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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a relacdo entre a infeccdo e a reinfeccdo pelo
Schistosoma mansoni e os fatores demogréficos, socioecondmicos, imunoldgicos e de contato
com agua, em 127 individuos residentes em Virgem das Gracas, area rural endémica do
municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais. Foram coletados dados socioecondmicos,
demogréficos e de contato com agua além de fezes e sangue para anélises parasitoldgicas e
soroldgicas de todos os individuos participantes do estudo no periodo entre 2001 e 2009. O
soro foi utilizado para avaliagdo da reatividade dos anticorpos IgE e 1gG4 especificos contra
antigenos do ovo (SEA) e do verme adulto (SWAP). A prevaléncia da endemia no inicio do
estudo (2001) foi 59% (IC 95%-= 50,38- 67,72) e a média geométrica de ovos por grama de
fezes (OPG) de 61,05 (IC95%= 58,70 — 63,40). Um ano apo6s o tratamento de todos os
individuos (2002), a prevaléncia e a carga parasitaria reduziram significativamente para
16,5% (IC 95%= 9,98 — 23,08) e 40,6 opg (IC 95%= 37,80 — 43,42), respectivamente. Em
2005, a prevaléncia aumentou para 27,6% (IC 95%= 19,68 — 35,43), mas a carga parasitaria
manteve-se semelhante a de 2002 sendo de 39,81 opg (IC95%= 37,27 — 42,35). No ultimo
ano avaliado (2009) a prevaléncia permaneceu em 26,8% (IC 95%= 18,96 — 34,57), mas a
carga parasitaria reduziu significativamente para 8,78 opg (IC 95%= 6,45 — 11,11) quando
comparada aos anos anteriores. A analise multivariada mostrou que a idade, o contato com
agua e as caracteristicas imunoldgicas foram associadas a infecgdo pelo S. mansoni. Um
maior risco de infeccdo foi observado nos individuos mais jovens (6-14 e 15-29 anos) e
naqueles que realizavam atividades de pescar e atravessar o corrego. Foi evidenciado também
que 0 aumento na reatividade de 1gG4 anti-SEA e SWAP e da razdo entre 1gG4/IgE contra
esses antigenos relacionaram-se ao risco de infeccdo pelo parasito, deixando os individuos
mais susceptiveis. A analise da reatividade de IgE anti-SEA e SWAP mostrou um aumento ao
longo do tempo tanto para os individuos infectados quanto para os ndo infectados e quando
estratificados por idade, foi mais expressivo a partir de 2005. Em relagéo ao anticorpo 1gG4,
foram observadas reatividades significativamente mais elevadas deste anticorpo contra o
antigeno SEA nos individuos infectados em todos os periodos investigados. A reatividade dos
anticorpos 1gG4 anti-SEA por idade mostrou uma redugdo progressiva e significativa ao
longo do tempo, exceto para os individuos mais jovens (6-14 anos). Na reinfeccdo, houve um
aumento progressivo e significativos da reatividade de IgE anti-SEA e SWAP ao longo do
tempo tanto no grupo do individuos que reinfectaram quanto naqueles que ndo reinfectaram
sendo a distribuicdo da reatividade similar entre os grupos. A anélise da &rea da curva ROC
mostrou que os anticorpos 1gG4 anti-SEA tiveram um poder significativo de predizer a
infecgéo pelo S. mansoni em todos o0s anos investigados. Os anticorpos 1gG4 anti-SEA e razdo
entre 1gG4/IgE anti-SEA apresentaram uma baixa capacidade de predizer a reinfecgdo, com a
area da curva em torno de 66%. Conclui-se que o fator imunoldgico néo é o Unico que explica
o fato do individuo estar ou ndo infectado pelo S. mansoni e que somente a reatividade de
anticorpos 1gG4 anti-SEA podem ser utilizados como biomarcadores imunoldgicos de
monitoramento para predizer a presenca da infec¢do pelo S. mansoni em areas endémicas.

Palavras-chave:  Esquistossomose.  Fatores  socioecondmicos.  Populagdo  rural.
Imunoglobulina. Epidemiologia.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the relationship between S. mansoni infection and reinfection
using demographic, socioeconomic, immunological and water contact factors, in 127
individuals in Virgem das Gragas, an endemic area in municipality of Ponto dos Volantes,
Minas Gerais. Demographic, socioeconomic and water contact behavioral data were collected,
as well as feces and blood for parasitological and serological analysis, of all individuals
participating in the study between 2001 and 2009. Serum was used to evaluate specific IgE
and 1gG4 antibody reactivity against soluble egg (SEA) and adult worm (SWAP) antigens.
The prevalence for S. mansoni infection before treatment (2001) was 59% (CI 95%= 50.38-
67.72) with the geometric mean egg count (epg) of 61.05 (C195%= 58.70 — 63.40). One year
after treatment (2002), prevalence and intensity of infection reduced significantly to 16.5%
(CI 95%= 9.98 — 23.08) and 40.6 epg (Cl 95%= 37.80 — 43.42), respectively. In 2005, the
prevalence increased to 27.6% (Cl 95% = 19.68 to 35.43), but the intensity of infection
remained similar to that of 2002 with 39.81 epg (CI 95% = 37.27 - 42.35). In the last year of
evaluation (2009), the prevalence remained at 26.8% (Cl 95% = 18.96 to 34.57) but the
intensity of infection reduced significantly to 8.78 epg (Cl 95% = 6.45 to 11.11) when
compared to previous years. Multivariate analysis showed that age, water contact and
immunological characteristics were associated with S. mansoni infection. A higher risk of
infection was observed in younger individuals (6-14 and 15-29 years) as well as in those who
performed activities of fishing and crossing stream. It was shown that the increase in 1gG4
anti-SEA and SWAP reactivity and the 1gG4/IgE ratio against these antigens were related to
risk of infection, with individuals being more susceptible to infection. Analysis of IgE anti-
SEA and SWAP reactivity showed an increase over time for both infected and uninfected
individuals and when stratified by age, being more significant in 2005. In regard to 1gG4 anti-
SEA antibodies, there was a significantly higher level of antibody reactivity in the infected
individuals in all investigated years. The reactivity of 1gG4 anti-SEA antibodies by age,
showed a significant progressive reduction over time, except for the younger individuals (6-14
years). In relation to reinfection, we also observed a significant progressive increase in IgE
anti- SEA and anti-SWAP levels over time in the group of individuals who were reinfected
when compared with those who did not reinfect, and the distribution of these antibody
reactivities very similar between groups. The ROC analysis showed that the IgG4anti-SEA
antibody had significant power to predict infection by S. mansoni in every study points.
IgG4 anti-SEA antibodies and 1gG4/IgE anti-SEA ratio showed a low ability to predict
reinfection, with a curve area around 66%. Our results showed that the prevalence of S.
mansoni infection can not be attributed only to immunological factors. We conclude that the
1gG4 anti-SEA antibody can be used as immunological monitoring biomarker to predict S.
mansoni infection in endemic areas.

Key-words: Schistosomiasis. Socioeconomic factors. Rural population. Immunoglobulin.

Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

1.1 A esquistossomose: epidemiologia e controle

A esquistossomose é considerada um grave problema de salde publica e se destaca
como uma das infeccdes que mais afetam as populagbes humanas, principalmente as que
vivem em regides mais pobres, com baixas condi¢cdes socioecondmicas, sem saneamento
basico e 4gua tratada. Estima-se que 200 milhdes de pessoas no mundo, principalmente na
Africa, Asia e Américas, estejam infectadas pelo Schistosoma e 800 milhdes em risco de
adquirir a infeccdo (STEINMANN et al., 2006). A morbidade associada a esta infecgéo
acarreta um forte impacto na qualidade de vida dos individuos e favorece a manutencdo do
ciclo vicioso de infeccdo, pobreza, baixa produtividade e desenvolvimento socioeconémico
inadequado. A infecgdo pelo Schistosoma pode impactar, também, em outras infeccbes como
malaria e HIVV/AIDS e na habilidade do individuo em responder efetivamente a vérias vacinas
para outras doencas infecciosas.

A esquistossomose é endémica em 76 paises e territorios, nas regides dos tropicos e
subtropicos e o Schistosoma mansoni em 54 paises distribuidos na América do Sul, Caribe,
Africa e Asia, sendo que 85% do niimero estimado de pessoas infectadas estio no continente
africano, principalmente na regido subsaariana (VAN DER WEREF et al., 2003; WHO, 2002).
O impacto da doenca avaliado pelo nimero de anos de vida produtivos perdidos em
decorréncia do agravo, expressado pelo indicador Disability Adjusted Life Years - DALYS, foi
subestimado em 1,7 milhdes (CHITSULO et al., 2000; KING; DICKMAN; TISCH, 2005;
STEINMANN et al., 2006). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) esse
namero pode atingir 4,5 milhdes (WHO, 2002).

A esquistossomose causa de 15.000 a 280.000 mortes anuais somente na regido Africa
subsaariana e Vérias incapacidades em aproximadamente 20 milhdes de pessoas (VAN DER
WEREF et al., 2003), principalmente hepatoesplenomegalia e cancer de bexiga. A morbidade
pelo Schistosoma é dificil de ser avaliada, sobretudo nos casos de infec¢do pelo S. mansoni,
pelo fato dos sintomas serem inaparentes ou inespecificos estando associados, freqiientemente
com outras infeccBes helminticas e maléaria que, na maioria das vezes coexistem com a
esquistossomose.

As taxas de mortalidade no Brasil reduziram em 62,9% no periodo de 1980 a 2003
(0,70/ 100.000 em 1980 para 0,26/ 100.000 em 2003). A redugdo mais expressiva ocorreu

depois de 1986 com o uso de medicamento em larga escala, parte da nova estratégia de
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controle da esquistossomose no Brasil (FERREIRA & SILVA, 2007). Entretanto, enfatiza-se
que devido & implementacdo do tratamento com praziquantel, droga de dose Unica e
administrada por via oral, produzida e distribuida nacionalmente pelo Ministério da Salde,
houve diminuicdo da prevaléncia, da morbidade e principalmente da mortalidade por essa
helmintose, mas essa ndo esta controlada (KATZ; ALMEIDA, 2003; SILVA, 2003). Ressalta-
se, contudo que, apesar da evidente reducdo da morbimortalidade por esquistossomose,
principalmente pela distribuicdo do praziquantel e oximiniquine, essa medida por si s6 ndo foi
suficiente para controlar a transmisséo da doenca em nosso pais (COURA; AMARAL, 2004).

Haja visto que, no Brasil existem, aproximadamente, seis milhGes de individuos
infectados e 25 milhdes em risco de contrair a doenga (KATZ & PEIXOTO, 2000). As areas
endémicas abrangem grande parte dos estados da regido nordeste (Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia) e, na regido sudeste os estados do Espirito
Santo e Minas Gerais. Em alguns estados como o Para, Maranhdo, Ceard, Rio de Janeiro, S&o
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul a distribuicdo é focal. Os indices de
prevaléncia mais elevados ocorrem em municipios dos estados de Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia e Minas Gerais (BRASIL, 2009; COURA; AMARAL, 2004).

Em Minas Gerais, a esquistossomose ocorre em 523 dos 853 municipios, com uma
distribuicdo irregular, intercalando &reas de maior prevaléncia com outras de prevaléncia
baixa ou ausente. Os municipios das regiGes norte, nordeste, leste e os limitrofes com o
Espirito Santo sdo os mais atingidos (BRASIL, 2007). Em 1997, foi realizado um
levantamento coproscopico em Minas Gerais em aproximadamente 16 milhGes de individuos,
que identificou uma prevaléncia de 7,8% (KATZ; PEIXOTO, 2000). Atualmente esta sendo
realizado o Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e geo-helmintos,
financiado e coordenado pelo Ministério da Salde que certamente mostrara, de forma mais
fidedigna e atualizada as areas de infeccdo no pais. Este inquérito iniciou-se em 2011 e esta
sendo realizado em amostras de criangas com idade entre 7 e 14 anos, residentes em areas
especificas do territdrio nacional, representativas da populagdo e identificara as areas de
prevaléncias tanto de esquistossomose quanto de geohelmintoses. Desta forma, serd possivel
classificar, com mais eficiéncia, as areas de risco de transmissdo que séo pré-requisitos para o
estabelecimento de objetivos, prioridades e a adequada implementagéo das ac¢Oes de vigilancia
e controle.

As infecgOes intestinais por helmintos sdo reconhecidas pelo enorme impacto que
causam no homem ha mais de 60 anos e, desde entdo, esforcos tém sido realizados para

melhor compreender e controlar a doenga. Este reconhecimento, particularmente nos dltimos
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35 anos do século XX levou a implantacdo de programas de controle em larga escala. Em
1974, a Assembléia Mundial de Saude por meio da Resolugdo WHA 27.52 determinou que a
Organizacdo Mundial de Salde (OMS) incentivasse e intensificasse as pesquisas sobre as
doencas parasitarias de maior impacto nas populaces, entre elas a esquistossomose (WHO,
2006a). Essa determinacdo levou a criagdo, no ano de 1975, do Programa para Pesquisa e
Treinamento em Doencgas Tropicais - TDR / Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia -
UNICEF / Programa das Nacdes Unidas para o Desenvolvimento - UNDP / Banco Mundial.
Em 2001, a Assembléia Mundial de Saude aprovou a Resolugdo WHA 54.19 com o objetivo
global de realizar o tratamento de, no minimo, 75% das criangas em idade escolar em risco de
morbidade por esquistossomose e helmintoses transmitidas pelo solo até o ano de 2010
(WHO, 2001). Esta resolucdo levou ao estabelecimento da iniciativa (Consorcio para o
Controle de Parasitos - PPC) pela OMS (WHO, 2001, 2002). Mais recentemente, foram
estabelecidos os Objetivos do Milénio (ODM) além de outras iniciativas como a (Iniciativa
para o Controle da Esquistossomose - SCI) em 2002 (FENWICK et al., 2009) e a (Rede
Global para o Controle das Doengas Tropicais Negligenciadas - GNNTDC) em 2006 (WHO,
2010a).

As recomendacOes atuais da OMS preconizam que o controle da esquistossomose
deve ser realizado de forma que haja uma integracdo de diferentes acOes: tratamento dos
infectados, promocédo da educagdo em saude, implementacdo de saneamento bésico e
fornecimento de agua tratada (WHO, 2008).

O panorama mundial mostra que a esquistossomose foi eliminada do Japédo e da
Tunisia e esta proxima da elimina¢do no Marrocos e em algumas ilhas do Caribe. Progressos
substanciais foram realizados para o controle da infeccdo no Brasil, China e Egito
(UTZINGER et al., 2009). Por outro lado, a esquistossomose tem sido identificada em éreas
ndo endémicas, 0 que aumenta a preocupagdo de que a migracdo descontrolada, o turismo
rural, o desenvolvimento de novas represas e sistemas de irrigacdo, o desmatamento e o
aquecimento global possam acelerar a transmissdo (ENK et al., 2010a; FENWICK, 2006;
STEINMANN et al., 2006; ZHOU et al., 2008;).

O aumento da transmissdo, além do reconhecimento da esquistossomose como um
problema de salde publica mundial resultou na implantacdo de programas nacionais de
controle em varios paises. De acordo com a OMS, até 1976 apenas o Brasil, China, Republica
Dominicana, Egito, Ird, lraque, Marrocos, Filipinas, Porto Rico, Santa Lucia, Tunisia e
Venezuela possuiam seus respectivos programas nacionais de controle da esquistossomose

(WHO, 1998). Entretanto, ao longo dos anos foram realizados progressos no controle da
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doenca que incentivaram outros paises endémicos a criarem seus proprios programas. Porém,
em varios deles, principalmente na Africa, existe, ainda, a necessidade de identificacdo de
meétodos mais eficientes para o controle da transmissdo e para o tratamento, bem como o
controle dos moluscos, fornecimento de agua potavel e instalagbes sanitarias adequadas
(WHO, 2008). Contudo, apesar desses programas e recomendagdes, o controle da
esquistossomose em &mbito mundial, nos paises endémicos, ndo alcancou patamares que
permitam visualizar sua eliminagdo em um futuro proximo.

No Brasil, o Ministério da Salde criou, em 1980, o Programa de Controle da
Esquistossomose (PCE) que passou por duas fases de reestruturacdo, sendo uma a
descentralizacdo das atividades para as Secretarias Estaduais de Salde com restricdes ao
tratamento em massa; e outra, a organizagdo do programa por areas classificadas de acordo
com a prevaléncia e a transmissdo da doenga. A partir de 1999, as Secretarias Municipais de
Saude passaram a assumir gradativamente o controle dessa endemia em seus territorios e o
PCE foi inserido no Sistema Unico de Salde (BRASIL, 2004a; COURA; AMARAL, 2004).

Atualmente, no que se refere aos objetivos de vigilancia e de controle em é&rea
endémica para esquistossomose no Brasil, as medidas recomendadas pelo Ministério da Saide
estdo focadas na prevencdo de formas graves, consequentemente na reducdo dos 6bitos e na
diminuicdo da prevaléncia. Essas medidas sdo alcangadas por meio do tratamento dos
portadores, atraves de agBes de saneamento ambiental e de educagdo em saude e do uso
restrito de moluscicidas, (BRASIL, 2008).

Para monitorar essas medidas, sdo preconizados inquéritos coproscdpicos bienais com
populacdes inteiras de cada localidade endémica por meio de busca ativa. Nestes inquéritos a
meta é diagnosticar a infeccdo e tratar, no minimo, 80% dos individuos positivos (BRASIL,
2008). O exame parasitologico de fezes é realizado, preferencialmente, pelo método Kato-
Katz (KATZ et al., 1972), pois permite, além da visualizac@o, a contagem dos ovos por grama
de fezes para avaliagdo da intensidade da infeccdo. O Ministério da Saude preconiza
inquéritos coproscopicos com apenas uma amostra de fezes e uma lamina por individuo
(BRASIL, 2008). Entretanto, o método Kato-Katz possui a limitagdo de subestimar a infec¢o
nos casos de carga parasitéria baixa, que pode ser melhorada com o aumento do nimero de
amostras de fezes e de laminas por amostra, mas por aumentar 0S CustoS COmM recursos
materiais e humanos néo é rotina nos servicos de saide (ENK et al., 2008). Além dos exames
parasitologicos de fezes, o Ministério da Salde recomenda, ainda, melhoria das condigdes de
saneamento bésico e de abastecimento de &gua tratada e educagdo em salde e o controle do

hospedeiro intermediario por meio de moluscicidas com certas restrices. Vale ressaltar que
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nenhum destes métodos pode ser considerado capaz de proporcionar o controle da
esquistossomose separadamente, exceto em areas muito restritas (COURA; CONCEICAO,
2010).

Estudos sobre a avaliagdo do impacto do Programa de Controle da Esquistossomose
no Brasil evidenciaram que o programa foi bem sucedido no que se refere & morbidade e
mortalidade da doenga, mas néo interrompeu a transmissédo nem reduziu a taxa de prevaléncia
a indices considerados baixos, inferiores a 5% e tampouco evitou a ocorréncia de novos focos
(AMARAL et al, 2006; COURA & AMARAL, 2004). As acOes de controle no pais focam
principalmente na quimioterapia, o que por si sO, reduz a prevaléncia da infeccdo e da
morbidade da doenga, mas ndo controla a sua transmissdo. Sabe-se que o controle da
transmissdo soO € possivel através de medidas integradas a curto, médio e longo prazo, porém,
estas nunca foram colocadas em pratica continua em nosso pais (COURA; CONCEICAO,
2010). O controle da esquistossomose em um pais como o Brasil, com larga difusdo do
hospedeiro intermediério, além da migracdo frequente da populagdo, é considerado um
processo dificil, que requer intensificacdo, adaptacéo e continuidade dos programas (KLOOS
et al., 2010).

As atuais estratégias de controle da esquistossomose recomendadas pela OMS e pelo
Ministério da Salde sdo semelhantes em vérios aspectos, principalmente no que diz respeito
as medidas de prevencéo, mas divergem quanto ao foco das estratégias para o diagndstico e o
tratamento. A OMS propde, como meta principal, o tratamento sem diagnostico prévio
dirigido aos grupos mais vulnerdveis, como criangas em idade escolar e adultos com
ocupacbes que exigem contatos frequentes com focos de transmissdao (WHO, 2002). O
Ministério da Salde, por sua vez, recomenda a identificacdo dos individuos infectados por
meio de inquéritos coproscopicos realizados pela rede municipal de saide em comunidades
inteiras que vivem em areas endémicas, além do tratamento dos individuos infectados
(BRASIL, 2008).

Atualmente, no Brasil, o tratamento € realizado com o Praziquantel devido a sua
seguranga, eficacia e baixo custo, além de apresentar efeitos colaterais leves (BRASIL, 2009).
Este é apresentado em comprimidos e administrado por via oral, em dose Unica de 50 mg/kg
de peso para adultos e 60 mg/kg de peso para criangas entre 2 e 15 anos. Este tratamento é
baseado nas taxas de prevaléncia de cada regido, sendo que em localidades onde a prevaléncia
é menor que 25%, o tratamento é realizado somente em individuos positivos; onde a
prevaléncia situa-se entre 25 e 50%, sdo tratados os individuos positivos e conviventes e,

inalmente, onde a prevaléncia ¢ maior que 0, 0 tratamento é direcionado a toda a
final t d I 50% trat t d d tod
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populacéo da localidade (BRASIL, 1998, 2007, 2008). Embora os programas reconhegam a
importancia de estratégias auxiliares, tais como, melhoria ambiental, saneamento basico e um
desenvolvimento socioecondmico sustentavel, o tratamento, seja ele especifico ou em massa,
continua sendo o principal foco.

A eficcia dos programas que utilizam a estratégia de tratamentos em massa sem
diagnéstico prévio, como em alguns paises da Africa, ou daqueles que diagnosticam e tratam
toda a populagdo, como no Brasil, parece ser menor do que inicialmente previsto.
Normalmente, o que se observa, € um rapido declinio na intensidade de infecgdo seguido de
reducdo na prevaléncia nos primeiros anos, apds o inicio do tratamento, quando os ganhos
proporcionais sdo maiores (SMITS, 2009). No entanto, apds esses ganhos iniciais, verifica-se
uma reducdo da morbidade mas ndo a eliminagdo da infecgdo. Diante disso, pode ser
necessario ampliar a duracdo desses programas por mais tempo, podendo levar a um declinio
da cobertura do tratamento, pois acarreta um desgaste com a comunidade. A baixa adesdo
pode ser um fator que influéncia na infeccdo, pois epidemiologicamente, as infec¢bes por
helmintos em seres humanos séo caracterizadas por serem persistentes, insidiosas e de rapida
reinfeccdo (ANDERSON & MAY, 1992).

