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RESUMO

A esquistossomiase mansbnica € uma doenca causada pelo parasita Schistosoma mansoni, esta
associada ao clima tropical e a veiculacéo hidrica, possuindo alto indice de incidéncia em paises
emergentes como o Brasil. A infec¢do leva ao desenvolvimento de varias manifestaces clinicas
e a severidade da doenca é consequéncia da fibrose causada pela reagdo granulomatosa ao redor
dos ovos depositados no sistema porta hepatico. Fatores ou mecanismos responsaveis pelo
desenvolvimento dessas manifestacdes clinicas e da morbidade ainda ndo sdo totalmente
conhecidos, no entanto, sabe-se que a resposta imune exerce um papel importante. Diante disso,
0 presente estudo buscou avaliar o perfil de citocinas de individuos infectados pelo S. mansoni
residentes em area endémica e analisar a influéncia de varidveis como idade, sexo, carga
parasitaria, alteracdes na ecogenicidade periportal e expressdo de SmATPDases na resposta
imunoldgica desses individuos O estudo envolveu 64 individuos infectados e 33 ndo infectados,
sendo 19 residentes e 14 ndo residentes em area endémica para a doenca. Todos 0s participantes
preencheram o questionario sociodemogréafico; realizaram o exame parasitologicos de fezes,
exame clinico e ultrassonografia abdominal; e participaram da coleta de sangue. Os ovos do
parasita foram obtidos por tamisacdo de amostras fecais para a determinacao da expressdo das
SmATPDases por gPCR e as PBMCs foram obtidas do sangue periférico para a estimulagéo in
vitro com SEA e coleta do sobrenadante de cultura para dosagem de citocinas. Os niveis de
citocinas foram medidos por citometria de fluxo e as analises estatisticas foram realizadas
utilizando o Prism 5.0. O estudo demonstrou que os individuos infectados com S. mansoni
produziram maiores niveis de 1L-4, IL-10 e menores de IL-2 em relacdo aos individuos nao
infectados. A idade, carga parasitaria, expressao de SmATPDase 2 e alteracdo na ecogenicidade
periportal mostraram-se como fatores relevantes na resposta imune de individuos infectados.
Individuos infectados que possuiam entre 0 a 19 anos apresentaram maiores niveis de IL-4
quando comparados aos de 20 a 59 anos. Individuos infectados que apresentaram alta carga
parasitaria (> 100 opg) produziram maiores niveis de IL- 10 quando comparado aos individuos
que possuiam baixa carga parasitaria (< 50 opg). Além disso, os individuos com carga
parasitaria extremamente alta (> 300 opg) apresentaram maiores niveis de TNF e IL-10 em
comparacgdo com os individuos com carga parasitaria extremamente baixa (<5 opg). Em relacéo
a expressdo das enzimas, os individuos infectados que expressaram apenas a enzima
SmATPDase 2 em suas amostras de fezes produziram maiores niveis de IL-6 quando
comparado aos individuos que expressaram ambas as enzimas (SmATPDase 1 e 2). A

hiperecogenicidade também se apresentou como um fator interferente na resposta imunoldgica,



uma vez que individuos com alteragdo na ecogenicidade periportal produziram maiores niveis
de IL-10 e TNF e, menores niveis de IL-17. Em conjunto, esses resultados sugerem que a
resposta imune de individuos infectados pelo Schistosoma mansoni pode contribuir para a
morbidade da doenca, uma vez que o0 aumento da carga parasitaria e alteragdes na
ecogenicidade periportal estdo associadas a um aumento dos niveis de 1L-10 e TNF, citocinas
associadas ao desenvolvimento de fibrose. Além disso, é importante observar que fatores
associados ao individuo, como a idade, bem como fatores relacionados ao parasito, como a
expressao de ectonucleotidases, podem alterar a resposta imunoldgica do individuo durante a

infeccao.

Palavras chaves: Schistosoma mansoni, Citocinas, SmATPDases, carga parasitaria,

ecogenicidade periportal



ABSTRACT

Schistosomiasis is a disease caused by the parasite Schistosoma mansoni, is associated with
tropical climate and waterborne, and has a high incidence rate in emerging countries such as
Brazil. The infection leads to the development of several clinical manifestations and the severity
of the disease is a consequence of the fibrosis caused by the granulomatous reaction around the
eggs deposited in the hepatic portal system. Factors or mechanisms responsible for the
development of these clinical manifestations and morbidity are not yet fully understood,
however, it is known that the immune response plays an important role. The present study aimed
to evaluate the cytokine profile of S. mansoni infected individuals residing in the endemic area
and to analyze the influence of variables such as age, sex, parasitic load, changes in periportal
echogenicity and expression of SmATPDases in the immunological response of these
individuals. The study involved 64 infected and 33 uninfected individuals, with 19 residents
and 14 not residing in an area endemic to the disease. All participants completed the
sociodemographic questionnaire; performed the parasitological examination of feces, clinical
examination and abdominal ultrasonography; and participated in the collection of blood. The
parasite eggs were obtained for the determination of SmATPDases expression by qPCR.
Cytokine levels were measured by flow cytometry and statistical analyzes were performed
using Prism 5.0. The study demonstrated that individuals infected with S. mansoni produced
higher IL-4, 1L-10 and lower levels of IL-2 than uninfected individuals. Age, parasite load,
SmATPDase 2 expression and hyperechogenicity were shown to be relevant factors in the
immune response of infected individuals. Infected individuals who were between 0 and 19 years
old had higher IL-4 levels when compared to those aged 20 to 59 years. Infected individuals
who had high parasite load (> 100 opg) produced higher levels of IL-10 when compared to
individuals who had low parasitic load (<50 opg). In addition, individuals with extremely high
parasite load (> 300 opg) had higher TNF and IL-10 levels compared to individuals with
extremely low parasite load (<5 opg). Infected individuals who expressed only the SmATPDase
2 enzyme in their stool samples produced higher IL-6 levels when compared to the individuals
expressing both enzymes (SmATPDase 1 and 2). Hyperechogenicity also presented as an
interfering factor in the immune response, since individuals with altered periportal echogenicity
produced higher levels of IL-10 and TNF and lower levels of IL-17. Taken together, these
results suggest that the immune response of individuals infected with Schistosoma mansoni

may contribute to disease morbidity, since increased parasitic load and changes in periportal



Xl

echogenicity are associated with increased levels of IL-10 and TNF, cytokines associated with
the development of fibrosis. In addition, it is important to note that factors associated with the
individual, such as age, as well as factors related to the parasite, such as the expression of

ectonucleotidases, may alter the individual's immune response during infection.

Key words: Schistosoma mansoni, Cytokines, SmATPDases, parasitic load, periportal
echogenicity
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose mansonica € uma parasitose de destaque mundial, estando presente em
diversos paises emergentes. Além disso, a parasitose pode causar importantes agravos clinicos
que sdo dispendiosos do ponto de vista econdmico para a salde publica. A infeccdo é causada
pelo parasita Schistosoma mansoni, e pode se manifestar sob diferentes formas clinicas,
variando em graus de gravidade. Os sinais e sintomas podem ser decorrentes desde uma
manifestacdo da fase aguda da doenca, como uma simples dermatite cercariana e a forma
intestinal com diarreias, dores abdominais e sensacdo de plenitude gastrica até o
desenvolvimento de formas mais graves (fase cronica) como a hepatoesplénica, na qual se
observa hipertensdo portal, aumento do didmetro do figado, baco e fibrose periportal.
LAMBERTUCCI et al., 2000; PORDEUS et al., 2008; REY, 2018).

Diversos sdo os fatores que podem influenciar o desenvolvimento da infeccdo. As
condicdes socioecondmicas estdo fortemente atreladas, uma vez que a falta de saneamento
bésico, acesso a agua tratada, baixa condicdo econémica e baixo grau de escolaridade ja foram
associados a infeccdo (ROLLEMBERG et al., 2015). Além disso, as caracteristicas bioldgicas,
como sexo e idade, também se mostram como fatores importantes, uma vez que os habitos de
vida dos individuos, como o maior contato de criangas e jovens com a agua de rios e corregos
para atividades de lazer e atividades laborais associadas a pessoas do sexo masculino garantem
uma maior susceptibilidade a infeccdo (LIMA e COSTA et al., 1996; NETO et al., 2012,
SANTOS; MELO, 2011; COURA-FILHO et al., 1994, 1995).

Apesar da existéncia de trabalhos na literatura que avaliam aspectos relacionados a
esquistossomose mansoni humana, ainda ndo esta claro quais sdo os fatores relacionados ao
parasito e 0s mecanismos imunoldgicos relacionados ao hospedeiro envolvidos no
estabelecimento das varias formas clinicas da doenca, inclusive quais seriam 0s eventos iniciais
que poderiam influenciar o desenvolvimento de um quadro de fibrose caracteristico da evolucéo
da doenga. Entre os fatores de viruléncia descritos na literatura estdo as duas isoformas das
enzimas denominadas SmATPDases (SMATPDase 1 e SmATPDase 2). Apesar de possuirem
diferentes propriedades cataliticas, ambas sdo responsaveis por realizarem a hidrélise do ATP
extracelular, uma molécula inflamatéria, gerando o metabdlito adenosina, que € anti-
inflamatério. Acredita-se que por meio da acao hidrolitica dessas enzimas, 0 parasita consiga
modular a resposta imunolégica do hospedeiro de modo a favorecer a sua sobrevivéncia. Diante
da importancia dessas enzimas, diversos estudos tém sido realizados por diferentes

pesquisadores objetivando compreender o papel delas no desenvolvimento da doencga. Estudos



tem demonstrado que as mesmas sdo expressas em todas as formas evolutivas do parasita,
entretanto, diferem quantitativamente em sua expressdo. Assim, a SmATPDase 1 é mais
expressa no tegumento do verme e em menor quantidade nos ovos, enquanto que, a
SmATPDase 2 possui ampla expressdo nos ovos e no tegumento (DEMARCO et al., 2003;
FARIA-PINTO et al., 2004; LEVANO-GARCIAetal., 2007; MENDES et al., 2011; Da DARA
et al., 2014; DE CASTRO et al., 2015; MUNIZ et al., 2015).

A resposta imune individual ao S. mansoni € altamente variavel e as razdes pelas quais
alguns individuos infectados progridem para as formas clinicas mais graves da doenca
permanecem pouco entendidas. Entretanto, o perfil de citocinas que sdo produzidas durante a
infeccdo estdo associadas a forma clinica da doenca. O que tem sido demonstrado € que na fase
inicial da infeccdo ocorre o predominio de uma resposta Th1, que tende a mudar para Th2 com
0 inicio da oviposicdo pelo parasita. Enquanto, citocinas provenientes da resposta do tipo Th17
e quimiocinas inflamatorias estdo associadas a determinadas formas clinicas durante a infeccéo
(MORAIS et al., 2008).

Nesse contexto, o estudo da producéo de citocinas, bem como a identificagdo de fatores
associados a sua producdo sdo de grande valia para identificagdo dos mecanismos
imunopatologicos responsaveis pelo desenvolvimento da doenca.

Nesse estudo, nos caracterizamos o perfil de citocinas apresentado pelos individuos
infectados pelo S. mansoni residentes em area endémica e analisamos a influéncia de fatores
como idade, sexo, carga parasitaria, alteracbes na ecogenicidade periportal e expressao de
SmATPDases na resposta imunoldgica desses individuos. Esse trabalho constitui numa
ferramenta importante para estabelecer proposicdes futuras, visando uma melhor compreenséo

dos mecanismos imunopatolégicos envolvidos na esquistossomose.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Esquistossomiase mansénica

As esquistossomiases, também conhecidas como esquistossomoses ou bilharzioses sdo
doencas causada por trematddeos do género Schistosoma. Entre as espécies conhecidas, as de
Schistosoma mansoni (S.mansoni), Schistosoma haematobium (S. haematobium) e Schistosoma
japonicum (S. japonicum) sdo os principais agentes etioldgicos da infecgdo no homem. As

espécies do género Schistosoma sdo originrias das bacias dos rios Nilo, na Africa, e do



Yangtze, na Asia, e das espécies que parasitam o homem, apenas o S. mansoni é encontrado
nas Américas do Sul e Central. A inser¢do do S. mansoni nesse continente € atribuida ao
comércio de escravos. As outras espécies ndo sdo encontradas em tais américas devido a
auséncia de hospedeiros intermediarios (caramujos) suscetiveis a infeccdo (BRASIL, 2014;
REY, 2018).

A esquistossomose mansénica, popularmente conhecida no Brasil como "barriga d'agua”
e/ou "doenca do caramujo”, é uma doenca de veiculacdo hidrica e de potencial endémico
(ROCHA et al, 2016). Em relacdo as Américas, o Brasil é o pais com o maior nimero de casos
e a sua expansao no pais se deu por meio de movimentos imigratérios que eram realizados para
regides com saneamento basico precario. Atualmente, a doenca ainda conta com fatores que
facilitam a sua propagacdo como a longevidade dos vermes que podem sobreviver até décadas,
a grande capacidade de postura de ovos pelas fémeas, presenca de portadores que podem
excretar ovos por mais de 20 anos se ndo tratados, o carater insidioso da doenca que dificulta o
paciente procurar por tratamento, a elevada dispersdo dos hospedeiros intermediarios que
facilitam a infeccdo e a precariedade do saneamento basico em areas rurais e urbanas (BRASIL,
2014).

2.2 Aspectos epidemioldgicos da esquistossomose

A esquistossomose € prevalente em areas tropicais e subtropicais e, apesar dos dados
serem escassos em relacdo ao nimero de casos de esquistossomose no mundo, a mesma é
considerada como a segunda infeccdo parasitaria mais importante no mundo, ficando atras
apenas da malaria. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a transmissdo da
esquistossomose foi relatada em 78 paises, desses, apenas 52 sdo endémicos com transmissao

moderada a alta (Quadro 1).



Quadro 1 — Distribuigdo geografica da esquistossomose.

