140) no
Distrito Brejo do Amparo, Januéria-MG.

Apesar da elevada prevaléncia de parasitas e comensais na populagcdo em estudo, 98
(43,1%) dos moradores declarou ter usado de algum anti-helmintico no Gltimo ano antes do
projeto DECIT ser iniciado na regido. Dentre os individuos que alegaram o tratamento anti-
helmintico, 56,1% estavam infectados por S. mansoni e outros 56,1% possuiam algum outro
tipo de infeccdo parasitaria. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas

para intensidade de carga entre os tratados e ndo tratados (Tabela 7).

Tabela7 — Prevaléncia e intensidade da infeccdo parasitaria em individuos que relataram tratamento anti-
helmintico recente na populac¢ao de Brejo do Amparo, Januaria-MG

Tratamento com Infeccéo OPGP Outras infec¢des

anti-helmintico® S. mansoni Mediana (percentil) parasitarias
Sim 98/227 (43,1%) 55/98 (56,1%) 4(2-24) 55/98 (56,1%)
Nao 129/227 (56,8%) 69/129 (53,4%) 4(2-18) 72/129 (55,5%)

#227 individuos responderam a essa questao.
*Teste T, post-test Mann Whitney com nivel de significancia de p<0,05.

6.3 Caracterizacdo dos individuos alérgicos na populacédo de Brejo do Amparo

6.3.1 Analise do questiondrio ISAAC para caracterizacdo de Asma, Rinite e Eczema

alérgica na populacgéo de estudo

Entre os 257 participantes do projeto, 229 (89%) responderam ao questionario ISAAC,
permitindo a identificacdo de sintomas clinicos associados a doencas alérgicas (Asma, Rinite

e Eczema).
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Na populagdo de estudo somente 40 (17,4 %) declaram n&o ter qualquer tipo de
sintoma associado a doencas alérgicas, 13 individuos (5,6 %) declaram alergia a algum
medicamento e/ou alimento, 105 (45,8%) relatam algum sintoma associado a Asma, 167
(72,9%) tinham sintomas de Rinite e 45 (19,6%) para Eczema (Tabela 8). Também foi
verificado que 87 individuos (37,9%) declararam ter sintomatologia associada tanto a Asma
como a Rinite, sendo os sintomas mais frequentes e intensos em meses frios ou secos, como
Junho e Julho.

A presenca e intensidade dos sintomas foram pontuadas conforme descrito na
metodologia, permitindo categorizar a populacdo em N&o sintoméatico (pontuacdo = 0);
sintomas fracos e esporadicos (pontuacédo entre 1 e 2); alergia moderada (pontuacao entre 3 e
4); e alergia intensa e frequente (pontuacdo >5). Baseado nesta classificacdo, 134 (58,5%)
individuos apresentam sintomas intensos e frequentes associados a Rinite alérgica, 38 (16,5)
individuos relatam quadros associados a Asma, 32 (13,9%) individuos tém sintomas
frequentes de Eczema atdpica (Tabela 8). Dos individuos entrevistados, 28 (12,2%) relataram
sintomatologia relacionada a Asma e a Rinite. E importante salientar que apesar da frequéncia
elevada de sintomas alérgicos, os residentes de Brejo do Ampara disseram informalmente
durante a aplicacdo do questionario ISAAC nunca terem realizado exames médicos para
confirmacéo de doencas alérgicas.

Para as analises utilizando os mddulos investigados no questionario ISAAC, nos
consideramos como alérgicos o0s pacientes que alegaram ter sintomatologia recente com maior
frequéncia e intensidade, ou seja, aqueles classificados como sintomatico moderado ou forte

na Tabela 8.

Tabela 8 — Classificagdo dos sintomas declarados em cada médulo avaliado no questionario ISAAC de acordo
com o tempo em que ocorreram, frequéncia e intensidade na populagdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Assintomatico Sintomatico Fraco (1-2) Moderado (3-4) Forte (>5)

i Na ~ . Na
( Aﬁ‘:ﬁfg}g d) 216 (94,3%) 13 (5,6%) apﬁ?CZE N&o se aplica apﬁ‘i’(:;%
Asma 124 (54,1%) 105 (45,8%) 67 (29,2%) 0 38 (16,6%)
Rinite 62 (27,0%) 167 (72.9%) 33 (144%) 39 (17,0%) 95 (41,4%)
Eczema 184 (80,3%) 45 (19,6%) 13 (5.6%) 20 (8,7%) 12 (5.2%)

®O questionario ndo permite classificar a intensidade ou frequéncia dos sintomas relacionados a alergia alimentar
ou medicamentosa.

Nossos dados revelam que mulheres tiveram prevaléncia significativamente maior (p=
0,00003) de sintomas associados a Rinite que os homens, sendo que para os sintomas de
Asma e Eczema ndo foram verificadas diferencas significativas de prevaléncia para género.

Em relacdo a faixa etéria, as criangas com idade menor ou igual a 10 anos apresentaram uma
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maior prevaléncia significativamente maior (p= 0,007) para Asma em comparacdo as demais
faixas etarias. Eczema também apresentou diferenca entre a prevaléncia de infectados que foi
significativamente menor (p= 0,046) na faixa que compreende idade entre 41 a 60 anos, como

apresentado na tabela 9.

Tabela 9 — Prevaléncia de individuos sintomaticos para Asma, Rinite e Eczema em relacéo ao género e faixa
etaria na populagdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Asma Rinite Eczema
Sexo®
Masculino (n=112) 14 (12,5%) 50 (44,6%) 14 (12,5%)
Feminino (n=117) 24 (20,5%)* 84 (71,7%)" 18 (15,3%)
Faixa etaria”
<10 (n=38) 17 (44,7%)** 25 (65,7%) 8 (21,0%)
11-20 (n=43) 4 (9,3%) 27 (62,7%) 9 (20,9%)
21 — 40 (n=61) 7 (11,4%) 35 (57,3%) 5 (8,1%)
41 — 60 (n=60) 7 (11,6%) 35 (58,3%) 4 (6,6%)***
>60 (n=27) 3(11,1%) 12 (44,4%) 6 (22,2%)
Total = 229 38 (16,5%) 134 (58,5%0) 32 (13,9%)

*Teste do qui-quadrado com nivel de significancia de p<0,05.
PRegressio logistica com nivel de significancia de p<0,05.
*Género — Rinite: estatisticamente significativo (p=0,00003).
**Faixa etaria — Asma: estatisticamente significativo (p=0,007).
***Faixa etaria — Eczema: estatisticamente significativo (p=0,046).

A prevaléncia da infec¢do por S. mansoni entre os individuos considerados alérgicos
ou nao alérgicos esta ilustrada na tabela 10. Nao houve diferenca estatistica na prevaléncia da
infeccdo por S. mansoni entre os individuos considerados alérgicos e os considerados ndo

alérgicos, independente do sintoma ser relacionado a Asma, Rinite ou Eczema atdpica.

Tabela 10 — Prevaléncia de individuos positivos por S. mansoni entre os individuos que foram classificados
como alérgicos ou ndo alérgicos na populagdo de Brejo do Amparo, Januéria-MG.

Prevaléncia de S. mansoni

Nao alérgicos Alérgicos Valor de p°
Asma (n=191) 102 (53,4%) Asma (n= 38) 25 (65,7%) p=0.1607
Rinite (n=95) 50 (52,60%) Rinite (n=134) 77 (57,4%) p= 0.4686
Eczema (n=197) 106 (53,8%) Eczema (n=32) 21 (65,6%) p=0.2126

® Teste do Qui quadrado

A carga parasitaria de S. mansoni, estimada pelo numero de ovos do parasito
eliminados nas fezes, também n&o apresentou diferencgas estatisticamente significativas entre
0S pacientes positivos ou negativos para as alergias investigadas no questionario ISAAC,

como mostra a figura 9.
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Figura 9 — Ndmero de ovos de S. mansoni eliminados nas fezes de individuos com ou sem alergia declarada. A:
Asma; e B- Rinite; e C- Eczema. Teste T Mann Whitney, com nivel de significancia de p<0,05.