Na maioria das vezes, as drogas antiparasitarias exigem do individuo um sistema
imunolégico competente para ser totalmente eficaz. A resposta heterogénea do hospedeiro e a
diversidade dos parasitos também podem contribuir para a persisténcia da infeccdo em alguns
programas de controle, aléem da possibilidade de resisténcia a droga (CHURCHER et al.,
2009). No caso da esquistossomose, o praziquantel, utilizado no controle deste agravo
apresenta uma limitacdo no que diz respeito a sua eficacia contra as formas imaturas do
parasito (RASO et al., 2004). Adiciona-se a isso o fato de ja ter sido detectado resisténcia a
droga em &reas endémicas no Egito (ISMAIL, et al., 1996). Portanto, é preciso rever 0s
processos que regulam a infeccdo e reinfeccdo, investigar o impacto, a longo prazo, das
mudancas na respostas imune do hospedeiro, explorar os efeitos prolongados dos anti-
helminticos sobre a biologia do parasito e melhorar a compreenséo da relagéo entre a infecgdo
e a doenga, para melhor embasar os programas de controle (CASTILHO-CHAVEZ; FENG;
XU, 2008).

Até o momento, a maioria dos programas de controle da esquistossomose, tanto na
Africa ub-Saariana quanto no Brasil, tém direcionado suas agdes para a redugio da morbidade
ao invés da eliminacdo da infeccdo, utilizando o tratamento com o praziquantel como a
principal ferramenta de estratégia de controle. O uso apenas do tratamento pode implicar na

probabilidade das infeccBes persistirem em um nivel baixo (<50-100 ovos por grama de
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fezes) dificeis de serem detectatas por método coproscopico quantitativo. Ressalta-se que esse
monitoramento da eficacia do tratamento fundamentado apenas no método de avaliacdo da
excrecdo de ovos apds o tratamento, apresenta baixa sensibilidade (DOENHOFF, 1998).
Consequentemente, as taxas de cura do tratamento podem ser superestimadas quando este
método € aplicado de forma rotineira (FERRARI et al., 2003).

Neste contexto, torna-se necessario o uso de teste de diagndstico mais sensivel e de
identificacdo de biomarcadores que possam ser utilizados em programas de controle e no
monitoramento da eficicia do tratamento. De fato, a OMS aponta que a identificacdo de
biomarcadores séo considerados uma prioridade de pesquisa, pois 0 Seu Uso permite monitorar
o tratamento de forma répida e mais sensivel (DRG4/TDR/WHO, 2012 prelo).

1.2 A esquistossomose: doenga multifatorial

Como dito anteriormente, a esquistossomose é uma doenca da pobreza. Afeta,
principalmente, aqueles que vivem em areas rurais mais isoladas e em condicGes precarias de
moradia. Essas populagdes, em geral, habitam locais onde ndo h4 saneamento basico e nem
agua tratada. Esses ambientes propiciam um maior risco dos individuos adquirirem a infeccéo
pelo S. mansoni e relacionam com o argumento da perpetuagéo do ciclo vicioso entre pobreza
e doenca.

No Brasil, o papel dos fatores socioecondmicos na transmissdo da esquistossomose,
tem sido demonstrado em varios estudos (BETHONY et al., 2001; COURA-FILHO et al.;
GAZZINELLI et al., 2006; LIMA E COSTA, 1991; 1994; SILVA et al., 1997;). Segundo
Bethony et al. (2004) os fatores socioecondmicos e demogréficos foram responsaveis por
15% da variacdo na contagem de ovos dos individuos residentes em Melquiades, area
endémica para S. mansoni no nordeste de Minas Gerais. Resultados encontrados por Lima e
Costa (1983) em estudo realizado também no nordeste de Minas Gerais, em Comercinho,
apontaram que a infecc@o pelo S. mansoni era mais freqiiente nas familias onde os chefes das
casas eram trabalhadores bragais, a qualidade das casas era inferior e entre 0s que ndo
possuiam agua encanada no domicilio.

Por outro lado, estudo realizado por Gazzinelli et al. (2006) mostrou que a pobreza
generalizada, o fato de todos viverem em regido rural com pequena diferenciagdo
socioecondmica entre os moradores propiciam um frequiente contato com aguas contaminadas

0 que, aparentemente, minimizou o efeito protetor do suprimento de &gua encanada da
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localidade e a relagcdo entre a infeccdo e os parametros socioecondémicos normalmente
encontrados em outros estudos.

Considerando-se que a transmissdo da esquistossomose ocorre pelo contato direto com
aguas contaminadas por cercarias, as atividades nelas realizadas constituem fatores de risco
maiores ou menores em decorréncia da exposicdo. No entanto, apenas este fator
comportamental ndo explica, por exemplo, as variagdes de infeccdo e reinfecgdo que ocorrem
com a idade, sugerindo, que o fator imunoldgico possa contribuir para essas variagdes (NAUS
et al.,2003, DE MOIRA et al., 2010). Sabe-se que o sistema imune do hospedeiro ao ser
exposto a uma série de antigenos derivados do parasito e do ovo desencadeia uma resposta
celular e humoral. Os antigenos secretados pelo ovo maduro atravessam a parede de sua casca
e disseminam ao seu redor, estimulando a resposta imune principalmente celular e produzindo
uma reagdo granulomatosa, significativa (CHEEVER; HOFFMANN, 2000).

A resposta imune celular pode ser diferenciada em fases razoavelmente distintas. A
primeira é predominantemente tipo 1 (Th1) ocorre logo ap6s a infec¢do, durante a exposicéo
do hospedeiro as cercarias e esquistossomulos. A medida que os parasitos se desenvolvem e a
fémea inicia a postura de ovos, a resposta imune celular se altera drasticamente para tipo 2
(Th2) induzida por antigenos dos ovos de S. mansoni. Posteriormente, a resposta Th2 é
modulada e a inflamag&o ao redor dos ovos diminui (CHEEVER; HOFFMANN, 2000).

Tanto a resposta celular como a humoral tem sido relacionada com protecdo na
esquistossomose experimental e humana. O papel dos anticorpos na resposta imune contra o
S. mansoni pode ser regulatdria ou efetora dependendo do isotipo de anticorpo produzido. Em
humanos, 1gG1, 1gG3 e IgE s&o isotipos capazes de mediar a destrui¢do de esquistossomulos
in vitro na presenca de eosindfilos, macrofagos e plaquetas por um mecanismo de
citotoxicidade mediada por anticorpo-ADCC e fixagcdo de complemento (CAPRON et al.,
1975, JOSEPH et al., 1983, KHALIFE et al., 1986), enquanto IgM, 1gG2 e 1gG4 n&o séo
capazes de mediar a destruicdo do parasito in vitro (BUTTERWORTH et al., 1987,
KHALIFE et al., 1986). A resposta de anticorpos contra a esquistossomose humana varia,
também, de acordo com a fase clinica da doencga. Pacientes na fase aguda produzem altos
niveis de anticorpos das subclasses 1gG1, 1gG2 e 1gG3 e baixos niveis de anticorpos IgM e
IgG4 contra antigenos do esquistossdbmulo, enquanto que individuos, na fase cronica exibem
uma baixa resposta de 1gG1, 1gG2 e 1gG3 e alta produgdo de IgG4 em resposta a antigenos do
esquistossomulo e do verme adulto (JASSIM et al., 1987).

Estudos tém encontrado uma correlacdo entre a producdo de diferentes tipos de

anticorpos e susceptibilidade ou resisténcia a infecgdo e reinfeccdo pelo S. mansoni. Adultos e
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criangas exibem diferengas de susceptibilidade a esquistossomose, sendo as crian¢as mais
susceptiveis a infeccdo pelo parasito do que os individuos adultos (BLACK, et al., 2010g;
BUTTERWORTH et al., 1992; VEREECKEN et al., 2007; WALTER et al., 2006). A
cinética de producéo de diferentes isotipos de anticorpos especificos contra o S. mansoni
também varia de acordo com a idade e pode estar em parte, relacionada a susceptibilidade
observada em criangas, pois estas produzem, contra o0s antigenos do parasito,
preferencialmente anticorpos especificos dos isotipos IgM, 1gG2 e 1gG4 que sdo menos
eficientes em mediar a destruicdo do parasito. Além disso, competem pela ligacdo ao antigeno
com anticorpos de outros isotipos como IgE, 1gG1 e 19gG3, capazes de mediar a destruigdo do
parasito por ADCC ou pela ativagdo do complemento (BUTTERWORTH et al., 1987, 1992).
Uma correlagdo positiva entre os niveis de IgE (DUNNE et al., 1992; RIHET et al., 1991,
VIANA et al., 1995), eosinofilia (HAGAN et al., 1985) e a resisténcia & infeccéo e reinfecgéo
tém sido observada in vivo e sugere que os eosinofilos podem estar envolvidos na eliminacéo
do parasito por citotoxicidade dependente de IgE.

O papel da IgE e dos eosindfilos na esquistossomose foi avaliado em estudos
transversais e longitudinais, bem como em populacBes de imigrantes apds o tratamento
(BUTTERWORTH et al., 1988, 1992; CORREA-OLIVEIRA et al., 2000; DE MOIRA, et al.,
2010; DESSEIN et al., 1992; DUNNE et al., 1992; GANLEY-LEAL et al., 2006; HAGAN et
al., 1985; VIANA et al., 1995). Pesquisadores tém demonstrado que pacientes com altos
niveis de eosindfilos estdo menos susceptiveis a adquirir nova infecgdo por S. haematobium,
sob condigBes continuas de exposicdo (HAGAN et al., 1987; KIMANI et al.,, 1991,
STURROCK et al., 1983). Em relacdo a IgE, Hagan et al. (1991) demonstraram que, aqueles
pacientes com altos niveis de IgE circulantes anti-antigenos sollveis de vermes adultos
(SWAP) sdo resistentes a reinfeccdo pelo S. haematobium apds o tratamento e que os niveis
aumentam progressivamente com a idade.

Analisando a resposta imune de individuos resistentes e susceptiveis em &reas
endémicas, nota-se que a resisténcia a infecgdo esta associada aos altos niveis de IgE contra
SWAP e que a reinfeccdo ocorre quando ha producgdo de altos niveis de anticorpos da sub-
classe 19G4 que competem com IgE (BUTTERWORTH et al. 1985; CORREA-OLIVEIRA et
al. 2000; DUNNE et al. 1992; HAGAN et al. 1987; 1991; SILVEIRA et al. 2002). Do mesmo
modo, Caldas et al. (2000) encontraram aumento nos niveis de IgE contra SWAP e reducéo
de 1gG4 para antigenos sollveis do ovo no grupo de individuos resistentes a reinfec¢éo ap6s o
tratamento, sugerindo que a resisténcia a reinfeccdo depende, em parte, do balanco entre 0s

niveis de IgE e 1gG4.



33

Vérios trabalhos realizados na Africa (BUTTERWORTH et al. 1985; DUNNE et al.
1992; HAGAN et al. 1987; 1991; MUTAPI; MDULUZA; NDHLOVU, 2002) e no Brasil
(CALDAS et al., 2000; CORREA-OLIVEIRA et al. 2000; SILVEIRA et al. 2002) tém
mostrado a importancia da resposta imune como determinante da infecgédo e reinfeccéo pelo S.
mansoni. Vale ressaltar, também, a importancia da resposta imune como biomarcador na
epidemiologia da esquistossomose. Estudos sobre a resposta imune e o seu papel no
desenvolvimento da doenca e na resisténcia a reinfeccdo vem sendo desenvolvidos ha vérias
décadas sem que, no momento, exista um biomarcador imunolégico de infeccdo que possa ser
aplicado em é&reas endémicas. O entendimento da resposta imune protetora tanto contra a
infeccdo como a reinfeccdo € fundamental para o teste de novas drogas e para anélise
epidemioldgica relacionada ao controle desta endemia. No entanto, alguns investigadores
questionam o papel somente da resposta imune como fator central na reducéo da infecgdo ou
reinfeccdo, sugerindo a possibilidade da contribuicdo de outros fatores, tais como genéticos,
fisioldgicos e comportamentais (ABEL et al., 1991; 1997, CORREA-OLIVEIRA et al., 2000;
GRYSEELS, 1996; MARQUET etal., 1996).

Assim, frente ao grande nimero de pacientes infectados no Brasil e no mundo, bem
como a avaliacdo de cada fator de maneira isolada pela maioria dos trabalhos, torna- se clara a
necessidade de estudos que visem compreender a associagdo entre os fatores
socioecondmicos, demograficos, comportamentais (contato com &gua) e imunoldgicos na
infecgdo e reinfeccdo pelo S. mansoni. Estudos longitudinais que avaliam a influéncia de
determinantes multifatoriais na susceptibilidade do individuo as infecgdes e reinfeccBes séo
essenciais para os programas de controle e quimioterapia assim como o desenvolvimento de
vacinas e testes de diagndsticos mais eficazes.

No que se refere a quimioterapia, 0 seu impacto nas comunidades, a médio e longo
prazo, decorrente de tratamentos sucessivos constitui o problema fundamental no estudo dessa
endemia (BLACK et al., 2009). Estudos relacionados ao efeito do tratamento realizado pelo
nosso e outros grupos em diferentes areas endémicas (DUNNE et al., 1998; FULFORD et al.,
1998; MATOSO, 2008; WALTER et al., 2006) mostraram que a reinfeccdo apos a
quimioterapia é maior entre criangas e adolescentes e menor em adultos. Além disso, deve-se
considerar, também, a forca de reinfec¢do que varia significativamente dependendo do local
de moradia. Esta forga de reinfecgdo ocorre tipicamente em pequenos focos o0 que exige 0 Uso
de fatores multiplos e integrados (imunoldgicos, comportamentais, socioecondémicos,
ambientais, etc) para compreender o risco de infeccdo e de reinfecgdo e elucidar os

mecanismos envolvidos na dindmica desta infeccdo.
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Sabe-se que o efeito quimioterapico é dependente da resposta imune do hospedeiro.
Os mecanismos envolvidos neste processo sdo, ainda, pouco conhecidos ndo s6 na eliminagéo
do parasito, mas também, em relacdo ao seu papel na morbidade da doenga. Estudos sobre a
resposta imune humana contra a infeccdo pelo S. mansoni em individuos infectados indicam
que os anticorpos parasita-especificos tém papel importante tanto na susceptibilidade como na
resisténcia a infeccdo e reinfeccdo (HAGAN et al., 1991; BONNARD et al., 2004;
SILVEIRA et al.,, 2002; VIANA et al., 1995; WALTER et al., 2006). Estes trabalhos
demonstram que ha uma relagdo estreita entre o balanco dos niveis de IgE e 1gG4 na infeccéo
pelo S. mansoni e sugerem que niveis elevados de IgE estdo relacionados a resisténcia ao
parasito, enquanto 1gG4 esté relacionada a susceptibilidade.

No Brasil, observou-se, ainda, que em areas endémicas existe um grupo de individuos
que ndo se infectam, apesar do contato fregilente com &guas contaminadas (CORREA-
OLIVEIRA; CALDAS; GAZZINELLI, 2000). Este grupo de individuos denominados
“normais endémicos” (NE) a) ndo apresentam ovos nas fezes em exames sucessivos, b) tém
contato frequente com &gua e c) apresentam resposta imune tanto celular quando humoral
(anticorpos) contra antigenos do S. mansoni. Analise dos niveis de IgE contra antigenos do
verme adulto e purificados como a paramiosina, mostraram que esses individuos apresentam
niveis significativamente elevados destes anticorpos assim como 0s pacientes tratados e ndo
reinfectados. Neste estudo observou-se que a resposta de IgE contra o tegumento do S.
mansoni foi significativamente maior nos individuos NE do que nos infectados. Esses dados
reforcam o papel dos anticorpos da classe IgE como fator relacionado a eliminacdo do
parasito. Vale ressaltar que nesse mesmo grupo de individuos, a andlise da resposta de
anticorpos da subclasse 1gG4 apresentou niveis mais baixos do que os dos individuos
portadores de infecgdo ou tratados e ndo reinfectados. Esses resultados reforgam, mais uma
vez, a hipotese de que a relacdo 1gG4/IgE é um fator fundamental na determinagdo da
resisténcia/susceptibilidade a infeccao.

Em estudo realizado pelo nosso grupo em &rea endémica para esquistossomose foi
observado que a avaliacdo apenas do IgE total um ano ap6s o tratamento ndo serve como
biomarcador de eficicia de tratamento (MATOSO, 2008), tornando importante a avaliacdo da
resposta IgE especifica. Ao mesmo tempo é fundamental a analise dos niveis 1gG4 contra
antigenos do parasito tendo em vista que varios estudos tém demonstrado que o balanco entre
esses dois fatores é importante para a eliminacdo da infeccdo (BONNARD, et al., 2004;
HAGAN, et al., 1991; SILVEIRA, et al., 2002; VIANA, et al., 1995).
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Estudos tém sugerido que, em &reas endémicas, a alta concentragdo do hospedeiro
invertebrado associado a varios dos fatores mencionados anteriormente favorecem a
ocorréncia de prevaléncias elevadas de esquistossomose (GUIMARAES et al., 2006; MELO
& COELHO, 2002; XIMENES et al., 2003). Isto sugere a importancia destes fatores na
determinacdo da cadeia de transmissdo. Portanto, uma avaliagcdo longitudinal dos fatores
comportamentais, imunolégicos, socioecondmicos na infeccdo e reinfecgdo do individuo nos
permite demonstrar a inter-relagdo entre eles que pode ser fundamental para o
desenvolvimento e avaliagdo de programas de controle da esquistossomose. Além disso, este
estudo abrange uma analise detalhada da relagdo 1gG4/IgE como um dos componentes
relacionados a eliminagdo do parasito. Isto nos permite, ainda, avaliar se esses anticorpos
poderiam ser utilizados em estudos epidemiolégicos como biomarcadores imunolégicos de
susceptibilidade ou resisténcia a infec¢éo e reinfec¢éo pelo S. mansoni.

Baseado no exposto, este estudo teve como objetivo identificar e analisar, em
conjunto, todos esses fatores preditores da esquistossomose antes e apOs tratamentos
sucessivos; determinar se ha relacéo entre a resposta de 1gG4 e IgE contra antigenos brutos do
parasito e se esta resposta pode ser utilizada como biomarcador imunolégico de infeccdo e

reinfeccdo pelo S. mansoni.



Hipoteses do estudo
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2 HIPOTESES DO ESTUDO

Hipotese 1: A infeccéo e reinfeccdo pelo S. mansoni esta associada aos fatores demogréficos,

socioecondmicos e de contato com 4gua.

Hipotese 2: As respostas de IgE e 1gG4 especificas contra o S. mansoni e a razdo entre elas

(IgG4/1gE) estdo associadas a infeccdo e reinfecgéo.

Hipotese 3: As respostas de IgE e 1gG4 especificas contra o S. mansoni determinam a

resisténcia ou a susceptibilidade a infecgdo ou reinfecgéo.



Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Auvaliar a associacdo entre os fatores demograficos, socioecondmicos, imunoldgicos e

de contato com &gua na infeccéo e reinfeccdo pelo Schistosoma mansoni .

3.2 Especificos

1- Determinar a prevaléncia e a carga parasitaria do Schistosoma mansoni em 2001,
2002, 2005 e 2009.

2- Relacionar os fatores demograficos, socioecondémicos, imunologicos e de contato
com agua com a infeccéo pelo S. mansoni nestes periodos.

3- Relacionar a carga parasitaria a resposta de IgE e 1gG4 anti antigenos sollveis do
ovo (SEA) e do verme adulto (SWAP).

4- Avaliar a relago entre a reatividade de IgE e 1gG4 anti antigenos solveis do ovo
(SEA) ou do verme adulto (SWAP) & infeccéo e a reinfeccdo pelo S. mansoni.

5- Auvaliar se os anticorpos de IgE e IgG4 anti-SEA ou anti-SWAP podem ser
utilizados como biomarcadores capazes de auxiliar no monitoramento da infeccdo e

reinfeccdo pelo S. mansoni.



Casuistica e métodos
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4 CASUISTICA E METODOS
4.1 Desenho do estudo
Trata-se de um estudo epidemiolégico, de delineamento longitudinal e base populacional

com intervencdo comunitaria (nesse caso tratamento antiparasitario). A figura 1 descreve as

etapas desenvolvidas nessa investigacao.
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4.2 Local do estudo

O estudo foi realizado na comunidade rural de Virgem das Gragas (VDG), municipio
de Ponto dos Volantes a aproximadamente 650 km de Belo Horizonte. Ponto dos Volantes
estd localizado no Vale do Jequitinhonha, regido nordeste de Minas Gerais, conhecida como
uma das mais pobres do pais. Possui uma populacdo de 11.345 habitantes (IBGE, 2010), um
indice de Desenvolvimento Humano (IDH) de 0,595, considerado um dos menores do estado
de Minas Gerais (Programa das Nagdes Unidas para o desenvolvimento/PNUD,2007). Possui

também uma taxa de analfabetismo de 33,7%.

Virgem das Gragas fica a 18 km da sede do municipio de Ponto dos Volantes, sendo o
Unico acesso por estrada ndo pavimentada, o que torna o trajeto dificil durante a época das
chuvas. Néo existe 4gua tratada nem rede de esgoto na regido. As fontes de &gua utilizadas
sd0 corregos, nascentes, cacimbas e cisternas. E importante destacar que até o inicio deste
estudo, em 2001, a comunidade nunca havia recebido tratamento em massa para
esquistossomose e helmintos transmitidos pelo solo, pela Fundacdo Nacional de Saude
(FUNASA).

Esta comunidade possui uma vila central denominada Taboca e quatro aglomerados de
casas ao longo dos Corregos Cardoso e Suguarana, denominados Cardoso 1, Cardoso 2,
Cardoso 3 e Suguarana que compdem a area rural (FIG. 2). Em estudo malacol6gico realizado
nesta area, verificou-se que o Biomphalaria glabrata é a espécie predominante (KLOSS et al.
2004).
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Figura 2 — Mapa ilustrativo, Virgem das Gragas, MG.