ESPECIES DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

_ _ Africa, Oriente Médio, Caribe, Brasil,
Schistosoma mansoni )
Venezuela e Suriname

) Schistosoma japonicum China, Indonésia, Filipinas
Esquistossomose
. . Varios distritos do Camboja e da
intestinal Schistosoma mekongi o -
Republica Democratica Popular do Laos
Schistosoma guineensis e Areas de floresta tropical da Africa
S. intercalatum Central
Esquistossomose ) ) Africa, o Oriente Médio, Corsega
) Schistosoma haematobium
urogenital (Franca)

Fonte: World Health Organization (2019).

Estima-se que mais de 200 milhdes de pessoas estejam infectadas e que outras 779
milhdes correm o risco de infec¢cdo pelo S. mansoni em todo o mundo. No Brasil, a parasitose
é encontrada em todas as regifes do pais e compreendem os Estados de Alagoas, Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do Norte (faixa litoranea), Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas
Gerais (predominantemente no Norte e Nordeste do Estado). No Para, Maranh&o, Piaui, Ceara,
Rio de Janeiro, S&o Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito

Federal, a transmisséo € focal, ndo atingindo grandes areas (BRASIL, 2014).

2.3 Ciclo bioldgico e aspectos clinicos

O ciclo bioldgico do Schistosoma mansoni é heteroxénico e pode ser observado tanto a
reproducdo assexuada como a sexuada (Figura 1). No hospedeiro vertebrado, quando o parasita
se torna adulto e esta presente no sistema vascular do plexo venoso mesentérico, ocorre a copula
entre 0 macho e a fémea. A fémea fecundada, por meio da corrente sanguinea atinge as veias
mesentéricas de menores calibres como a mesentérica inferior e inicia a postura dos ovos,

alguns ovos atingem a corrente sanguinea e outros a luz intestinal, processo esse que demora



aproximadamente 20 dias. Os ovos que atingiram a luz intestinal s&o eliminados para 0 meio
externo no bolo fecal (REY, 2018; SOUZA et al., 2011).

Os ovos do parasita contidos no bolo fecal em contato com cole¢do de agua doce liberam
os miracidios. A liberagdo do miracidio é influenciada por fatores como temperatura,
luminosidade e niveis de oxigenagdo na agua. Apos a liberacdo do miracidio, 0 mesmo podera
penetrar indistintamente em moluscos vetores ou ndo. Os miracidios que penetraram em
caramujos do género Biomphalaria se desenvolverdo, uma vez que esses sao 0s hospedeiros
intermediarios. Ap0s a penetracdo, o miracidio perde cilios e se transforma em esporocistos, 0s
esporocistos por poliembrionia da origem a esporocistos secundarios e posteriormente, as
cercarias. Por meio de vesiculas tegumentares formada pelo tegumento do molusco as cercérias
retornam a agua, normalmente isso acontece nas horas mais quentes e luminosas do dia, entre
11 a 17 horas. Na agua, elas nadam ativamente até encontrar algum hospedeiro definitivo, e
caso isso ndo ocorra, elas podem sobreviver até no maximo 2 dias. Quando ocorre o encontro
das cercarias com o hospedeiro definitivo como o homem, ocorre a penetragdo com o auxilio
de secrec¢des de glandulas e dos movimentos ativos (REY, 2018; SOUZA et al., 2011).

No homem, as cercarias se transformam em esquistossomulos e, 0s que nao sdo destruidos
durante a passagem na pele, vao para a circulacdo geral atingindo o coragao, depois aos pulmoes
e, em seguida, ao figado. No sistema porta intra-hepatico, os esquistossomulos ingerem sangue,
crescem e alcangam a fase adulta, dando origem a formas unissexuadas (macho e fémea).
Depois, migram acasalados, via sistema porta, até a artéria mesentérica inferior, onde fardo a
oviposicdo. Os ovos podem ser encontrados nas fezes 40 dias apés a infeccdo (REY, 2018;
SOUZA et al., 2011).



Figura 1: Ciclo de vida do parasito Schistosoma mansoni.

5- Cercérias formadas na
intimidade do molusco sao
liberadas na agua, onde
4- Esporocistos nadam ativamente
no molusco

7- As cercérias perdem a cauda
durante a penetragao,
transformando-se esquistossdmulos

Ny
6- Penetracdo €
na pele

=\

8- Circulacdo

l

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

3- Miracidios penetram
no molusco

2- Miracidios
liberados &
dos ovos /"——

1- Ovos nas fezes

10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam o0s ovos; estes
alcancam a circulacdo hepética até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Fonte: SOUZA et al., 2011.

Uma série de fatores sdo importantes para a infeccdo e para o desenvolvimento da
sintomatologia, como a linhagem do parasito, numero de cercarias que penetraram no
organismo (carga infectante), idade e vitalidade das cercérias, frequéncia das reinfecgoes,
caracteristicas do hospedeiro como idade, ocupagédo, nutri¢dao, habitos, entre outros. Sendo
assim, os individuos infectados pelo S. mansoni podem ser assintomaticos ou apresentar alguma
das formas clinicas da doenca. A fase aguda (inicial), é usualmente caracterizada pelo
desenvolvimento da dermatite cercariana, na qual ocorre exantema, prurido e outras
manifestagoes alérgicas no local de penetragédo da (s) cercéria (s). Além da dermatite, a forma
toxémica da esquistossomiase também pode ocorrer na fase aguda, sendo caracterizada pela
manifestacdo de febre, eosinofilia, linfadenopatia, esplenomegalia e urticaria. Essa reacdo esta
associada a sensibilidade do hospedeiro ao parasita e ao nimero de parasitas infectantes (REY,
2018).

Depois de seis meses da infeccdo, a doenga pode se cronificar e o individuo pode

desenvolver a forma intestinal, hepatointestinal ou hepatoesplénica da doencga, sendo mais



frequentemente observados em areas endémicas para esquistossomose. Na forma intestinal os
sintomas presentes sao anorexia, sensacao de plenitude gastrica, pirose, dor abdominal, astenia,
irritabilidade, alternéncia entre diarreia e constipacéo, colicas intestinais e tenesmo. Nessa fase,
o nivel de excrecédo de ovos nas fezes se mantém estavel. Na forma hepatointestinal, os sintomas
sdo os mesmos da forma intestinal s6 que mais intensos e acompanhados de uma leve
hepatomegalia. A forma mais grave da doenca é a hepatoesplénica, nessa fase ocorre
esplenomegalia, varizes esofagicas, ascite, edema e cor pulmonale originados da hipertensao
periportal provocada pelo figado com fibrose (LAMBERTUCCI et al., 2000; PORDEUS et al.,
2008).

Parte dos ovos que ndo foram eliminados nas fezes atingem a corrente sanguinea e
migram para diferentes 6rgdos como o figado. No figado, esses ovos ficam “presos” em
pequenos ramos venosos dando origem a uma reacdo granulomatosa no local, em razdo da
estimulacdo antigénica dos ovos. O granuloma formado € decorrente de uma reacéo
imunologica que busca proteger o tecido do hospedeiro, mas que acaba também por proteger o
ovo. O miracidio sobrevive dentro do ovo por até 20 dias e ap0s a sua morte, células
inflamatdrias absorvem o ovo. Entretanto, pode acontecer do granuloma néo ser completamente
absorvido e ficar resquicios de fibrose tecidual (GOMES; DOMINGUES; BARBOSA, 2017;
REY, 2018).

Durante a formacéo do granuloma se observa a participacéo de células como eosinofilos,
macrofagos, monaocitos, linfécitos e fibroblastos. Todavia, sua formacéo ocorre por meio de
uma reacdo de hipersensibilidade tardia mediada pelos linfocitos CD4 T - helper (ThO) que
dependendo das citocinas presentes no meio podem se diferenciar em células Thl, que sdo
produtoras de IL2, INF-y, e TNF-a ou células Th2 produtoras de I1L4, IL5, IL10 e IL13. Na fase
aguda é observada a predominancia da resposta Thl, que induz reac@es inflamatorias e na fase
crbnica a resposta Th2 que estimula a producao de anticorpos, especialmente IgE, aumentando
também a quantidade de eosindfilos. Tais a¢cdes culminam na diminuigédo da reacdo inflamatoria
ao redor dos ovos, diminuindo o tamanho dos granulomas. E importante mencionar também,
gue ocorre uma regulacdo entre os dois tipos de respostas, que é dependente das citocinas IL10
e IL12 (GOMES; DOMINGUES; BARBOSA, 2017).

Dados da literatura evidenciam que a prevaléncia das formas clinicas graves da
esquistossomose varia de forma consideravel entre diferentes areas endémicas. Embora tenha
sido sugerido que o maior risco de desenvolvimento da fibrose ocorra nos individuos com maior
intensidade de infecgdo, comunidades bem definidas, com semelhantes niveis de exposic¢éo,

apresentaram diferencas marcantes na prevaléncia dessas formas (FULFORD et al., 1998). Em



geral, o pico de intensidade de infeccdo ocorre em média cinco anos antes do pico de
prevaléncia da fibrose periportal, e essa fibrose se manifesta de uma forma mais branda nos
individuos mais jovens quando comparado aos individuos mais velhos. Isso sugere que uma
minoria dos individuos infectados ndo controla a inflamacdo hepatica inicial e desenvolvem a
forma grave hepatoesplénica, mesmo que a intensidade de infec¢éo desses individuos decline
com a idade. Essas informagdes sugerem que outros fatores tais como idade, sexo, estado
nutricional, aspectos genéticos, intensidade da resposta imune aos antigenos de ovo, poderiam
influenciar a progressao da forma clinica assintomatica para as formas mais graves (ARAP
SIONGOK et al., 1976; BUTTERWORTH et al., 1985; DESSEIN et al., 1992; GRYSEELS
1994; BETHONY et al., 1999; NAUS et al., 2003, BOOTH et al., 2004). Diversos estudos tém
demonstrado uma maior ocorréncia de esquistossomose em individuos do sexo masculino, que
em muitas vezes esta associado com os habitos laborais como pescar, trabalhar em valas, entre
outros (LIMA e COSTA et al., 1996). Estudos também indicam que criancas e adultos jovens
sdo 0s mais afetados, provavelmente devido aos habitos recreativos como tomar banho, brincar
em rios, corregos, e realizacdo de atividade laborais no caso de individuos jovens adultos
(NETO et al., 2012; SANTOS; MELO, 2011; COURA-FILHO et al., 1994, 1995). Os
individuos que apresentam baixo nivel de renda (ROLLEMBERG et al., 2015) e de
escolaridade tambeém estéo entre os mais afetados. Outros fatores como a falta de saneamento
bésico, a auséncia de agua tratada para 0 consumo e 0 contato constante com aguas naturais
(REY, 1999) sdo fatores importantes para a transmissdo da esquistossomose mansoni
(ROUQUAYROL; ALMEIDA FILHO, 2003).

2.4 Diagnostico e tratamento

Como os sinais e sintomas manifestados pelos pacientes com esquistossomose podem ser
semelhantes a outros agravos, o diagndstico deve ser realizado com o apoio dos exames
laboratoriais, empregando meétodos diretos e/ou indiretos. O método direto buscar identificar as
formas evolutivas do parasita como 0s ovos nas amostras fecais, e para isso, pode ser
empregado a técnica de Kato- Katz, a qual é recomendada pela Organizacdo Mundial de Salde.
Esta técnica além de permitir a visualizacdo dos ovos, também permite realizar sua contagem,
fornecendo um panorama da intensidade de infeccdo. O método de Kato-Katz é recomendado
pela OMS devido ao fato de ser 0 exame parasitoldgico de fezes mais rapido, de facil execucédo
e sensivel (KATZ; ALMEIDA, 2003). A técnica de sedimentacdo espontanea, ou de Lutz,



também conhecida por Hoffman, Pons e Janer (HPJ) também é um método direto sendo o mais
utilizado em laboratorios de anélises clinicas, entretanto, € um método qualitativo.

Outro método que tém sido estudado e vem sendo apontado como um possivel candidato
para substituir o Kato-Katz € o Point-of-care circulating cathodic antigen (POC-CCA) onde é
utilizada uma gota de urina, detectando antigeno do S. mansoni em uma membrana contendo
anticorpos. O teste rapido POC-CCA® apresenta algumas vantagens adicionais sobre as
técnicas parasitologicas tradicionais. Isso inclui facilidade de uso e operagdo, estabilidade em
altas temperaturas e curto periodo de tempo necessario para testes, auséncia da necessidade de
instrumentos especificos como microscépio, além do fato de trabalhar com amostras de urina,
que sdo menos invasivas e mais faceis de obter. No entanto, alguns problemas com o teste
permanecem, incluindo a ocorréncia de resultados falso-negativos e falso-positivos o que
proporciona custos mais altos como resultado de um tratamento excessivo. Trabalhos recentes
concluiram que o teste ndo possui a sensibilidade para ser usado como ferramenta de
diagndstico independente, sendo o Kato-Katz ainda o teste padrdo ouro para diagnéstico da
doenca em areas endémicas (SIQUEIRA et al., 2016).

Um estudo realizado por Silveira et al. (2016) nos municipios de Manhuacu e Governador
Valadares buscou avaliar o desempenho do CCA em individuos infectados e ndo infectados
pelo S. mansoni moradores de area endémica e ndo endémica para a doenca. O estudo
demonstrou que a leitura visual do resultado obtido do teste como “traco”, influenciou
diretamente a sensibilidade e especificidade do método. Além disso, 0 método diagnosticou
15% dos individuos que foram considerados positivos pelo método de kato-katz como
negativos. Esses individuos, considerados falso negativos, possuiam, em grande parte, uma
infeccdo leve com uma carga parasitaria menor que 100 OPG. Entretanto, o método apresentou
uma boa sensibilidade e especificidade em individuos que apresentaram uma CP moderada e
alta. Os resultados indicam que em areas onde as intensidades de infeccdes sdo leves, o teste
ndo possui a sensibilidade para ser usado como ferramenta de diagndstico independente, mas
poderia ser utilizado em conjunto com outros métodos. Outros métodos diretos, mas menos
utilizados sdo a técnica da eclosdo dos miracidios, ELISA de captura e as bidpsias retal e
hepaética.