6.4 Nivel de reatividade de IgE sérica a alérgenos da poeira na populacéo de Brejo do

Amparo

Na populagdo do estudo, a prevaléncia e intensidade da alergia também identificada
através do nivel de reatividade de IgE circulante a antigenos de Dermatophagoides
pteronyssinus, D. farinae, Cladosporium herbarum, Aspergillus fumigatus, pélo de cdo e de
gato, que sdo alérgenos frequentemente encontrados na poeira domestica. Entre os 197
individuos avaliados, 47 (23,8%) tiveram reatividade de IgE superior a 0,35 Ul/mL, sendo
considerados atopicos aos antigenos da poeira doméstica. Nestes individuos a mediana de
reatividade foi de 7, 1 (5,1 — 9,5). Tanto a intensidade quanto a prevaléncia da atopia ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os géneros ou faixa etaria dos

individuos, conforme ilustrado na tabela 11.

Tabela 11 — Distribuicdo por faixa etaria e sexo da prevaléncia de pacientes reativos para os alérgenos de poeira
testados na populagdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Prevaléncia de reativos para o IgE especifico (n=197)

Sexo® n(%o) Mediana com percentil
Feminino (n=105) 21 (20,0%) 7,1(4,3-14,3)
Masculino (n=92) 26 (28,2%) 7,2 (5,2-8,6)
Faixa Etaria®

0-10 (n=16) 7 (43,7%) 7,5 (5,6 -9,3)
11-20 (n=41) 8 (19,5%) 7.4 (5,9 -16,0)
21-40 (n=61) 14 (22,9%) 7,4 (4,8-14,0)
41-60 (n=60) 14 (23,3%) 6,9 (3,5-15)

>60 (n=19) 4 (21,0%) 45(1,2-175)

#Genero - Teste T post-test Mann Whitney para intensidade da reagéo e qui-quadrado para prevaléncia com nivel
de significancia de p<0,05.

® Faixa etaria - Analise Anova post-test Kruskal-Wallis Multiple Comparision para intensidade e Regressio
logistica para prevaléncia com nivel de significancia de p<0,05.

Dentre os 47 pacientes identificados como atdpicos, 21 (44,6%) eram mono ou

coinfectados por S. mansoni e entre os 150 ndo atopicos (76,1%) a prevaléncia de S. mansoni
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foi de 90 (60,0%). Apesar da prevaléncia de alergia ser mais elevada entre os ndo infectados,
as analises ndo demonstram que esta diferenca foi estatisticamente significativa (tabela 12).

Tabela 12 — Distribuicdo por faixa etéria e sexo da prevaléncia de pacientes reativos para os alérgenos de poeira
testados na populagdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Infeccdo por S. mansoni
Atdpicos S. mansoni (+) N&o atépicos  S. mansoni (+) Valor de p°
47 (23,8%) 21 (44,6%) 150 (76,1%) 90 (60,0%) p=0,06464
®Teste do Qui quadrado com nivel de significancia de p<0,05

Entretanto, ao avaliar a intensidade da reatividade de IgE nos individuos infectados e
ndo infectados por S. mansoni foi verificado que a populacdo ndo infectada apresentou
reatividade significativamente maior (p= 0,0299) em relacéo aos pacientes infectados (Figura
10A). A relacéo entre intensidade da atopia e infeccdo por S. mansoni ficou mais evidente
guando os individuos infectados foram categorizados em baixa carga (menos de 12 ovos/g de
fezes) e carga mais elevada (> que 12 ovos/g fezes). Esta categorizacdo permitiu identificar
que individuos ndo infectados apresentaram intensidade significativamente maior de atopia
(p=0,0240) em relacdo aos individuos infectados que eliminam mais de 12 ovos/g de fezes,
mas ndo houve diferenca significativa na intensidade de atopia entre os ndo infectados e
infectados com baixa carga parasitaria (Figura 10B). Confirmando estes dados, a carga
parasitaria de S. mansoni, estimada pelo nimero de ovos do parasito eliminados nas fezes do
hospedeiro, foi significativamente maior nos individuos ndo atépicos (p= 0,0001) como

mostrado na figura 10C.
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Figura 10 — A: Intensidade de atopia em pacientes infectados e ndo infectados por S. mansoni; B- distribuicdo
de carga parasitaria em pacientes atdpicos e ndo atopicos; e C- Intensidade de atopia para carga parasitaria na
populacdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG. A e B* Teste T Mann Whitney; e C- Anova post-test Kruskal-
Wallis Multiple Comparision com nivel de significancia de p<0,05.

De acordo com a tabela 13, a prevaléncia de pacientes com Rinite foi maior dentre os
atopicos quando comparados com 0s ndo atopicos, sendo estatisticamente significativa (p=
0,002713). Entres os individuos com Asma e Eczema ndo foram encontradas diferengas

significativas na prevaléncia.
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Tabela 13 — Prevaléncia da atopia em pacientes declarados como alérgicos no questionario ISAAC na populagio
de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Reatividade da Atopia (n=197)

Atopia Asma Rinite Eczema

Atopicos 47 (23,8%) 9 (19,1%) 34 (72,3%) 4 (8,5%)
Nao atopicos 150 (76,1%) 14 (9,3%) 71 (47,3%) 19 (12,6%)
Valor de p° p=0,06747 p=0,002713 p=0,4388

®Teste do Qui quadrado com nivel de significancia de p<0,05

A relacdo entre a intensidade da atopia em pacientes declarados como alérgicos ou ndo
pelo questionario ISAAC ndo apresentou diferencas estatisticas tanto para Asma quanto para
Ecezema (Figura 11A e 11C), porém na Rinite foi observado um aumento significativo (p=
0,0188) da intensidade entre os pacientes positivos quando comparados com 0s negativos
(Figura 11B).
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Figura 11 — Intensidade da atopia em pacientes declarados como positivos ou negativos para: A- Asma; B-
Rinite; e C- Eczema, na populacdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG. * Teste T Mann Whitney, com nivel de
significancia de p<0,05.

6.5 Parametros da resposta imunolégica na populacdo de Brejo do Amparo

6.5.1 Eosinodfilos

Na populacdo de estudo, 215 (83,6% da populagéo original) colheram sangue para a
realizacdo do hemograma e os dados relativos ao nimero de eosinofilos circulantes foram
utilizados neste estudo. Conforme mostra a tabela 14, ndo houve diferenca significativa do
numero de eosindfilos circulantes entre as mulheres e homens que participaram do estudo.
Entretanto, foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre a faixa etaria que
compreende criangas de 0 a 10 anos com os adultos entre 21 e 40, 41 e 60 e acima de 60,
sendo também apresentado diferencas entre os adolescentes e jovens com idade entre 11 a 20
anos em comparacdo com as faixas etarias entre 41 e 60 e acima de 60 anos de idade (p=
0,0001).
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Tabela 14 — Quantificacdo sérica de eosinofilia por género e faixa etaria dos moradores de Brejo do Amparo,
Januaria-MG.

Eosinofilia (n= 215)

Sexo® N Mediana com percentil
Feminino 108 359,0 (199,0 - 550,8)
Masculino 107 398,0 (216,0 — 680,0)

Faixa Etaria”

0-10 28 588,5 (382,0 - 1100)*
11-20 43 585,0 (310,0 — 848,0)*
21-40 63 358,0 (215,0 — 604,0)"
41-60 61 251,0 (132,5 — 251,0)"
>60 20 264,0 (165,0 — 466,0)"

Género - Teste T post-test Mann Whitney com nivel de significancia de p<0,05

b Faixa etaria - Analise Anova post-test Kruskal-Wallis Multiple Comparision, p<0.05
*Faixas etérias que ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacéo a eosinofilia

* Faixas etarias ndo diferentes entre-si, porém diferentes de (*) em relagéo a eosinofilia.