As casas sdo, em geral, construgdes simples feitas de adobe e telhas. Apenas a Taboca
e parte do Cardoso 3 possuiam luz elétrica no inicio do estudo em 2001. Através do programa
Luz para Todos, a partir de 2005, 98% das residéncias passaram a ter luz elétrica. As familias
da Taboca e algumas do aglomerado Cardoso 1 utilizam &gua encanada de nascente
comunitaria protegida, mas vérias ainda utilizam a dgua dos corregos para executar atividades
que requerem maior consumo, tais como, lavar roupa e vasilha, uma vez que a 4gua encanada
é oferecida em pequena quantidade. As familias de Sucuarana, Cardoso 2 e 3 utilizam agua do
corrego, de cacimba aberta e encanada de nascente.

A fonte de renda da maioria das familias é proveniente da agricultura de subsisténcia
caracterizada pela plantacdo e cultivo de mandioca, milho, feijdo e a criagdo de gado. Além
disso, hd remessas de trabalhadores migrantes. O garimpo e a mineracdo também séo
atividades realizadas por algumas pessoas da regido, enquanto outros moradores tém um
pequeno comércio local (GAZZINELLI et al., 2006).
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4.3 Populacéo do estudo

A populacéo estudada constituiu-se de individuos de ambos o0s sexos, com idade maior
ou igual a 6 anos que realizaram exame parasitologico de fezes, coleta de sangue e
responderam ao questionario socioecondmico, demogréfico e de contato com agua em todas
as etapas da coleta de dados, ou seja, 2001, 2002, 2005 e 2009. Mulheres gravidas ou
amamentando foram excluidas por ndo receberem o tratamento. O cadastro dos moradores
mostrou que, em 2001, residiam na VDG 146 familias, em um total de 658 individuos. Foram
excluidos 104 menores de 6 anos e 40 mulheres gravidas ou amamentando ao longo dos
periodos estudados. Assim, restaram 514 individuos elegiveis para a pesquisa. Desse total,
houve uma perda ao longo dos segmentos de 387 individuos. Os motivos das perdas estdo
apresentados no fluxograma abaixo (FIG.3). Portanto, a amostra final para este estudo

constituiu-se de 127 pessoas.
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Os dados apresentados na TABELA 1 mostram as perdas do estudo. A partir do Teste
Qui-quadrado de Pearson, foi possivel realizar comparag@es entre as varidveis demogréficas
da populagéo estudada e as perdas ocorridas. Esta andlise permite verificar se estas perdas
foram sistematicas, ou seja, se ocorreu em um determinado grupo, local ou sexo afetando a
prevaléncia de S. mansoni na populacdo restante. Observou-se que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre a populacdo elegivel e as perdas ocorridas durante o

estudo em relacdo ao local de residéncia, sexo e faixa etaria.

TABELA 1

Comparagdo entre as varidveis demogréficas da populacdo do estudo e perdas em Virgem
das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais.

Pop. Elegivel Perdas Pop. Estudada Valor p

Variaveis ? n % n % n %

Local da residéncia 0,164
Taboca 242 47,1 189 48,8 53 41,7

Area Rural 272 52,9 198 51,2 74 58,3

Sexo 0,471
Masculino 249 48,4 191 49,4 58 45,7

Feminino 265 51,6 196 50,6 69 54,3

Faixa etaria (2001) 0,052
06 -14 132 25,7 98 25,3 34 26,8

15-29 135 26,3 113 29,1 22 17,3

30-49 101 19,6 70 18,2 31 24,4

50 + 146 28,4 106 27,4 40 31,5

Total 514 100 387 75,3 127 24,7

Nota: * Teste Qui-Quadrado de Person

4.4 Coleta de Dados

Foram realizados exames parasitoldgicos de fezes e coleta de sangue em cada ano do
estudo (2001, 2002, 2005 e 2009), de acordo com o mesmo protocolo. Os dados

socioeconémicos e de contato com agua foram coletados em 2001, 2002 e 20009.
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4.4.1 Exame Parasitologico de Fezes

O exame parasitologico de fezes foi realizado em todas as 4 etapas do estudo
utilizando-se o método Kato-Katz (KATZ et al., 1972). Foram coletadas 3 amostras de fezes
de cada um dos participantes do estudo, em 3 momentos diferentes. Os vasilhames foram
identificados com o nome, nimero de identificacdo pessoal do participante e nimero
designado para o domicilio. Cada vasilhame foi entregue separadamente, em local
determinado apds o retorno da amostra. As laminas foram preparadas e analisadas por pessoal
técnico qualificado. Foram preparadas 2 laminas para cada amostra de fezes em um total de 6
ldminas por individuo. A carga parasitaria foi calculada pela média do nimero de ovos por
grama de fezes (opg) e a média aritmética de opg calculada para as 6 laminas (OPG = Soma
do n° de ovos x 24 / n® laminas analisadas) determinando, assim, a intensidade de infeccdo de
S. mansoni. Neste exame verificou-se, também, que a populacdo possuia outras infeccdes
como ancilostomideos e Ascaris lumbricoides, mas esses resultados ndo foram utilizados
nesse estudo.

Quarenta dias apds o tratamento, foram novamente coletadas 3 amostras de fezes dos
pacientes que tiveram resultado positivo para qualquer helmintose na primeira coleta, com o
objetivo de determinar a efetividade do tratamento. Os pacientes que ainda permaneceram
positivos foram novamente tratados e avaliados até que ndo fosse mais encontrado nenhum

oVvo nas fezes.

4.4.2 Coleta de sangue

Foram coletados antes do tratamento 10 mL de sangue sem anticoagulante para
realizacdo da sorologia dos pacientes com idade maior ou igual a 6 anos, em todas as 4 etapas.
O sangue coletado foi armazenado em geladeira a uma temperatura de 4°C, posteriormente
embalado em caixa de isopor com gelo quimico e transportado para o Laboratério de
Imunologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisa René Rachou (FIOCRUZ) em Belo
Horizonte. O sangue foi centrifugado e o soro coletado e armazenado em freezer -70° C. Os
ensaios imunoldgicos ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) indireta foram

realizados no proprio laboratorio.
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4.4.3 Tratamento

Foi realizado tratamento com Praziquantel na dose Unica de 60 mg/kg/peso para
individuos com até 15 anos de idade e 50 mg/Kg/peso para os maiores de 15 anos e/ ou
Albendazol 400 mg dose Unica segundo recomendacfes da Fundacdo Nacional de Saude-
FUNASA (FUNASA, 2003). Na etapa inicial (2001) o tratamento foi realizado em todos os
individuos conforme preconizado pela FUNASA, uma vez que a prevaléncia da infec¢do pelo
S. mansoni foi superior a 50%. Nas demais etapas do estudo, apenas os individuos positivos
foram tratados. O medicamento foi administrado por pessoal qualificado, treinado e
acompanhado por enfermeiro pesquisador do projeto, no Centro de Salude ou na casa do

participante quando residente em localidade distante.

4.4.4 Reatividade de IgE e 19G4 anti-SEA e SWAP

Antigenos parasitarios e prepara¢do de antigeno: todo ciclo de vida do S. mansoni é
mantido no Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ (CPgRR), Belo Horizonte e 0s
antigenos soliveis de vermes adultos (SWAP) e de ovos (SEA) séo preparados utilizando-se
0s métodos ja previamente padronizados (CARTER; COLLEY, 1979).

Anélise da resposta de anticorpos: a reatividade de anticorpos especificos contra
SWAP ou SEA foram determinados no soro através de ensaios de ELISA. Foram utilizadas
placas de poliestireno de fundo chato de 96 pogos (Maxisorp; Nunc, Roskild, Denmark),
sendo adicionados, a cada pog¢o, 100 pL de antigenos soltveis de S. mansoni SWAP ou SEA
na concentracdo de 5pg/mL, diluidos em tampé&o carbonato-bicarbonato 0,05M, pH 9,6. As
placas foram vedadas e incubadas em geladeira durante a noite a 4°C. No dia seguinte, as
placas foram lavadas cinco vezes com tampdo fosfato salino 0,15M (PBS, pH 7,2) contendo
0,05% de Tween 20 [Sigma, St Louis, MO, (PBS-T)], utilizando-se lavador automético e
protocolo estabelecido. Em seguida, foram adicionados a cada po¢o 200 pL da solugéo de
bloqueio (3% de albumina bovina diluido em PBS-T). As placas foram incubadas durante
uma hora a 37°C, lavadas como anteriormente e adicionados 100uL de soro diluidos 1:50
para a dosagem dos anticorpos IgE e 1:100 para dosagem de 1gG4. Todos o0s ensaios foram
realizados em duplicata. As determinacdes das diluicdes dos soros foram obtidas a partir de
uma curva com diferentes concentracfes de um pool de soros utilizados como padrdo. Apos a

adicdo dos soros, as placas foram vedadas e incubadas por 1 hora a 37°C e entéo lavadas por
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5 vezes com tampdo PBS-T em lavador automético e adicionados 100 puL por pogo do
anticorpo anti-imunoglobulina humana 1gG4 ou IgE conjugados com biotina (Zymed, San
Francisco, CA) diluidos 1:1000. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C e lavadas com
tampdo PBS-T. Cem microlitros de 1:1000 de estreptavidina conjugada com peroxidase
(Amersham, Piscataway, NJ) foram entdo adicionadas a cada poco e as placas incubadas por
90 minutos a temperatura ambiente, novamente lavadas e 100uL de o-phenylenediamine
(OPD) (Sigma, St Louis, MO) contendo 0,03% de hidrogénio peroxidase foram adicionados a
cada poco para revelagdo da reacdo. Durante esta etapa as placas foram mantidas ao abrigo da
luz. A reacdo foi interrompida apés uma hora com adigéo de 50pL de &cido sulfarico a 12,5%
em cada poco. A densidade optica (OD) foi medida em leitor automético (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA) utilizando-se filtro de 492 nm. As reacBes foram realizadas ap6s a coleta de
todas as amostras sempre utilizando o mesmo lote de reagentes, anticorpos e aparelho para a

leitura dessas reacoes.

4.4.5 Determinacdo do contato com agua

O contato com agua foi avaliado por questionario (APENDICE A) aplicado a todos os
moradores com 0 objetivo de identificar a freqiéncia semanal das diferentes atividades
relacionadas com &gua realizadas pelos individuos dentro e fora do domicilio, bem como a
fonte de &gua utilizada. Este questionario foi respondido individualmente e, no caso das
criangas menores de 10 anos, pela mée, pai ou responsavel. A exposicdo a agua foi calculada
utilizando o “index” Total Body Minutes (TBM) descrito por Kloos et al. (2006). O célculo
do “index” de exposi¢do do corpo (TBM) foi determinado multiplicando-se o nimero de
contatos relacionados a cada atividade obtida através do questionario por uma constante

especifica para cada uma das atividades (APENDICE B).

4.4.6 Questionario demografico e socioecondmico

O questionéario demogréfico e socioecondmico assim como o de contato com agua foi
aplicado por estudantes de graduacdo e pos-graduagdo, previamente treinados e portando o
equipamento de Personal Digital Assistant - PDA (Modelo Dell-Axim X50) que permitiu,
ainda na area de estudo, a transferéncia imediata dos dados coletados para um banco de

conferéncia. Assim, pdde ser feita uma avaliagdo preliminar dos dados e identificacéo de erros
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ou informagdes em branco, possibilitando o retorno imediato aos domicilios para corre¢do ou
verificagdo das incoeréncias. Para os dados coletados em 2001 e 2002, utilizou-se o
questionario em papel.

O questionario demogréfico incluiu nome, sexo, data e local de nascimento, ocupacéo
e escolaridade dos individuos. O questiondrio socioecondmico continha informacgdes sobre
renda, ocupacdo e escolaridade do chefe da familia, posse de bens, condi¢cbes de moradia,
nimero de cdmodos e de pessoas na casa, suprimento de &gua, condi¢Oes sanitérias
(APENDICE C). Este questionario ja foi utilizado anteriormente em estudos realizados por
GAZZINELLI et al. (2001, 2006) e BETHONY et al. (2001, 2004) sendo que algumas
questdes tais como as relacionadas com a economia do local, tipos de trabalho, locais e
atividades de contato com agua foram adaptadas de acordo com as caracteristicas especificas

da localidade. As perguntas foram respondidas, geralmente pelo chefe da familia.

4.5 Variaveis do estudo

4.5.1 Varidveis dependentes

As varidveis dependentes do estudo foram a infeccéo e reinfeccdo pelo S. mansoni
(SIM/NAO). Para avaliagdo da infeccdo e reinfeccdo da populagio estudada foram
considerados tanto os individuos infectados apenas pelo S. mansoni quanto os co-infectados

por outros helmintos.

4.5.2 Variaveis independente

4.5.2.1 Variaveis socioecondmicas e de contato com agua

Com o intuito de construir um modelo multivariado longitudinal considerando os
quatro anos de estudo e ajustado por variaveis socioecondmicas e de contato com &gua foi
adaptada a metodologia utilizada por MENEZES et al. (2008). Isto se deve ao fato de ndo
terem sido coletadas estas informagdes em 2005. Além disso, pelo fato dessas variaveis ndo
serem consideradas tempo dependentes, entraram no modelo como uma variavel Unica, de
forma a contemplar as mudancas ocorridas entre dois periodos. Optou-se por utilizar os dados
coletados em 2001 e 2009, uma vez que as informagdes socioecondmicas coletadas em 2002

ndo apresentaram diferenca significativa em relagéo ao ano anterior.
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Diante deste contexto, o primeiro passo foi a defini¢do das varidveis socioecondmicas
que seriam estudadas: renda familiar e qualidade de moradia que inclui: tipo de piso, presenca
de torneira, chuveiro, caixa d' agua, tanque, banheiro em casa e posse de carro e/ou
motocicleta no domicilio. O critério para essa escolha baseou-se em um estudo realizado
nessa mesma area por Gazzinelli et al. (2006).

Inicialmente a renda mensal total (soma de todas as fontes de renda da familia,
incluindo auxilio do governo, venda de produtos agricolas e doagbes de parentes) foi
estabelecida de acordo com o salario minimo vigente (2001 = R$ 180,00 e em 2009 = R$
465,00). Em seguida, foi calculada a renda per capita em salarios minimos para o ano de 2001
e 2009. Para efeito de analise essa nova variavel foi dividida em duas categorias: pobre e ndo
pobre. Foram definidos como pobres os individuos incluidos na parte inferior da mediana da
renda per capita e 0s ndo pobres aqueles incluidos na parte superior. A partir deste ponto foi
criada uma nova variavel denominada "mudanca de renda entre 2001 e 2009", categorizada
em 4 grupos: Sempre pobre; Pobre — néo pobre; N&o pobre — pobre; Nunca pobre.

Considerando que a qualidade de moradia € uma variavel latente, ou seja, ndo é
possivel ser mensurada de forma direta, optou-se por aplicar a analise de Modelos de
Variaveis Latentes para definir um escore deste construto. A escala de valores segundo a qual
esse construto foi avaliado, foi produzida a partir dos itens (aqui chamados de marcadores de
qualidade de moradia) que se associam diretamente ao construto de interesse (qualidade de
moradia). A técnica utilizada para obter a medida do construto qualidade de moradia foi a
Teoria de Resposta ao Item (TRI).

Para modelagem da varidvel latente foi utilizado software R versdo 2.8.1 e 0 pacote
Ltm que permite o ajuste dos modelos usando método de méaxima verossimilhanga marginal
(MML). O escore da qualidade de moradia foi gerado a partir do Latent Trait Model que
considera um valor de discriminacdo especifico para cada item (RIZOPOULOQOS, 2006)
(APENDICE D).

A partir da construgdo do escore, a qualidade de moradia foi agrupada em duas
categorias baseada na mediana do escore: boa ou ruim. Com base na qualidade da casa em
2001 e 2009, foi definido o agrupamento da qualidade de moradia em quatro classes: Sempre
ruim; Ruim — boa; Boa — ruim; Sempre boa.

Em relagdo ao contato com &gua optou-se por trabalhar como varidvel continua. Sendo
assim, foi utilizada a média dos valores do TBM de cada atividade de contato com agua
coletados em 2001, 2002 e 2009. Importante destacar que as medidas dos trés pontos ndo

tiveram uma tendéncia ascendente ou descendente.
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4.5.2.2 Variaveis demograficas, imunoldgicas e carga parasitaria

(1) Demogréficas: Local da residéncia — Taboca e area rural; sexo (M/F); idade (06-
14, 15-29, 30-49 e = 50 anos); (2) Imunoldgicas: reatividade das imunoglobulinas E e G4
contra antigenos brutos do verme adulto (SWAP) e dos ovos (SEA) e a razéo entre 1gG4 e IgE
(Log 1gG4/IgE). Foi utilizado o logaritmo natural para normalizar a distribuicdo da razéo
IgG4/1gE. Devido & importancia da variavel imunoldgica para o estudo, em alguns momentos
da andlise, ela foi avaliada como varidvel dependente; (3) Carga parasitaria (média de ovos

por grama de fezes).

4.6 Anélise dos dados

Os dados foram analisados, utilizando-se o programa “Statistical Package for Social
Science” — SPSS versdo 15.0 e o pacote estatistico Statistical Software for Professional
(STATA) versdo 10.0. Inicialmente, foi feita uma comparacdo entre caracteristicas da
populacéo estudada e da amostra perdida, a fim de verificar as potenciais diferencas que
poderiam influenciar nos resultados do estudo. Neste ponto, a diferenga entre a populagéo do
estudo e as perdas foi avaliada aplicando-se os testes de Qui-quadrado de Pearson, com uma
significancia estatistica de 5% (p < 0,05).

Com o intuito de caracterizar a populacdo estudada, foi apresentada a distribuicéo das
frequéncias relativa e absoluta, média geométrica de ovos, mediana e intervalos de confianga
(95%) por sexo, localidade, anos de estudo e faixa etéaria. A faixa etaria utilizada neste estudo
foi baseada na idade dos individuos no “baseline”, ou seja, no ano de 2001. Desta forma
garantimos a avaliacdo dos mesmos individuos dentro de cada faixa etéria.

Também foram calculadas as freqliéncias absolutas e relativas das variaveis
demogréficas e socioecondmicas, bem como, a mediana e o intervalo interquartilico (P25 e
P75) do contato com &gua, segundo a infecgdo pelo S. mansoni para os anos de 2001 e 2009.
As diferencas entre dois grupos independentes foram avaliadas usando o teste de Qui-
quadrado de Pearson ou exato de Fisher para comparacdo de freqliéncia e o teste Mann
Whitney para comparagdo de mediana, com um nivel de significancia de 5% (p<0,05). O teste
de Mcnemar (para variaveis nominais) e o teste Marginal Homogeneity (para variaveis
ordinais) foram usados para avaliar as diferencas entre as frequéncias de cada ano,
comparados dois a dois. Para comparacfes entre a carga parasitaria ao longo do tempo,

utilizamos o teste t-Student pareado.



54

Para analise da reatividade das imunoglobulinas E e G4 e tendo em vista o fato de ndo
apresentarem uma distribuicdo normal, foram utilizados testes ndo paramétricos para avaliar a
diferenca entre suas medianas: teste de Friedman (para comparagéo de grupos pareados, isto
é, entre os anos), Wilcoxon (para comparagdes maltiplas ao longo dos anos) e Mann Whitney
(para comparagdo de dois grupos independentes). O nivel de significAncia estatistica adotado
foi de 5% (p<0,05). Em todas as comparacbes mdltiplas, foi utilizada corre¢do de Bonferroni
e utilizamos as letras “a, b, ¢ e d” para representar as diferengas significativas entre os anos
pesquisados. Sendo assim, a letra "a" refere-se ao ano de 2001, "b" ao ano de 2002, “c" ao ano
de 2005 e "d" ao ano de 2009. Com o objetivo de avaliar a influéncia da intensidade de
infeccdo pelo S. mansoni nos anticorpos testados, em cada ano pesquisado, foi realizada uma
correlagdo de Spearman.

Para andlise da capacidade preditiva da reatividade de 1gG4 anti-SEA em relagdo a
esquistossomose foi construida uma curva ROC (Receiver-Operating Characteristic) e
utilizada a area abaixo dessa curva, com o intuito de avaliar o poder de predicdo do
biomarcador imunoldgico a fim de identificar individuos infectados pelo S. mansoni.

Para testar o efeito dos fatores de risco na infeccdo pelo S. mansoni foi usado o
modelo de regressdo de Poisson com variancias robustas com o método “Generalized
Estimating Equations”(GEE) ou Estimagdo de Equacdo Generalizada com componente
longitudinal. Este método permitiu a inclusdo da variavel tempo para melhor compreenséo das
mudancas ocorridas ao longo dos quatro anos investigados. O uso da GEE é justificado neste
estudo pelo fato de haver dados aglomerados e hierdrquicos. Hierarquia refere-se a
estruturacdo da informac&o coletada em dois niveis, o familiar e o individual. O GEE permite
avaliar como os fatores medidos nesses dois niveis de estrutura afetam as varidveis
dependentes deste estudo avaliando a estrutura de correlagdo das caracteristicas da familia,
bem como ajustado pelo componente longitudinal. Foram inseridas, no modelo multivariado,
as variaveis com valor de p<0,20 na analise univariada. Foi usada a estratégia passo-a-passo,
com a inclusdo de todas as variaveis selecionadas durante a andlise univariada em ordem
decrescente de significancia estatistica. Permaneceram no modelo multivariado final as
varigveis com valor de p<0,05. Foram testadas as interagBes de primeiro grau entre as
varigveis consideradas importantes do ponto de vista bioldgico. Foi estimado o risco relativo

com intervalo de confianca de 95%.
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4.7 Aspectos éticos

Este estudo faz parte de um projeto maior denominado “Aglomeracdo espacial da
esquistossomose e de geohelmintos antes e ap6s tratamento” desenvolvido na Escola de
Enfermagem da Universidade Federal de Minas Gerais em colaboragéo com pesquisadores do
Instituto René Rachou-FIOCRUZ, da Universidade da Califérnia Sdo Francisco-USA e do
Centro para Controle e Prevencdo de Doengas (CDC), Atlanta, USA. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP) com o
parecer n® 194/06 (ANEXO 1) e pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP),
parecer n°® 612/2007 (ANEXO 2)

O Termo de Consentimento Livre e Informado foi assinado por todos os participantes,
e, no caso de menores, pelo pai, mde ou responsavel (APENDICE E). Todos foram
esclarecidos quanto ao objetivo do estudo e a garantia ao anonimato, sendo respeitado o

direito da ndo participacdo no trabalho sem que isto interferisse no tratamento realizado.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo dos fatores de risco associados a infeccdo pelo S. mansoni

5.1.1 Anélise descritiva

5.1.1.1 Caracteristicas da populacdo em estudo no periodo de 2001 a 2009

A prevaléncia de infeccdo pelo S. mansoni no inicio do estudo (2001) foi de 59% (IC
95% = 50,38 - 67,72) e a média geométrica de 61,05 (IC 95% = 58,70 - 63,40) ovos por
grama de fezes (opg). Um ano ap6s o tratamento de todos os individuos (2002), tanto a
prevaléncia quanto a carga parasitaria reduziram significativamente para 16,5% (IC 95% =
9,98 - 23,08) e 40,6 opg (IC 95% = 37,80 - 43,42), respectivamente. Em 2005, observou-se
um aumento da prevaléncia para 27,6% (IC 95% = 19,68 - 35,43), mas a carga parasitaria
manteve-se semelhante & de 2002 sendo de 39,81 opg (IC 95% = 37,27 - 42,35). Em 2009 a
prevaléncia permaneceu estavel em 26,8% (IC 95% = 18,96 - 34,57), no entanto, a carga
parasitaria reduziu consideravelmente para 8,78 (IC 95% = 6,45 - 11,11) e esta reducéo foi

estatisticamente significativa quando comparada aos anos anteriores (GRAFICO 1).
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GRAFICO 1 - Prevaléncia e média geométrica de ovos de S. mansoni
durante os anos de pesquisa, Virgem das Gragas, municipio
de Ponto dos Volantes, Minas Gerais (n=127).
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Importante destacar que em Virgem das Gragas foi verificada a presenca de infec¢oes
por outros helmintos como ancilostomideos e Ascaris lumbricoides, mas, esses resultados ndo

foram utilizados nesse estudo. O GRAFICO 2 apresenta as prevaléncias desses helmintos.
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GRAFICO 2 - Prevaléncia de ancilostomideos e Ascaris lumbricoides
durante os anos de pesquisa, Virgem das Gragas, municipio
de Ponto dos Volantes, Minas Gerais (n=127).