Os métodos indiretos sdo aqueles que utilizam a reacdo antigeno e anticorpo, quando 0s
resultados sao positivos, ndo indicam obrigatoriamente infeccdo ativa, pois a positividade pode
ocorrer devido a presenca de anticorpos que podem permanecer apds a cura da infeccdo. Os
principais métodos indiretos sdo: ensaio imunoenzimatico (ELISA), imunofluorescéncia (IF) e
reacdo peri-ovular (RPOV) (BRASIL, 2014; REY, 2018).
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O tratamento da esquistossomose além de buscar a cura da doenga, procura também evitar
0 desenvolvimento das formas graves. As condutas clinicas a serem tomadas podem diferir
dependendo da fase da doenga em que 0 paciente se encontra. Na fase inicial, na dermatite
cercariana o tratamento pode ser composto pelo uso de anti-histaminicos e corticosteroides
topicos, associados a oxaminiquine ou prazinquantel. Em casos de febre toxémica pode ser
necessario a internacdo e uso de analgésicos, antiespasmddicos e antitérmicos. Na fase crénica,
nas formas intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica, podem ser utilizados medicamentos
para quadros diarreicos quando necessario, além dos medicamentos especificos (oxaminiquine
ou prazinquantel). A forma hepatoesplénica pode necessitar de outras condutas para reduzir o
risco de hemorragia digestiva (VITORINO et al., 2012; REY, 2018).

2.5 Fibrose Periportal e o0 uso do Ultrassom

Entre as formas clinicas da esquistossomose, a hepatoesplénica pode ser considerada a
mais grave, uma vez que pode afetar além do sistema porta, o baco e a vesicula biliar. Em mais
de 50% dos casos, o figado pode pesar mais que 1.500 g. Além disso, baco e o lobo esquerdo
se encontra aumentado, enquanto que o direito se encontra reduzido. Para a identificacdo da
forma hepatoesplénica em pacientes com esquistossomose, podem ser empregados métodos
como esplenoportografia, tomografia computadorizada e a cintilografia, além da
ultrassonografia, sé possivel com o advento do ultrassom portéatil que permitiu determinar com
maior precisdo o estagio evolutivo da doenca nas areas endémicas. E a técnica mais utilizada
devido ao baixo custo e a praticidade de aplicacdo em campo em relagdo as outras técnicas,
além disso, permite a deteccdo do espessamento fibroso periportal que afeta a veia porta no hilo
hepéatico e 0s ramos intra-hepaticos do sistema porta, tais alteracdes sdo demonstradas pelo
equipamento como regibes de hiperecogenicidade periportal (MACHADO et al., 2002). Os
individuos portadores da fase cronica passaram a ser agrupados de acordo com o grau de
ecogenicidade, expressao da fibrose periportal. (ABDEL-WAHAB et al., 1992; MOHAMED-
ALl etal., 1999; LAMBERTUCCI et al., 2000; RICHTER et al., 2003). O método possui uma
boa aplicacdo, e em um estudo realizado em 2010 por Azeredo et al., foi possivel correlacionar
a frequéncia dos sinais ultrassonograficos com o nivel endémico das areas estudadas e o estagio

da doenca nas populacdes.
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2.6 Expresséo das Ectonucleotidases na Esquistossomose

Parasitos do género Schistosoma ndo sdo capazes de realizar a sintese “de novo” de
nucleotideos purinicos. Para satisfazer sua demanda desses nucleotideos, eles necessitam
utilizar da via de salvagdo de purinas pre-formadas no meio extracelular e interiorizar essas
moléculas, transportando-as através de sua membrana plasméatica (MARR et al., 1978; SILVA,
2016). Enzimas expressas por esses parasitos, dentre elas as ectonucleotidases, podem quebrar
0 ATP extracelular, gerando o metabdlito adenosina, que posteriormente podera ser utilizado
pelas vias de salvagdo (MEYER - FERNANDES, 2002), ou internalizado via transportadores
especificos (YE; RAJENDRAN, 2009). Dentre as enzimas que podem ser encontradas no
tegumento do S. mansoni estéo duas isoformas da ATP difosfohidrolases (EC 3.6.1.5) também
chamadas de NTPDases, apirases e SmMATPDases. As duas enzimas possuem aproximadamente
63 kDa e diferentes caracteristicas como solubilidades e propriedades cataliticas
(VASCONCELOS et al., 1993, 1996; FARIA-PINTO et al., 2004).

No S. mansoni existe uma ampla expressédo de ATP difosfohidrolase em todas as fases
do ciclo de vida do parasito no hospedeiro e estudos iniciais sugeriram que as isoformas de
ATP difosfohidrolase de S. mansoni sdo antigénicas e podem contribuir com a capacidade desse
parasito de minimizar o ataque imune e o risco de trombose, favorecendo sua mobilidade
intravascular. Enquanto a SmATPDase 2 é expressa em todos os estagios de vida do parasito,
sendo eles: cercéria, esquistossdbmulo, verme adulto, ovos e miracideo; a SmATPDase 1
apresenta uma baixa expressdao em ovos. Contudo, ambas as enzimas ja foram parcialmente
purificadas tanto do tegumento de verme adulto quanto de preparacdes homogéneas de ovos
(VASCONCELOS et al. 1993; DEMARCO et al., 2003; FARIA-PINTO et al., 2004;
LEVANO-GARCIA et al., 2007; MENDES et al., 2011; Da DARA et al., 2014; DE CASTRO
et al., 2015; MUNIZ et al., 2015). Um estudo realizado por Levano-garcia detectou a presenca
de ambas as proteinas SmMATPDases no tegumento basal de S. mansoni e membranas apicais,
mas apenas SmATPDase 2 no sincicio do tegumento e no sobrenadante de meio de cultura ap6s
a incubacdo de vermes adultos in vitro, indicando que essa enzima € secretada pelo parasita.

O ATP é uma molécula que desempenha o armazenamento de energia nas células.
Entretanto, quando o ATP é encontrado no meio extracelular em altas quantidades, o mesmo é
interpretado pelo organismo como possibilidade de estar ocorrendo uma injuria celular, o que
desencadeia o inicio de uma resposta inflamatoria caracterizada pelo aumento de citocinas
como IL-12 e TNF-a e IFN-y. Enquanto que, a adenosina tem efeitos contrarios ao ATP, uma

vez que desempenha propriedades imunomoduladoras, através da inibicdo da produgdo de
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citocinas inflamatérias e da estimulagdo da sintese de IL-10 (MIZUMOTO et al., 2002;
MARCUS et al., 2003).

Todas as respostas mediadas pelo ATP extracelular séo iniciadas pela ativacdo de
receptores purinérgicos conhecidos como receptores P2. Os receptores P2 ainda sdo
subdivididos em dois subgrupos: receptores P2X, que sdo associados a canais i6nicos, e
receptores P2Y, que sdo receptores com sete dominios transmembrana acoplados a proteina G
(DI VIRGILIO et al., 2001; BOURS et al., 2006). J& foram descritos sete receptores P2X (P2X1-
7) € todos eles respondem primariamente ao ATP (DI VIRGILIO et al., 2001). A adenosina
exerce seus efeitos por meio de 4 subtipos de receptores, conhecidos como receptores P1 que
séo divididos em Al, A2a, A2g e A3, e variam em distribuigdo celular, afinidade e fungdes. Os
quatro receptores de adenosina s&o membros da familia de receptores acoplados a proteina G
(ABBRACCHIO; CERUTI, 2007), e podem ativar diferentes vias de sinalizagédo. Os receptores
A séo responsaveis pela resposta anti-inflamatoria da adenosina, envolvendo aumento de AMP
ciclico e consequente inibi¢do da resposta imune das celulas. Por outro lado, os receptores A
e As parecem regular a agéo dos receptores Az, prevenindo um excesso de inibicdo das células
imunes, levando a inibicdo da producdo de AMP ciclico e aumento na concentracao de célcio
intracelular (ABBRACCHIO; CERUTI, 2007; SCHULTE, FREDHOLM, 2003). Segundo,
Bhardwaj e Skelly (2009) a diminuicdo do ATP e ADP em torno dos parasitas poderia exercer
um efeito antitrombdtico ao inibir a agregacao plaquetaria, permitindo uma maior mobilidade
do parasita nos vasos sanguineos.

Diversos estudos tem demonstrado a importancia do sistema purinérgico na
esquistossomose. Um estudo utilizando camundongos infectados com S. mansoni observou que
o0 blogueio do receptor P2Y12R em eosindfilos levou ha uma redugdo no tamanho do granuloma
hepético, uma diminuicdo na contagem de eosindfilos no granuloma, uma reducéo na deposicao
de colageno e um aumento na producdo de I1L-13 / IL-4 no figado, sem afetar a oviposicdo do
parasito (MUNIZ et al., 2015). Um outro trabalho demonstrou que camundongos infectados
com S. mansoni produziam maiores niveis de TGF-f que desencadeavam uma menor expressao
de receptores P2X7 na superficie de macrofagos. A ativacdo desse receptor esta associada a
liberacdo de IL-1B e TNFa, logo, uma menor ativagdo do receptor promoveria uma menor
secrecdo de IL-1pB, o que afetaria a ativagdo do inflamassoma (OLIVEIRA et al., 2014).

A utilizacdo dessas ectonucleotidases como alvos de vacina ou drogas pode neutralizar
a interferéncia dos esquistossomas na sinalizagdo da resposta imune do hospedeiro (FOSTER,;
JOHNSTON, 2002; VERJOVSKI- ALMEIDA et al., 2003; BRASCHI et al., 2006; OLIVEIRA

et al., 2008). Os projetos genbmico e protedmico envolvendo o parasito S. mansoni tém
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analisado as seis fases do ciclo bioldgico, concentrando esfor¢os na identificacdo dos genes
correspondentes as proteinas expostas na superficie do parasito ou secretadas, e que sdo
expressas durante a passagem no hospedeiro mamifero. Estas proteinas sdo de particular
importancia, desde que séo candidatas a producao de vacinas ou alvos terapéuticos (FOSTER;
JOHNSTON, 2002; VERJOVSKI- ALMEIDA et al., 2003; BRASCHI et al., 2006; OLIVEIRA
et al., 2008).

Notavelmente, a categorizacao dos genes pelo programa “Gene Ontology” identificou
0s genes das isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni entre aqueles que deverao ser
investigados (VERJOVSKI- ALMEIDA et al., 2003; BRASCHI et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2008). A participacdo dessas enzimas no processo de evolucdo da doenca foi descrita uma vez
que novas drogas esquistossomicidas, os acidos alquilaminoalcanotiossulfuricos, foram
capazes de promover a inibicao da atividade hidrolitica das isoformas presentes no tegumento
do verme adulto e também da apirase de batata (PENIDO et al., 2007). Alem disso, foi
demonstrado por Aleixo de Carvalho et al. (2015) e De Castro et al. (2015) o papel da ATP
difosfohidrolase na eliminacdo dos vermes adultos, uma vez que em ambos os estudos foram
descritos extratos de plantas, Licoflavona B e Cardomonina, com atividade esquistossomicida

devido a capacidade de inibir a atividade dessa enzima.

2.7 Resposta imunoldgica na esquistossomose

Durante a etapa inicial da infeccdo pelo S. mansoni, a primeira barreira imunoldgica a
ser vencida pela cercéria é a pele. Em um estudo utilizando camundongos infectados com
cercarias da linhagem T. regenti, foi demonstrado que durante a passagem das cercarias na pele,
ocorre uma resposta inflamatéria com a participacdo de neutrofilos, macrofagos, linfocitos
CD4+ e mastécitos. Em camundongos que tiveram primo-infeccdo, foi demonstrado que
inicialmente a resposta era mista (Thl e Th2) e caracterizada pelo 0 aumento das citocinas IFN-
v, IL-12 e IL-6. Enquanto que, nos camundongos que tiveram reinfec¢do predominou uma
resposta Th2 com maiores niveis de IL-4 e IL-5 (LICHTENBERGOVA et al., 2008).

Ap0s 0s vermes se tornarem adultos e se alojarem em vasos mesentéricos o parasita
secreta antigenos do intestino e do tegumento. Esses antigenos estimulam uma resposta
inflamatoria caracterizada por citocinas como IL-2 e IFN- y. Quando a oviposicdo € iniciada,
observa-se também uma reatividade inflamatoria aos ovos, que é agravada apos a liberacdo de

antigenos sollveis pelos ovos, provocando uma reacdo granulomatosa. Os antigenos
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provenientes dos ovos sdo processados e apresentados por células apresentadoras de antigenos
(APCs), as quais incluem células dendriticas, macréfagos e linfocitos B. Sequencialmente,
ocorre a ativagdo dos linfocitos T pelas APCs por meio de moléculas como o MHC Il e
coestimuladores como B7 que se associam a célula T via ligagdo com CD28 (LINSLEY et al.,
1990 apud FARIA, 2004 ). Apos a ativacdo, os linfocitos T CD 4 secretam citocinas que vao
regular a formagdo do granuloma e o perfil da resposta que era do tipo Thl passa a ser do tipo
Th2 com o predominio das citocinas IL-4 e IL-5 (WEINSTOCK; BLUM, 1987 apud FARIA,
2004).

Estudos realizados em camundongos e em seres humanos infectados pelo S. mansoni
tem caracterizado a esquistossomose como uma doenca predominantemente do tipo Th2,
implicando a producdo deste perfil de citocinas como a causa da morbidade prejudicial ao
hospedeiro (DE JESUS et al., 2004; MAGALHAES et al., 2005). Entretanto, dados de um
estudo realizado com camundongos infectados demonstram que a resposta do tipo Th2 é
importante para a sobrevivéncia do hospedeiro (FALLON et al., 2000). Além disso, estudos em
seres humanos, avaliaram o perfil de citocinas associado com a doenca e sugeriram que uma
resposta pré-inflamatoria do tipo Thl é a causa da morbidade (HENRI et al., 2002; MORAIS
et al., 2008).