Na populacdo do estudo, o numero de eosinofilos circulantes ndo foi
significativamente diferente entre os individuos infectados e ndo infectados por S. mansoni
(Figura 12A). Também ndo foi verificada diferenca de eosinofilia entre os individuos com
baixa ou moderada carga parasitaria (Figura 12B). Porém, a regressdo linear mostrou
associacao positiva (p= 0,0042) entre o nimero de eosinéfilos e 0 nimero de ovos do parasito

eliminados nas fezes, analisados como variaveis continuas (Figura 12C).
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Figura 12 - Associacdo da eosinofilia com: A- Infectados e ndo infectados por S. mansoni na populacdo do
estudo; B- medida categdrica de opg; C- medida continua de opg; *A - Teste T Mann Whitney; B- Analise

Anova post-test Kruskal-Wallis Multiple Comparision C- Regressdo linear com nivel de significancia de p<0,05.

Como pode ser observado na figura 13, também ndo foi verificada diferenca
significativa na intensidade da atopia (Figura 13A), bem como no numero eosindfilos

circulantes entre os individuos atdpicos e ndo atopicos (Figura 13B).
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Figura 13 — Associacdo da eosinofilia com atopia: A- medida continua de atopia; e B- medida categdrica de
atopia; *A - Regressdo linear; B- Teste T Mann Whitney com nivel de significancia de p<0,05.

Em relacdo aos pacientes declarados como alérgicos pelo questionario ISAAC, a

eosinofilia se mostrou estatisticamente elevada (p= 0,0098) apenas para 0s pacientes
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asmaticos (Figura 14A), mantendo niveis semelhantes tanto para Rinite quanto para Eczema
(Figura 14B e 14C).
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Figura 14 - Distribui¢do da eosinofilia em individuos positivos e negativos para: A- Asma; B- Rinite; e C-
Eczema; *Teste T Mann Whitney com nivel de significancia de p<0,05.

6.5.2 IgE Total

Dentre os 257 pacientes que constituiram a populacdo original, 206 (80,1%) doaram
amostras soroldgicas para realizacdo do ELISA para IgE total. Os niveis de IgE total
apresentaram mediana de 1930 ng/ml de soro (837,0 - 4257) dentre os moradores de Brejo do
Amparo e foram estatisticamente maiores (p= 0,0006) no sexo masculino. Para a faixa etaria

ndo foram observadas diferencas significativas (Tabela 15).

Tabela 15 - Quantificacdo de IgE Total para género e faixa etaria nos moradores de Brejo do Amparo, Januaria-
MG.

IgE Total (n=206)

Sexo® n Mediana com percentil
Feminino 109 1390 (642,8 - 3237)
Masculino 97 2844 (1261 - 4922)*

Faixa Etaria®

0-10 22 2745 (1309 - 4040)
11-20 40 2904 (1274 - 4754)
21-40 63 2063 (738,7 - 3887)
41-60 62 1380 (618,7 - 3658)
>60 19 2589 (997,4 - 5987)

®Genéro - Teste T post-test Mann Whitney com nivel de significancia de p<0,05.
b Faixa etaria - Andlise Anova post-test Kruskal-Wallis Multiple Comparision, p<0.05.
*Geénero com diferengas estatisticas em relacao a intensidade de IgE Total, p= 0,0006.

O IgE total também manteve niveis semelhantes entre os pacientes positivos ou
negativos para S. mansoni na populacdo de Brejo do Amparo (Figura 15A), mas a
concentracéo de IgE total foi associada positivamente (p= 0,0077) com a atopia categorizada



62

(Figura 15C), com a intensidade de carga parasitaria apresentando um p= 0,0087 (Figura

15D) e também com a eosinofilia (p=0,0001), como mostrado na figura 15E.
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Figura 15 — Associacdo de IgE Total com: A- Infeccdo por S. mansoni; e B- medida continua de atopia; C-
medida categorica de atopia; e D- medida continua de carga parasitaria; e E- Eosinofilia. * A e C- Teste T Mann

Whitney e B, D e E- Regresséo linear com nivel de significancia de p<0,05.

N&o houve diferenca significativa na concentracdo serica de IgE total entre os

individuos declarados como positivos ou negativos para todas as trés alergias avaliadas pelo

questionario ISAAC, como mostrado na figura 16.
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Figura 16 — Distribui¢do de IgE Total em individuos positivos e negativos para: A- Asma; B- Rinite; e C-
Eczema; *Teste T Mann Whitney com nivel de significancia de p<0,05

6.5.3 IL-10

A concentragdo sérica da citocina IL-10 foi estimada pela técnica de ELISA em 200
moradores de Brejo do Amparo, dos quais apenas 28 (14,0%) foram reativos. Dentre 0s
reativos a mediana foi de 33,8 pg/ml (15,6 - 229,0 pg/ml), caracterizando dessa forma a
populacdo como baixa produtora de IL-10. Nao foram observadas diferencas significativas na
concentracdo de IL-10 sérica entre homens e mulheres ou entre os individuos de diferentes

faixas etarias, como apresentado na tabela 16.

Tabela 16 — Concentracdo sérica da citocina IL-10 para género e faixa etaria nos moradores de Brejo do
Amparo, Januéaria-MG.

Sexo® IL-10 (n= 200)
n Mediana com percentil
Feminino 15 24,74 (6,992 — 20,03)
Masculino 13 179,0 (20,03 — 282,3)
Faixa Etaria®

0-10 18 0(0-0,3780)
11-20 43 0(0-0)

21-40 61 0(0-0)

41-60 61 0(0-0)

>60 17 0(0-0)

Genéro - Teste T post-test Mann Whitney com nivel de significancia de p<0,05.
b Faixa etaria - Andlise Anova post-test Kruskal-Wallis Multiple Comparision, p<0.05.

Também ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos de pacientes positivos ou negativos para S.mansoni (Figura 17A). A citocina 1L-10
também ndo apresentou diferenca quando foi associada a atopia de forma continua (Figura
17B), porém quando esta foi categorizada revelou uma diferenca significativa (p= 0,0110),
mostrando maiores niveis de IL-10 em pacientes ndo atopicos (Figura 17C). Os niveis de IL-
10 também ndo apresentaram relacdo com intensidade de carga (Figura 17D e 17E), com

eosinofilia (Figura 17F) ou com IgE total (Figura 17G).
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Figura 17 - Distribuicéo e associacdo da IL-10 com: A: infecgdo por S. mansoni; B- medida continua de atopia;
e C- medida categorica de atopia; D- medida continua de carga parasitaria; e E- medida categorica de carga
parasitaria; F- Eosinofilia; e G- IgE Total. *A e C- Teste T Mann Whitney; B, D, F e G- Regresséo linear; e E-
Anélise Anova post-test Kruskal-Wallis Multiple Comparision e com nivel de significancia de p<0,05.
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Apesar de ser significativamente associado & pacientes ndo atopicos, a citocina IL-10

ndo teve associacdo significativa para a atopia pelo modelo de regressdo logistica (Tabela 17).

Tabela 17 — Modelo de regresséo logistica para a associagdo da IL-10 na atopia populagao de Brejo do Amparo,
Januaria-MG.