Nesta localidade, os moradores da area rural apresentaram uma maior prevaléncia e
uma maior carga parasitaria para esquistossomose que os da Taboca (TAB. 2 e TAB. 3). Em
relacdo & idade, as maiores prevaléncias foram encontradas no grupo de 6 a 14 e de 15 a 29
anos, exceto em 2001 e 2009 quando os individuos de 30 a 49 e de 50 anos ou mais,
respectivamente, apresentaram taxas mais elevadas (TAB. 2). No que se refere a carga
parasitéria, foi observada uma reducdo, em todas as faixas etérias, quando foi avaliado o
periodo inicial em relagdo ao periodo final do estudo, mantendo sempre as maiores médias
geométrica de ovos na faixa etaria de 15 a 29 anos (TAB. 3). A prevaléncia e a carga

parasitaria de S. mansoni ndo apresentaram diferencas significativas entre homens e mulheres
(TAB.2e TAB. 3).
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TABELA 2

Prevaléncia de S. mansoni ao longo dos anos de pesquisa segundo varidveis demogréficas,
Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais (n=127).

Prevaléncia 2001 Prevaléncia 2002 Prevaléncia 2005 Prevaléncia 2009
Variaweis % IC 95% % IC 95% % IC 95% % IC 95%

Faixa etaria (baseline)
6-14 588 (41,39-7625) 235 (850-3855) 529 (3526-7061) 324 (1548-4892)
15-29 682 (47,04-8931) 318 (10,68-5295) 273 (17,80-3682) 22,7 (3,70-41,74)
30-49 645 (46,67 -8235) 97 (000-20,70) 226 (6,90-3817) 194 (4,62-34,08)
50 + 500 (33,80-66,19) 50 (L75-11,75) 75 (0,00-16,03) 30,0 (1515-44.84)
Local de moradia
Taboca 4905 (3514-6296) 1320 (3,78-2262) 182 (6,53-2742) 218 (1099-34.28)
Arearural 66,21 (5518-7724) 1891 (9,78-2805) 34,7 (2399-4627) 306 (19,06-4039)
Sexo
Masculino 586 (455-7168) 20,7 (990-3143) 379 (2506-50,80) 20,7 (994-3143)
Feminino 504 (4753-7130) 130 (489-2119) 188 (937-2830) 319 (20,60-43,16)
Total 591 (50,38-67,72) 165 (998-2308) 276 (1968-3543) 268 (1896-3457)

Nota: 1C95% - Intervalo de confianga de 95%.

TABELA 3

Média geométrica de ovos de S. mansoni ao longo dos anos de pesquisa segundo variaveis
demogréficas, Virgem das Gracas, municipio de Ponto dos VVolantes, Minas Gerais (n=127).

Meédia 2001 Meédia 2002 Média 2005 Meédia 2009

Variaveis X IC95% X IC95% X IC95% X IC95%
Faixa etaria (2001)
6-14 10906 (106,24-111,838) 4995 (46,23-5367) 4298 (40,39-4557) 10,29 (7,79-12,79)
15-29 147,73 (144,87-15059) 5682 (53,24-6040) 11395 (11156-11634) 2393 (19,19-28,67)
30-49 4401 (41,29-46,73) 4732 (41,04-5360) 2081 (17,00-24,62) 539 (307-7,71)
50+ 2443 21,81-27,05) 916 (6,03-1259) 400 (204-596) 6,38 (4,02-8,74)
Local de moradia
Taboca 4540 (42,84-47,96) 2285 (1918-2652) 3551 (32,21-38381) 7,73 (515-1031)
Arearural 7143 (68,93-7393) 5412 (51,09-5717) 4167 (39,03-44,33) 941 (695-1187)
Sexo
Masculino 7303 (7049-7557) 2324 (20,32-26,16) 3154 (28,98-34,10) 1054 (7,89-13,19)
Feminino 52,61 (50,07-5515) 8545 (81,89-89,01) 5907 (55,75-62,39) 795 (551-10,39)

Nota: X - Média geométrica de ovos; IC95% - Intervalo de confianca de 95%.
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5.1.1.2 Variaveis socioeconémicas e infec¢do pelo S. mansoni em 2001 e 2009

Dentre os fatores que contribuem para a infeccdo por helmintos a pobreza é
considerada preponderante. As condigdes socioecondmicas das familias foram avaliadas pela
renda familiar, ocupacdo e educacdo do chefe da familia e pelas condi¢cbes de moradia.
Quando se avalia o nivel de instrucdo dos membros das familias na area estudada verificou-se
que, em 2001, 55,9 % dos chefes de familia eram analfabetos e 61,4 % deles, trabalhavam na
agricultura, principalmente de subsisténcia. As atividades de agricultura podem levar a um
maior contato com A&gua e conseqientemente o aumento da chance de adquirir a
esquistossomose.

A associacdo entre as varidveis sociecondmicas e a infeccdo pelo S. mansoni em 2001
e 2009, avaliadas separadamente, mostrou que apenas a educagdo do chefe da familia
associou-se significativamente com a prevaléncia em 2001 (TAB. 4). A prevaléncia de S.
mansoni, no ano de 2001, em individuos que residem em casas mais simples, ou seja, que ndo
possuem caixa d’agua, ndo tem tanque para lavar roupa e ndo possuem torneira, foi maior
quando comparada aquelas que as possuem. Entretanto, em 2009, nenhuma diferenca
significativa foi observada.

Comparando-se as condi¢es de moradia e a renda entre os anos de 2001 e 2009, os
resultados apontaram para uma melhoria significativa na qualidade da casa, neste caso,
avaliada pela melhoria na infraestrutura do domicilio tais como: construgdo de banheiro e
piso, aquisicdo de caixa d’&gua, chuveiro, tanque para lavar roupa e torneira. Isto pode estar
diretamente relacionado com o aumento da renda, evidenciada pela reducdo no nimero de

individuos que, em 2009, recebiam 1 salario minimo (TAB. 4).
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Infeccdo pelo S. mansoni em 2001 e 2009 segundo variaveis socioecondmicas, Virgem das

Gracas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais, n=127.

Infecgdo S. mansoni

Infeccdo S. mansoni

(2001) (2009) Teste
prevaléncia prevaléncia Comparativo
Variaveis ntotal % wvalorp* ntotal % valorp* valor p *°
Educacéo do chefe 0,027 0,689
Analfabeto 71 67,6 71 28,2
Alguma escolaridade 56 48,2 56 25,0
Ocupagéo do chefe 0,726 0,683
Agricultura 78 56,4 78 295
Outras ocupagoes 18 61,1 18 2272
Aposentado 31 645 31 2206
Renda (Salario minimo)® 0,740 0,746 0,000
Até 1,0 66 57,6 31 290
11-20 40 575 48 229
Acima 2,0 21 66,7 48 29,2
Possui terras? 0,452 0,707 0,000
Né&o 44 545 75 28,0
Sim 83 614 52 250
Banheiro® 0,193 0,611 0,000
Néo 24 70,8 3 333
Sim 103 56,3 124 26,6
Tipo de piso? 0,109 0,604 0,000
Terra 23 739 7 28,6
Cimento 104 55,8 120 26,7
Caixa d'agua® 0,001 0,635 0,000
Néo 61 738 8 25,0
Sim 66 455 119 26,9
Torneira® 0,001 0,489 0,000
Néo 44 79,5 6 16,7
Sim 83 48,2 121 273
Chuveiro® 0,303 0,457 0,000
Né&o 80 625 21 333
Sim 47 53,2 106 25,5
Agua encanada® 0,134 0,420 0,074
Néo 36 69,4 24 333
Sim 91 549 103 25,2
Tanque para lavar roupa® 0,036 0,289 0,000
Né&o 75 66,7 39 205
Sim 52 481 88 205

Nota: * Teste Qui-quadrado usado para associacdo entre as varidveis socioecondmicas e a
infeccdo pelo S. mansoni; ® Teste McNemar e ° Teste Marginal homogeneity usado para
comparar as diferencas socioecondmicas entre os anos de 2001 e 2009.
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5.1.1.3 Atividades de contato com agua e infeccéo pelo S. mansoni em 2001 e 2009

Analisando a mediana do “indice” de exposi¢cdo denominado Total Body Minutes
(TBM) para cada atividade especifica de contato com agua e a infec¢do pelo S.mansoni em
2001 e 2009 encontramos que, em 2009, o TBM total que é a soma de todas as atividades, foi
significativamente maior nos individuos infectados em relacdo aos negativos. Em 2001, ndo
foi verificada diferenca significativa entre o TBM total dos negativos e positivos, apenas para
algumas atividades que tém contato direto com o cdrrego tais como: pegar &gua, limpar o
cOrrego e irrigar terras para agricultura além de atravessar o corrego verificou-se diferencas

significativas nos valores das medianas (TAB. 5).

TABELA S5
Mediana das atividades de contato com agua de acordo com a infec¢do pelo S. mansoni,
Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais, n=127.

Infeccdo S. mansoni (2001) Infeccdo S. mansoni (2009)
mediana (P25 - P75) mediana (P25 - P75)
Atividades (TBM) Negativo pasitivo valor p* negativo pasitivo valor p*
Lavar roupa 00 (00109 36 00219 0272 36 00201 109 (00183 0316
Pegar aguado odirego 00 0000 00 0019 002 00 0000 00 0000 0,755
Lavar partesdo capo 108 (72207) 144 (712252 0138 216 (144288 216 (1263Ll5H) 0437
Tomar banho 763 (7631418 763 (763763 0459 763 (7631527) 872 (71631527) 0113
Molhar planta 00  (00130) 00 (00140 0923 20 00140 50 (00140 0411
Lavar vasilhas 46  (00187) 93 (00187) 032 93 00187) 101  (40187) 0115
Limpar odrrego + agricultura 00 0000 00 0023 0049 00 0,000) 00 0,000) 0153
Nadar e brincar nocarrego 00 0000 00 0000 083% 00 0000 00 0000 0204
Alravessar corego 00 (00016) 03 0012 0000 00 0000 00 0001 02%
Pescar 00 0000 00 0000 0241 00 0000 00 0000 0979
Outras 00 0064 09 0064 0078 00 0000 00 0000 0945
TBM Total 1281 (081669 1268 (10661672) 0424 1453 (11661870) 1669 (14232148) 0040

Nota: * Teste Mann-\Whitney; P=percentile
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5.1.2 Analise longitudinal dos fatores de risco associados & infecgédo pelo S. mansoni

5.1.2.1 Anélise univariada

Neste estudo, um maior risco de infeccdo pelo S. mansoni foi observado nos
individuos mais jovens [(6-14 e 15-29 anos) (RR=2,110 e RR=1,993, respectivamente)], nas
mulheres (RR=1,001), naqueles que residem em é&rea rural (RR=1,002), sempre em casas de
pior qualidade (RR=1,485) e que possuiam baixa renda, ou seja, que se mantiveram pobres ou
que se tornaram pobres durante todo o periodo investigado (RR=1,734 e RR=1,642,
respectivamente) (TAB. 6).

TABELA 6

Anélise univariada da infecgdo pelo S. mansoni segundo varidveis demogréficas e
socioecondmicas, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais.

Variaveis RR 1IC 95% Valor p
Faixa etaria
6-14 2,110 (1,424-3,125) <0,001
15-29 1,993  (1,364-2,913) < 0,001
30-49 1,335  (0,898-1,984) 0,153
50 + Ref. - -
Sexo < 0,001
Masculino Ref. - -
Feminino 1,001  (1,001- 1,002)
Local de moradia < 0,001
Taboca Ref. - -
Area rural 1,002  (1,001- 1,002)
Mudanga de renda (2001—2009)
Sempre pobre 1,734 (1,226 -2,452) 0,002
Pobre — ndo pobre 1,497 (0,963 - 2,326) 0,072
Né&o pobre — pobre 1,642 (1,106 -2,438) 0,014
Nunca pobre Ref. - -
Mudanga da qualidade da casa (2001—2009)
Sempre ruim 1,485 (1,076 - 2,051) 0,016
Ruim — boa 1,138 (0,801-1,616) 0,469
Boa — ruim 1,062 (0,376-3,002) 0,909
Sempre boa Ref. - -

Nota: RR- Risco Relativo; IC 95% - Intervalo de confianca de 95%.

Observamos também, que o risco de infeccdo foi maior nos individuos que tinham
contato com o corrego para pescar (RR=1,137), nadar e brincar (RR=1,019) e atravessar o
corrego (RR=1,994) (TAB. 7).
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TABELA 7

Analise univariada da infec¢do pelo S. mansoni segundo as atividades de contato com &gua,
Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais.

Atividades (TBM) RR IC 95% Valor p
Lavar roupa 1,000 (0,984 - 1,015) 0,990
Pegar agua 1,027 (0,999 - 1,056) 0,057
Lavar partes do corpo 0,990 (0,975 - 1,006) 0,245
Tomar banho 0,996 (0,992 - 1,001 0,155
Molhar planta 0,989 (0,970 - 1,007) 0,254
Lavar vasilhas 0,988 (0,974 - 1,001) 0,091
Limpar corrego + agricultura 1,032 (0,877 - 1,213) 0,702
Nadar e brincar no corrego 1,019 (1,004 - 1,035) 0,013
Atravessar corrego 1,994 (1,541 - 2,581) < 0,001
Pescar 1,137 (1,100 - 1,175) < 0,001
Outras 0,964 (0,922 - 1,008) 0,108
TBM Total 0,998 (0,995 - 1,001) 0,343

Nota: RR - Risco relativo; 1C95% - Intervalo de confianga de 95%.

No que se refere as varidveis imunoldgicas (IgE e 1gG4 anti-SEA/SWAP) os
resultados mostraram que apenas a reatividade de 1gG4 anti-SEA foram significativamente
associados com a infecgdo pelo S. mansoni indicando que o aumento da reatividade de 1gG4
anti-SEA aumentam o risco de infecgdo por este parasito (RR= 1,75) (TAB. 8). Diante deste
resultado, é possivel evidenciar a relacdo susceptibilidade que existe entre o anticorpo 1gG4

anti-SEA com a infecgdo pelo S. mansoni.

TABELA 8

Andlise univariada da infeccdo pelo S. mansoni segundo variaveis imunolégicas (IgE e 1gG4
anti-SEA/SWAP), Virgem das Gracas, municipio de Ponto dos Volantes,

Minas Gerais.
Variaveis RR IC 95% Valor p
Imunoglobulinas
IgE anti-SEA 0,990 (0,816 - 1,202) 0,926
IgE anti-SWAP 0,782 (0,602 - 1,016) 0,067
1gG4 anti-SEA 1,754  (1,521-2,023) <0,001
1gG4 anti-SWAP 1,092 (0,981 - 1,216) 0,105

Nota: RR - Risco relativo; IC95% - Intervalo de confianca de 95%.
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5.1.2.2 Analise multivariada

Para avaliagdo de todos os fatores mencionados anteriormente dentro de um unico
contexto, construimos um modelo final em que foi incluida a varidvel tempo para identificar
as mudancas ocorridas ao longo dos anos investigados. As tabelas 9 e 10 apresentam seis
modelos multivariados de regressdo logistica bindria de Poisson com variancias robustas, em
que foi utilizado o método “Generalized Estimating Equations” (GEE) com componente
longitudinal que utiliza a infec¢do pelo S. mansoni (SIM/NAO) como variavel dependente.

A opcdo de apresentarmos os seis modelos com diferentes variaveis imunoldgicas foi
devido a presenca de multicolinearidade observada entre elas. As imunoglobulinas E e G4
foram altamente correlacionadas. Provavelmente essas variaveis associam-se ao desfecho da
mesma forma. Mas, pelo fato de serem varidveis de interesse, para identificarmos qual delas
pode ser considerada um possivel biomarcador imunoldégico de infeccdo ou reinfeccéo,
optamos por apresentar um modelo com cada anticorpo associado a um antigeno especifico
separadamente. Dentre os seis modelos apresentados, dois deles referem-se & razdo entre 1gG4
e IgE contra SEA e SWAP. O uso da razéo se justifica pela alta correlagéo encontrada entre
esses anticorpos.

Para a construcdo dos modelos multivariados levou-se em consideracdo as varidveis
independentes que tiveram o valor de p< 0,20 na analise univariada (TAB. 6, TAB.7 e TAB.
8). A presenca de interacdo entre algumas variaveis independentes foi testada e nenhuma
diferenca significativa foi encontrada.

Os resultados da analise multivariada de Poisson com variancias robustas, apds serem
controlados pelas variaveis socioecondmicas, demograficas, imunoldgicas e de contato com
agua, mostraram que um maior risco de infecgdo pelo S. mansoni foi associado aos individuos
mais jovens (6-14 e 15-29 anos) e aqueles que realizavam atividades de pescar e atravessar o
corrego (TAB. 9 e TAB.10).

Em relacdo as caracteristicas imunoldgicas (TAB. 9 e TAB. 10), constatou-se que 0s
anticorpos IgE anti-SEA e SWAP, ndo associaram-se a infec¢do pelo S. mansoni. Por outro
lado, houve uma associacéo significativa entre os anticorpos 1gG4 anti-SEA e SWAP e a
infeccdo pelo S. mansoni. Da mesma forma, a razdo entre esses anticorpos contra os dois
antigenos (SEA e SWAP) foram significativamente associadas a este agravo. Em ambos 0s
casos, 0 aumento da reatividade de 1gG4 anti-SEA e SWAP e da raz&o entre esses anticorpos
contra esses antigenos relacionam-se ao aumento do risco de infeccdo pelo parasito, deixando

os individuos mais susceptiveis. Destacamos que o 1gG4 anti-SEA (modelo 2) teve uma
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magnitude de efeito maior quando comparado aos demais biomarcadores imunolégicos (RR =
1,75; 1C 95% 1,53- 2,00 e teste z = 8,28).
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Modelo final da anélise multivariada (modelo logistico binério utilizando método de estimacdo GEE) incluindo as caracteristicas imunolégicas

ligadas ao antigeno do ovo (SEA) tendo & infeccdo pelo S. mansoni como variavel dependente, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos

Volantes, Minas Gerais.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Variaveis RR [I1C 95%] Testez Valorp RR [I1C 95%] Testez Valor p RR [I1C 95%] Testez Valorp
Faixa etaria
Caracteristicas 6 - 14 1,93 [1,35; 2,76] 3,63 <0,001 2,53[1,85; 3,45] 584  <0,001 1,94[1,41;2,66] 411 <0,001
Demograficas 15-29 1,88 [1,34; 2,64] 3,67 <0,001 1,59[1,18;2,14] 3,03 0,002 1,89 [1,38; 2,57] 4,02 <0,001
30-49 1,35[0,95; 1,92] 1,66 0,096 1,22 [0,89; 1,67] 1,25 0,213 1,35[0,98; 1,87] 1,85 0,065
50+ 1,00 - - 1,00 - - 1,00 - -
Contato com
agua Atravessar corrego 2,13 [1,69; 2,67] 6,49 <0,001 1,84 [1,50; 2,25] 5,89 <0,001 2,10 [1,72; 2,58] 7,16 <0,001
Pescar 1,13 [1,08; 1,18] 551 <0,001 1,05[1,02;1,09] 3,13 0,002 1,11 [1,08; 1,15] 6,38  <0,001
Caracteristicas IgE anti-SEA 0,96 [0,81; 1,14] -0,44 0,662
Imunolégicas 1gG4 anti-SEA 1,75[1,53; 2,00] 8,28  <0,001
Log razdo 1gG4/IgE anti-SEA 1,12 [1,08; 1,16] 6,25 <0,001
n total = 508
N° individuos = 127
Anos de estudo = 4
ci =-0,039 ci =-0,066 ci =-0,066
Wald Chi= 97,28 Wald Chi= 194,22 Wald Chi= 165,48

Nota: RR=risco relativo; IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%; Log = logaritmo natural da razdo entre 1gG4/IgE anti-SEA, Teste z = teste para avaliar a significancia de cada variavel

incluida no modelo; ci = correlagdo intra-classe.
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Modelo final da analise multivariada (modelo logistico binério utilizando método de estimacdo GEE) incluindo as caracteristicas imunoldgicas

ligadas ao antigeno do verme adulto (SWAP) tendo a infecgdo pelo S. mansoni como variavel dependente, Virgem das Gragas, municipio de

Ponto dos Volantes, Minas Gerais.

Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6
Variaveis RR [I1C 95%] Testez Valor p RR [1C 95%] Testez Valor p RR[IC95%] Testez Valorp
Faixa etaria
Caracteristicas 6 - 14 1,82 [1,26; 2,63] 3,21 <0,001 2,18[1,52; 3,17] 4,10 <0,001 1,2810,92; 1,80] 3,71 <0,001
Demograficas 15 -29 1,81 [1,29; 2,54] 3,43 <0,001 1,95[1,39; 2,72] 3,90 <0,001 1,84[1,32; 2,56] 3,63 <0,001
30-49 1,34 [0,94; 1,92] 1,64 0,102 1,34 [0,95; 1,89] 1,66 0,096 1,351[0,98; 1,87] 1,46 0,145
50+ 1,00 - - 1,00 - - 1,00 - -
Contato com
agua Atravessar cdrrego 2,21 [1,77; 2,75] 7,05 <0,001 2,01[1,61;253] 6,07 <0,001 2,15[1,73; 2,67] 6,90 <0,001
Pescar 1,14 [1,09; 1,19] 5,79 <0,001 1,12[1,07;1,16] 5,10 <0,001 1,14[1,01;1,18] 6,87 <0,001
Caracteristicas IgE anti-SWAP 0,81 [0,63; 1,03] -1,69 0,091
Imunolégicas 19G4 anti-SWAP 1,15 [1,04; 1,28] 2,66 0,008
Log razdo 1gG4/1gE anti-SWAP 1,13 [1,08; 1,18] 5,36  <0,001
n total = 508
N° individuos = 127
Anos de estudo = 4
ci =-0,038 ci =-0,047 ci =-0,050
Wald Chi= 108,79 Wald Chi= 99,40 Wald Chi= 132,34

Nota: RR=risco relativo; IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%; Log = logaritmo natural da razdo entre IgG4/IgE anti-SEA, Teste z = teste para avaliar a significancia de cada variavel

incluida no modelo; ci = correlagdo intra-classe.



69

Os modelos finais apresentados nas tabelas 9 e 10 nos mostram de forma clara os
vérios fatores envolvidos na aquisicdo da doenca. No entanto, tendo em vista a importancia
dos fatores imunoldgicos na infeccdo e reinfecgdo pelo S. mansoni, focalizaremos nestes
fatores no proximo tdpico (5.2). Assim, contemplaremos os demais objetivos propostos neste
estudo que foi o de investigar o perfil desses anticorpos ao longo do tempo a fim de
compreender o papel dessas imunoglobulinas como possiveis biomarcadores imunoldgicos de

infecgéo ou reinfeccdo pelo S. mansoni.
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5.2 Andlise da reatividade dos anticorpos IgE e 1gG4 anti-SEA e SWAP

5.2.1 Avaliacéo longitudinal da reatividade dos anticorpos IgE e 1gG4 anti-SEA e SWAP

em individuos infectados e ndo infectados

A analise da mediana da reatividade de IgE anti-SEA e SWAP em cada ano de estudo,
segundo a infec¢do pelo S. mansoni, ndo apresentou muitas diferencas entre os individuos
infectados e ndo infectados. As diferengas significativas foram observadas apenas em 2001
para o0 IgE anti-SWAP e em 2005 para o IgE anti-SEA quando identificamos valores mais
elevados da reatividade desses anticorpos pelos individuos positivos (TAB. 11).

A andlise longitudinal da reatividade desse anticorpo contra os antigenos SEA e
SWAP mostrou um aumento, sendo mais expressivo a partir de 2005. Esse aumento foi
significativo tanto para os individuos positivos quanto para os negativos (TAB. 11). Vale
ressaltar que em 2005, a prevaléncia de esquistossomose na populagéo estudada voltou a
aumentar. Além disso, toda a populacéo foi tratada em 2001 tendo em vista que a prevaléncia
foi superior a 50%. Esses aspectos talvez tenham influenciado o aumento da reatividade de

IgE entre os individuos positivos e negativos, ao longo do tempo.

TABELA 11
Mediana da reatividade de IgE anti-SEA ou SWAP (OD 492 nm) de acordo com a infecgdo
pelo S. mansoni por ano de pesquisa, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes,
Minas Gerais (n=127).

IgE anti-SEA IgE anti-SWAP
mediana (P25 - P75) mediana (P25 - P75)
Ano negativo pasitivo valor p* negativo positivo valor p*

2001 0004 (000-004) 0013 (000-004) 0527 0007 (000-003) 0025 (000-009) 0019
2002 0024 (000-005) 0019 (000-005 0597 0024 (000-010) 0039 (001-012 0230
2006 0461 (025-064) 1010 (057-121) 0000 0127 (001-034) 0129 (000-041) 0885
2000 1156 (068-164) 1314 (086-212) 0382 0479 (023-103) 0485 (028-081) 0926

Nota: * Teste Mann-Whitney; P= percentil

Na analise da reatividade de 1gG4 (TAB. 12), observamos que a mediana da
reatividade de 19gG4 anti-SEA foi maior nos individuos infectados quando comparada aos ndo
infectados em cada ano investigado. Esta diferenca foi significativa em todos os anos,
sugerindo uma possivel utilizacdo desse anticorpo como biomarcador de susceptibilidade a

infeccdo. Em relagéo ao 1gG4 anti-SWAP, essa diferenca significativa ocorreu apenas em
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2001 e 2005, mostrando uma variabilidade importante dos resultados dependente do tempo
avaliado. A avaliacdo da reatividade desse anticorpo contra os antigenos SEA e SWAP néo
mostrou nenhuma associagéo significativa, seja de aumento ou de reducéo da reatividade, ao
longo do tempo (TAB 12).

TABELA 12
Mediana da reatividade de 1gG4 anti-SEA ou SWAP (OD 492 nm) de acordo com a infecgéo

pelo S. mansoni por ano de pesquisa, Virgem das Gracas, municipio de Ponto dos Volantes,
Minas Gerais (n=127).

IgG4 anti-SEA IgG4 anti-SWAP
mediana (P25 - P75) mediana (P25 - P75)
Ano negativo paositivo valor p* negativo positivo valor p*

2001 119 (024-215 2320 (228-235 0000 0055 (000-019) 0349 (006-150) 0,000
2002 1429 (032-225) 2298 (199-231) 0000 0076 (001-033) 0134 (004-075) 0,137
2005 083% (017-207) 2238 (150-231) 0000 0025 (000-019) 0072 (001-056) 0017
2009 1209 (038-205 2000 (103-327) 0007 1004 (008-286) 0909 (022-306) 0540

Nota: * Teste Mann-Whitrey; P= percentil

5.2.2 Avaliacdo da reatividade de IgE e 1gG4 anti-SEA e SWAP por faixa etaria

Os resultados apresentados anteriormente mostraram o perfil das imunoglobulinas ao
longo do tempo, no entanto, sabe-se que outros fatores, como por exemplo a idade, podem
influenciar no perfil desses anticorpos. A analise da reatividade de IgE anti-SEA e SWAP por
idade indicaram um aumento progressivo e significativo ao longo tempo, em todas as faixas
etérias (p<0,001) (GRAF. 3 e GRAF. 4).

Uma vez detectadas as diferengas entre a reatividade de IgE ao longo do tempo, foi
realizada uma analise comparativa para avaliar o periodo em que essa diferenca ocorreu
dentro de cada faixa etéria. As comparacdes feitas entre os anos dentro de cada faixa etéaria
mostraram que a diferenga entre os valores da reatividade de IgE no inicio (2001) e no final
(2009) do estudo tanto para o IgE anti-SEA quanto para o IgE anti-SWAP foram
significativas (GRAF. 3 e GRAF. 4).

Analisando as medianas da reatividade de IgE anti-SEA e anti-SWAP observamos um
crescimento significativo a partir de 2005, em todas as faixas etérias (GRAF. 3 e GRAF. 4).
Essas analises mostraram que a idade é um fator importante no aumento da resposta de IgE e

este aumento é detectado com um maior tempo de acompanhamento da populacéo.
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GRAFICO 3 - Mediana da reatividade de IgE anti-SEA (OD 492 nm) dos anos de
pesquisa por faixa etaria, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos
Volantes, Minas Gerais (n=127).
Nota: teste de Friedman e teste de Wilcoxon com corre¢do de Bonferroni (p<0,02); as letras a, b, c e d
referem-se as diferencas significativas das medianas em relagdo aos anos de 2001, 2002, 2005 e
2009, respectivamente.
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GRAFICO 4 - Mediana da reatividade de IgE anti-SWAP (OD 492 nm) dos anos de
pesquisa por faixa etaria, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos

Volantes, Minas Gerais (n=127).
Nota: teste de Friedman e teste de Wilcoxon com correcdo de Bonferroni (p<0,02); as letras a, b, ¢ e d
referem-se as diferencas significativas das medianas em relagdo aos anos de 2001, 2002, 2005 e
2009, respectivamente.

Ao avaliarmos os anticorpos 1gG4 anti-SEA por faixa etéria, observamos uma reducéo

significativa da sua reatividade ao longo dos anos de estudo para as faixas etérias de 15-29
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anos (p= 0,010); 30-49 anos (p= 0,001); 50 anos ou mais (p<0,001) (GRAF. 5). Avaliando a
reatividade de 19G4 anti-SWAP por faixa etaria, verificou-se que existe diferenca
significativa ao longo do tempo, porém ndo se percebe uma tendéncia de aumento ou redugéo
ao longo dos periodos avaliados (GRAF. 6).

Na andlise comparativa entre 0s anos de estudo, por faixa etaria, pode-se destacar que,
entre os individuos mais velhos (50 anos ou mais), a reatividade de 1gG4 anti-SEA em 2001
foi maior quando comparada aos demais periodos, e esta diferenga foi significativa (GRAF.
5). No que se refere ao anticorpo 1gG4 anti-SWAP, observou-se que a reatividade em 2009 foi
mais elevada quando comparada aos outros anos de estudo e esta diferenga foi significativa

para as faixas etérias de 15-29, 30-49 e 50 anos ou mais (GRAF. 6).
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GRAFICO 5 - Mediana da reatividade de 1gG4 anti-SEA (OD 492 nm) dos anos de
pesquisa por faixa etaria, Virgem das Gracas, municipio de Ponto dos
Volantes, Minas Gerais (n=127).
Nota: teste de Friedman e teste de Wilcoxon com correcdo de Bonferroni (p<0,02); as letras a, b, c e d
referem-se as diferengas significativas das medianas em relacdo aos anos de 2001, 2002, 2005 e
2009, respectivamente.
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GRAFICO 6 - Mediana da reatividade de IgG4 anti-SWAP (OD 492 nm) dos anos de
pesquisa por faixa etaria, Virgem das Gracas, municipio de Ponto dos

Volantes, Minas Gerais (n=127).
Nota: teste de Friedman e teste de Wilcoxon com corre¢do de Bonferroni (p<0,02); as letras a, b, c e d
referem-se as diferencas significativas das medianas em relagdo aos anos de 2001, 2002, 2005 e
2009, respectivamente.

5.2.3 Correlagdo entre a carga parasitaria dos individuos infectados pelo S. mansoni e 0s

anticorpos IgE e 1gG4 anti-SEA e SWAP, por ano investigado

Além da idade, acreditamos que a carga parasitaria, avaliada pelo nimero de ovos de
Schistosoma mansoni por grama de fezes pode, também, ser um fator que influencia o perfil
das imunoglobulinas. Sendo assim, foram realizadas analises de correlagdo entre a carga
parasitéria e resposta de IgE e 1gG4 a antigenos do parasito.

Os resultados apontam uma correlacéo inversa e significativa entre a carga parasitaria
e IgE anti-SEA para 0 ano de 2001, mostrando que o aumento da reatividade de IgE anti-SEA
estd correlacionada com a reducgdo da carga parasitaria. Quando se avalia o IgE anti-SWAP
ndo foi encontrada nenhuma correlacéo significativa com o nimero de ovos por grama de

fezes dos pacientes estudados (TAB. 13).
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TABELA 13

Coeficiente de correlacéo entre a carga parasitaria dos individuos infectados e IgE anti-SEA e
SWAP para cada ano de pesquisa, Virgem das Gracas, municipio de
Ponto dos Volantes, Minas Gerais.

Carga parasitaria (opg) IgE anti-SEA IgE anti-SWAP
Ano n media*(variacéo) coef. correlagdo®  valor p coef. correlacdo?®  valor p
2001 75 246 (4 - 4312) -0,233 0,040 -0,018 0,875
2002 21 139 (4 - 1052) 0,240 0,294 0,106 0,647
2005 35 137 (4 - 1692) 0,290 0,021 0,004 0,983
2009 34 25 (4 -444) 0,233 0,184 0,170 0,337

opg= ovos por grama de fezes
* Média aritmética
a= Coeficiente de Correlagédo de Sperman's

No que se refere ao anticorpo 1gG4, foi observada uma correlagéo direta e significativa
entre a carga parasitéria e a reatividade de 1gG4 anti-SEA para ano de 2001. O mesmo
ocorreu em 2002, um ano apds o primeiro tratamento, porém em relagdo ao 1gG4 anti-SWAP
(TAB. 14). Apesar de ndo encontrarmos uma correlacdo significativa em todos os periodos
investigados, 0s nossos resultados sugerem que a carga parasitiria seja um fator que
influencia diretamente na reatividade de 1gG4 anti-SEA e SWAP , ou seja, 0 aumento da

carga parasitaria também aumenta a reatividade desses anticorpos.

TABELA 14

Coeficiente de correlacdo entre intensidade de infeccdo dos individuos infectados e 1gG4 anti-
SEA e SWAP para cada ano de pesquisa, Virgem das Gragas, municipio de
Ponto dos Volantes, Minas Gerais.

Carga parasitaria (opg) 1gG4 anti-SEA 1gG4 anti-SWAP
Ano N media*(variagao) coef. correlacdo® valor p coef. correlagdo® valor p
2001 75 246 (4 - 4312) 0,282 0,014 0,161 0,167
2002 21 139 (4 - 1052) 0,396 0,075 0,506 0,019
2005 35 137 (4 - 1692) 0,229 0,185 0,217 0,211
2009 34 25 (4 -444) 0,119 0,503 -0,177 0,317

opg= ovos por grama de fezes
* Média aritmética
a= Coeficiente de Correlagédo de Sperman's
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5.2.4 Avaliacéo da reatividade dos anticorpos IgE e 1gG4 anti-SEA e SWAP em grupos

de individuos reinfectados e ndo reinfectados

Os resultados apresentados anteriormente mostraram a relacdo entre a infecgéo e a
reatividade das imunoglobulinas E e G4 em cada ano pesquisado. Estes resultados trazem
uma série de questionamentos como, por exemplo, se o fato do individuo ser tratado varias
vezes interferiria no perfil das imunoglobulinas; se o tratamento aumentaria a reatividaded de
IgE e os manteriam elevados nos individuos que ndo se reinfectam, ou, ainda, se haveria uma
variacdo na reatividade de IgE e IgG4 em individuos que sempre se reinfectam. Para
responder a essas perguntas, dividimos a populacdo em 2 grupos. O primeiro grupo,
denominado de ndo reinfectado, foi composto por individuos positivos para S. mansoni em
2001, tratados e ndo reinfectados em nenhum outro momento do estudo. O segundo grupo,
denominado de reinfectado foi formado por individuos infectados para S. mansoni em 2001,
tratados e reinfectados em pelo menos dois outros periodos estudados. A opcdo por este
critério foi devido ao tamanho da amostra, pois ndo haveria individuos suficientes para formar

um grupo composto pelos que se reinfectaram em todos os periodos do estudo.

5.2.4.1 Andlise comparativa longitudinal da reatividade de IgE anti-SEA e SWAP dos

grupos de individuos nédo reinfectados e reinfectados

A analise da reatividade de IgE anti-SEA e SWAP mostrou um aumento progressivo
da reatividade desses anticorpos contra esses antigenos ao longo do tempo para 0s
reinfectados e ndo reinfectados. Ao serem feitas comparagfes entre 0s anos pesquisados
dentro de cada grupo observamos que houve diferenca significativa entre eles, exceto quando
comparados os anos de 2001 com 2002 (GRAF. 7 e GRAF. 8).
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GRAFICO 7 - Mediana da reatividade de IgE anti-SEA (OD 492 nm) nos grupos de
individuos reinfectados e ndo reinfectados durante os periodos
estudados, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes,

Minas Gerais.
Nota: Teste de Wilcoxon com corre¢do de Bonferroni (p<0,02); as letras a, b, ¢ e d referem-se as
diferencas significativas das medianas em relacdo aos anos de 2001, 2002, 2005 e 2009,
respectivamente.
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GRAFICO 8 - Mediana da reatividade de IgE anti-SWAP (OD 492 nm) nos grupos de
individuos reinfectados e ndo reinfectados durante os periodos estudados,

Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais.
Nota: Teste de Wilcoxon com corre¢do de Bonferroni (p<0,02); as letras a, b, ¢ e d referem-se as diferencas
significativas das medianas em relagdo aos anos de 2001, 2002, 2005 e 2009, respectivamente.
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Em relacdo ao 1gG4 anti-SEA observamos que os maiores valores da mediana foram
encontrados em 2001, com variagdes pouco expressivas ao longo do tempo para cada grupo.
Observamos diferencas significativas para os dois grupos (ndo reinfectado e reinfectado)
apenas quando comparamos o ano de 2001 aos anos de 2002 e 2005 (GRAF. 9).
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GRAFICO 9 - Mediana da reatividade de 1gG4 anti-SEA (OD 492 nm) nos grupos de
individuos reinfectados e ndo reinfectados durante os periodos
estudados, Virgem das Gracas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas
Gerais.

Nota: Teste de Wilcoxon com corre¢do de Bonferroni (p<0,02); as letras a, b, ¢ e d referem-se as

diferencas significativas das medianas em relagdo aos anos de 2001, 2002, 2005 e 2009,
respectivamente.
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GRAFICO 10 - Mediana da reatividade de IgG4 anti-SWAP (OD 492 nm) nos grupos de
individuos reinfectados e ndo reinfectados durante o0s periodos

estudados,Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas
Gerais.

Nota: Teste de Wilcoxon com correcdo de Bonferroni (p<0,02); as letras a, b, ¢ e d referem-se as diferencas
significativas das medianas em relagdo aos anos de 2001, 2002, 2005 e 2009, respectivamente.

Quando avaliamos a reatividade de 1gG4 anti-SWAP né&o foi observada uma tendéncia
de aumento ou reducéo progressiva ao longo do tempo. Entretanto, percebe-se que 0s maiores
valores da mediana estéo presentes em 2009 quando comparada aos demais anos de estudo e
essa diferenga foi estatisticamente significativa em ambos os grupos (GRAF. 10).

Os nossos resultados mostram que apenas a resposta imune humoral, neste caso,
avaliada pelos anticorpos IgE e 1gG4 anti-SEA e SWAP, ndo é capaz de explicar as
reinfeccdes pelo S. mansoni ocorridas em Virgem das Gragas. Sugerimos que outros fatores

possam contribuir ou até mesmo elucidar as diferengas entre os individuos que se reinfectam
daqueles que n&o se reinfectam.

5.2.4.2 Comparagdes entre 0s grupos, dentro do mesmo ano

As comparagdes feitas entre 0s grupos mostraram que as medianas da reatividade de
IgE anti-SEA e SWAP apresentaram uma distribuicdo bastante similar, ou seja, pequena

variagdo entre os grupos (GRAF. 11 e GRAF. 12). Ressalta-se, no entanto, valores um pouco
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mais elevados da reatividade desses anticorpos no grupo 1 (ndo reinfectado) quando
comparados aos do grupo 2 (reinfectado). Esta diferenca foi significativa apenas para o IgE
anti-SEA nos anos de 2001 e 2002 (GRAF. 11).
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GRAFICO 11 - Mediana da reatividade de IgE anti-SEA (OD 492 nm) nos grupos de
individuos reinfectados e ndo reinfectados por ano de pesquisa,

Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais.
Nota: G1= grupo ndo reinfectado e G2= grupo reinfectado; Teste de Mann-Whitney; * refere-se a
diferenca significativa da mediana do G1 em relacdo ao grupo G2, por ano de pesquisa.
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GRAFICO 12 - Mediana da reatividade de IgE anti-SWAP (OD 492 nm) nos
grupos de individuos reinfectados e ndo reinfectados por ano de
pesquisa, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes,

Minas Gerais.
Nota: G1= grupo ndo reinfectado e G2= grupo reinfectado; Teste de Mann-Whitney.

Os resultados da analise da reatividade de 1gG4 anti-SEA e SWAP entre 0s grupos
mostraram que, ao contrario do que observamos para o anticorpo IgE, as maiores medianas
estdo no grupo dos individuos reinfectados (GRAF. 13 e GRAF.14). Apenas para o 1gG4 anti-
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SEA, verificou-se uma diferenga significativa entre o grupo G2 (reinfectados) e o grupo G1

(n&o reinfectados), em relagdo ao ano de 2005 (GRAF. 13).
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GRAFICO 13 - Mediana da reatividade de 1gG4 anti-SEA (OD 492 nm) nos grupos
de individuos reinfectados e ndo reinfectados por ano de pesquisa,
Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas

Gerais.
Nota: G1= grupo ndo reinfectado e G2= grupo reinfectado; Teste de Mann-Whitney; * refere-se a
diferenca significativa da mediana do G1 em relagdo ao grupo G2, por ano de pesquisa.
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GRAFICO 14 - Mediana da reatividade de 1gG4 anti-SWAP (OD 492 nm) nos
grupos de individuos reinfectados e ndo reinfectados por ano de
pesquisa, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes,

Minas Gerais.
Nota: G1= agrupo néo reinfectado e G2= grupo reinfectado; Teste de Mann-Whitney.

Apos avaliagdo da infeccdo e da reinfecgdo observamos que a reatividade de IgE se
assemelham, ou seja, hd um aumento ao longo do tempo tanto para os individuos negativos e

positivos quanto para o grupo de individuos que reinfectam e ndo reinfectam. Diante disso,
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tona-se inviavel a utilizagdo do IgE como um possivel biomarcador de resisténcia a infecgéo
e/ou reinfecgao.