Um estudo realizado por Morais et al. (2008) demonstrou que na fase aguda hd uma
associacdo na expressdo de citocinas do tipo Thl e Th2 com predominancia das citocinas do
tipo 1, onde se observa altos niveis de IFN- y e baixos niveis de IL-10, nessa fase também se
observa um aumento no ndmero de eosinéfilos e producdo de IgE (CALDAS et al., 2008).
Pacientes com a forma intestinal exibem uma resposta mista Th1/Th2 com altos niveis de IL-4
em comparacado a fase aguda e também sucede aumento na frequéncia de células T produtoras
de IL-10. Os pacientes portadores da esquistossomose hepatointestinal (EHI) reagem aos
antigenos do Schistosoma com um perfil dominante de citocinas Th2, apresentando um
aumento na producdo das citocinas IL-4 e IL-5, entretanto, apresentam pouca IL-10 quando
comparados com pacientes na forma intestinal. Em contraste, pacientes hepatoesplénicos tém
uma fraca resposta Th2 associada com o aumento na producéo de IFN-y ¢ TNF-a, e diminuigdo
da expressdo das citocinas IL-5 e IL-10, o que leva ao desenvolvimento de uma resposta
imunoldgica predominantemente pro-inflamatoria (ABATH et al., 2006; BURKE et al., 2009;
TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2008). Entretanto, baixos niveis na produgéo de IFN-y e niveis
elevados das citocinas TNF-a, IL- 4, IL- 5, IL-10 e IL-13 tém sido associados com um aumento
no risco de desenvolver fibrose hepatica severa na esquistossomose (ALVES-OLIVEIRA et al.,
2006; DE JESUS et al., 2004). Henri et al. (2002) em um trabalho realizado em uma populagéo
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sudanesa mostraram que a producédo de IFN-y em culturas de células mononucleares periféricas
(PBMC) de pacientes com fibrose periportal moderada a severa € menor do que em culturas de
individuos com fibrose periportal leve, enquanto que altos niveis de TNF-a estavam associados
com a fibrose periportal moderada a severa. Esses dados sugerem, que o IFN-y pode exercer
um importante papel na protecdo contra a fibrose periportal, enquanto que o TNF-a pode
agravar a fibrose em individuos cronicamente infectados. O TNF-a produz este efeito por meio
da indugdo do metabolismo do colageno encontrado na matriz extracelular e, as células de
Kupffer, aumentando a producdo de proteinas da matriz extracelular. Enquanto que o IFN-y
atua na regulacdo da ativacao de fibroblastos e na sintese de colageno através da inibicdo da
diferenciacdo das células estreladas hepaticas e, consequentemente, na producao de matriz
extracelular. (HENRI et al., 2002).

Na esquistossomose masdnica murina, trabalhos tém associado o inicio da inflamagéo
granulomatosa a uma resposta Thl de curta duracdo. Todavia, outros estudos na literatura
apontam que as alterac6es patologicas na esquistossomose séo decorrentes de citocinas do tipo
Th2 (HOFFMAN; CHEEVER; WYNN, 1999), em que as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13
contribuem para a formacdo do granuloma e a presenca de eosinofilos nessas lesdes
(CHIARAMONTE et al., 2001). Os achados nos diferentes estudos sugerem que nao ha um
consenso sobre qual perfil de producdo de citocinas, tipo Thl ou Th2, € responsavel pela
morbidade observada na esquistossomose humana, sugerindo que o resultado da doenca é
influenciado pela natureza da resposta imune Th1/Th2 contra antigenos do Schistosoma
(ABATH et al., 2006).

Vaérios estudos foram realizados para determinar o papel de certas citocinas na
fibrogénese. Fallon et al. (2000) verificaram que a remocdo da IL-13 em camundongos
infectados com o S. mansoni € benéfica para a sobrevivéncia do hospedeiro. Este progndstico
correlaciona-se com uma reducdo na deposicédo de colageno, indicando que a IL-13 exerca um
papel no desenvolvimento da fibrose hepatica. O papel fibrogénico da IL-13 parece provir de
sua habilidade junto com a IL-4 em induzir a producdo da enzima arginase em macréfagos.
Essa enzima usa a L-arginina como um substrato para produzir a L-ornitina que é convertida
em prolina. A prolina é um aminodacido essencial que esta envolvido na producao de colageno
e consequentemente, no desenvolvimento da fibrose (PEARCE; MACDONALD, 2002;
WILSON et al., 2007).

A participacdo de IL-5, TNF-a, IL-13, MIP-1a ¢ RANTES nas respostas imunologicas
de individuos com diferentes graus de fibrose periportal foi demonstrado em um estudo com

individuos apresentando diferentes graus de fibrose. A producéo de IL-5 em resposta a estimulo
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com SEA mostrou-se elevada em individuos com fibrose moderada a grave quando comparado
a individuos sem fibrose. Por outro lado, os niveis de IL-13 e MIP-1a se mostraram elevados
em individuos sem fibrose quando comparados aos individuos com fibrose moderada ou grave.
Esse fato mostra uma relagdo importante das citocinas IL-5 e TNF-o nas alteragcdes hepaticas
provocadas pelo S.mansoni (DE SOUZA et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Auvaliar o perfil de citocinas de individuos infectados pelo S. mansoni residentes em area
endémica. Além disso, pretende-se analisar a influéncia da idade, sexo, carga parasitaria,
alteracbes na ecogenicidade periportal e expressdo de SmATPDases na resposta imunoldgica

desses individuos.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar a carga parasitaria dos individuos infectados pelo S. mansoni.

e Avaliar aspectos sociodemograficos.

e Avaliar os participantes quanto aos aspectos clinicos e ultrassonograficos.

e Realizar a obtencao dos ovos de S. mansoni atraves da coleta de fezes.

e Determinar a expressdo das ectonucleotidases (SmMATPDase 1 e SmATPDase 2) em
amostras de fezes.

e Correlacionar a carga parasitaria, aspectos sociodemogréaficos, alteracbes na
ecogenicidade periportal e expressao de ectonucleotidases com o perfil de citocinas

observado nos participantes do estudo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Populagéo e area de estudo

O estudo foi realizado nos distritos rurais de Xonin de Baixo e Xonin de Cima,
pertencentes ao municipio de Governador Valadares, estado de Minas Gerais, Brasil. Os
individuos que desejaram participar do estudo receberam o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), o qual foi assinado pelos pacientes, parentes ou responsaveis. Para 0s
participantes menores de 18 anos o termo de assentimento foi assinado. Os modelos dos

documentos encontram-se em anexo.

4.2 Questionario Demografico e Socioecondmico

O questionario foi aplicado aos participantes do estudo e continha perguntas referentes
aos dados demogréficos tais como idade, sexo, local de moradia, nivel educacional, ocupagéo

e dados relacionados a infeccdo, como primo-infeccao ou reinfec¢do (Anexo 1).

4.2 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFJF através da
Plataforma Brasil. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido contendo todas as
informacGes dos procedimentos a serem realizados durante a pesquisa foi obtido de todos 0s
participantes (Anexo 2). Para os individuos menores de 18 anos, foi obtido o termo de
assentimento e a inclusdo foi realizada apds assinatura do consentimento pelos pais ou

responsaveis (Anexo 3).

4.3 Exame parasitologico de fezes

A presenca do parasito foi detectada pelo método de Kato-Katz utilizando duas laminas
a partir de amostras fecais de cada paciente de acordo com o preconizado pelo Programa de
Controle da Esquistossomose (PCE) (WHO 1994) e pelo método de sedimentagdo espontanea
(HPJ) (HOFFMAN et al., 1934). O numero de ovos por grama de fezes foi determinado através

do exame de duas laminas de amostras de fezes de cada paciente de acordo com o método Kato-
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Katz (KATZ et al., 1972), sendo que foram coletadas trés amostras fecais por paciente. A
contagem de ovos é resultado da media aritmética das trés determinacdes e definida como opg
(ovos por grama) de fezes. Os exames sdo rotineiramente realizados por professores, técnicos
e estudantes da Universidade Federal de Juiz de Fora, campus Governador Valadares.

4.4 Exame ultrassonogréfico

Todos os participantes foram submetidos a ultrassonografia abdominal por meio do
aparelho portéatil GE LOGIQ book series. Os parametros como diametro das veias porta e
mesentérica, tamanho do figado e baco e espessamento da parede dos ramos portais central e
periférico foram avaliados segundo Homeida et al. 1988, Abdel-Wahab et al. 1992 e Doehring-
Schwerdtfeger et al. 1992. Nesse estudo adotou-se a classificagdo da Organizacdo Mundial de
Salde (1991) para avaliar a morbidade pela infecgcdo pelo S. mansoni: grau zero, espessamento
da parede dos ramos periportais menor que 3 mm; grau 1, fibrose entre 3-5 mm; grau 2, fibrose

entre 6-7 mm; e, grau 3, > 7 mm.

4.5 Obtencéo dos ovos de Schistosoma mansoni

As amostras de fezes foram coletadas de individuos portadores do Schistosoma
mansoni, identificados através do exame parasitologico de fezes pelo método Kato Katz,
realizado pelo servico publico de salude de Governador Valadares nos distritos de Xonin de
Baixo e Xonin de Cima. Cada individuo positivo para ovos de S. mansoni forneceu trés
amostras de fezes coletadas em dias alternados. As amostras foram entregues pelos
participantes do estudo no posto de saide do proprio distrito, posteriormente, essas amostras
foram levadas ao laboratério de parasitologia da UFJF - GV para manipulagdo. Primeiramente
retirou-se uma pequena parte da amostra para realizacao da técnica de kato-katz, na qual foram
preparadas duas laminas dessa amostra para quantificacdo dos ovos de S. mansoni. Em um
segundo momento preparou-se o restante da amostra para a técnica de HPJ, adicionando agua
retirada de uma torneira com filtro, homogeneizando e passando o material devidamente diluido
por uma gaze dobrada em quatro partes até que todo o bolo fecal fosse devidamente filtrado.
Apos filtracdo a amostra foi separada em seis célices distintos. Cada calice foi completado com
agua filtrada para lavar cada parte da amostra e esperou-se cerca de 40 a 50 minutos até que a
parte mais densa da amostra decantasse. Ap0s a decantagdo, a parte liquida foi retirada,

deixando assim apenas o precipitado. Novamente foi adicionado agua até completar o calice de
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modo que ambas as partes da amostra ficavam cada vez mais claras. Essa lavagem foi realizada
trés (03) ou quatro (04) vezes, dependendo da turbidez da amostra. Apos as lavagens, foi
realizada a confirmagao da presenca de ovos de S. mansoni pelo exame parasitolégico de fezes
(EPF), no qual foi observado cerca de duas a trés ldminas por calice. O material presente nos
seis (6) célices foi unido em um s6 célice e deixado em repouso para nova decantagdo. Apos
decantacdo a parte liquida foi retirada e posteriormente foi adicionada solucéo salina 0,9%
gelada com o objetivo de impedir a eclosdo dos ovos de S. mansoni.

ApOs essa etapa, prepararam-se as peneiras para a retirada das particulas maiores do que
0s ovos de S. mansoni. A peneira com orificios de 300 micras foi posicionada na parte superior
seguida da peneira de orificios com 180 micras na parte inferior e tendo por baixo das peneiras
um recipiente de aluminio acoplado para receber o material filtrado. Ap0s organizar as peneiras
verteu-se toda a solugdo sobre as mesmas e as particulas maiores que trezentos micras ficaram
retidas na primeira peneira e as particulas maiores que cento e oitenta micras retidos na segunda
peneira. As particulas menores que cento e oitenta micras incluindo os ovos de S. mansoni
passaram por ambas as peneiras e foram captadas pelo recipiente de aluminio acoplado na parte
inferior as peneiras. Apos esperar algum tempo, 5 a 10 minutos, o recipiente de aluminio da
base foi trocado por outro recipiente idéntico e o material presente no recipiente retirado foi
vertido lentamente sobre o conjunto de peneira de forma que particulas densas ficavam presas
no fundo do recipiente.

Os ovos de S. mansoni possivelmente retidos no fundo do recipiente de aluminio foram
lavados com uma pequena quantidade de solucéo salina 0,9% gelada de modo que todas as
particulas retidas se desprendessem e se misturassem a solucdo. A solucdo formada apés a
lavagem do recipiente de aluminio foi vertida em um cadinho e posteriormente agitada em
sentido circular de modo que as particulas mais densas, incluindo os ovos de S. mansoni, se
acumulavam no fundo desse recipiente. Ap0Os a agitacdo, as particulas mais densas foram
retiradas com micropipetas e adicionadas em microtubos de 1,5 mL (livres de RNAse, DNAse
e pirogénios). Anterior ao armazenamento das amostras nos microtubos descritos acima, foi
certificada a presenca de ovos de S. mansoni através da observacdo de ldminas em microscépio
optico. Nao foi possivel observar ovos em todas as amostras, apesar do resultado do EPF ter
sido positivo. Apds encerrar a coleta dos ovos em microtubos, os mesmos foram levados a
centrifuga por um minuto e meio para que as particulas de maior densidade se precipitassem.
Apos centrifugacdo, a solugdo salina foi retirada e o precipitado ressuspendido em solucéo de
RNA later para conservagdo do RNA presente na amostra. Cada microtubo foi armazenado a

temperatura de quatro graus Celsius até realizacdo da extragdo de RNA.
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4.6 Extracdo de RNA a partir de ovos de Schistosoma mansoni utilizando o QlAamp
viral RNA Mini Kit — QIAGen

O conteudo presente nos microtubos foi triturado utilizando um homogeneizador de
tecidos (POLYTRON), logo, os ovos de S. mansoni também foram triturados. Em seguida, as
amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente para garantir a completa
dissociacdo das nucleoproteinas. Logo ap0s, 140 uLL da amostra de fezes foram adicionadas a
560 pL da solugdo de tampao AVL para lise contendo RNA carreador, e misturadas em vortex
por 15 segundos. Posteriormente, foram incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugadas para remover gotas no microtubo. Apds a centrifugacdo, foram adicionados 560
ulL de etanol e a solugdo foi novamente misturada em vortex por 15s. Foi realizada outra
centrifugacdo a fim de remover as gotas existentes. Por fim, desta solugdo foram retirados 630
ul e aplicados a Mini coluna QlAamp com um tubo de coleta de 2 ml acoplado e em seguida
levado para a centrifugacdo a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto. Ao término da centrifugacao,
as particulas como 0 RNA, ficaram retidas na coluna e o filtrado foi descartado. Foi realizado
outra filtracdo para aumentar a quantidade de RNA, na qual foi utilizado o0 mesmo volume de
solucéo e as mesmas condicOes para a centrifugacdo. Posteriormente, foi adicionado 500 pL de
tampao AWL1 as Mini colunas QlAamp, e uma nova centrifugacéo foi realizada a 6000 x g
(8000 rpm) durante 1 min para a realizacdo da lavagem. Apds centrifugacdo o filtrado foi
descartado e outra lavagem foi realizada utilizando 500 pL de tampdo AW2, sob uma
centrifugacao a velocidade maxima (20.000 x g; 14.000 rpm) durante 3 min. Foi utilizado dois
tampdes de lavagem diferentes, AW1 e AW2 para melhorar a pureza do RNA eluido.