Atopia Odds Ratio Valor de p Intervalo de confianca (95%0)

IL-10 9997636 0.899 0.996112 — 1.003429

Os pacientes declarados como positivos ou negativos para Asma, Rinite e Eczema
através do questionario ISAAC também ndo apresentaram diferencas significativas em

relacdo aos niveis de IL-10 (Figura 18).
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Figura 18 — Distribui¢do de IgE Total em individuos positivos e negativos para: A- Asma; B- Rinite; e C-
Eczema; *Teste T Mann Whitney com nivel de significancia de p<0,05

6.6 Modelos de andlise multivariada

Foram construidos modelos multivariados de regressdo logistica de analise com
presenca de todas as variaveis do banco de dados que na analise linear simples apresentaram
p<0,25. Para a construcdo dos modelos, as variaveis que foram selecionadas para o modelo
final com p<0,25, mas que apresentaram baixa frequéncia foram excluidas das analises finais.

Durante a analise univariada foi verificado que a intensidade de infecgéo por S.
mansoni (opg), os niveis de IgE total, a prevaléncia da infecgdo por S. mansoni, a eosinofilia,
os niveis de IL-10, a idade e o género permaneceram associadas com a intensidade e

prevaléncia da atopia e Asma (Tabela 18).

Tabela 18 — Variaveis associadas a atopia e Asma na populacéo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Asma Rinite Eczema Atopia

Género - P=0,00003 - -
Faixa etaria P= 0,007 - - -
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Prevaléncia S. mansoni P=0,1607 P=0,0963 - P=0,0646
Intensidade (>120pg) - - P=0,0712 -
Reatividade da atopia P=0, 0674 P=0, 0027 - -
Eosinofilos P=10,0042 P=10,1669 P=0,0838 -
IgE Total - - - P=0,0077
IL-10 - - - P=10,0110

Quando analisados em modelo multivariado, verificou-se que a carga parasitaria
permaneceu inversamente associada ao aumento da atopia, ou seja, os individuos com carga
parasitaria acima de 12 ovos por grama de fezes apresentaram aproximadamente 5 vezes
menos chance de desenvolver atopia.

A idade do individuo também se mostrou um fator importante para o aumento de
atopia e apesar de ndo ter sido estatisticamente significativa foi mantida e ajustada ao modelo
(Tabela 19).

Tabela 19 — Modelo de anélise multivariada para Atopia, na populacdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Variaveis Atopia (IgE especifico)
Odds Ratio  Erro Padréo z Valor de p IC 95%
OPG 0.19 0.15 -2.12 0,034 0.04 - 0.88
Idade 1% (0-10) 2.62 1.52 1.66 0,097 0.83-8.17
Idade 2 (11-20) 0.75 0.35 -0.59 0.552 0.30-1.90
Idade 6 (>41) 0.69 0.30 -0.84 0.400 0.29 -1.62

%ldade referéncia: 21 a 40

Ao contrério do observado para atopia, a intensidade da infec¢do por S. mansoni foi
positivamente associada com Asma, ou Seja, 0 paciente que tem mais de 12 ovos por grama
de fezes, possui aproximadamente 3 vezes mais chances de desenvolver Asma. A idade
também foi associada positivamente com a Asma, sendo observado que criangas com até 10
anos de idade tem aproximadamente 7 vezes mais chances de ter a doenca em relacéo a faixa

etaria de referéncia (21 a 40 anos) como mostrado na Tabela 20.

Tabela 20: Modelo de analise multivariada para Asma, na populagdo de Brejo do Amparo, Januaria-MG.

Variaveis Asma
Odds Ratio  Erro Padréo Z Valor de p IC 95%
OPG 2.97 1.56 2.08 0.038 1.06 - 8.32
Idade 1% (0-10) 7.27 3.49 4.14 0.00 2.84 - 18.63
Idade 2 (11-20) 0.84 0.52 -0,28 0.780 0.24 -2.85
Idade 6 (>41) 1.00 0.55 0.02 0.986 0.34 -2.95

%ldade referéncia: 21 a 40
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7. DISCUSSAO

Neste estudo transversal foi realizada uma investigagdo da possivel associagdo entre
fatores da resposta imunoldgica, infeccdo por S. mansoni e alergia. Os participantes no estudo
sdo residentes em uma area endémica para a esquistossomose mansonica caracterizada por
apresentar baixa carga parasitaria. Considerando a esquistossomose um problema de salde
publica e sua complexidade epidemioldgica, estudos correlacionando a resposta imunoldgica
com a presenca de alergias, poderdo ter implicacGes na terapia e consequente morbidade
dessas doencas.

As infeccBes parasitarias tém uma prevaléncia elevada e estima-se que mais de trés
bilhGes de pessoas estdo infectadas por parasitas intestinais no mundo de hoje (Gongalves et
al., 2011). Estas infeccdes sao mais comuns entre as comunidades com baixo poder aquisitivo
e que vivem em areas em desenvolvidas, sendo uma ameaca grave para a Saude e
desenvolvimento das criancas e estdo associadas com reducgdo da atividade fisica e capacidade
de aprendizagem prejudicada (Assis et al., 2013). Inimeros estudos tém demonstrado que a
precéria alfabetizacdo, status socioecondmico mais baixo, falta de banheiros no domicilio,
disposicdo inadequada de dejetos humanos e estrutura sanitaria precaria estdo relacionadas
com aumento de risco de adquirir parasitoses (Holland et al., 1996, Tshikuka et al., 1995).

No distrito de Brejo do Amparo, a prevaléncia geral foi 68,4% para helmintos e
protozodrios intestinais. Resultado muito expressivo em compara¢do com outros estudos de
prevaléncia de parasitoses realizados em Minas Gerais. Gongalves e colaboradores (2012)
mostraram que 29,3% dos escolares encontravam-se parasitados na cidade de Uberlandia,
enguanto que Rocha e colaboradores (2000) observaram 583 escolares (20,1%) infectados em
Bambui. Em contrapartida, Assis e colaboradores (2013) encontraram prevaléncia de 89,5%
de parasitoses intestinais na comunidade indigena Maxakali. Essa discrepancia dos resultados
apresentados em diferentes trabalhos pode estar relacionada a inimeros fatores como 0s tipos
de testes parasitologicos aplicados, condi¢Ges de saneamento e habitos culturais da populacao
estudada.

Na populacdo de Brejo do Amparo a alta prevaléncia de parasitoses pode estar
relacionada a fatores como convivéncia direta com animais, alta concentracdo de individuos
nos domicilios e falta de infraestrutura sanitaria adequada. Ndo ha rede de esgoto e
distribuicdo de agua vinculadas a rede pablica do municipio, fatores que de acordo com Assis

et al., (2013) podem propiciar a propagacdo de doencas com veiculagéo fecal-oral.
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Outro fator que pode aumentar a prevaléncia de infec¢des parasitarias nesse distrito é
0 baixo grau de escolaridade, visto que mais de 60% dos entrevistados ndo séo alfabetizados.
De acordo com um trabalho realizado com escolares de Teerd por Nematian e colaboradores
(2004), o aumento no nivel de escolaridade dos pais diminui as infec¢bes parasitarias em até
20%, concluindo que existe uma grande relagdo entre o nivel educacional dos pais e a taxa de
infecgBes, sugerindo que certas praticas de cuidados infantis de higiene sejam melhores
quando os pais recebem um maior nivel de educacao.

Além disso, é importante ressaltar que para diagnostico dos individuos positivos foi
utilizada uma combinacao de quatro testes parasitologicos diretos (Sedimentacdo Esponténea,
Gradiente Salino, Helmintex® e Kato-Katz), aumentando assim a sensibilidade desses
exames. Essa combinacdo de testes é de grande importancia para ndo subestimar a real
frequéncia de parasitoses em estudos populacionais, visto as diversidades bioldgicas e
estruturais de cada parasito, necessitando assim de métodos diferentes para sua deteccao
(King et al., 2013; Saugar et al., 2015).