Por outro lado, 0s nossos resultados mostraram que a reatividade de 1gG4 é mais
elevada nos individuos que se infectam ou naqueles que reinfectam, o que sugere uma
possivel utilizagdo dessa imunoglobulina como um biomarcador de susceptibilidade a
infeccéo e/ ou reinfeccdo. Este estudo mostrou, também, que a reatividade do anticorpo 1gG4
contra os antigenos do ovo (SEA) apresentou resultados mais significativos quando
comparado aos antigenos do verme adulto (SWAP). Diante desse contexto, o prdximo
objetivo foi fazer uma andlise de desempenho para verificar se a reatividade de 1gG4 anti-

SEA tem o poder de predizer a infeccéo e/ou reinfeccéo pelo S. mansoni.

5.3 Analises de desempenho: avaliacdo da utilizagdo da resposta de IgE ou 1gG4 contra

antigenos do parasita como biomarcadores imunoldgicos de infecgéo e reinfeccéo.

A curva ROC (Receiver-Operating Characteristic) foi construida com o intuito de
avaliar a capacidade preditiva dos anticorpos 1gG4 contra o antigeno do ovo (SEA) em
relagdo a infeccdo e reinfecgdo pelo S. mansoni. A escolha do anticorpo 1gG4 anti-SEA se
deve ao fato de que os seus resultados foram melhores quando comparados ao outro anticorpo
(IgE). Apesar disso, foi realizada uma andlise da capacidade preditiva dos outros anticorpos
(1gG4 anti-SWAP, IgE anti-SEA e SWAP), através da curva ROC, ndo tendo sido
encontrados resultados satisfatorios.

A FIG. 4 mostra a &rea da curva ROC da reatividade de 1gG4 anti-SEA em relacéo a
infecgéo pelo S. mansoni em cada ano pesquisado. Observamos que este anticorpo teve um
poder significativo de predizer a infeccdo pelo S. mansoni em todos os anos investigados. No
entanto, ao longo do tempo, verificamos uma redugdo no poder de predicdo desse
biomarcador imunolégico, neste caso, avaliada pela diminui¢do da area da curva, passando de
84% no inicio do estudo (2001) para 66% em 2009 (TAB. 15).
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FIGURA 4 — Curva ROC da reatividade de 1gG4 anti-SEA em cada ano de pesquisa
em relacdo & infecgdo pelo S. mansoni, Virgem das Gracas, municipio de Ponto dos
Volantes, Minas Gerais.

) TABELA 15
Area abaixo da curva ROC do anticorpo 1gG4 anti-SEA em relacéo a infeccéo pelo S.
mansoni, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais.

IgG4 anti-SEA
Anos Area da curva (%) 1C 95% valor p
2001 84 (0,766 - 0,909) 0,000
2002 74 (0,613-0,813) 0,003
2005 74 (0,643 -0,851) 0,000
2009 66 (0,548 -0,779) 0,010

Nota: IC 95% - Intervalo de confianca de 95%.
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Diante desse achado, o prdximo passo foi compreender o significado da reducéo, ao
longo do tempo, da capacidade do anticorpo 1gG4 anti-SEA em predizer a infec¢do pelo S.
mansoni. Uma das nossas hipoteses era que a redu¢do da carga parasitaria com o passar do
tempo, decorrente de tratamentos sucessivos, influenciaria diretamente o poder de predigdo do
biomarcador imunoldgico. De fato, pode-se observar que a area da curva acompanha a

reducdo da carga parasitaria o que confirmaria a nossa hipotese (GRAF. 15).
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GRAFICO 15 - Média geométrica de ovos de S. mansoni e area abaixo da curva ROC

segundo anos de pesquisa, Virgem das Gracas, municipio de Ponto dos
Volantes, Minas Gerais (n= 127)

Por outro lado, observamos que a reatividade de IgE anti-SEA aumentou ao longo do
tempo o0 que poderia influenciar a reatividade do anticorpo 1gG4 anti-SEA, reduzindo o seu
poder de predi¢do. Além disso, observamos uma correlagdo entre esses anticorpos ao longo da
construgdo do modelo multivariado. Analisando esses resultados, podemos perceber que a
hipotese anterior ndo poderia ser totalmente aceita, principalmente por haver um consenso na
literatura de que existe uma relacdo competitiva entre os anticorpos 1gG4 e IgE. Nesse
sentido, fizemos uma transformacg&o logaritmica e avaliamos a raz&o entre os anticorpos 1gG4
e IgE anti-SEA com o objetivo de verificar se esta razdo tem um melhor poder de predigdo da

infeccéo pelo S. mansoni quando comparado ao 1gG4 anti-SEA avaliado separadamente.
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Os resultados mostraram que nos dois primeiros anos de pesquisa (2001 e 2002) houve
diferenca significativa da razéo de 1gG4/IgE anti-SEA entre os individuos infectados quando

comparados aos ndo infectados mas, nos outros periodos essa diferenga ndo ocorreu (FIG. 5).
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FIGURA 5 - Logaritmo natural da razdo 1gG4/IgE anti-SEA e carga parasitaria dos
individuos infectados e ndo infectados pelo S. mansoni, Virgem das Gragas, municipio de

Ponto dos Volantes, Minas Gerais. Nota: Teste de Mann-Whitney; * refere-se a diferenca significativa
(p<0,05) da razdo IgG4/IgE anti-SEA dos individuos infectados em relagdo aos ndo infectados, por ano de
pesquisa.

Quando foi testado o poder de predicdo da infec¢do pelo S. mansoni atraves da area da
curva ROC observamos, no entanto, que a anélise da razdo 1gG4/IgE anti-SEA ndo melhorou

0 poder de predicdo quando comparado ao 1gG4 anti-SEA (FIG. 6 e TAB. 16).
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FIGURA 6 — Curva ROC da reatividade da razdo 1gG4/IgE anti-SEA em cada ano de
pesquisa em relacdo a infeccdo pelo S. mansoni, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos
Volantes, Minas Gerais.

) TABELA 16
Area abaixo da curva ROC da razdo 1gG4/IgE anti-SEA em relagdo a infecgdo pelo S.
mansoni, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais.

Razdo 1gG4/IgE anti-SEA®

Anos Area da curva (%) IC 95% valor p
2001 60 (0,507 -0,706) 0,042
2002 65 (0,534-0,773) 0,030
2005 54 (0,439-0,643) 0,476
2009 59 (0,492 -0,700) 0,099

Nota: a= Logaritmo natural da razdo; IC 95% - Intervalo de confianga de 95%.
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Apoés avaliar a infecgdo pelo S. mansoni, o objetivo seguinte foi compreender a

capacidade preditiva desses biomarcadores imunoldgicos em relagdo a reinfeccdo, com a

finalidade de determinar qual o melhor biomarcador imunoldgico de reinfecgdo. Para isso, a

populacdo foi novamente separada em dois grupos de individuos (reinfectados e ndo

reinfectados) para a realizacéo das analises, como anteriormente apresentado.

Primeiramente, testamos o poder de predicdo da reatividadde de 1gG4 anti-SEA.

Observamos através da andlise da area da curva ROC, que este anticorpo ndo teve um poder

significativo para predizer a reinfec¢do nos anos investigados, com exce¢do do ano de 2005

(FIG. 7 e TAB. 17).
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FIGURA 7 — Curva ROC da reatividade de 1gG4 anti-SEA em cada ano de pesquisa em
relacdo a reinfeccdo pelo S. mansoni, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes,

Minas Gerais.
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) TABELA 17
Area abaixo da curva ROC do anticorpo 1gG4 anti-SEA em relacéo a reinfeccéo pelo S.
mansoni, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais.

1gG4 anti-SEA
Anos Area da curva (%) 1C 95% valor p
2001 56 (0,427 -0,688) 0,396
2002 58 (0,453 -0,711) 0,226
2005 71 (0,589 -0,827) 0,002
2009 61 (0,483 - 0,745) 0,092

Nota: IC 95% - Intervalo de confianca de 95%.

Diante desse resultado, a outra tentativa foi avaliar a razéo entre 1gG4/IgE anti-SEA e
verificar se a mesma poderia melhorar o poder de predigdo da reinfecgdo pelo S. mansoni. De
fato, os resultados mostraram que a razdo entre esses anticorpos foi maior no grupo
reinfectado quando comparado aos néo reinfectados e esta diferenca foi significativa para os
anos de 2001, 2002 e 2005. Isto sugere que a analise da razdo 1gG4/IgE anti-SEA pode ser um

possivel biomarcador de reinfec¢éo (FIG. 8).
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FIGURA 8 - Logaritmo natural da razdo 1gG4/IgE anti-SEA e carga parasitéria do grupo de
individuos reinfectados e ndo reinfectados pelo S. mansoni, Virgem das Gragas, municipio de

Ponto dos Volantes, Minas Gerais. Nota: Teste de Mann-Whitney; * refere-se a diferenca significativa da
razdo entre 1gG4/IgE anti-SEA do grupo reinfectado em relacdo ao néo reinfectado, por ano de pesquisa.
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Ao analisar a curva ROC, observamos que a razdo entre 1gG4/IgE anti-SEA foi o
melhor biomarcador imunoldgico para predizer a reinfeccdo pelo S. mansoni se comparado ao
biomarcador 1gG4 anti-SEA avaliado isoladamente (FIG. 9). No entanto, o valor preditivo
desse biomarcador foi baixo, ou seja, uma éarea da curva ROC em torno de 66% sendo
significativo para os anos de 2001, 2002 e 2005. O ultimo ano avaliado (2009) apresentou a

menor area (60%) e ndo foi significativo (TAB. 18).
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FIGURA 9 - Curva ROC da reatividade da razdo 1gG4/IgE anti-SEA em cada ano de
pesquisa em relagdo a reinfeccdo pelo S. mansoni, Virgem das Gragas, municipio de Ponto
dos Volantes, Minas Gerais.
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) TABELA 18
Area abaixo da curva ROC da razdo 1gG4/IgE anti-SEA em relag&o a reinfeccéo pelo S.
mansoni, Virgem das Gragas, municipio de Ponto dos Volantes, Minas Gerais.

Razdo 19G4/IgE anti-SEA®

Anos Area da curva (%) 1IC 95% valor p
2001 66 (0,532 -0,781) 0,021
2002 66 (0,537 -0,792) 0,015
2005 66 (0,527 - 0,786) 0,021
2009 61 (0,477 - 0,740) 0,109

Nota: a= Logaritmo natural da razdo; IC 95% - Intervalo de confianga de 95%.

O resultado anterior levou-nos a refletir sobre o motivo do baixo valor preditivo da
razdo entre 1gG4/IgE anti-SEA em relagdo a reinfeccdo. Como mostra a figura 10, uma
possivel explicacdo pode ser o fato de ndo se observar um balanco entre esses dois anticorpos.
A reatividade de 1gG4 anti-SEA no grupo dos individuos reinfectados manteve-se sempre
elevada em todos os anos avaliados. J& a reatividade dos anticorpos IgE anti-SEA

aumentaram com o passar do tempo.
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FIGURA 10 — Mediana da reatividade IgE e 1gG4 anti-SEA e carga parasitaria do grupo de
individuos reinfectados e ndo reinfectados pelo S. mansoni, Virgem das Gragas, municipio de
Ponto dos Volantes, Minas Gerais.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, as taxas de prevaléncia entre os individuos mais jovens, foram maiores,
sobretudo entre aqueles que se encontravam na segunda década de vida e menor entre 0s
individuos mais velhos, acima de 50 anos. O mesmo pode ser observado em relacdo a carga
parasitéria. Estes resultados estdo de acordo com 0s encontrados em outras areas endémicas
para esquistossomose onde as maiores prevaléncias ocorreram entre adolescentes e adultos
jovens (BETHONY et al., 2001; ENK et al., 2010b; HANDZEL et al., 2003,
KABATEREINE et al., 2004; MASSARA et al., 2004; TEIXEIRA; HELLER, 2004). A
literatura aponta que as criancas e os adolescentes apresentam um sistema imunoldgico
imaturo, incapaz ainda, de reagir contra o parasito, tornando-os mais vulneraveis a infeccédo e
reinfeccdo (BONNARD et al., 2004; SILVEIRA et al., 2002; WALTER et al., 2006).

Ao avaliar, longitudinalmente, a prevaléncia de infeccdo pelo S. mansoni em cada
faixa etaria, destacamos um aumento da prevaléncia nos individuos mais velhos, passando de
7,5% em 2005 para 30% no Ultimo ano investigado. Em relacdo a carga parasitaria, também
observamos um leve aumento entre esses dois periodos. Em geral, os estudos apontam para
um aumento da prevaléncia e da carga parasitaria durante as primeiras duas décadas de vida e
um subsequente declinio a partir da idade adulta (BETHONY et al., 2001; BUTTERWORTH
et al., 1987; ENK et al.,, 2010b; GRYSEELS et al., 1994; HANDZEL et al., 2003;
KABATEREINE et al., 2004; MASSARA et al., 2004; NAUS et al., 1999; TEIXEIRA,;
HELLER, 2004). No entanto, existem estudos que mostraram que 0 aumento na carga
parasitaria pode ocorrer em individuos com mais de 60 anos pois, com o0 aumento da idade ha
alteracdo da resposta imune que pode facilitar a infecgdo (COMIN et al., 2008; DAYNES et
al., 1993; FULFORD et al., 1998; MILLER et al., 1996). Sendo assim, o envelhecimento esta
associado com a reducdo da capacidade do sistema imune do individuo em modular uma
resposta efetiva contra antigenos estranhos (HODES, 1995; PAWELEC et al.,1998).

A avaliagdo longitudinal das condigbes socioeconémicas da populagdo do estudo no
modelo univariado, mostrou que ter sido pobre e residir em casa com piores condigdes de
moradia durante todo o periodo investigado foram fator de risco importante para a infecgdo
pelo S. mansoni. No entanto, quando as caracteristicas socioecondmicas foram avaliadas em
conjunto com outros fatores, no modelo multivariado, ndo observamos nenhuma associacgao
significativa com a infeccdo pelo S. mansoni. O fato de ndo encontrarmos associacdo
significativa, no modelo multivariado, entre as variaveis socioeconémicas e infeccao, pode ser

explicado pela pobreza generalizada em Virgem das Gragas o0 que aparentemente minimiza a
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relacdo com a infeccdo pelo S. mansoni (GAZZINELLI et al., 2006). Os individuos, em geral,
possuem baixa renda familiar e vivem em condi¢des de moradia similares, sem agua tratada e
esgoto. Fato parecido a este foi relatado por Moza et al. (1998) em estudo realizado em &rea
rural no nordeste do Brasil. No entanto, outros estudos realizados em areas rurais avaliando a
infeccdo pelo S. mansoni encontraram associacOes significativas com os indicadores
socioecondmicos (BETHONY et al., 2004; LIMA E COSTA et al., 1991).

Sabe-se que os fatores socioecondmicos e de condi¢cbes de moradia tém grande
importancia na manutencdo da infeccdo. Individuos com baixa renda, com precérias
condigBes socioecondmicas, baixo nivel de escolaridade e que residem em locais sem &gua
tratada e saneamento basico sdo mais vulnerdveis a infeccdo (BETHONY et al., 2004;
HUANG; MANDERSON, 2005; KING, 2010; KLOOS et al., 2008; MUHUMUZA et al.,
2009; XIMENES et al., 2003). Dentre os fatores que contribuem para a infeccéo, a pobreza é
um fator preponderante quando se trata de um agravo negligenciado como € a
esquistossomose. A pobreza dificulta o acesso a dgua tratada e possibilita o contato com 4gua
contaminada, o que aumenta o risco de infec¢cdo. Concomitantemente, a presenca da doenga
tem um impacto negativo na satde dos individuos, que leva a incapacidade e queda na
produtividade, ocasionando reducédo da renda e consequente manutengéo do estado de pobreza
(KING, 2010).

No nosso estudo, o contato com éagua permaneceu significativamente associado a
infeccdo pelo S. mansoni, apds a anélise multivariada. Aqueles individuos que realizavam
atividades de pescar e, principalmente, atravessar o cOrrego tiveram um maior risco de
infeccdo. Muitos estudos tém avaliado a relagdo entre o contato com agua e a infecgdo pelo S.
mansoni. No Brasil, mais especificamente no municipio de Jaboticatubas Minas Gerais,
Massara et al. (2004) mostraram que as atividades de tomar banho, trabalhar na agricultura,
irrigar plantagdes, extrair areia do corrego e atravessar o cOrrego estdo relacionadas a infecgdo
pelo S. mansoni, corroborando parte dos nossos achados.

Interessante destacar que a atividade de atravessar o cdrrego tem tido uma relagdo
significativa com a infeccdo. Em estudo anterior, realizado por Matoso (2008) foi avaliada a
influéncia do contato com agua com a reinfec¢do pelo S. mansoni. Apenas a atividade de
atravessar o corrego teve uma relacéo significativa com a reinfecgdo. A meédia dos valores de
TBM relativa a esta atividade foi maior entre os individuos que se reinfectaram quando
comparados aos que ndo se reinfectaram. Ainda neste estudo, foi avaliada, a influéncia do
contato com 4gua e os niveis séricos de IgE total apds o tratamento. Mais uma vez, apenas a

atividade de atravessar o corrego relacionou-se de maneira direta com os niveis de IgE total.
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Uma possivel explicagdo para este aumento nos niveis de IgE total proporcionado pela
atividade de atravessar o corrego, consiste no fato de que os individuos que realizam esta
atividade estdo mais expostos a 4gua potencialmente contaminada por cercérias podendo levar
a reinfeccdo pelo S. mansoni e aumentando, assim, os niveis de IgE total apds o tratamento.
Esta observacdo nos levou a sugerir que o aumento nos niveis de IgE total apds o tratamento
é, potencialmente, um indicador de reinfec¢do e que a IgE induzida por este processo nédo é
protetora, ou que a IgE aumentada seria a IgE especifica, que pode agir protegendo o0s
individuos de infecgbes futuras e ndo a presente. Este €, certamente, um ponto que merece
maior investigacao, pois varios estudos tém demostrado que a resposta imunoldgica especifica
contra antigenos brutos do verme adulto (SWAP) e do ovo (SEA) tem influéncia tanto na
resisténcia quanto na susceptibilidade a infecgdo/reinfecgdo pelo S. mansoni (BLACK et al.,
2010b; BUTTERWORTH et al. 1987, 1988; CALDAS et al., 2000; CORREA-OLIVEIRA et
al., 2000; DEMEURE et al.,, 1993; DUNNE et al., 1992; FULFORD et al., 1992;
KABATERINE et al., 1999; NAUS et al., 1999, 2003; OUMA et al., 1998; RIHET et al.,
1991, 1992; SATTI et al., 1996; SILVEIRA et al., 2002; WALTER et al., 2006). Existem,
ainda, trabalhos demonstrando que hd uma relacéo entre o balanco dos niveis de 1gG4 e IgE
na infeccdo pelo S. mansoni sugerindo que os niveis elevados de IgE estéo relacionados a
resisténcia ao parasito, enquanto o IgG4 a susceptibilidade (BONNARD et al., 2004;
HAGAN et al., 1991; SILVEIRA et al., 2002; VIANA et al., 1995).

Diante desse contexto, este estudo avaliou longitudinalmente a relagéo entre a resposta
imunolégica especifica dos anticorpos IgE e 1gG4 contra os antigenos SEA e SWAP e a
infeccdo pelo S. mansoni. Na analise multivariada, observamos que as reatividades de 1gG4
anti-SEA e SWAP e a razdo entre 1gG4/IgE contra estes mesmos antigenos, em presencga de
varigveis explicativas como contato com &gua e idade, foram significativamente associadas a
infeccdo pelo S. mansoni. Estes resultados corroboram com a hipétese 2 e 3 do estudo. O
estudo realizado por Demeure et al.(1993) mostrou, através de um modelo multivariado
ajustado pelo contato com agua, idade e sexo, que a elevada producdo de 1gG4 esta
fortemente associada com o aumento da susceptibilidade a reinfec¢do, em contrapartida, a
baixa producéo deste isotipo foi encontrada em pacientes resistentes a infeccdo (CORREA-
OLIVEIRA; CALDAS; GAZZINELLI, 2000) e a reinfeccdo (HAGAN et al., 1991). O efeito
oposto de IgE e 1gG4 foi indissocidvel na andlise, sugerindo que esses isotipos,
provavelmente, tém fungbes antagonicas (DEMEURE et al., 1993).

Em relagdo aos anticorpos IgE anti-SEA e SWAP ndo foi observada, na anélise

multivariada, nenhuma associagdo significativa com a esquistossomose, o que refuta a
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hipotese 2 e 3 desse estudo. Uma possivel explicacdo pode ser devido aos niveis mais
elevados do anticorpo 1gG4 que podem exercer um efeito blogueador impedindo o efeito
protetor do IgE (DEMEURE et al., 1993). Segundo Silveira et al. (2002), as atividades dos
dois anticorpos podem estar relacionadas, sendo que o anticorpo 1gG4 estaria envolvido no
bloqueio da resposta anafilatica mediada pela IgE ou competindo com 0s mesmos epitopos
bloqueando, assim, a resposta do tipo citotoxica dependente de anticorpos (ADCC). Outro
aspecto a ser considerado é a elevagdo da reatividade de IgE nos individuos negativos ao
longo do tempo. Isto pode contribuir para auséncia da associagdo entre o anticorpo IgE e a
infecgéo pelo S. mansoni.

O nosso estudo avaliou a reatividade dos anticorpos IgE e 1gG4 anti-SEA e SWAP ao
longo do tempo, tendo sido observado que as reatividades dos anticorpos IgE especificos
contra SEA e SWAP aumentaram e foram mais expressivos a partir de 2005. Este aumento foi
evidenciado tanto para os individuos infectados quanto para os ndo infectados. Webster et al.
(1998) relataram que os niveis séricos mais elevados de IgE nos individuos residentes em
areas endémicas se devem, provavelmente, a uma maior exposi¢do ao antigeno. No entanto, a
pergunta que se faz é como explicar o aumento da reatividade de IgE nos individuos
negativos. A resposta pode estar no fato de que esses individuos, embora negativos
parasitologicamente, residem na mesma area endémica, tem contato com agua semelhante aos
individuos infectados e apresentam resposta imune tanto celular quanto humoral (anticorpos)
significativa contra antigenos do S. mansoni (SILVEIRA et al., 2002).

Sendo assim, a reatividade mais elevada de IgE nos individuos negativos podem ser
explicada pela possivel existéncia de antigenos comuns presentes em ovos e esquistossdmulos
(HARN et al., 1984). Estudos em modelos murinos também sugeriram a presenca de
antigenos comuns associados a superficie de cercérias, de esquistossdmulos e de miracideos
(THORS & LINDER, 2003). Dessa forma, nos possiveis contatos destes individuos negativos
com 4&guas infestadas por cercérias, os antigenos dos esquistossbmulos comuns aos ovos
poderiam estar induzindo uma elevada producéo de IgE (CAPRON et al., 1982).