Para realizar a eluicdo do RNA presente na coluna, foram adicionados 60 pL de
tampao AVE e a mesma foi incubada a temperatura ambiente durante 1 min. Logo apds, foi
realizada uma nova centrifugacdo a 6000 x g ( 8000 rpm) durante 1 min com a mini coluna
contendo o tampdo. O Tampao AVE é livre de RNase e contém 0,04 % de azida de sodio para
evitar crescimento microbiano e contamina¢do com RNases. Todas as etapas da extracdo foram
realizadas a temperatura ambiente e posteriormente, o0 RNA eluido foi levado para leitura a 260
e 280 nm no espectrofotometro. A quantificacdo do RNA foi realizada por meio da seguinte
equagdo: Concentragdo (ng/ul) = Aze0 X 40 X diluicdo / 1000. O RNA foi armazenado em

freezer — 80 °C juntamente com a solucdo de AVE até a realizacdo da transcrigdo reversa.
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4.7 Sintese de DNA complementar e reacdo em cadeia da polimerase (QPCR)

Para a realizacdo da transcri¢do reversa foram utilizados 2 pg do RNA total para cada
reacdo com um volume final de 20 pL. Para a realizacdo da transcricdo reversa foi necessario
preparar um mix em um microtubo, o mix continha 2uL. de tampao 10x RT buffer, 0,8 pL de
dNTP mix (100mM), 2 pL de random primer 10x, 1 pL da solu¢do contendo a enzima
transcriptase reversa, 1 pL de inibidor de RNase e 3,2 puL de agua livre de nuclease. Logo apds
a adicdo dos componentes do mix nos microtubos, os mesmos foram levados ao vértex para
homogeneizagdo. Em outros microtubos foram colocados 10uL do mix anteriormente
preparado + 10 pL de cada amostra. Em seguida, os microtubos foram colocados no
termociclador sendo submetidos a um ciclo de 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos,
85°C por 5 minutos encerrando o ciclo a uma temperatura de 4°C. O DNA complementar
formado pode ficar a 4°C por no maximo 24h ou estocado - 20 °C a longo prazo.

O sistema de amplificacdo SYBR green foi utilizado na qPCR e os alvos para a
amplificacdo foram as regides génica e especificas para S. mansoni que codificam as enzimas
SmATPDase 1 e SmATPDase 2. A sequéncia dos primers utilizadas no estudo podem ser vistas

na tabela a seguir, e foram também utilizados por Da’dara, Bhardwaj e Skelly (2014).
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Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados na gPCR.

Gene Primers Sequéncia

SmATPDase 1 -F 5-CTGATGCCGTTATG AAGTTTTGCA-3

SmATPDase 1 | SmATPDase 1 -R 5-GCAGTAAA CCCTTGGTCAGATAATTTTG-3/,

SMATPDase 2 -F 5" GGTTATGGATTCCCGGCAGATA 3’

SmATPDase 2 -R 5-TGAAAATAAGGCACCAAGACTCCAA-3'

SMATPDase 2

Inicialmente o mix foi preparado adicionando-se a um microtubo 7,5 uL de SYBR
green, 0,6 uL do par de primers a 10uM ¢ 4,9 uL. de agua DEPC. Desse mix foram retirados.
13 pL os quais foram adicionados a 2 pL. de cada amostra de cDNA em placas de 96 pogos. Em
seguida, as placas foram levadas para o termociclador (ABI 7500, Applied Biosystems) para a
amplificacdo. O monitoramento da amplificacdo ocorreu com por meio do programa 7500
Software v2.0.6. O ciclo conduzido pelo termociclador iniciou-se com uma temperatura a 50°C
por 2 minutos passando para uma temperatura de 95°C por 10 minutos. Para a amplificacdo
ocorreram 40 ciclos nos quais as temperaturas ficam por 15 segundos a 95°C e por 1 minuto a
60°C. Para identificacdo da melt curve as temperaturas variaram da seguinte forma: 95°C por
15 segundos, 60°C 1 minuto, aquecida a 1%, elevada por 30 segundos a 95°C e por fim reduzida
a 60°C por 15 segundos. Para a quantificacdo das amostras foram utilizados os valores de Ct

utilizando o gene controle como referéncia.
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4.8 Avaliacdo da producdo de citocinas em sobrenadante de cultura de células

mononucleares do sangue periférico (PBMC)

4.8.1 Obtencéo de celulas mononucleares do sangue periférico (PMBC)

Para a obtencédo das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi necessario
coletar 20 mL de sangue periférico dos participantes. A coleta foi realizada a vacuo utilizando-
se tubos contendo heparina soédica como anticoagulante (Vacutainer®, Becton Dickinson,
EUA). A separacdo das células foi realizada segundo o procedimento descrito por
GAZZINELLI et al. (1983).

O sangue foi diluido na proporcdo de 1:1 em PBS diluida 1:10, seguida da
homogeneizacdo. Em tubos de polipropileno de 50 mL, foram adicionados 10 mL de Ficoll-
hipaque. Logo ap6s, 20 mL do sangue diluido foi lentamente adicionado nas paredes dos tubos,
de modo a evitar a mistura do sangue com o ficoll. Em seguida, os tubos foram centrifugados a
900G (2000rpm), durante 30 minutos, a 25° C (Model j-6b Centrifuge, Beckman). Apos a
centrifugacdo, foi observado em todos os tubos a formacdo de um anel de células
mononucleares na interface entre o ficoll e o plasma. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
o0 anel de células mononucleares foi coletado e adicionados em tubos conicos de polipropileno
de 50 ml (Falcon).

A proxima etapa consistia na lavagem das células que foram lavadas 2 vezes. Na
primeira lavagem, as células foram diluidas 1:1 em PBS1x e centrifugadas a 10 minutos, 4°C,
1800rpm. Na segunda, foi acrescentado 20ml de PBS 1X sobre o pellet de células formado,
homogeneizou e centrifugou por 10 minutos, 4°C, 1500rpm. Ao término da centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido em meio RPMI 1640
(GIBCO) acrescido de 5% 32 de soro humano AB+ (SIGMA), 3% de antibidtico-antimicotico
(solucéo estoque: 10.000 unidades de penicilina, 100.000 pg de estreptomicina e 25ug de
fungizona por mililitro, GIBCO BRL) e 1,6% de L-glutamina (Solucdo estoque: 200Mm,
GIBCO, Grand Island, NY, USA) - meio denominado CMBLAST - para a posterior contagem
das células e célculos para o plaqueamento. Para a determinacdo do numero de células foi
realizada a contagem em camara de Neubauer com auxilio de microscopio 6tico, a partir de
uma aliquota de células diluida em solugdo de Turck (1:20). A concentracdo final foi ajustada

com CMBLAST para 1 x 107 células/mL. Toda a manipulacdo foi realizada em condicdes
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assépticas e em capela de fluxo laminar (BBL-Biological Cabinet, model 60474, Cocheysville,
MD).

4.8.2 Obtencéo de sobrenadante de cultura de PBMC

1,0 x 10° células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) foram ressuspendidas
em meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO) acrescido de 5% de soro humano AB+ (SIGMA), 3%
de antibiético-antimicético (solugdo estoque: 10.000 unidades de penicilina, 100.000 pg de
estreptomicina e 25ug de fungizona por mililitro, GIBCO BRL) e 1,6% de L-glutamina
(Solugéo estoque: 200Mm, GIBCO, Grand Island, NY, USA) e foram cultivadas em placas de
96 pocos (Falcon, BD) por 72 horas apds estimulo com antigeno soltvel do ovo de S.mansoni
(SEA) em incubadora contendo 5% de CO: (Forma Scientific, Marietta, OH, USA), em
atmosfera umida.

As células de cada individuo foram depositadas em quatro pogos consecutivos e
identificados da placa. Os experimentos foram realizados em duplicata de modo que em dois
pocos as celulas ndo foram estimuladas com SEA, ou seja, eram 0s controles e nos outros dois
as células do mesmo individuo foram estimuladas com SEA. Além disso, células de um dos

individuos foram estimuladas com PHA, em triplicata, para o controle positivo do ensaio.

4.8.3 Medida de citocinas em sobrenadante de cultura de PBMC

Os niveis de citocinas Interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, Fator de necrose
tumoral (TNF-a) e Interferon-y (IFN-y) nos sobrenadantes das culturas de PBMC foram
quantificados através de citometria de fluxo, utilizando-se o ensaio citofluorimétrico com
microesferas fluorescentes (Human Cytokine CBA Kit Thl, Th2, Thl7 -Becton Dickinson-
BD). A metodologia CBA —BD permite a avaliagdo simultanea de diversas citocinas no mesmo
ensaio, utilizando pequenos volumes de amostra.

Os sobrenadantes de cultura foram descongelados em banho Maria a 37°C e
centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos. Foram preparadas aliquotas de padr6es em
diluicBes seriadas com o tampéo diluente fornecido pelo fabricante do Kit (diluente G) nas
concentragdes de 5000 pg/ml (1:1 — Top Stantard), 2500 pg/ml (1:2), 1250 pg/ml (1:4), 625
pg/ml (1:8), 312,5 pg/ml (1:16), 156 pg/ml (1:32), 80 pg/ml (1:64), 40 pg/ml (1:128) e 20 pg/ml

(1:256). Quinze microlitros da mistura de beads de captura, conjugadas com anticorpos
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monoclonais anti-1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a ¢ IFN-y (Human Cytokine CBA Kit
Thl, Th2, Thl7) foram adicionados tubos de poliestireno de 5 ml. Em seguida, foram
adicionados 25 pul das amostras, dos padroes e do diluente, que nesse caso, foi usado com tubo
controle da reacdo. Adicionou-se, também, 18ul do conjugado marcado com ficoeritrina (PE -
FL-2) a cada tubo de reagéo, sendo estes homogeneizados por 30 segundos cada tubo. Os tubos
foram incubados por 180 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apo6s a segunda
incubacao, as amostras foram lavadas com 500 pl de tampao de lavagem (Wash 34 Buffer),
centrifugadas a 1400 rpm por 10 minutos a 18°C. Posteriormente, o sobrenadante foi retirado
com o0 auxilio de uma bomba de vacuo (FANEM®, Brasil), deixando-se um volume de
aproximadamente 200 ul/tubo. Foi realizada a leitura no citdmetro BD FACSVerseTM.

Os resultados para todos os testes foram registrados utilizando como unidades de
medida tanto picograma por mililitros (pg/mL) quando a intensidade media de fluorescéncia
(MFI). Posteriormente, o Indice de Citocinas foi calculado.

4.9 Analise estatistica

Os dados do estudo foram analisados pelos programas Excel e Prism 5.0 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA) as diferencas foram consideradas significativas ao nivel de a

0,05. As analises foram feitas através de Teste T de Student e Razdo de chances.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo da populacgéo de estudo:

A populagdo de estudo envolveu 64 individuos infectados e 33 individuos nédo
infectados por S. mansoni, destes, 19 eram residentes em area endémica (CE) e 14 residiam em
regides nao endémicas do municipio de Governador Valadares (CNE). As informacdes
referentes a idade, sexo, intensidade de infecgéo e reinfec¢do podem ser visualizadas na Tabela
2. Entre os 64 individuos infectados com S. mansoni, 38 (59,4%) eram do sexo masculino e 26
(40,6%) do sexo feminino. Esse dado corrobora outros achados na literatura que associam uma
maior taxa de infeccdo a individuos do sexo masculino (KABATEREINE et al., 2004;
ROLLEMBERG et al., 2015; ENK et al., 2010; DAWAKI et al., 2016; OLVEDA et al., 2017),
uma vez que fatores comportamentais ligados ao sexo masculino, como atividades de lazer
proximas ao rio, valas e valetas, pesca e banho, além de atividades laborais como agricultura e
corte de capim, podem justificar tais observacdes, enquanto as mulheres, na maioria das vezes,
exercem atividades geralmente domésticas (KABATEREINE et al., 2004).

A idade dos individuos infectados variou de 9 a 79 anos com a média de idade de 33,84
+ 18,43 anos e mediana de 29 anos. Quando a idade foi categorizada em faixas etarias de 0 a
19 anos, 20 a 60 anos e > 60 anos, foi observado que 16 (25 %) individuos possuiam até 19
anos, 39 (60,9 %) tinham entre 20 a 60 anos e 9 (14,1%) mais de 60 anos. Assim, observamos
uma prevaléncia maior da infeccdo em individuos com idade intermediaria (20 a 60 anos).
Dados da literatura indicam que a infeccdo pelo S. mansoni acomete com mais frequéncia
individuos jovens, em um estudo realizado por Neto et al. (2012) foi observado uma
predominancia de infeccdo na faixa etéaria de 10 a 29 anos. Um outro estudo realizado por
Olveda et al. (2017) nas Filipinas, observou a ocorréncia da esquistossomose na faixa etaria de
36 a 55 anos. Esses estudos atribuem essa caracteristica a habitos de vida dos individuos em
especial a atividade laboral.