Dentre as infeccBes diagnosticadas pelos testes parasitolégicos, o helminto trematddeo
S. mansoni foi o mais frequente, apresentando prevaléncia de 45,9% na populacdo em estudo.
A elevada prevaléncia de esquistossomose na area de estudo pode estar relacionada ao fato de
0 Estado de Minas Gerais representa uma das maiores &reas endemicas para a
esquistossomose do pais e a populacdo continua aumentando em regifes com precarias
condicdes sociais e sanitarias (Katz & Almeida, 2003; Gazzinelli et al., 2006), como a regido
norte do estado, onde estd localizado o municipio de Januaria, uma area endémica para S.
mansoni segundo o Programa de Controle da Esquistossomose (PCE). No entanto, as
constantes acdes promovidas por esses programas de controle, dentre elas o tratamento
quimioterapico em massa, tém contribuido para reducdo carga parasitaria nos individuos
parasitados de areas endemicas, 0s quais sdo dificeis de serem diagnosticados (Grenfell et al.,
2014).

Para garantir a identificagdo dos individuos infectados com baixa carga parasitaria foi
realizado um exame molecular para confirmagdo dos diagnosticos, que mostrou boa
concordancia entre os diagnosticos de acordo com Landis & Koch, (1977). A carga parasitaria
apresentou mediana de 4 opg, caracterizando a populacdo como de baixa carga parasitaria de
acordo com a OMS (2014). Esta caracteristica pode ser consequéncia de uma populacdo
endémica ja submetida a varios tratamentos prévios, selecionada no campo e ndo em hospitais

ou outros locais que poderiam viciar a amostragem.
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Segundo relatos de moradores e funcionarios do servico de saude local, o Programa de
Controle da Esquistossomose, com 0 objetivo de controle e erradicagdo da esquistossomose,
tem realizado a identificacdo e tratamento dos individuos positivos. Dentre os participantes 98
(42,7%) relataram o uso de tratamento anti-helmintico no ano anterior ao inicio do projeto
DECIT, que é determinante na diminui¢do da carga parasitaria, diminuindo a quantidade de
vermes, mas sem necessariamente erradicar a infeccdo, visto que a populacédo se reinfecta ao
continuar exposta aos fatores de risco. Dentre os individuos que alegaram o tratamento anti-
helmintico, 55,6% estavam infectados por S. mansoni e 56,7% possuiam algum outro tipo de
infeccdo parasitaria. Outro fator que pode influenciar na baixa quantidade de ovos do parasito
nos individuos infectados é a exposi¢do intrauterina a antigenos de S. mansoni em que estéo
expostos os individuos de areas endémicas, devido a infeccdo materna, ou mesmo apds o
nascimento através do leite materno, permitindo que os individuos infectados na infancia
respondam diferente daqueles fora da area endémica (Novato-Silva et al., 1992; Attallah et al.,
2003).

Na populacdo de Brejo do Amparo, a prevaléncia e intensidade foram semelhantes
entre géneros (p = 0,793), assim como também foi observado por Magueta et al, (2015) em
duas comunidades rurais de Governador Valadares em Minas Gerais. Estes dados foram
diferentes dos relatados por Enk et al, (2010); Sayed et al, (2014) e Rapport et al, (2015) em
que o sexo masculino apresentou uma maior probabilidade de infeccdo por S. mansoni
provavelmente devido as atividades na agricultura que sdo mais frequentes entre 0os homens
em areas rurais, resultando em aumento na exposi¢do a infeccdo com o parasita e nao
necessariamente a diferenca de suscetibilidade entre homens e mulheres (Kloss et al., 2008).
No presente estudo ndo foi verificado diferenca de prevaléncia entre géneros, o que pode se
dever ao fato de que as mulheres estdo tdo expostas quanto os homens, pois alegaram também
utilizar a &gua do riacho para atividades domeésticas e lazer.

Nossos dados indicam que a prevaléncia da esquistossomose nos moradores de Brejo
do Amparo foi estatisticamente semelhante nas diferentes faixas etarias, sendo que 0S
infectados de 31 a 40 anos apresentaram carga parasitaria estatisticamente maior que as
demais faixas etarias. Esses dados contradizem o que alguns trabalhos tém mostrado em areas
endémicas para esquistossomose, onde a primo-infeccdo frequentemente ocorre em torno dos
dois anos de idade e a maior prevaléncia e intensidade de infeccdo tendem a ocorrer em
jovens e adolescentes, geralmente diminuindo na idade adulta (Concei¢do & Coura, 1978;
Coura-Filho et al., 1995; Fleming et al., 2006; Colley et al., 2014). Essa diferenca que

observamos na distribuicdo da prevaléncia entre as faixas etarias pode estar relacionada a
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combinacdo de testes parasitologicos e molecular, ressaltando que a contagem de opg foi
baseada em seis laminas de K-K (duas de cada amostra), o que aumenta a sensibilidade no
diagnostico e melhora consequentemente a identificacdo dos pacientes verdadeiramente
negativos. Esse conjunto de diagndsticos ndo € comumente observado em estudos
populacionais, que geralmente utilizam apenas o K-K, eficiente em identificar infecgdes
moderadas e intensas (De Vlas e Gryssels, 1992), realidade que ndo € observada na populacdo
em estudo. Estudos tém demonstrado que ao aumentar o numero de amostras ou laminas
analisadas, bem como a combinacdo de diferentes métodos, em areas de média e baixa
endemicidade (Enk et al., 2008; Siqueira et al., 2011) ou em pacientes com leve e moderada
infeccdo (Utzinger et al., 2000), h& um aumento da prevaléncia quando comparado a
avaliacdo de uma unica amostra fecal, a qual tenha originado uma Unica lamina.

Outros fatores também podem estar associados com essa homogeneidade da
prevaléncia, como, histérico de exposicdo ao S. mansoni, taxa de resisténcia adquirida que
depende do estado imunolégico do individuo e tratamentos anti-helminticos. Estudos recentes
revelam que as areas endémicas de esquistossomose localizadas principalmente em Minas
Gerais e Bahia, onde originalmente encontrava-se alta prevaléncia de infeccdo e individuos
infectados com alta carga parasitaria sofreram grandes modificacdes no perfil de transmissado
da infeccdo devido as sucessivas intervencgdes terapéuticas (Rabello et al., 2008; Guimaraes et
al., 2010; Scholte et al., 2012). Como os individuos tratados ndo sdo protegidos contra
reinfeccOes e o farmaco ndo afeta a viabilidade dos ovos e as formas imaturas do parasito,
grande parte dos residentes em areas endémicas submetidas ao controle quimioterapico
apresenta baixa carga parasitaria e sdo dificilmente diagnosticados por exame parasitologico
de fezes.

Para identificacdo de pacientes alérgicos na populacgdo do distrito de Brejo do Amparo,
foi primeiramente aplicado o questionario ISAAC, especifico para identificacdo de pacientes
alérgicos através da sintomatologia clinica em trés modulos: asma, rinite e eczema; sendo
adicionado também um maodulo para identificar pacientes ja diagnosticados com alergia para
alimentos ou medicamentos.