No que se refere ao anticorpo 1gG4 especifico contra SEA e SWAP, ndo foi observada
nenhuma tendéncia significativa de aumento ou redugdo da sua reatividade ao longo do
tempo. Avaliando cada ano separadamente, 0 nosso estudo mostrou que quando existe a
presenca da infecgdo pelo S. mansoni, as reatividades do anticorpo 1gG4 anti-SEA foram
significativamente mais elevadas em relacéo aos individuos negativos. Ja em relacdo ao 1gG4
anti-SWAP, essa diferenga ocorreu em menor intensidade, sendo significativa apenas em 2

pontos no tempo, 2001 e 2005. Grogan et al. (1997) também ndo observaram diferencas
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significativas entre este isotipo especifico contra SEA e SWAP ao longo de 2 anos ap6s o
tratamento, mas observaram que os individuos néo infectados apresentaram niveis menores de
1gG4 anti-SEA, corroborando com 0s nossos achados.

A presenca da infeccdo e 0 aumento da reatividade do anticorpo 1gG4 sugerem que a
carga parasitéria é um fator que interfere no perfil deste anticorpo. De fato, foi verificada em
nosso estudo, uma correlacdo direta e significativa entre a carga parasitaria (opg) e a
reatividade de 1gG4 anti-SEA no pré-tratamento (TAB. 18). Da mesma forma, Viana et
al.(1995) mostraram, que os niveis de 1gG4 anti- SEA estavam elevados em pacientes
infectados com o S. mansoni e eram dependentes da intensidade de infeccdo. Outro estudo
realizado também em Virgem das Gragas (LIMA, 2005) encontrou niveis plasmaticos dos
anticorpos 1gG4 especificos contra SEA significativamente maiores em individuos infectados
em relacdo aos negativos. Ainda neste estudo, foi observada uma correlagdo positiva e
significativa entre os niveis de 1gG4 anti-SEA e o nimero de ovos por grama de fezes dos
pacientes estudados. Grogan e colaboradores (1997), em estudo realizado na Africa com
Schistosoma haematobium, concluiram que a produgdo do anticorpo 1gG4 anti-SEA esta
claramente associada a presenca de ovo e diretamente correlacionada com a carga parasitéria.
Estes resultados corroboram com 0s nossos achados e reforcam a hipdtese de que a carga
parasitéria influencia a reatividade de 19gG4 anti-SEA.

E importante ressaltarmos que em 2001, tendo em vista que a prevaléncia foi de 59%,
todos os individuos, independente de ter ou ndo a infec¢do pelo S. mansoni, foram tratados
conforme preconizado pelo Ministério da Sadde. Isto nos levou a pensar se o tratamento
poderia contribuir para o aumento, por exemplo, do anticorpo IgE ao longo do tempo
conforme mencionado anteriormente. A pergunta que fica é se 0 aumento da reatividade de
IgE deixaria os individuos resistentes a reinfeccéo, visto que, varios estudos tém demostrado
que a resposta imune de alguns individuos de &rea endémica € alterada ap6s a quimioterapia, e
essa mudanca pode ser correlacionada com o desenvolvimento de resisténcia a reinfeccéo
(BLACK et al., 2010; DUNNE et al., 1992; FITZSIMMONS et al., 2004; GROGAN et al.,
1996; HAGAN et al., 1991; MEDHAT et al., 1998; MUTAPI et al., 2003; VEREECKEN et
al., 2007; WEBSTER et al., 1997).

Nesse sentido, 0 nosso estudo avaliou se o fato de tratar varias vezes o individuo
interferiria no perfil das imunoglobulinas, aumentando a reatividade de IgE e mantendo
elevada naqueles individuos que ndo se reinfectam ou, ainda, se haveria variacdo nas
reatividades de IgE e 1gG4 nos individuos que sempre se reinfectam. Os nossos resultados

mostraram que, em relagdo ao IgE anti-SEA e SWAP, houve um aumento das suas
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reatividades ao longo do tempo, sendo mais expressiva a partir de 2005 porém, em ambos 0s
grupos. Apenas no pré-tratamento e um ano apds, verificamos diferencas significativas entre
as reatividades mais elevadas do anticorpo IgE anti-SEA em individuos que ndo se
reinfectaram em relagdo a reatividade mais baixa daqueles que se reinfectaram. Nos outros
periodos avaliados, ndo observamos diferencas significativas. De uma forma geral, os
resultados deste estudo indicam que o tratamento pode interferir no aumento da reatividade de
IgE. Portanto, observamos que este aumento ndo foi suficiente para deixar os individuos
resistentes a reinfecgéo.

Estudo anterior realizado em &rea endémica para esquistossomose avaliou também o
efeito da resposta imunoldgica, bem como as taxas de reinfeccdo em individuos que
receberam vérios tratamentos. As respostas desenvolvidas por estes individuos foram
comparadas a de pacientes de uma &rea endémica adjacente. Neste estudo, os pesquisadores
observaram que trés tratamentos consecutivos com 45 dias de intervalo ndo tiveram nenhum
efeito significativo nas taxas de reinfec¢éo da populagédo estudada (SILVEIRA et al., 1998).
Vale lembrar que da mesma forma, em nosso estudo ndo foi possivel observar mudangas
significativas nas respostas imunoldgicas dos individuos em relacéo a reinfeccéo. Isto reforca
a hipétese 1 do estudo de que a reinfeccdo esta associada, ndo apenas a resposta imunoldgica,
mas também a outros fatores como os demograficos, socioecondmicos e de contato com &gua.
No entanto, h& pontos importantes e limitagdes a serem consideradas no presente estudo. O
tamanho amostral dos grupos reinfectados e ndo reinfectados talvez ndo tenha sido suficiente
para fornecer poder estatistico para detectar as caracteristicas identificAveis dentro da
populacdo associadas ao risco de reinfeccao pelo S. mansoni. Além disso, esta limitagdo ndo
possibilitou avaliar a associacéo entre os fatores mencionados acima e a reinfeccéo.

O anticorpo 1gG4 e a sua relagdo com a reinfeccdo também foi avaliado em nosso
estudo. No pré-tratamento, as reatividades de 1gG4 anti-SEA foram mais elevadas em relacéo
aos demais periodos avaliados. Esta diferenca foi observada tanto no grupo dos individuos
reinfectados quanto no grupo néo reinfectado. Com o passar do tempo houve uma redugéo das
reatividades desse anticorpo, sendo mais acentuada no grupo néo reinfectado. O anticorpo
1gG4 especifico contra o antigeno SWAP ndo mostrou nenhuma relagdo importante com a
reinfeccdo. A nossa proxima etapa foi saber se existia diferenca entre esses grupos. De fato
foram verificados reatividades mais elevadas dos anticorpos 1gG4 anti-SEA e anti-SWAP no
grupo dos individuos reinfectados quando comparados aos ndo reinfectados. Embora esta
diferenca tenha sido observada, ela foi significativa apenas em 2005 e em relacdo ao 1gG4

anti-SEA. Nos estudos de Hagan et al (1991) e Dunne et al (1992), foram encontradas
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associag0es significativas dos anticorpos 1gG4 com a susceptibilidade a reinfeccgéo. Por outro
lado, Grogan et al. (1997) ndo encontraram nenhuma relagéo significativa entre os anticorpos
IgG4 anti-SEA e SWAP com a reinfec¢do avaliada 2 anos apds o tratamento. As diferencas
encontradas entre os estudos apontam a existéncia de outros fatores como, por exemplo, a
genética, o comportamento, o tratamento e a idade, que podem influenciar no sistema
imunolégico do hospedeiro.

Estudos soroepidemioldgicos na esquistossomose tém demonstrado claramente a
relacdo da idade com a infeccéo e a reinfec¢do. As criancas sdo geralmente mais susceptiveis
a infeccdo em relacdo aos adultos, e isto se deve, provavelmente, ao equilibrio dos anticorpos
IgE e 1gG4 os quais parecem ser expressos diferencialmente com a idade (BLACK, et al.,
2010; BUTTERWORTH et al., 1985, 1992; CORREA-OLIVEIRA et al., 2000; DUNNE et
al., 1992; GROGAN et al.,, 1997; HAGAN et al. 1987; 1991; SILVEIRA et al., 2002;
VEREECKEN et al., 2007; WALTER et al., 2006). Ao avaliamos os anticorpos IgE e 1gG4
contra os antigenos SEA e SWAP por faixa etaria observamos um aumento progressivo e
significativo das reatividades de IgE anti-SEA e SWAP ao longo do tempo, em cada faixa
etéria, principalmente, quando comparamos os dados do inicio do estudo “baseline” com o0s
do ultimo ano investigado. Este aumento foi mais expressivo a partir de 2005, ou seja, 4 anos
apds o tratamento de toda a populagdo. Em relacdo ao 1gG4 observamos reducdo das
reatividades destes anticorpos contra antigenos do ovo (SEA) por faixa etéria, ao longo do
tempo, exceto para os individuos mais jovens. As reatividades mais baixas dos anticorpos IgE
e mais elevadas dos anticorpos 1gG4 nos individuos mais jovens podem explicar as maiores
prevaléncias observadas neste grupo.

Além da idade e do tratamento, a exposi¢do ao antigeno, neste caso avaliada pela
prevaléncia de infeccdo, também pode interferir na resposta imunoldgica. E importante
mencionar que em 2005 foi observado um aumento na prevaléncia de infeccdo pelo S.
mansoni na populacdo estudada, passando de 16,5% em 2002 para 27,6% em 2005. Estudos
anteriores demonstram que a exposicdo continua aos antigenos do S. mansoni tem efeito no
desenvolvimento da resposta imune protetora (WOOLHOUSE, 1992). Tem sido proposto que
esta exposicdo, em um nivel determinado de antigeno, é necesséaria antes que a resposta
protetora seja estimulada (MUTAPI et al., 2008; WOOLHOUSE; HAGAN, 1991). Estes
estudos corroboram com 0s nossos achados uma vez que encontramos uma resposta
expressiva de IgE mais tardia, ou seja, a partir de 2005. Apesar disso, essa resposta ndo teve

um efeito protetor importante contra a reinfec¢do, como mencionado anteriormente.
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Estudos epidemiolégicos envolvendo o tratamento de individuos infectados e o
monitoramento de possiveis reinfec¢des tem identificado uma série de respostas imunologicas
importantes relacionadas a resisténcia na esquistossomose. Elevados niveis de IgE contra
antigenos do verme adulto, por exemplo, tem sido associados com a resisténcia a reinfeccéo
(DUNNE et al., 1992; GROGAN et al.,1996; HAGAN et al., 1991; NAUS et al., 1998;
SATTI et al., 1996) ao passo que niveis elevados de 1gG4 anti-SEA e SWAP tem sido
associados a susceptibilidade a reinfecgdo (JIZ et al.,2009; LI et al., 2001). Evidéncias
sugerem que o equilibrio entre esses isotipos pode determinar a resisténcia ou a
susceptibilidade a infeccdo (DEMEURE et al.,1993; HAGAN et al., 1991; LI et al., 2001) e
que a IgG4 pode atenuar o efeito do IgE.

O perfil da infeccdo em relagdo a idade encontrada neste estudo é tipico de &reas
endémicas para esquistossomose, em que a infeccdo € maior em crian¢as e menor entre 0s
adultos. Quando se avalia a reinfeccdo em &reas endémicas, estudos tem demonstrado que as
criangcas e os adolescentes se reinfectam mais que os adultos (DUNNE et al., 1998;
FULFORD et al., 1998; MATOSO, 2008; WALTER et al., 2006).

O presente estudo ndo avaliou a relacéo entre idade e reinfeccdo devido ao tamanho
amostral. Os grupos reinfectados e nédo reinfectados separados por idade ficaram com um
ndmero de individuos muito reduzido, com baixo poder estatistico. Isto foi de fato, uma
limitacdo deste trabalho j& mencionado anteriormente. No entanto, em estudo anterior
realizado nessa mesma comunidade avaliando-se apenas a reinfecgéo, foi observado que as
criancgas se reinfectaram mais quando comparado aos adultos e esta diferencga foi significativa.
Este estudo mostrou, ainda, que menores niveis de IgE total foram encontradas justamente nas
faixas etarias mais acometidas pela reinfeccdo pelo S. mansoni o que pode ter acarretado em
uma maior susceptibilidade a infecgdo (MATOSO, 2008). Por outro lado, Grogan et al (1997)
avaliando os anticorpos especificos IgE e 1gG4 contra os antigenos SEA e SWAP nédo
encontraram uma relacdo significativa entre IgE e a idade. Isto mais uma vez reforga que as
classes e subclasses de anticorpos anti-Schistosoma variam nao s6 com a idade, mas também
com os outros fatores ja mencionados anteriormente, além da intensidade de infeccéo,
exposicao ao antigeno e a duragdo da infeccdo. Sabendo que o fator imunolégico tem um
papel importante na infeccéo e reinfecgdo, vale destacar que este aspecto certamente ndo é o
Unico que esta influenciando as altas taxas de infeccdo encontradas principalmente nos
individuos mais jovens. O modelo final da anélise multivariada mostrou que outros fatores
também contribuem para isto, como o contato com &gua e a idade. Apesar de ndo

encontrarmos associacBes significativas no modelo final, no que se refere as condicbes
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socioecondmicas devemos levar em conta que estes fatores podem contribuir para a aquisicao
da infeccdo. Vale ressaltar que condi¢Bes de moradia, 4gua tratada e saneamento basico séo
essenciais para o controle desta endemia.

Por fim, este estudo procurou identificar um biomarcador imunoldgico de infeccéo
pelo S. mansoni. Avaliamos se as reatividades dos anticorpos 1gG4 anti-SEA poderiam ser
utilizados em um processo de monitoramento da populacdo da &rea endémica ao longo do
tempo. Neste contexto, avaliamos se a IgG4 anti-SEA poderia ser utilizada como um
biomarcador. A andlise da 1gG4 anti-SEA, seria, portanto, simples, rapida e sensivel em um
sistema bem validado. Além disso, a quimioterapia utilizada para o controle da
esquistossomose, realizada em grandes campanhas de base populacional, requer técnicas de
monitoramento mais rapidas e sensiveis para a sele¢do de individuos alvo para o tratamento.
Segundo Wang et al. (2004), monitorar o progresso da doenga e avaliar o impacto dos
tratamentos em nivel populacional sdo de grande importancia para o controle da
esquistossomose.

Observamos que o0 anticorpo 1gG4 anti-SEA teve um poder de predi¢do da infeccéo
significativo em todos os periodos avaliados. Este poder de predigéo, avaliado por meio da
area da curva ROC, variou de 84% no inicio do estudo a 66% no Ultimo ano avaliado. Esta
variagdo mostrou que, apesar de significativa em todos os anos investigados, a capacidade
preditiva deste biomarcador reduz com o passar do tempo. Uma hipdtese para explicar esta
reducdo estaria pautada na carga parasitaria. De fato foi observado que quando a média de
ovos por grama de fezes esta mais elevada, este biomarcador teve um maior poder de predicéo
da infeccdo. Quando houve uma reducdo na média de ovos na populacdo do estudo a
capacidade preditiva do biomarcador também reduziu o que sugere uma correlacdo direta
(GRAF. 14).

A correlacdo entre a carga parasitiria e o aumento dos niveis de 1gG4 anti-SEA
também foi encontrada em outros estudos (GROGAN et al., 1997; LIMA, 2005; VIANA et
al., 1995). Como sdo poucos estudos que avaliam os biomarcadores imunologicos (IgG4 e
IgE) e a sua capacidade preditiva da infecgdo por S. mansoni, vale destacar o trabalho de
Kurniawan e colaboradores (1993) porém, em estudos em filariose. Estes pesquisadores
sugeriram o uso do isotipo 1gG4 na deteccdo de infecgdes ativas, visto que, os individuos
infectados com microfilarias apresentaram altos niveis de 1gG4.

Outro aspecto que talvez contribua para a reducdo da capacidade preditiva do 1gG4
anti-SEA seria o isotipo IgE. O nosso estudo mostrou que as reatividades deste isotipo

aumentaram ao longo do tempo. A literatura sugere que a imunidade contra 0 S. mansoni
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depende do balango entre os anticorpos 1gG4 e IgE (BONNARD et al., 2004; CALDAS et al.,
2000; HAGAN et al.,1991; RIHET et al.,1992; SILVEIRA et al., 2002), visto que 0 isotipo
IgG4 ¢é ineficiente na ativagdo do complemento (ISKANDER; DAS; AALBERSE, 1981) e,
além disso, compete com IgE especifica na ligagdo a antigenos do verme nos sitios de ligagéo
de mastdcitos, impedindo a sua degranulagdo (STANWORTH & SMITH, 1973). Ao avaliar
este balango de anticorpos foi identificado que a razdo 1gG4/IgE anti-SEA ndo melhorou o
poder de predicdo da infeccéo pelo S. mansoni comparado ao 1gG4 anti-SEA.

No que se refere a reinfecgéo, o anticorpo 1gG4 anti-SEA ndo foi considerado um bom
biomarcador. J& a razdo entre 1gG4/IgE anti-SEA melhorou o poder de predi¢éo da reinfecgdo
porém, com baixo valor preditivo possivelmente influenciado pela prevaléncia e/ou pela carga
parasitaria.

Apesar da literatura apontar a existéncia do balango entre esses anticorpos, ndo foi
possivel verificar este efeito de forma nitida em nosso estudo, uma vez que a reducdo da razdo
IgG4/IgE anti-SEA foi observada em ambos os grupos reinfectados e ndo reinfectados,
embora a mediana da razdo tenha sido maior no grupo reinfectado. Além disso, a reatividade
de 1gG4 anti-SEA manteve-se sempre elevada ao longo dos anos investigados, em ambos 0s
grupos. Esta observacdo € importante uma vez que este balango talvez ndo ocorreu da forma
que os estudos tem destacado. Vale mencionar que a maioria dos estudos longitudinais que
sugere a existéncia do balango entre os anticorpos 1gG4 e IgE, foram realizados em um menor
intervalo de tempo, que variou de seis semanas a dois anos ap0ds o tratamento, (BONNARD et
al., 2004; CALDAS et al.,2000; DEMEURE et al., 1993; HAGAN et al.,1991; LI et al.,
2001; RIHET et al.,, 1991;1992; SILVEIRA et al., 2002; WALTER et al., 2006). O
acompanhamento de oito anos da populagéo realizado em nosso estudo demonstrou que essa
possivel correlacdo de curto prazo ndo se mantém ao longo do tempo. Entretanto, cabe
ressaltar o pequeno tamanho da amostra dos grupos reinfectados e ndo reinfectados o que
pode ter minimizado este efeito, influenciando os nossos resultados.

Portanto, sugerimos estudos longitudinais que avaliem a reinfeccdo com uma amostra
mais ampla. Além disso, sugerimos também anélises da reatividade dos anticorpos 1gG4 com
antigenos recombinantes do ovo. Isto pode acarretar na identificagdo de proteina(s) que
permitam utilizar o biomarcador (IgG4) para, talvez, predizer a presenga de reinfeccdo e
também melhorar o poder de predi¢do da infecgdo pelo S. mansoni em areas de baixa carga

parasitaria.
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7 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A partir das hipdteses propostas neste estudo, as andlises dos resultados permitem
concluir que a infeccdo pelo S. mansoni estd associada tanto a resposta imune quanto ao
contato com &gua e a idade. Ademais, o 1gG4 anti-SEA pode ser utilizado como um
biomarcador imunolégico de monitoramento em &reas endémicas para predizer a presenca da
infeccdo pelo S. mansoni. Ainda, em relacéo & infeccdo podemos concluir que a razdo entre
IgG4/IgE anti-SEA ndo teve um valor preditivo importante em nenhum dos periodos
avaliados. Verificamos ainda que anticorpos 1gG4 anti-SEA ndo podem ser utilizados como
biomarcadores para o monitoramento de reinfecgdo pelo S. mansoni e que a razdo entre
IgG4/IgE anti-SEA pode ser utilizada para o monitoramento da reinfeccéo, apesar de ter um
baixo valor preditivo.

Considerando a esquistossomose como problema de salde publica e sua complexidade
epidemioldgica, os resultados deste estudo tém vérias implicagcfes para o controle desta
infeccdo em &reas rurais, principalmente quando consideramos que a maioria destas &reas
apresenta baixo nivel socioecondmico.

O fato da infeccdo por S. mansoni ndo estar associada as variaveis socioeconémicas,
devido a pobreza generalizada na &rea de estudo, indica que o desenvolvimento e a melhoria
da infra-estrutura rural tais como, saneamento basico através da distribui¢do de agua tratada e
encanada e coleta e tratamento do esgoto, reduz a contaminagdo fecal dos habitats dos
caramujos, contribuindo para uma diminui¢do nas taxas de infecgdo apés o tratamento. Isto
favorece ndo so o controle da esquistossomose, mas de outras doencas relacionadas a &gua.

Estudos que investigam a complexidade da epidemiologia da esquistossomose devem,
cada vez mais, ter uma abordagem ampla capaz de envolver os aspectos socioeconémicos,
ambientais, imunolégicos dentre outros, visando sempre desenvolver uma anélise critica dos
mesmos, a fim de redirecionar os programas de controle. Sendo assim, este estudo pode
contribuir para a continuidade e novas perspectivas de investigagbes no campo da
epidemiologia e imunologia voltadas para o controle da esquistossomose, que ainda,

permanece como um importante problema de satde publica no Brasil.
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ANEXOS E APENDICES

ANEXO 1;'6‘P,R9\/;A‘CA9,DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC194/06 - EX 01/09

Interessado(a):Profa. Andréa Gazzinelli Corréa de Oliveira
Departamento Materno-Infantil
Escola de Enfermagem - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 22 de janeiro de 2009 a extenséo do projeto de pesquisa intitulado™
Aglomeragdo espacial da esquistossomose e de geohelmintos
antes e apos o tratamento " bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido do referido projeto, referente & verséo 1.0 de 24 de
julho de 2006 do Protocolo DMID numero 06-0034.