Em relacdo a intensidade de infeccdo na populacédo estudada, foi observada uma variacao
de 0 a 648 ovos por grama de fezes (OPG); média de 56,44 + 121,8; mediana 12 OPG,; intervalo
interquartil: 1- 45 OPG. Dos individuos infectados, 50 (78,1%) apresentaram niveis de infeccéo
inferior a 50 OPG, 5 (7,8 %) apresentaram entre 50 e 100 OPG e 9 (14,1 %) apresentaram mais
de 100 OPG. Esses resultados mostram que a grande parte dos individuos infectados pelo

S.mansoni residentes em Xonin de Baixo apresentam uma baixa carga parasitaria. A diminuicéo
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da prevaléncia no distrito de Xonin foi observada em nosso estudo, uma vez que observamos
uma prevaléncia da doenca inferior a 10%, com a maioria dos individuos eliminando menos de
96 OPG de fezes. Dias et al. 1994 descreveram que esses parametros caracterizam uma area de
baixa endemicidade para a esquistossomose. Em 2010, Azeredo et al. caracterizaram o distrito
de Xonin de Baixo como uma area de média endemicidade, onde a prevaléncia deve ser maior
que 10% e a maioria dos individuos devem eliminar mais de 120 opg de fezes. Em 2012, Neto
et al., realizaram um estudo em Natuba, distrito do municipio de Vitéria de Santo Ant&o,
Pernambuco, e observaram, assim como em nosso estudo, uma carga parasitaria media, 60,2
ovos por grama de fezes, nos individuos infectados. Dados da literatura mostram que a falta de
saneamento basico, a auséncia de agua tratada para 0 consumo e o contato constante com aguas
naturais (REY, 1999) sdo fatores imprescindiveis para a transmissdo da esquistossomose
mansoni (ROUQUAVROL; ALMEIDA FILHO, 2003). Tém sido observados nas regifes
endémicas uma baixa carga parasitaria, que pode ser explicada pelo emprego do tratamento
coletivo. Um estudo realizado no Quénia por Lelo et al. (2014) com criangas em idade escolar,
demonstrou que o tratamento coletivo diminuiu a prevaléncia e as formas graves da
esquistossomose, entretanto, o parasita continuou viavel na regido podendo causar reinfeccdes.
Outro estudo realizado em Pernambuco, Brasil, demonstrou que o tratamento coletivo foi capaz
de reduzir a carga parasitaria presente nos individuos infectados, mas, ndo foi capaz de erradicar
0 parasita na regido (GOMES et al., 2016).

Sabe-se, entretanto, que a fémea do parasito ndo realiza a postura dos ovos diariamente
(SCOTT, 1938; MARTINS, 1949; KLOETZEL, 1962) e o método de Kato-Katz utilizado no
diagnostico da doenca € pouco sensivel em areas de baixa endemicidade, como € o caso do
distrito de Xonin. O teste de Kato-Katz tem sido utilizado durante 40 anos na reducdo das taxas
de prevaléncia mundial, no entanto, a principal desvantagem do método é a sua insensibilidade
crescente para diagnosticar em areas contendo individuos com intensidade de infeccédo
"moderada” (100-399 OPG) e baixa (<100 OPG). A técnica de Kato Katz ¢ tida como “padrio
ouro” para o diagndstico de esquistossomose, porém sua sensibilidade pode chegar a 25% em
regibes com pouca transmissdo da doenca (KATO; MIURA, 1954; KATZ; CHAVES;
PELLEGRINO, 1972; LEWERT; YOGORE; BLAS, 1984; WHO, 1998; TCHUEM
TCHUENTE, 2011).

Em geral, as reinfeccbes em areas endémicas sdo constantes e aumentam até os vinte
anos de idade, diminuindo progressivamente a partir da segunda década de vida. Em nosso
trabalho, foi observado que 27 (42,2%) individuos ndo haviam sido infectados anteriormente,

enquanto 28 (43,8%) individuos afirmaram ja terem sido infectados, caracterizando no
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momento do estudo, uma reinfec¢do. Ao dividir os individuos reinfectados quanto a carga
parasitaria, observa-se que 1 individuo apresentou > 100 OPG e 27 apresentaram < 100 OPG.
Assim, foi observada uma relagdo significativa (p = 0,0468) entre os individuos que possuiam
<100 OPG e a reinfec¢do. Black et. al (2010) demonstraram que individuos que vivem em area
endémica e possuem baixa carga parasitaria podem desenvolver uma imunidade adquirida,
caracterizada por uma resposta do tipo 2 que é montada em frente a alta frequéncia de exposicdo
aos antigenos do parasita, que propicia uma menor chance de serem reinfectados. Outro estudo
realizado com criangas e adolescentes escolares residentes no Vale de Jequitinhonha, MG,
demonstrou que as criancas e adolescentes que tinham alta carga parasitéria antes do tratamento
tinham mais risco de se reinfectarem quando comparado aos participantes de baixa carga
parasitaria (LIMA, 2015). Na literatura existe um consenso de que, embora ocorra uma pequena
reducdo nos niveis de exposicdo dos individuos com a idade, ela € insuficiente para explicar a
grande reducéo na intensidade de reinfeccdo, cuja causa foi atribuida ao desenvolvimento de
uma resisténcia adquirida com a idade. A reinfeccdo é um fator importante para a manutencao
da doenca principalmente em areas endémicas onde os individuos apesar de receberem
tratamento adequado e serem orientados quanto as formas de transmisséo da doenca, continuam
com os mesmos habitos de vida, frequentando corregos e valas para atividades de lazer, trabalho
e uso domestico, o que acaba por facilitar o processo de reinfeccdo (DAWAKI et al., 2016).

No grupo de individuos ndo infectados residentes em area endémica (CE), 11 (57,9 %)
eram do sexo masculino e 8 (42,1%) do sexo feminino. Uma proporcdo semelhante foi
observada no grupo de individuos ndo infectados e ndo residentes em area endémica (CNE),
nos quais 8 (57,2 %) eram pertencentes ao sexo masculino e 6 (42, 8%) ao sexo feminino. Com
relacdo a idade, no grupo CE a mesma variou entre 9 a 77 anos, com uma média de 46,58 +
20,16 anos, mediana de 51 anos e intervalo interquartil de 28 a 59 anos. A maioria dos
individuos (78,94 %) tinham entre 20 a 60 anos, 3 (57,9 %) eram maiores de 60 anos e apenas
1 (5,26%) possuia entre 0 a 19 anos. No grupo CNE, a idade variou entre 14 a 76 anos com uma
média de 36,07 * 20,74 anos, mediana de 29 anos, e intervalo interquartil de 21 a 50,75 anos.
Neste grupo de individuos, 2 (14,3%) tinham entre 0 a 19 anos, 9 (64,3%) entre 20 e 60 anos e
3 (21,4%) possuiam mais de 60 anos.

Sendo assim, percebe-se que a maioria dos individuos infectados avaliados em nosso
estudo pertencem ao sexo masculino, possuem idade que varia de 20 a 60 anos e apresentam
uma baixa carga parasitaria (< 50 OPG). Além disso, 0s resultados sugerem que a reinfeccao

pode ser um fator importante para manter a carga parasitaria menor que 100 OPG.
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Parametros Positivos (n = 64) CE (n=19) CNE (n=14)
Idade (anos)
e Variagéo (9 — 79 anos) (9 — 77 anos) (14 — 76 anos)
e Média + SD 33,84 +18,43 46,58 + 20,16 36,07 + 20,74
e Mediana 29 51 29
e Intervalo interquartil (25 -75%) 19 -47 28-59 21-350,75
Faixa etaria (anos)
0-19 16 (25%) 1 (5,26%) 2 (14,3%)
20-60 39 (60,9) 15 (78,94%) 9 (64,3%)
>60 9 (14,1%) 3 (15,78%) 3 (21,4%)
Sexo
Feminino 26 (40,6%) 8 (42,1%) 6 (42,8%)
Masculino 38 (59,4%) 11 (57,9%) 8 (57,2%)
Infecgdo

Primo-infeccao

27 (42,2%)

Reinfecgdo 28 (43,8%) - -
Intensidade de infeccdo (OPG?*)
e VVariacao (0 — 648 OPG)
e Média + SD 56,44 +121,8
e Mediana 12 ) }
1- 45

e Intervalo interquartil (25 - 75%)

Distribuicéo de ovos (OPG?*)

<30 50 (78,1%) - -
50 - 100 5 (7,8%) - ;
> 100 9 (14,1) _ _

* OPG - ovos por grama de fezes

Fonte: dados da pesquisa.
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5.2 Avaliacdo da ecogenicidade periportal

A avaliacdo dos 6rgdos residentes na regido abdominal, especialmente figado e baco, é
extremamente importante uma vez que alteracdes morfoldgicas e funcionais podem acometé-
los em caso de infeccdo pelo S. mansoni, especialmente nas formas mais graves da doenca.
Nesse sentido, foi realizada a avaliacdo ultrassonografica de todos os individuos participantes
do estudo.

N&o foram observadas alteracGes no exame ultrassonogréfico no grupo de individuos
controle residentes em area endémica (n = 19) e no grupo de individuos controle residentes em
area ndo endémica (n = 14).

Dos 64 individuos infectados com S. mansoni, 5 (7,8%) apresentaram alteracdo no
espessamento da parede dos ramos periportais, com varia¢dao entre 3-5mm, caracterizando o
desenvolvimento de uma fibrose periportal incipiente de acordo com a OMS. Um estudo
realizado na cidade de Bananal em Sao Paulo, a qual é uma area de baixa endemicidade para a
esquistossomose, também encontrou uma baixa incidéncia de fibrose periportal central e
periférica (4,6%) (ESPIRITO SANTO et al., 2008). Entretanto, a incidéncia da fibrose hepatica
na esquistossomose pode variar dependendo da localidade estudada. Em regides de maior
endemicidade encontra-se alteragdes no exame ultrassonografico mais significativas. Em um
estudo realizado na zona rural de Alexandria no Egito, 33,3% dos participantes apresentaram
didmetro veia porta > 13 mm, 26,2% fibrose periportal grau 2 ( > 5 mm), e 28,6%
esplenomegalia, diferindo portanto, dos nossos achados (ZAKI et al., 2003). Outro trabalho
realizado no estado de Pernambuco mostra dados ainda mais alarmantes, eles demonstraram
que entre 1999 a 2013 foram registrados 2578 ¢bitos por esquistossomose e que entre 2008 e
2014 foram registradas 473 internacdes por esta doenca. Entre 1999 e 2014 foram identificados
1943 casos de esquistossomose tratados no Hospital das Clinicas de Pernambuco, sendo que
1411 (72,6%) dos individuos apresentaram a forma hepatoesplénica (HE) e entre os casos de
HE, 58 (4,6%) individuos tiveram ascite, 556 (43,2%) apresentaram sangramento
gastrointestinal superior e 489 (39,1%) tiveram circulacdo colateral. O padrdo de fibrose no
figado avancada e muito avancada ocorreu em 793 (65,5%) dos casos (BARBOSA et al., 2016).

Os 64 individuos positivos foram classificados quanto a presenca de alteracdo no
espessamento da parede dos ramos periportais, e assim caracterizados quanto a idade, sexo e
distribuicdo de ovos. Os dados podem ser vistos na Tabela 3. Entre os individuos que

apresentaram espessamento da parede dos ramos periportais, 4 (80 %) eram pertencentes ao
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sexo masculino e 1 (20%) ao sexo feminino. A idade desses individuos variou entre 27 a 66
anos, com média de 46,2 + 17,57 anos, mediana de 50 anos e intervalo interquartil de 28 a 62,5
anos. Nenhum dos individuos possuiam entre 0 a 19 anos, 4 (80%) tinham entre 20 a 60 anos e
1 (20%) possuia idade superior a 60 anos. Estudos realizados no Senegal encontraram uma
prevaléncia de fibrose hepéatica de 6% em individuos de 0 a 9 anos e de 44% naqueles maiores
que 20 anos de idade. Esses estudos mostraram também que as formas mais graves de fibrose
hepatica so é aparente em adultos com mais de 20 anos de idade, deixando claro que a idade se
apresenta como um fator de risco para o desenvolvimento dessa morbidade. Além disso,
observaram uma maior prevaléncia da fibrose em homens quando comparado as mulheres
(MEURS et al., 2012, GRYSEELS et al., 2006). Contudo, estudo realizado no Hospital das
Clinicas de Pernambuco encontrou uma maior incidéncia de casos hepatoesplénicos durante a
infeccdo pelo S. mansoni em mulheres, o que pode estar associado ao fato de que a populacdo
amostral do estudo tinha uma propor¢do maior de mulheres. Nesse mesmo estudo, a faixa etaria
predominante de alteracdes hepatoesplénicas foi de 30 a 59 anos, correlacionando-se com 0s
nossos achados (BARBOSA et al., 2016).

Nos individuos infectados, mas sem alteracdo no espessamento da parede dos ramos
periportais (n=59), 34 (57,6%) eram pertencentes ao sexo masculino e 25 (42,4%) ao sexo
feminino. Foi observado que a idade neste grupo, variou entre 9 a 79 anos com a média de 32,78
+ 18,10 anos, mediana de 28 anos e intervalo interquartil de 18 a 45 anos. Quinze (25,42%)
individuos possuiam entre 0 a 19 anos, 35 (59,32%) entre 20 a 60 anos e 9 (15,25%) tinham

mais de 60 anos.
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Tabela 3 — Caracterizacdo dos individuos com alteraco na ecogenicidade periportal.

Sem alteracédo (ECO -)

Parametros Com alteragdo (ECO +) (n=5) (n = 59)
Idade (anos)
e Variacao (27 - 66 anos) (9 — 79 anos)
e Meédia = SD 46,2 £ 17,57 32,78 £18,10
e Mediana 50 28
¢ Intervalo interquartil (25 - 75%) 28-625 18-45
Faixa etaria (anos)
0-19 0 (0%) 15 (25,42%)
20-60 4 (80%) 35 (59,32%)
> 60 1 (20%) 9 (15,25%)
Sexo
Feminino 1 (20 %) 25 (42,4%)
Masculino 4 (80 %) 34 (57,6%)
Distribuicéo de ovos (OPG)
<50 5 (100%) 45 (76,3%)
50 - 100 0 (0 %) 5 (8,5%)
>100 0 (0 %) 9 (15,2%)

*(OPG): Ovos por grama de fezes.

* (ECO +): Espessamento da parede dos ramos periportais entre 3-5 mm.
* (ECO -): Espessamento da parede dos ramos periportais menor que 3 mm.

Fonte: dados da pesquisa.

5.3 Expressdo de SmATPDase 1 e SmMATPDase 2 em amostras fecais de individuos

infectados pelo S. mansoni.