Nessa populagéo a sintomatologia mais prevalente foi para Rinite (58,5%), seguida de
Asma (16,5%), sendo que dentre estes, 28 (12,2%) declararam ter sintomatologia associada
com ambas as doencas alérgicas, alegando maior intensidade em meses frios ou secos. Apenas
13,9% dos entrevistados declararam sintomas de Eczema, ndo sendo observada
sintomatologia evidente no momento da aplicacdo do questionario. As mulheres declaram

mais sintomas para as trés doencas, entretanto, somente para rinite esta diferenca foi
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estatisticamente significativa. Leung et al., (1997) também apresentaram resultados
semelhantes em um estudo com 400 escolares de Hong Kong, assim como Pearce et al.,
(1993) observou uma menor sintomatologia do sexo masculino em relacdo ao feminino em
um estudo comparativo com adolescentes de quatro paises: Australia, Inglaterra, Alemanha e
Nova Zelandia. No entanto, Alcantara-Neves et al., (2010) observou uma maior prevaléncia
de sintomas de Asma no sexo masculino em escolares de Salvador, na Bahia. Essas diferencas
tém sido atribuidas a questfes hormonais pelos autores, visto que trabalharam com escolares
na adolescéncia, fase na qual ocorrem grandes alteracdes hormonais. Em nosso trabalho pode
se observar que a prevaléncia elevada de Rinite em mulheres se manteve semelhante ao longo
de todas as faixas etarias, entdo provavelmente essa diferenca pode estar relacionada a fatores
de exposicdo ambiental. Essa questdo foi reforcada por Sears et al., (1993) afirmando que o
papel patogénico do ambiente deve ser objetivamente estudado e fatores individuais
cuidadosamente avaliados para fornecer informacg6es sobre essas variagcdes. Outra hip6tese de
acordo com Leung et al., (1997) poderia ser que 0s meninos tendem a subestimar
sintomatologia, enquanto as meninas tendem a superestimar a gravidade da sua doenca.

As alergias investigadas pelo questionario ISAAC ndo apresentaram associagdo com
carga parasitaria ou IgE total, entretanto pacientes declarados asmaticos apresentaram
associacdo com a eosinofilia (p= 0,0098), dado que corrobora com o trabalho de Medeiros et
al., 2006 com pacientes alérgicos em Pernambuco.

Os 47 (23,8%) pacientes que apresentaram reatividade de IgE a alérgenos da poeira
(>0,35Ul/ml) foram considerados atépicos. A atopia se apresentou distribuida de forma
semelhante na populagéo e néo teve relacdo com a Asma identificada pelo ISAAC, porém se
mostrou positivamente associada com a Rinite (p= 0,002713). Esse dado ja era esperado visto
que a Rinite se constitui de uma reacdo alérgica da mucosa nasal a determinados alérgenos,
principalmente inalatorios (Asher et al., 1995). A falta de associa¢do entre Asma e atopia
detectado no presente estudo corrobora estudos anteriores baseado em dados obtidos de paises
desenvolvidos, que mostram prevaléncia elevada de sintomas de Asma na primeira infancia;
entretanto, neste caso a sintomatogia néo estava relacionada com a Asma alergia, sendo que
esta condi¢do principalmente associada com a infeccdo por virus do sistema respiratorio
(Wright, 2002; Heymann et al., 2004).

Neste estudo, os individuos atopicos tiveram menor prevaléncia de infeccdo por S.
mansoni e os infectados atopicos tiveram menor carga parasitaria que os nao atopicos, assim
como a intensidade da atopia também se mostrou mais elevada (p= 0,0240) em pacientes nao

infectados ou com baixa carga parasitaria. Esses dados estdo de acordo com o trabalho de
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Oliveira et al., (2014) também realizado em uma area endémica para esquistossomose,
localizada no Ceard caracterizada por apresentar baixa intensidade de carga parasitéria,
sugerindo que o S. mansoni é capaz de modular a resposta imune do hospedeiro e reduzir as
alergias mesmo nessas areas.

Além disso, os pacientes infectados por S. mansoni exibiram niveis um pouco mais
elevados de eosinofilia apresentando uma mediana de 405 contra 318 dos pacientes
parasitologicamente negativos. Apesar de ndo ter sido significativamente associada com a
prevaléncia, a eosinofilia mostrou estar fortemente associada tanto com a intensidade de carga
(opg) quanto em pacientes asmaticos. Contudo, € importante lembrar que esses dados sdo de
eosinofilia periférica 0 que ndo exclui a possibilidade de inflamagdo eosinofilica tecidual
(Jacoby et al., 2001; Alan & Busse, 2004). Além disso, os eosinofilos podem se apresentar em
nimero normal no sangue periférico, mas estarem ativados e repletos de granulos ativos com
proteina basica principal, com proteina catiénica eosinofilica e outros mediadores (Martin et
al., 1996; Alan & Busse, 2004). Também deve se considerar para a contagem normal de
eosinofilos séricos em pacientes alérgicos que o processo inflamatério esteja brando, sem
repercussao em nivel periférico, o que pode ser decorrente do uso de medicacdo para controle
do quadro alérgico ou ainda de uma regulacdo, para baixo, do nimero de eosinofilos na
circulacdo, fato habitual na fase cronica das parasitoses intestinais (Klion & Nutman, 2004).
Apos a fase migratoria de larvas de parasitas intestinais, ha uma marcada reducédo de eotaxina,
que ¢é fundamental para a quimiotaxia e eosinofilia nesses pacientes (Lima et al., 2002).

Alcantara-Neves et al. (2014) também mostraram associacdes fortes e positivas entre
infeccdes por helmintos (A. lumbricoides, T. trichiura e Toxocara spp) com eosinofilia e IgE
total, e uma associacdo inversa entre infecgdes por helmintos e a reatividade alérgica. Os
autores sugeriram que infeccbes multiplas por helmintos sdo mais eficientes na inducdo de
uma rede reguladora propiciada pelo aumento na producdo de 1L-10, que pode desempenhar
um papel na supressdo de respostas alérgicas, como as reagdes de hipersensibilidade imediata
na pele. Resultado semelhante foi observado por Figueiredo et al. (2010) em criangas da
periferia de Salvador, Bahia, com infec¢des cronicas para A. lumbricoides e T. trichiura que
mostraram um aumento da produgdo espontanea de citocinas com perfil regulatério. De
acordo com os autores, esse fendtipo induzido de resposta imune regulada por helmintos pode
contribuir para o desenvolvimento de um fendtipo anti-inflamatorio que é capaz de mediar a
modulagéo de alergias.

Niveis elevados de IgE total e eosinofilia estdo associados ndo apenas com

helmintiases, mas também com doencas alérgicas (Schneider et al., 2002; Arruda e Santos,
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2005). Na populacdo de Brejo do Amparo a producdo do IgE total se mostrou elevada de
forma semelhante entre as faixas etarias e também nos grupos infectados ou nédo infectados
com S. mansoni. Porém mostrou associacdo positiva com a intensidade da carga parasitaria
(p= 0,0087), com a eosinofilia (p= 0,0001) e também se apresentou significantemente mais
elevada em individuos com atopia (p= 0,0077) em relagdo aos nao atépicos. Com esses dados
é possivel observar que a populacdo de Brejo do Amparo possui niveis homogéneos de IgE
total distribuidos de forma semelhante entre os moradores. De acordo com Daher et al.,
(2009) no Brasil com regularidade sdo detectados niveis elevados de IgE total em individuos
ndo infectados. Isto provavelmente reflete o grau de exposicdo pessoal aos parasitos.
Helmintos, incluindo S. mansoni, podem estimular uma forte amplificacdo de anticorpos IgE
policlonais ndo especificos. Alguns pesquisadores tém argumentado que a natureza policlonal
deste anticorpo pode resultar no bloqueio de hipersensibilidade alérgica por supressao na
producdo de IgE especifica ou saturando receptores de IgE em mastécitos e basofilos e, assim,
impedindo a ativacdo celular e libertacdo de mediadores por antigeno, assim esses parasitas
encontram-se associados a altos niveis circulantes de IgE total. (Hagel et al., 1993; Heymann
et al., 2004). Esses resultados corroboram com a hipétese de que helmintoses sejam capazes
prevenir a atopia ou reduzir o seu grau (Sales et al., 2002; Cooper et al., 2003). De acordo
com Cooper et al., (2000) individuos atopicos que se encontram infectados apresentam
incremento dos sintomas alérgicos logo apds o tratamento com anti-helminticos. Desta forma,
a infeccdo parasitaria cronica, particularmente em fase precoce da vida, podem modular a
resposta imune e reduzir a inflamacdo alérgica e seus efeitos fisiopatologicos.