A validade desta extensdo é de 1 (um) anos apés o qual o relatério

final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP.

tofa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa I1 - 2°andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepi@prpg.ufing.be



ANEXO 2 - APROVACAO DO COMITE NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Naciona! de Saude
Comisséo Neclonal de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N* 612/2007

Registro CONEP: 13878 (Este n* deve ser cadc nas corr dé g & & ewte projeto)

» $ 7

CAAE ~ 0194,0.203.000-06 Processo n® 25000.047210/2007-77
Projeto de Pesquisa: “Aglomsracdo espacial da esquistossomose e de geoheimintos
anfes e apos tratamanto

Pesquisador Responsével: Dra. Andréa Gazzinelli de Oliveira

Institulglio: Universidacs Federa de Minas Gerais (cantro Unice)

CEP de origem: Univers:dade Federal de Minas Gerais (COEP)

Area Temidtica Especiai: cooperacho estrangeira

Patrocinador: néo informado

Sumério Geral do Protocolo

0O estudo serd conduzido com 589 individuos residentas em Virgem das Gracas,
drea rural do municipio de Ponto dos Volantes, localizado no Vale do Jequitinhonha
Treta-ge de um estudo longitudinal que seré realizado no periodo de dois anos.

O objetive gersl deste sstude & anaiser o papel do hospedeiro definitivo
(homem), do parasito & cos ‘atores de risco na infecgdo e rainfaccdo pslo 8. manson; e
pelos helmintos transmidos pelo solo, wilizando métedos estatisticos aespaciais e
rradicionais.

Os pacientes serdo tratados com praziquants & albendazol, por via oral, dose
Unica, e 45 dias apos o ratamerto serdo noveamente coletados 3 amostras de fezes,
durante 3 dias congeculivos, com o intuilo de determinar a eficécia do tratamento
Ademais, serfio ccletadas amostras de sangus para realizaglo ca sorologia dos
pacientes (> s6is anos)

Para o exame parasitoldgico de fezes serdo colstadas 3 amostras de cada
individuo durgnte 3 dias consecutivos

A resposta numoral serd determinada pela reatividade aos antigencs brutos
padrées de Schistosoma (SWAP a SEA) e antigenos recombinantes Smp 40 e Sm
20.8. Qs soros dos paciertes saerdo analisados para determinagfo de isotipos
especificos (IgE.IgG1 1gG2. 1gG3. IgG4. IgM e IgA)

Segundo a pesquisadora apds a realizacdo dos ensaios, o soro serd
armazenado em freezer & (-70°¢).

A coleta de dados demografices, sdcio-econdmicos @ do comportamentc de
GQGWQGQ'UM{&?&«RB{%‘mﬁaﬂ(ﬁs}’é’ﬁ.ﬁﬁé’i}‘.%&%Q&%R?‘WQ&%P@R?Q‘Q%” Os
©% dadvs oS qu«;’tx‘u\!i‘m‘ws 2 I2boratorials Ser20 WTMmMazZenados wo

SPSS . veraap 13,0,

Ao e proceder a zndlise das respostas ao parecer CONEP e 383/2007, relativo

a0 projeto em questdo. considerou-se que.

1. Foram anexados trabaltos publicados em rev stas nacionais @ internacionais
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Cont. Parecer CONEP 812,07
2. Foiinformade qus nado havera nance de matarial bisldgico.

3. Foiinformado gus ¢ patrocinador do estuao € o Natanal Institute of Health (Nik)

4. 0 item 117 ao p-ocenlo referente a descricdo das medidas para protegdo ou
minimizagdo ce Juz'squer riscos eventuais fol resscrity, ressaltando que a
responsaplicada 28 prestar assisténcia acs sujeiios da pesquisa no caso de
problemas de sa 1a cecorentes do trabatho. serd do pesquisador.

5. Foram anexacos ncvo conggrama da pesquisa e curriculo da pesquisadora
principal

8 Nova folha de rosio foi enviada com as devidas modificagoes

Diante do exposte, a Comlissiio Nacional de Etlca em Pesquisa - CONEP,
de acordo com as atrinuigBes definidas na Resoluclic CNS 186/96, manifesta-ee
pela aproveglo do projeto de pesquisa proposto .

Situagao : Projete aprovado.

Brasilia, 31 de julho de 2007

/
B SIS ARE T
. 3yselle Saddi Tannous
Coordenadora da CONEP/CNS/MS



APENDICE A - QUESTIONARIO DE CONTATO COM AGUA

LOCAL -
PERGUNTE PARA CADA PESSOA SEPARADAMENTE
Tabela 1: Listar para cada membro da familia a freqiiéncia do contato com 4gua com diferentes tipos de 4gua por semana -
Ci: Cisterna; Co: Corrego; L: Lago; Mi: Mina

Listar todas as fontes de 4gua usadas para todas as atividades.

P-

NUmero do contato: 1=1x; 2=2x; 3=3x
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Lavando | Pegando | Lavando Tomando | Construindo Atraves- | Nadando Brincando | Aguando Lavando | Agri- | Pescan|Lavando | Lavando | Lavando
roupas agua extremidades | banho ou limpando sando 0 | no tempo no corrego | plantas ou | vasilha cultura | do Sapato | verduras | veiculos
Nome canais corrego | de verdo horta (local) | Tapete | grdos
Completo il Animal

Observagdes: (*) (**) Especificar a localizagdo do local, ou tempo de caminhada para chegar no local se ndo for possivel especificar. Tentar
informac6es bem precisas.
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APENDICE B - CONSTANTES DAS ATIVIDADES (OBSERVACAO DE CONTATO COM AGUA) - VIRGEM DAS GRACAS

(MEDIA) (MEDIA) CONSTANTE
ATIVIDADES DURACAO EM MINUTOS % DO CORPO EXPOSTA DURACAO X % DO CORPO
Nenhuma atividade 0 0 0,0000
Lavando roupas 46 0,0797 3,6662
Pegando agua 6 0,0596 0,3576
Lavando multiplas partes do corpo 4 0,1287 0,5148
Tomando banho 11 0,9920 10,9120
Atravessando corrego 2 0,0420 0,0840
Brincando no corrego 16 0,1705 2,7280
Lavando vasilha 18 0,0746 1,3428
Aguando plantas 25 0,0801 2,0025
Lavando vegetais 4 0,0430 0,1720
Limpando c6rrego 103 0,0714 7,3542
Nadar 40 0,9920 39,6800
Pescar 60 0,1287 17,7220
Outras atividades 10 0,0917 0,9170
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APENDICE C - QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO DE VIRGEM DAS GRAGCAS

Entrevistador: Data: [ ]

1) Localidade: VdG ___ Cardl___ Card2___ Card3___ Card4___ Suss Casa:

2) Local de moradia:
(1) Casa propria (2) Alugada (3) Outros

3) Numero de cdmodos da casa:
4) Possui fogdo: (1) alenha __ , (2)agas__ , (3) Ambos

5) Tem eletricidade? (0) Ndo __ (1) Sim __
Se ndo, como é feita a iluminacgdo de sua casa? (1) Lamparina & 6leo diesel

(2) Lamparina a querosene___ (3) lampido a gas de cozinha ou aladim____ (4)Vela
6) Vocés tém em casa agua encanada da Nascente? (0) Nao (1) Sim ___

7) Vocés tém em casa 4gua de Mina? (0) Ndo (1) Sim___

8) Vocés tém em casa Cisterna? (O) Ndo (1) Sim ___

9) Vocés tém em casa &gua de bica de Corrego? (0) Ndo (1) Sim ___

10) Voceés tém em casa gua de bica de Mina? (O) Ndo (1) Sim ___

11) Vocés guardam agua de chuva? (O) Ndo __ (1) Sim ___
Se “Sim”, para qual atividade vocés usam essa dgua?
Beber Cozinhar Tomar banho lavar roupas Outras

12) Vocé possui: (Escrever 0s mais comuns além dos citados)

Rédio Carro Maquina de lavar roupa
Som Motocicleta Video (VCR)

TV Geladeira Outros (especificar)
Bicicleta Liguidificador Batedeira

13) Tem caixa d' 4gua? (0) Ndo (1) Sim ___
Se sim, a caixa d'agua é: (1) Aberta (2) Fechada

14) Possui banheiro? (0) Ndo (1) Sim ___
15) Se sim, onde esta localizado o banheiro? ( 1) Dentro de casa (2) Forade casa

16) Eliminagdo de excretas: (1) Mato_ (2) Fossaseca___ (3) Vaso para fossa
(4) Vaso para corrego___ (5) Outros
17) Possui chuveiro? (0) Né&o (1) Frio (2) Quente
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18) Possui torneira? (0) Ndo (1) Sim__
Agua da torneira vem de: (1) Nascente___ (2) Cisterna___ (3) Cérrego___ (4) Outro __

19) Possui tanque? (0) Ndo (1) Sim ___

20) Renda familiar total por més?

21) Possui terras? (O) Ndo (1) Sim ___
Se positivo, as terras sdo: (1) Da familia (2) propria

QUAL O TAMANHO DAS TERRAS QUE POSSUI?
OBS: 1 ALQUEIRE = 4 HECTARES (1 HECTARE = 10.000 m?).

22) Vende produtos de agricultura e/ou gado? (O) Ndo (1) Sim__
Quanto arrecada por ano?

23) Existe algum parente que manda dinheiro para a familia? (0) Ndo __ (1) Sim ___
Se sim, quanto envia por més ou por ano? .

24) Recebe algum tipo de auxilio do governo? (O) Nd&o (1) Sim ___
Quanto?

QUESTOES DE 25 A 30, APENAS OBSERVAGAO DO ENTREVISTADOR

25) Parte interna:
(1) Muito suja (2) Suja (3) Média (4) Limpa (5) Muito limpa

26) Parte externa:
(1) Muito suja (2) Suja (3) Média (4) Limpa (5) Muito limpa

27) Qualidade da casa:
“m @ 6 @ 6

28) Tipo de ch&o: (1) Terra batida (2) Cimento (3) Madeira (4) Ceramica____
(5) Outros

29) Tipo de parede: (1) Pau-a-pique (2) Madeira (3) Tijolo sem reboco
(4) Tijolo com reboco___ (5) Outros

30) Tipo de telhado: (1) Palha__ (2) Amianto__ (3) Telha__ (4) Laje__ (5) Outros __
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APENDICE D - MODELAGEM DA VARIAVEL LATENTE - QUALIDADE DE

MORADIA
TABELA 1
Descrigdo das varidveis utilizadas no modelo em 2001 e 2009
Variavel Descricéo
V1 CAIXA D'AGUA
V2 TANQUE PARA LAVAR ROUPA
V3 TORNEIRA
V4 CHUVEIRO
V5 TIPO DE PISO
V6 CARRO E/OU MOTO NA RESIDENCIA
V7 BANHEIRO
TABELA 2
Distribuicéo de freqiiéncias (NAO/SIM) das variaveis incluidas no modelo
Ano 2001 Ano 2009
Variaveis Néo Sim Né&o Sim
V1 0,48 0,52 0,06 0,93
V2 0,59 0,40 0,30 0,69
V3 0,35 0,65 0,04 0,95
V4 0,63 0,37 0,16 0,83
V5 0,18 0,82 0,05 0,94
V6 0,93 0,06 0,74 0,25
V7 0,11 0,88 0,02 0,97
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TABELA 3
Resultados do modelo de Teoria de Resposta ao Item (TRI)
Ano 2001 Ano 2009
Variaveis Dificuldade Discriminagdo  Dificuldade Discriminacio

V1 -0,06 2,98 -1,4 2,37
V2 0,25 3,46 -0,6 6,06
V3 -0,43 4,78 -1,67 2,17
V4 0,37 3,12 -0,46 4,26
V5 -1,32 1,65 -6,32 4,09
V6 4,83 0,58 2,88 9,92
V7 -1,88 1,4 -1,52 11

Nota: ajuste do modelo (p<0,001)

TABELA 4
Escores gerados pelo modelo de TRI para cada possibilidade entre os itens que

compdem a qualidade da casa

Numero de Ano 2001 Ano 2009
combinacbes V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 Escorez Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 Escorez

1 0o 0 O o0 o0 0 o0 -1,58 0 0 0O 0 1 o0 O -1,86
2 o 0 o o o0 0 1 -1,08 o o0 1 0 1 o0 1 -1,13
3 0o 0 O o 1 0 o0 -1,02 o o 1 o0 1 1 1 -1,13
4 o 0 o o 1 0 1 -0,74 o 1 1 0 1 o0 1 -0,97
5 o 0 o o 1 1 1 -0,66 o 1 1 1 1 o0 1 -1,46
6 o 0 o 1 1 0 o0 -0,54 1 0 0 0 1 o0 1 -1,08
7 o 0 1 o o0 0 1 -0,40 1 0o 0 1 1 o0 1 -0,46
8 o 0 1 o0 1 0 o0 -0,38 1 0o 1 0 1 0 O -1,58
9 o o0 1 o 1 0 1 -0,25 1 0o 1 0 1 0 1 -0,13
10 o o0 1 o 1 1 1 -0,20 1 0o 1 1 0 0 1 -0,38
11 o 1 1 o0 o0 0 1 -0,08 1 0o 1 1 1 0 1 -0,13
12 o 1 1 o0 1 0 1 0,08 1 0o 1 1 1 1 1 -0,13
13 o 1 1 1 1 0 1 0,43 1 1 0 0 1 0 1 -0,90
14 1 0 0 0 1 o0 1 -0,42 1 1 1 0 0 0 1 0,00
15 1 0 1 0 0 o0 1 -0,13 1 1 1 0 1 0 1 0,31
16 1 0o 1 0 1 o0 1 0,04 1 1 1 1 1 0 1 0,31
17 1 0o 1 0 1 1 O -0,05 1 1 1 1 1 1 1 0,31
18 1 0o 1 1 1 o0 1 0,37

19 1 1 0 0 0 o0 1 -0,25

20 1 1 0 1 1 o0 1 0,22

21 1 1 1 0 1 o0 1 0,41

22 1 1 1 1 1 o0 1 0,93

23 1 1 1 1 1 1 1 1,12

Nota: Os individuos com o pior cenario, isto é, que ndo possui nenhum dos itens avaliados receberam o menor escore (-1,58) em
2001 e (-1,86) em 2009. Aqueles com o melhor cenério, ou seja, possuiam todos os itens avaliados, receberam o maior escore
(1,12) em 2001 e (0,31) em 2009.



130

APENDICE E - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

U F/‘/\G Universidade Federal de Minas Gerais

Escola de Enfermagem

TERMO DE CONSENTIMENTO

AGLOMERACAO ESPACIAL DA ESQUISTOSSOMOSE E DE GEOHELMINTOS
ANTES E APOS O TRATAMENTO

Instituicdo: Escola de Enfermagem — UFMG

Pesquisador Principal: Dra. Andréa Gazzinelli
Agéncia financiadora: National Institutes of Allergy and Infectious Diseases of the National
Institutes of Health - USA

A esquistossomose (xistose) e as helmintoses intestinais (vermes) sdo doencas
causadas por parasitas que infectam as pessoas quando entram em contato com agua
contaminada, caminham sem sapato em solos contaminados ou comem alimentos sem lavar.
Estas doengas, se ndo tratadas, podem trazer conseqiiéncias sérias como o crescimento do
figado, do baco e anemia. Atualmente ja existem tratamentos eficazes contra todas elas, mas,
por outro lado, as pessoas podem se infectar novamente com facilidade.

Vocé estd sendo convidado a participar deste estudo porque reside em uma regido
onde um grande niimero de pessoas estéo infectadas com esquistossomose e outros vermes.
S6 fardo parte do trabalho aqueles que concordarem em participar.

PORQUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO?

O objetivo deste estudo é verificar a importancia dos fatores de risco (contato com
agua, ingestdo de alimentos contaminados, fatores imunoldgicos) na infecgéo e reinfeccdo da
esquistossomose e das outras verminoses utilizando métodos estatisticos espaciais e
tradicionais. Sera estudado como estes fatores podem interferir na aquisicio das doengas, as
conseqiiéncias para 0 organismo e quais as pessoas que tem mais chances de se infectarem.
Este estudo esta sendo realizado porque pode auxiliar os pesquisadores e profissionais da area
da saude a desenvolverem formas de tratamento mais eficazes ou maneiras de prevenir estas
doengas no futuro.

O QUE SERA FEITO NESTE ESTUDO?

Caso vocé concorde em participar deste estudo sera pedido a vocé que responda a
entrevistas e que entreguem material para exame de fezes e sangue para as finalidades
descritas abaixo:

Comportamento sobre contato com &gua alimentos e solo: sera feito um questionario em sua
casa para conhecermos as fontes de dgua que vocé e sua familia utilizam, as atividades de
contato com &agua, a presenca de animais e tipos de alimentos.
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Exame parasitoldgico de fezes: sera solicitado que sejam fornecidas 3 (trés) amostras de fezes
durante 3 dias consecutivos. Os pesquisadores fornecerdo vasilhas e explicardo como a coleta
deverd ser feita e como serdo recolhidas as amostras. Estas amostras serdo examinadas para
verificar a presenca de parasitas e, no caso de vocé estar contaminado por esquistossomose ou
qualquer outro verme, vocé sera tratado adequadamente.

Coleta de sangue: serdo coletados aproximadamente 10 mililitros de sangue de vocé
utilizando agulha e seringa descartaveis (ap6s o uso serdo jogadas fora). Este material serd
usado em testes de

laboratorio para avaliar a defesa do organismo aos vermes.

Todo material e os dados coletados durante a execug&o do projeto seréo utilizados
especificamente para os propdsitos desta pesquisa.

NUmero de participantes: espera-se que aproximadamente 550 individuos de Virgem das
Gragas participem deste estudo nos 2 anos de duracdo do projeto.

QUAIS OS RISCOS E DESCONFORTOS PREVISTOS?

Existem pequenos riscos que podem ocorrer como sangramento, hematoma ou
infeccéo no local de puncionamento da veia. Para minimizar estes riscos sera realizada
limpeza da pele antes do puncionamento da veia que serd feito por profissionais técnicos
treinados, com material esterilizado e descartavel. Logo ap0s, sera feita uma presséo no local.
Apesar da quantidade de sangue coletado ser pequena e ndo causar nenhum problema de
saude vocé podera sentir tonteira ap6s ou durante a coleta. N&o ha riscos relacionados ao
questionrio, pois 0 mesmo ndo inclui perguntas que possam causar embarago.

O QUE SERA FEITO NO CASO DE ESTAR COM ESQUISTOSSOMOSE OU

INFECTADO POR OUTRO PARASITA?

Todos os pacientes positivos para esquistossomose ou outro parasita seréo tratados no
Centro de Saude de Virgem das Gracas. Este tratamento é gratuito e realizado de acordo com
as recomendacfes do Ministério da Saude pelo médico do Municipio que vem ao Centro
semanalmente-Todos os profissionais envolvidos no tratamento séo treinados e capacitados
para atender a quaisquer problemas que possam vir a ocorrer em conseqléncia do
medicamento tais como tonteira, enjoo, vomito ou outro sintoma. Sabe-se que a medicagéo
usada ndo possui efeitos colaterais sérios, entretanto, caso haja alguma ocorréncia maior, sera
feita uma avaliacdo pelo médico e, se necessario, sera encaminhado ao hospital mais préximo.

QUAIS OS BENEFICIOS DESTE ESTUDO PARA A POPULACAO?

Aos individuos que concordarem em participar deste estudo, sera feito o tratamento

gratuito para esquistossomose e outros parasitas no Centro de Salde de Virgem das Gragas.
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Esperamos que as informagdes obtidas com os dados deste trabalho possam beneficiar outras
populagdes em risco de adquirir parasitoses no futuro. Os que ndo concordarem em participar

do projeto também receberdo o tratamento se assim o desejarem.

COMO SERA GARANTIDO O ANONIMATO DOS PARTICIPANTES?

Todas as informagdes obtidas sdo confidenciais e s6 serdo fornecidas nos casos
exigidos por lei. Cada individuo terd um nimero de identificacdo que sera utilizado no lugar
do nome. InstituicBes como o Instituto de Satide dos Estados Unidos ou o Comité de Etica da
Universidade Federal de Minas Gerais podem verificar os dados se acharem conveniente.

QUAIS OS CUSTOS PARA O PACIENTE?

Todos os procedimentos serdo realizados gratuitamente. No caso de haver alguma
complicagdo ou problema para o paciente decorrente deste estudo, oS pesquisadores serdo
responsaveis por encaminha-lo a tratamento médico sem nenhum custo.

QUAIS SAO MEUS DIREITOS COMO PARTICIPANTE DESTE ESTUDO?

A participacdo neste estudo é voluntaria. VVocé pode deixar o trabalho a qualquer
tempo sem que haja perda dos beneficios a que tem direito.

ESTOQUE DE SANGUE PARA FUTUROS ESTUDOS

O soro proveniente do sangue seré estocado no laboratério do Centro de Pesquisas
René Rachou para ensaios futuros. Antes de realizarmos estes testes, eles serdo revisados e
aprovados pelos Comités de Etica em Pesquisa da UFMG e do Instituto Nacional de Saude
dos Estados Unidos. Vocé pode participar do estudo mesmo que ndo aceitem que seja
coletado sangue para o trabalho. Caso vocé nédo aceite a coleta de sangue para testes assine

aqui:

Se precisar de maiores informagfes sobre o trabalho que estd sendo realizado nesta
comunidade vocé devera entrar em contato com a Dra. Andréa Gazzinelli da Escola de
Enfermagem-UFMG no telefone (0XX)31-3248.9863. No municipio, os contatos poderdo ser
feitos na Secretaria Municipal de Saude em caso de necessidade de informagdes adicionais.
Vocé também podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais, em Belo Horizonte. Caso haja necessidade, podera ser
solicitada copia do projeto.



ASSINATURA

Se vocé concordar em participar do estudo assine seu nome abaixo.

NOME DO PARTICIPANTE :
ASSINATURA DO PARTICIPANTE :

NOME DA TESTEMUNHA :

ASSINATURA DA TESTEMUNHA :

DATA: / /

PESQUISADOR:

Andréa Gazzinelli

Pesquisadora responsavel

Endereco de contato dos pesquisadores:
Avenida Alfredo Balena 190 Santa Efigénia
Cep: 30130-100  Belo Horizonte-MG
Tel.: (031) 3409-9860
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Endereco de contato do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas

Gerais (COEP):

Avenida Presidente Antonio Carlos 6627 Prédio da Reitoria 7°andar Sala 7018

Cep: 31270-901 Belo Horizonte-MG
Tel.: (031) 3409-4592.