A avaliacdo molecular das amostras de fezes coletadas dos 64 individuos infectados foi

realizada a fim de identificar a expressdo génica das enzimas SmATPDase 1 e SmMATPDase 2

através da técnica de RT- PCR. A tabela 4 demonstra que a expressdo de pelo menos uma das

ectonucleotidases (SmATPDase +) foi detectada em amostras de fezes de 33 (51,6%)

individuos infectados pelo S.mansoni. Desse total, 5 (15,2%) expressavam apenas a enzima
SmATPDase 1, 11 (33,3%) expressavam apenas SmATPDase 2 e os outros 17 (51,5%)
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individuos expressavam tanto SmATPDase 1 quanto SmATPDase 2. E interessante destacar
que entre os individuos com fibrose (n = 5), 80% (n = 4) demonstraram expressao de
SmATPDases em suas amostras de fezes. O aumento de adenosina gerado pela acdo catalitica
das enzimas poderia favorecer o desenvolvimento de fibrose. Alguns estudos demonstraram
que a adenosina ao atuar em receptores A2a em células estreladas hepaticas é capaz de aumentar
a producdo de colageno | e 11l estimulando o desenvolvimento de fibrose hepatica (CHAN et
al., 2006; HASHMI et al., 2007).Né&o foi possivel identificar expressdo das SmATPDase 1 e/ou
SMATPDase 2 em amostras fecais de 31 (48,4%) individuos (SmATPDase -).

Diversos autores demonstram a presenca dessas enzimas no verme e em ovos retirados
do figado de camundongos infectados por S. mansoni. (VASCONCELOS et al., 1993;
DEMARCO et al.,, 2003; FARIA-PINTO et al., 2006; LEVANO-GARCIA et al., 2006;
FARIA-PINTO et al., 2010; MENDES et al., 2011; Da Dara et al., 2014). A presenca de
enzimas envolvidas com o metabolismo de ATP extracelular ja foi descrita para diferentes
parasitos e tem sido correlacionada com a viruléncia dos mesmos e com o desenvolvimento da
fibrose cistica e da asma (ESTHER Jr et al., 2008). Entretanto ainda ndo é possivel encontrar
na literatura atual, trabalhos que propdem avaliar a presenca dessas enzimas em ovos do verme
coletados em amostras fecais de seres humanos, o que justifica a relevancia desse estudo.

Da’dara et al. (2014) demonstrou que a SmATPDase 1 € mais expressa nos
esquistossdmulos e em fémeas adultas do que nas cercarias e machos adultos, e que a isoforma
da SmATPDase 2 é mais encontrada nos ovos do parasita quando comparado a outras formas
evolutivas. Alem disso, um outro estudo realizado por Levano- Garcia et al. (2006) revelou que
a SmATPDase 1 é encontrada na borda do tegumento, enquanto que a SmATPDase 2 esta
localizada na parte mais interna do tegumento, podendo ser secretada.

O nosso trabalho é inovador no sentido de ser o primeiro a avaliar a expressdo dessas
enzimas em ovos do parasito obtidos de fezes humanas. Dessa forma, nao é possivel comparar
0S nossos resultados com a literatura, uma vez que os dados da literatura disponiveis sdo
utilizando ovos obtidos de camundongos infectados (LEVANO- GARCIA et al., 2006; D’ARA
et al., 2014; MARCONATO et al., 2017).
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Tabela 4 — Expressdo de SmATPDases em amostras fecais de individuos infectados com S. mansoni.

Expresséo de
SMATPDases n (%) n (%)
SmATPDase - 31 (48,4) -
SmATPDasel  5(7,8)
SmATPDase + 33 (51,6) SmATPDase2  11(17,2)
SMATPDase 1 e SmATPDase 2 17 (26,6)
Total 64 (100,0)

Fonte: dados da pesquisa.

5.4 Perfil de citocinas de individuos infectados residentes em area endémica

A avaliagdo imunoldgica foi realizada afim de compreender a acdo do sistema
imunologico durante a infecgdo causada pelo S. mansoni. Além disso, buscou-se identificar os
perfis imunoldgicos que pudessem estar atrelados a fatores como a alteracdo da ecogenicidade
periportal, expressdo de ectonucleotidases, carga parasitaria e fatores individuais como idade e
Sexo.

Os grupos utilizados para esta analise foram anteriormente citados, e compreendem:
grupo positivo (n= 64) composto por individuos infectados pelo S. mansoni e residentes em
area endémica; e dois grupos controles compostos por individuos que nao possuiam a infeccao.
Um grupo controle constituido de individuos residentes em area endémica (CE; n=19) e o outro
grupo contendo individuos que ndo residem em area endémica (CNE; n= 14).

Antes da realizacdo de qualquer analise buscou-se comprovar a eficacia da estimulacao
das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de todos os participantes do estudo
frente ao antigeno solGvel do ovo do parasito (SEA). Para os individuos do grupo positivo foi
observado que o estimulo de PBMC com SEA aumentou os niveis de 1FN-y, TNF-a, I1L-10,
IL-6, IL-4 e IL-2 no sobrenadante de cultura comparado as PBMC ndo estimuladas (CC)
(Figura 2). Nas culturas de PBMC dos individuos ndo infectados e ndo residentes em area
endémica, o estimulo com SEA aumentou a producdo de IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-6 (Figura
3). De modo semelhante foi observado nas culturas de PBMC dos individuos ndo infectados

residentes em area endémica que o estimulo com SEA aumentou a producgéo de IFN-y, TNF-aq,
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IL-10 e IL-2 (Figura 4). Por fim, ao unir os dois grupos de individuos ndo infectados foi
observado aumento significativo na produgdo de IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6 e IL-2 apds o
estimulo de PBMC com SEA (Figura 5). Todos esses resultados demostram que a presenca do
antigeno do ovo (SEA) pode provocar alteragdes imunoldgicas significativas mostrando uma

sensibilidade das células mononucleares do sangue periférico ao antigeno utilizado.
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Figura 2 — A estimulagdo com SEA aumenta a producdo de IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 na
populacgdo de individuos infectados por S. mansoni. Os niveis de citocinas foram medidos em sobrenadantes
recolhidos de culturas de PBMC estimuladas com SEA por citometria de fluxo. Células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) foram estimuladas com SEA (SEA) ou ndo foram estimuladas (CC) e a producao de citocinas
no sobrenadante foi comparada. O teste de Mann Whitney foi utilizado para a avaliacdo estatistica. Valores de p
<0,05 foram considerados significativos.
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Figura 3 — A estimulacdo com SEA aumenta a producéo de IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-6 na populacdo de
individuos ndo infectados por S. mansoni e residentes em &rea ndo endémica. Os niveis de citocinas foram
medidos em sobrenadantes recolhidos de culturas de PBMC estimuladas com SEA. Células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) foram estimuladas com SEA (SEA) ou ndo foram estimuladas (CC) e a producao de
citocinas no sobrenadante foi comparada. O teste de Mann Whitney foi utilizado para a avaliagdo estatistica.
Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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Figura 4 — A estimulacdo com SEA aumenta a producéo de IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-2 na populacdo de
individuos néo infectados por S. mansoni residentes em area endémica. Os niveis de citocinas foram medidos
em sobrenadantes recolhidos de culturas de PBMC estimuladas com SEA por citometria de fluxo. Células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram estimuladas com SEA (SEA) ou ndo foram estimuladas (CC)
e a producéo de citocinas no sobrenadante foi comparada. O teste de Mann Whitney foi utilizado para a avaliacdo
estatistica. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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Figura 5 - A estimulacdo com SEA aumenta a producéo de IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6 e IL-2 na populacéo
de individuos ndo infectados por S. mansoni. Os niveis de citocinas foram medidos em sobrenadantes recolhidos
de culturas de PBMC estimuladas com SEA por citometria de fluxo. Células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) foram estimuladas com SEA (SEA) ou ndo foram estimuladas (CC) e a producdo de citocinas no
sobrenadante foi comparada. O teste de Mann Whitney foi utilizado para a avaliagdo estatistica. Valores de p <0,05
foram considerados significativos.
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Uma vez constatado que o estimulo com SEA alterou o perfil imunoldgico das células
mononucleares do sangue periférico dos individuos, utilizou-se o indice de citocinas (SEA/CC)
para verificar as alteracfes quantitativas na producdo de citocinas pelas PBMC obtidas dos
individuos participantes do estudo. O indice de citocinas é um parametro que pode ser obtido
por meio da razdo entre os valores de intensidade média de fluorescéncia (MFI) referente a
quantidade de citocinas encontradas em pogos estimulados com SEA pelos valores de MFI
identificado nos pocos sem estimulo. Essa forma de avaliacdo tem sido utilizada na literatura,
Luisa-silva et al. (2011) mostrou que o indice de citocinas € uma medida que avalia de forma
interessante e eficiente 0s niveis de citocinas produzidos em sobrenadantes de cultura de células
mononucleares do sangue periférico.

Inicialmente, buscou-se identificar e quantificar as citocinas produzidas pelos grupos em
estudo. Ao comparar a producdo de citocinas entre os trés grupos, observou-se que 0S
individuos infectados pertencentes ao grupo positivo (POS) produzem maior quantidade de IL-
4 quando comparados aos individuos ndo infectados (CE e CNE) e IL-10 quando comparados
aos individuos nao infectados residentes em area endémica (CE). Além disso, foi possivel
observar uma menor producao de IL-2 no grupo positivo de area endémica quando comparado
aos individuos do grupo CE (Figura 6).

E importante salientar que a resposta imunolégica montada contra o Schistosoma
mansoni pode diferir entre os individuos infectados, originando as diferentes manifestacdes
clinicas e complicac@es patologicas. Diversos fatores podem estar associados a heterogeneidade
da resposta imunologica, como diferentes padres de exposicao, intensidade de tratamento,
reinfeccdo, entre outros. Ja é descrito na literatura que nas duas a trés semanas iniciais da
infeccdo a resposta imunoldgica predominante nos individuos infectados é do tipo Thl. A
medida que os parasitas se tornam adultos, acasalam e produzem ovos, a resposta imunoldgica
vai se tornando do tipo Th2 com o predominio de citocinas IL-4 e IL-5. A mudanca do tipo de
resposta é decorrente do estimulo provocado pelos antigenos dos ovos. Na fase cronica da
doenca, observa-se que a resposta do tipo Th2 predominante ¢ modulada de tal maneira que os
granulomas vao se formando ao redor dos ovos (PEARCE; MACDONALD, 2002).

Citocinas pertencentes a resposta Thl como TNF e IFN-y sfo importantes no
recrutamento inicial de células como eosinofilos, macrofagos, linfocitos e alguns neutréfilos
que formam o granuloma inicial. Em uma etapa posterior, 0 granuloma adquire um tamanho
maior na qual sdo observados niveis maiores de IL-4 e IL-5 (PEARCE et al.,1991; BOROS,
1994; WEINSTOCK, 1992).
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Em um estudo realizado por Chensue et. al (1993), foi demonstrado que na formacao do
granuloma em camundongos, havia a producdo de IFN-y, IL-2 e IL-4. Além disso, foi
observado que no inicio da reacdo inflamatoria ocorre um aumento de IFN-y e no auge da
formacdo de granulomas ocorre um aumento expressivo de IL-4 (CHENSUE, 1993; FARIA,
2004). Pacientes com a forma intestinal exibem uma resposta mista Th1/Th2 com altos niveis
de IL-4 em comparacdo a fase aguda e com aumento na frequéncia de células T produtoras de
IL-10. Além disso, em individuos nos estagios iniciais de desenvolvimento da
hepatoesplenomegalia foi demonstrado uma associacgao do perfil de citocinas Th2 (IL-5, IL- 10
e IL-13) com fibrose severa. Como a doenca hepatoesplénica é uma complicacdo crénica da
doenca, € concebivel que mecanismos imunes sejam responsaveis para a ocorréncia da fibrose
no inicio dessa forma clinica (MAGALHAES et al., 2005; DE JESUS et al. 2004).

Entretanto, a IL-10 também tem sido associada ao controle da progresséo do granuloma.
Em um estudo realizado por Falcdo et. al (1998) foi demonstrado que o bloqueio da IL-10 em
PBMC de individuos infectados durante o desenvolvimento do granuloma in vitro resultou no
aumento do diametro do granuloma. Alguns autores avaliaram o papel de certas citocinas na
regulacdo da fibrogénese e da fibrélise. Em modelos animais, foi demonstrado que as citocinas
Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) contribuem para a formacéo de granulomas e desenvolvimento de
fibrose, uma vez que essas citocinas estimulam a proliferacdo de fibroblastos e a producéo de
matriz extracelular (HENRI et al., 2002; ZHONG et al. 2005).

Sendo assim, os altos niveis de IL-4 e I1L-10 estdo intimamente relacionados com a
resposta imunoldgica frente a deposicdo dos ovos do parasito e consequente formacdo do
granuloma, onde a IL-4 caracteristica de uma resposta do tipo Th2 e a IL-10 considerada uma
citocina reguladora, podem contribuir para a formacdo do granuloma e consequente

desenvolvimento de uma fibrose periportal.

Figura 6 — Individuos infectados com S. mansoni produzem maiores niveis de IL-4, IL-10 e menores de IL-
2. Os niveis de citocinas foram medidos em sobrenadantes de culturas de PBMC estimuladas com SEA. Foi
utilizado o indice de citocinas: Cultura estimulada com SEA/ Cultura ndo estimulada (SEA/CC) para avaliacdo
dos niveis de citocinas. POS (individuos positivos para S.mansoni); CE (individuos ndo infectados residentes em
Xonim); CNE (individuos ndo infectados residentes em regifes de Governador Valadares ndo endémica). O teste

de Mann Whitney foi utilizado para a avaliacdo estatistica. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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Uma vez que caracteristicas demogréficas, clinicas e bioldgicas interferem na infec¢do
pelo S. mansoni, bem como no perfil imunoldgico do individuo, foram avaliadas as relagdes
entre sexo, idade, carga parasitéaria, alteracdo na ecogenicidade periportal e expressdo de
ectonucleotidases com o perfil de citocinas produzidas por individuos infectados pelo parasito
S. mansoni. O objetivo dessa analise € identificar possiveis fatores associados a alteracdes na
resposta imune durante a esquistossomose.