A producdo sérica de IL-10 tambem foi avaliada na populacédo de Brejo do Amparo,
sendo observada em baixos niveis, visto que apenas 28 (14,0%) dos pacientes foram reativos
na quantificacdo desta citocina, na qual mediana da populacdo foi 33,8 pg/ml com percentil
entre 15,6 e 229,0 pg/ml. Levando em consideragdo o perfil parasitolégico da populagdo que
apresenta alta prevaléncia para esquistossomose (54,4%), mas com baixa carga parasitaria
(mediana= 4), histérico de tratamento anti-helmintico prévio e frequente reinfeccdo, é
possivel que a indugdo da resposta imune pelo parasito, incluindo a producéo de IL-10, seja
baixa e restrita ao tecido. De acordo com Correale & Farez (2011) pacientes cronicamente
infectados induzem a producéo de citocinas regulatorias, como IL-10 e TGF-B, e a produgao
dessas citocinas pode diminuir apds o tratamento anti-helmintico.

Segundo Conceigdo et al., (2008) a maioria dos pacientes de areas endémicas séo
assintomaticos e apresentam um perfil Th2, enquanto que a intensidade da infeccéo é capaz de

favorecer a producdo da IL-10. Na populacdo do distrito de Brejo do Amparo a IL-10 nédo
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mostrou associagao significativa com a prevaléncia da infec¢do por S. mansoni € nem com a
quantidade de ovos por grama opg, porém € preciso ressaltar que a maioria dos individuos
infectados apresenta baixissima carga parasitaria. Apesar disso, a IL-10 apresentou um
aumento significativo (p= 0,0110) em individuos categorizados como ndo atépicos quando
comparados aos atépicos, porém quando foi realizada a regressdo logistica essa diferenca néo
foi significativa. E preciso ressaltar que nesse estudo a quantificagdo da citocina I1L-10 pode
ter sido subestimada visto que foi realizada através de amostras soroldgicas que em geral
contém poucas citocinas de perfil regulatorio circulantes, ja que estas sdo recrutadas para 0s
sitios de infeccdo durante o processo inflamatorio, onde sdo encontradas em maiores
quantidades. Fato que pode justificar a maior concentracdo de IL-10 em pacientes negativos
ou com baixa carga parasitaria observada neste estudo, no qual ha auséncia ou pouca reacao
inflamatdria, mantendo o nivel basal dessas citocinas na circulacdo sistémica.

No modelo final de analise multivariada foram incluidas todas as varidveis sociais,
clinicas, parasitoldgicas ou demogréaficas que mostraram tiveram associacdo (p<0,25) com a
atopia e asma. Esse modelo revelou que a intensidade de carga parasitaria em individuos
infectados por S. mansoni foi inversamente associada com os niveis séricos de IgE especifico
para alérgenos de poeira. O individuo com carga maior que 12 ovos por grama de fezes
apresentou menores chances de desenvolver atopia, enquanto que em pacientes com carga
abaixo de 12 opg tiveram comportamento semelhante ao de pacientes negativos. Essa
associacdo se manteve consistente mesmo apos o ajuste para fatores de confusdo na analise de
regressao logistica multipla. Este dados corroboram com o trabalho de Smits et al., (2007) no
qual foi verificado que a carga parasitaria desempenha um importante papel na relagdo entre a
infeccdo pelo parasita e a resposta imune do hospedeiro. Oliveira et al., 2014 no Ceara e
Alcantara-Neves et al., (2014) em criancas de programas sociais da América do Sul,
mostraram que individuos com baixa carga conseguem modular doengas alérgicas. Nossos
dados mostram que a grande maioria dos pacientes com carga parasitaria entre 2 e 12 opg nédo
afetam doencas alérgicas, fato este que s6 ocorreu em pacientes com carga superior a 12 opg.

Para a Asma a intensidade de carga também apresentou uma forte associagdo com
carga parasitaria (p= 0,038), porém diferente do observado para a atopia, essa associacao foi
positiva, ou seja, pacientes com carga parasitaria acima de 12 ovos por grama de fezes tem
aproximadamente 3 vezes mais chances de desenvolver tal doenca. Resultados semelhantes
foram observados por Alcantara-Neves et al., 2010, no qual foram observadas associagdes
positivas entre a helmintiases causadas por A. lumbricoides e T. trichiura em pacientes de

Salvador na Bahia que apresentaram sintomatologias evidentes para Asma de acordo com o
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questionario ISAAC. Hagel et al., (2007) também observaram hiperreatividade bronquica
associada significativamente com IgE especifico para anticorpos anti-A. lumbricoides em
criancas de uma area rural na Venezuela, e Pereira et al., (2007) também mostraram que a
infeccdo com alta carga parasitaria de A. lumbricoides foi um fator de risco para a asma
declarada no questionario ISAAC em escolares de Uruguaiana no extremo sul do Brasil.

Tendo em vista que criangas com idade até 10 anos também foram associadas
positivamente (p= 0,000) com a Asma, tendo aproximadamente 7 vezes mais chances de
desenvolver a doenca do que individuos da faixa etaria de referéncia (21 a 40 anos), e que a
Asma ndo foi associada com a atopia e nem com a prevaléncia da infeccdo com S. mansoni, é
possivel concluir que esta doenca nao esta ligada a alergia na primeira infancia e sim com
infeccdes virais como também descrito por (Heymann et al., 2004).

A eosinofilia e a concentracao serica de IgE total ndo permaneceram no modelo final
apesar de se mostrarem associados com a infec¢do por S. mansoni e as alergias investigadas
no modelo univariado visto que essas variaveis apresentaram niveis muito semelhantes na
populacdo, sendo classificadas como variaveis de confusao.

Em resumo, o presente estudo demonstrou que trabalhar com uma populacgéo de baixa
carga parasitaria como observada no distrito de Brejo do Amparo foi de grande relevancia
para o estudo, visto que representa a realidade que hoje é encontrada na maioria das areas de
transmissdo de esquistossomose no Brasil. Assim, apesar das limitagdes encontradas nesse
tipo de estudo populacional como a subjetividade das respostas no questionario ISAAC e a
dificuldade nas coletas das amostras de todos os pacientes, a populacdo de Brejo do Amparo
foi apropriada para avaliar o papel do S. mansoni na modulacao de doencas alérgicas.

Tambem foi possivel demonstrar que a intensidade da carga parasitaria € um dos
elementos importantes associados a modulacdo da resposta imune no hospedeiro
cronicamente infectado, confirmando as sugestbes oferecidas por outros estudos
epidemioldgicos (Conceicéo et al., 2008). Nossos dados confirmam que infecgdes por S.
mansoni modula respostas inflamatdrias no homem e foi associada com uma reducdo na
prevaléncia e intensidade da reatividade a alergenos da poeira entre os residentes da
comunidade rural de Brejo do Amparo. Entretanto, nossos dados também demonstram
claramente que cargas parasitarias muito baixas (< 12 ovos/g/fezes) ndo estimulam
mecanismos modulatorios e ndo afetam a prevaléncia ou intensidade de respostas alérgicas.
Outro dado importante do presente trabalho foi identificar que sintomas associados a Asma,
identificados pelo questionario ISAAC especialmente em criangas, ndo necessariamente

representam doencas alérgicas. Pesquisas adicionais em estudos prospectivos de observacao e
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intervencdo sdo necessarias para abordar a questdo da causalidade e as discrepéncias e
inconsisténcias encontradas nos estudos populacionais. Uma compreensdo dos mecanismos
pelos quais os parasitas de helmintos modulam a resposta inflamatoria alérgica do hospedeiro
pode levar ao desenvolvimento de intervengdes anti-inflamatorias. Esses estudos podem

impulsionar e direcionar programas de tratamento anti-helmintico em populagdes.
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8. CONCLUSAO

e A populacao residente no distrito de Brejo do Amparo em Janudria, Minas Gerais,
possui precarias condi¢des sanitarias, pouca escolaridade e alto nivel de desemprego, fatores
que podem estar intimamente ligados a alta prevaléncia (72,3%) de infec¢do por S. mansoni e
por enteroparasitas encontradas nos moradores, dentre eles Ancilostomideos (8,9%), E.
vermicularis (2,3%); G. lamblia (1,1%). Essa populacdo se encontra constantemente exposta a
fatores de risco para essas infecgdes visto que ndo ha tratamento de agua ou rede de esgoto
ligada a rede publica e grande parte das residéncias ndo possuem privadas. A intensidade da
infeccdo por S. mansoni nesta comunidade rural foi baixa com mediana de 4 opg. Dessa
forma, o distrito rural de Brejo do Amparo € uma area endémica com alta prevaléncia de
esquistossomose, mas com individuos apresentam baixa carga parasitaria.

e Entre os moradores de Brejo de Amparo que participaram do estudo, (47) 23,8%
apresentaram reatividade para alérgenos de poeira, que foi semelhante entre os géneros e as
faixas etarias. O questionario ISAAC identificou 38 (17%) individuos com sintomas
declarados e frequentes de Asma, 134 (59%) com Rinite e 32 (14%) com Eczema.

e A populacdo também revelou elevada concentracdo sérica de IgE total e elevado
numero de eosinofilos na circulacdo, mas sem diferenca entre os individuos infectados ou ndo
infectados ou entre os alérgicos e ndo alérgicos N&o foi possivel detectar a concentracdo de
IL-10 no soro da maioria dos individuos do presente estudo, devido aos baixos niveis
detectados desta citocina, que ndo apresentou relacdo com a prevaléncia e infeccdo por S.
mansoni.

e No modelo final de analise multivariada demonstrou que todos os fatores que
apresentaram alguma associacdo foram relacionados com atopia e Asma. Dentre estes fatores
a intensidade de carga foi a variavel que se mostrou inversamente associada com atopia na
populagéo do estudo. Ao contrario do detectado para atopia, individuos com sintoma de
Asma foram positivamente associados com a intensidade da infecg@o por S. mansoni, ou seja,
pacientes com mais de 12 ovos por gramas de fezes tem menores chances de desenvolver

atopias e maiores chances de desenvolver sintomas da Asma.
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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 sera conduzido por pesquisadores da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) e do Instituto René Rachou, da Fiocruz Minas Gerais € 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 sera conduzida em
cumprimento total das exigéncias contidas na Resolugdo CNS N° 466/12, sobre pesquisa com
seres humanos. O objetivo deste estudo é aperfeicoar técnicas de exames de fezes, de urina e
soroldgicas para o diagnostico e controle da esquistossome. Também esperamos verificar se
outras verminoses, doencas alérgicas ou outras alteracGes podem afetar a gravidade da
esquistossomose. E importante lembrar que a Esquistossomose (também conhecida como
xistose ou barriga d’agua) é uma doenga que se adquire no contato com aguas que contém
caramujos infectados. As pessoas que sdo diagnosticadas podem ser tratadas e curadas, mas o
diagnostico das pessoas com baixa carga parasitaria é dificil e sem o tratamento alguns casos
xistose podem produzir alteragdes no figado e sangramentos (no vémito e nas fezes).
Ao concordar com a participacdo de seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade vocé
devera responder a um questionario confidencial com perguntas relacionadas a situacdo de
moradia, caracteristicas comportamentais e pessoais que estdo associadas a 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 nog¢des de educacdo sanitaria com o
objetivo de evitar a transmissdo das verminoses.

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

identificacéo 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 € 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
(opcional)

Assinatura do Responsavel:

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 regiao:

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@cparr.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, Laborat6rio 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 informages 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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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 oucam atentamente as informacgdes a seguir antes de dar o seu consentimento ou

assentimento.

Informacdes sobre o Estudo

O projeto em andamento seré realizado nos Municipios de Januéaria 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 Parg, 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, doengas alérgicas ou outras alteragdes podem afetar a gravidade da
esquistossomose. E importante lembrar que a Esquistossomose (também conhecida como
xistose ou barriga d’adgua) ¢ uma doenca 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 vomito e nas fezes).
Ao concordar com a participagdo 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. 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



97

amostras de fezes também iremos investigar a presenca de outros vermes e no sangue de

outras doencas que possam interferir na gravidade da esquistossomose.

Riscos e Beneficios

Os beneficios provenientes da participacdo do seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade
consistem na geracdo de novos conhecimentos para embasar as agdes de prevencao 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 no¢des de educacdo sanitaria com o
objetivo de evitar a transmissdo das verminoses.

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

identificacéo individual.

Informacdes adicionais

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

A participacdo € 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
(opcional)

Assinatura do Responsavel:

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 regiao:

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@cparr.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 Salde, Laboratoério 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 informagdes éticas do estudo, vocé podera contatar o Comité de Etica da CPqRR
(Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou -
FIOCRUZ). 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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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 ouca 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 sera conduzida em cumprimento
total das exigéncias contidas na Resolugdo CNS N° 466/12, sobre pesquisa com seres
humanos. O objetivo deste estudo é aperfeicoar técnicas de exames de fezes, de urina e
soroldgicas para o diagnostico e controle da esquistossome. Também esperamos verificar se
outras verminoses, doencas alérgicas ou outras alteracdes podem afetar a gravidade da
esquistossomose. E importante lembrar que a Esquistossomose (também conhecida como
xistose ou barriga d’agua) é uma doenga que se adquire no contato com aguas que contém
caramujos infectados. As pessoas que sdo diagnosticadas podem ser tratadas e curadas, mas o
diagnostico das pessoas com baixa carga parasitaria é dificil e sem o tratamento alguns casos
da xistose podem produzir alteracdes no figado e sangramentos (no vomito e nas fezes).

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

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

Confidencialidade:

Toda informacdo pessoal obtida nesta pesquisa é considerada confidencial e sua serd mantida
como 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 participagéo 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 colaboragdo e participacdo nesta
pesquisa no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacao.

A desisténcia ndo causara 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

participacdo voluntaria nesta pesquisa.
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Impressao

Nome do Responsavel: Digital
(opcional)

Assinatura do Responsavel:

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 Antonio Carlos 6627, CEP 31270-901, Pampulha, Belo Horizonte-MG

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

Dr. Martin Johannes Enk

Instituto Evandro Chagas, Ministério de 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@cpqrr.fiocruz.br
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ANEXO 2 — Parecer Consubstanciado do CEP

CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGAO %“W“M .
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 cendarios eco-epidemiolégicos distintos, coordenado por Dr. Paulo Marcos Zech
Coelho do CPqRR e equipe de pesquisadores de outras quatro instituicbes. Recursos do DCIT totalizando
R$650.000,00

Obijetivo da Pesquisa:

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

Objetivos especificos:

1. Levantamento da prevaléncia da infecgdo por S. mansoni e geohelmintos em areas da Amazonia,baixada
Maranhense e Norte de Minas Gerais,onde as caracteristicas de transmiss@o da infecgdo humana por
helmintos 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-cpgrr@cpqrr.fiocruz.br
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CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGAO W
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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 atengdo basica. Alguns
eventos adversos relacionados com a venipuntura podem ser: hematomas no local da introdugdo da agulha,
uma complicag&o atinge cerca de 3% das pessoas submetidas a tal procedimento, e que resolve em até
duas semanas; tonteira ou desmaio,devido a 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.

Enderego: Avenida Augusto de Lima, 1715
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UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3349-7825 Fax: (31)3349-7825 E-mail: cepsh-cpgrr@cpqrr fiocruz.br

Pégina 02 de 03

103



104

CENTRO DE PESQUISAS
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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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