Com relacdo ao sexo, foi observado que dos 64 individuos positivos, 26 (40,6%) eram
do sexo feminino e 38 (59,4%) do sexo masculino. Nao foi possivel observar relacéo
significativa entre o sexo dos individuos e os niveis de producéo das citocinas (Figura 7).

Apesar do nosso estudo ndo ter encontrado associagdo entre o sexo dos individuos
infectados e o0s niveis de citocinas, um estudo realizado por Mohamed- Ali (1999) encontrou
uma relacéo entre o individuo ser do sexo masculino e apresentar fibrose moderada. Segundo
0 estudo, a fibrose hepética seria mais acentuada nos homens, devido a presenca de androgenos
que podem atuar diminuindo os niveis de interferon (IFN) -y, enquanto que 0s estrogénios tém
0 efeito oposto sobre o IFN- y. Um outro estudo realizado em Uganda, demonstrou que a fibrose
hepatica na esquistossomose estava associado a variados perfis de citocinas dependendo do
género (BOOTH et al., 2004).
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Figura 7 — Avaliagdo da producéo de citocinas em individuos do sexo masculino e feminino. Os niveis de
citocinas foram medidos em sobrenadantes de culturas de PBMC estimuladas com SEA. Foi utilizado o indice de
citocinas: Cultura estimulada com SEA/ Cultura ndo estimulada (SEA/CC) para avaliagdo dos niveis de citocinas.
O teste de Mann Whitney foi utilizado para a avaliagdo estatistica. Valores de p <0,05 foram considerados

significativos.
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A caracterizacgdo pela faixa etaria nos permitiu observar que dos 64 individuos positivos,
16 (25%) individuos possuiam entre 0 a 19 anos, 39 (60,9 %) individuos tinham entre 20 a 59
anos e 9 (14,1%) individuos apresentavam-se com mais de 60 anos.

Foi observado que os individuos infectados que possuiam entre 0 a 19 anos produziram
maior quantidade de IL- 4 quando comparados aos individuos infectados que possuiam de 20 a
59 anos (Figura 8). A relagdo entre a IL-4 e a idade j& foi demonstrada anteriormente por Faria
(2004) que demonstrou haver um aumento nos niveis de IL-4 e diminuicdo de IFN-y ap6s
estimulo com SEA por PBMC de individuos infectados com idade entre 10 a 24 anos. Oliveira
(2010) também demostrou que camundongos jovens reinfectados produziam maiores niveis de

IL-4 quando comparado aos camundongos velhos reinfectados e ndo infectados.

Figura 8 — Individuos infectados que possuem entre 0 a 19 anos apresentam maiores niveis de IL-4 quando
comparados aos de 20 a 59 anos. Os niveis de citocinas foram medidos em sobrenadantes de culturas de PBMC
estimuladas com SEA. Foi utilizado o indice de citocinas: Cultura estimulada com SEA/ Cultura ndo estimulada
(SEA/CC) para avaliacdo dos niveis de citocinas. O teste de Mann Whitney foi utilizado para a avaliagdo

estatistica. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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A imunosenescéncia ¢ um fator associado ao envelhecimento imunolégico que esta
associado ao progressivo declinio da funcdo imune, aumentando, assim, a suscetibilidade dos
individuos para infecc@es, inclusive a esquistossomose, em média, apds os 60 anos de idade.

Com o intuito de observar se a imunosenescéncia poderia interferir no perfil de citocinas
produzidas pelas PBMC obtidas dos individuos infectados, esses foram agrupados nas faixas
etarias maior e menor que 60 anos. Entretanto, ndo foi observada nenhuma associacéo entre o
periodo de imunosenescéncia (> 60 anos) e a producdo de citocinas (Figura 9).

Em um estudo realizado por Faria (2004) foi observado que o envelhecimento esta
interligado a um aumento nos niveis de IL-10, em cultura de células ndo
estimuladas, em individuos idosos (70 a 95 anos) tanto em individuos controles como nos
individuos infectados, indicando uma maior capacidade desses individuos em modular a
infeccdo por S. mansoni comparado aos individuos mais jovens (10 a 24 anos). O aumento nos
niveis de IL-2 tambem foi observado juntamente ao aumento nos niveis de IL-10, sugerindo
um aumento da reatividade celular ou apoptose das células. Neste estudo tambem foi observado
que a infec¢cdo nos individuos mais jovens provoca uma modificacdo na reposta imunoldgica,
uma vez que normalmente ocorre uma participacdo de linfécitos T CD8" caracterizado pelo
aumento de IL-2*, IFN-y* e IL-4*, e durante a infeccdo pelo S. mansoni observa-se uma

diminuicdo de células produtoras de IL-2 e IL-4

Figura 9 — Avaliacdo da imunosenescéncia no perfil de citocinas produzidas por PBMC obtidas de
individuos infectados pelo S. mansoni. Os niveis de citocinas foram medidos em sobrenadantes de culturas de
PBMC estimuladas com SEA. Foi utilizado o indice de citocinas: Cultura estimulada com SEA/ Cultura ndo
estimulada (SEA/CC) para avaliacdo dos niveis de citocinas. O teste de Mann Whitney foi utilizado para a
avaliacdo estatistica. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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A carga parasitaria estd intimamente relacionada a resposta imunologica na
esquistossomose, uma vez que a resposta imune montada ao redor dos ovos do parasito que sao
depositados no sistema porta hepatico sdo responsaveis pelas manifestagdes clinicas observadas
na doencga. Dessa forma, avaliamos o perfil de citocinas produzidas pelas PBMC obtidas dos
individuos infectados de acordo com a carga parasitaria (CP) apresentada por esses individuos.
Os individuos infectados (n = 64) tiveram suas amostras fecais submetidas ao método de kato-
katz e foram agrupados em grupos de baixa CP (< 50 opg), média CP (entre 50 e 100 opg) e
alta CP (> 100 opg). Foi observado que 50 (78,1%) individuos possuiam baixa carga parasitaria,
5 (7,8 %) individuos possuiam média carga parasitaria e 9 (14,1%) possuiam alta carga
parasitaria. Os dados nos permitiram constatar que os individuos infectados que apresentaram
alta carga parasitaria (> 100 opg) produziram maiores niveis de IL- 10 quando comparado aos
individuos que possuiam baixa carga parasitaria (< 50 opg) (Figura 10). Um estudo realizado
por Lima (2005) encontrou um resultado semelhante, em que os niveis de IL-10 foram
significativamente mais elevados em individuos que possuiam uma carga parasitaria > 100
OPG quando comparado a individuos com CP < 100 OPG e individuos ndo infectados. Um
outro trabalho realizado por Silveira et al. (2004) demonstrou que a estimulagdo de PBMC com
SEA resultou em um aumento significativo nos niveis de IFN- y em individuos negativos para
ovos do parasito, enquanto individuos com intensidade de infec¢do superior a 100 ovos por
grama de fezes (OPGs) apresentaram producdo significativamente maior de I1L-10. Além disso,
foi demonstrado recentemente que ovos de S. mansoni parecem possuir propriedades
moduladoras, pois a elevacdo da carga parasitaria se mostrou essencial para a reducdo da
reatividade alérgica através do aumento de IL-10, mesmo em uma area endémica onde a
populacdo é frequentemente exposta a infeccdo (RESENDE et al., 2018).

Desse modo o aumento dos niveis de 1L-10 associados ao aumento da intensidade de

infeccdo pode ser um fator importante na imunopatologia da esquistossomose.

Figura 10 — Os individuos infectados que apresentam alta carga parasitaria (> 100 opg) produzem maiores
niveis de IL- 10 quando comparado aos individuos que possuem baixa carga parasitaria (< 50 opg). Os niveis
de citocinas foram medidos em sobrenadantes de culturas de PBMC estimuladas com SEA. Foi utilizado o indice
de citocinas: Cultura estimulada com SEA/ Cultura ndo estimulada (SEA/CC) para avaliagcdo dos niveis de
citocinas. OPG: Ovos por Grama de Fezes. O teste de Mann Whitney foi utilizado para a avaliacdo estatistica.

Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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A fim de verificar se cargas parasitarias extremamente baixas ou extremamente altas
poderiam interferir no perfil de citocinas dos individuos, avaliamos os niveis de citocinas em
individuos que apresentaram carga parasitaria extremamente baixa (<5 OPG) e extremamente
alta (> 3000PG) (Figura 11). Foi observado que os individuos que possuiam uma carga
parasitaria extremamente alta produziram maiores niveis de TNF e IL- 10 quando comparado
aos individuos que possuiam carga parasitaria extremamente baixa.

O aumento dos niveis de IL-10 em individuos com alta carga parasitéria ja havia sido
demonstrado na Figura 5. Contudo, quando avaliamos os individuos que apresentavam carga
parasitaria acima de 300 OPG, observou-se também o aumento dos niveis de TNF. O aumento
de TNF associado a carga parasitaria também foi observado por Castro (2016), onde individuos
com alta carga parasitaria > 100 OPG produziram significativamente maiores niveis de TNF

quando comparado a individuos que apresentaram carga parasitaria entre 4 a 99 OPG.

Figura 11 — Os niveis de TNF e IL-10 sdo maiores em individuos que possuem carga parasitaria
extremamente alta. Os niveis de citocinas foram medidos em sobrenadantes de culturas de PBMC estimuladas
com SEA por citometria de fluxo. Foi utilizado o indice de citocinas: Cultura estimulada com SEA/ Cultura ndo
estimulada (SEA/CC) para avaliacdo dos niveis de citocinas. OPG: Ovos por Grama de Fezes. O teste de Mann

Whitney foi utilizado para a avaliacdo estatistica. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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Sabe-se que as ectonucleotidases séo enzimas expressas pelo parasito que desempenham
um papel imunomodulador através da quebra do ATP (molécula inflamatéria) em adenosina
(molécula anti-inflamatéria). O presente estudo buscou investigar a relacdo das
ectonucleotidases SmMATPDase 1 e SmATPDase 2 com a resposta imunoldgica apresentada
pelos individuos. Os niveis das citocinas foram comparadas entre 0s grupos que expressaram e
ndo expressaram as enzimas em amostras fecais. Os grupos estudados foram: individuos que
expressaram apenas a SmATPDase 1 (n= 5; 7,8%); individuos que expressaram apenas a
SmATPDase 2 (n=11; 17,2% ); individuos que expressaram ambas as enzimas (n= 17; 26,6%)
e individuos que ndo expressaram nenhuma das enzimas (n= 31; 48,4% ). A analise indicou que
os individuos infectados que expressaram apenas a enzima SmATPDase 2 em suas amostras de
fezes produziram maior quantidade de IL-6 quando comparado aos individuos que expressaram
ambas as enzimas (SmATPDase 1 e 2) (Figura 12). Assim, parece que a expressdao da
SmATPDase 2 promove um efeito inflamatério quando comparado a expressédo de ambas as
enzimas.

Hanley et al. (2004) demonstraram que o ATP, mesmo em baixas concentracdes
micromolares, aumentam a expressdo de IL-6 em macréfagos humanos, possivelmente via
ativacdo de receptores P2Y2. Esses autores sugerem que o ATP extracelular possa contribuir
para a inflamacdo através da ativacdo de macrofagos durante a resposta imune. Além disso, a
adenosina parece atenuar a producéo de IL-6 por via celular em mondcitos ativados com LPS
(BOUMA et al. 1994). Pacheco et al. (2005) mostraram que a presenca da adenosina deaminase
(ADA), enzima que degrada Ado extracelular, quando co-localizada com receptores A2B em
células dendriticas interage com CD26 de células T, o que constituiu um sinal co-estimulatério
na sinapse imunoldgica, resultando no aumento da producdo das citocinas Thl como IFNy,
TNFa e IL-6.

Por outro lado, a associacdo da IL-6 com a adenosina foi demonstrada em doencas
inflamatdrias pulmonares, onde a ativagdo do receptor de adenosina Azg foi capaz de aumentar
em 14 vezes a liberacao de interleucina-6 e induzir a diferenciacao de fibroblastos pulmonares
humanos em miofibroblastos (ZHONG et al. 2005). Foi demonstrado também que o receptor
de adenosina Azs é expresso em alta quantidade em macrofagos ativados pela via alternativa
encontrados na doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e fibrose pulmonar idiopéatica
(FPI) (ZHOU et al, 2010). Além disso, Pedroza et al. (2011) buscou avaliar o efeito do
tratamento de anticorpos neutralizantes de IL-6 em camundongos com fibrose pulmonar e
observou uma reducdo na producéo e deposicéo de colageno e fibronectina no pulméo, além de

uma diminuicdo no acumulo de miofibroblastos nas vias aéreas.
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Figura 12 — Os individuos infectados que expressaram apenas a enzima SmATPDase 2 em suas amostras de
fezes produziram maiores niveis de IL-6 quando comparado aos individuos que expressaram ambas as
enzimas (SmATPDase 1 e 2). Os niveis de citocinas foram medidos em sobrenadantes de culturas de PBMC
estimuladas com SEA por citometria de fluxo. Foi utilizado o indice de citocinas: Cultura estimulada com SEA/
Cultura néo estimulada (SEA/CC) para avaliacéo dos niveis de citocinas. Sm1 (individuos que expressam apenas
a SmATPDase 1 nas amostras de fezes); Sm2 (individuos que expressam apenas a SmATPDase 2 nas amostras de
fezes); Ambas (individuos que expressam as duas enzimas, SmMATPDase 1 e SMATPDAse 2, nas amostras de
fezes); Sm - (individuos que ndo expressam nenhuma das enzimas nas amostras de fezes) O teste de Mann Whitney

foi utilizado para a avaliacdo estatistica. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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A alteracdo da ecogenicidade periportal é considerada uma complicacdo na
esquistossomose, uma vez que a fibrose desencadeada por essa alteracdo é responsavel pela
morbidade da doenca. Assim, avaliamos em nosso estudo o perfil de citocinas dos individuos
que apresentaram alteracdo na ecogenicidade periportal. As alteracfes observadas variaram de
3 a5 mm e sdo consideradas pela OMS como fibrose incipiente. Foi possivel observar que 0s
individuos infectados que apresentaram alteracdo na ecogenicidade periportal produziram
maiores niveis de IL-10 e TNF e, menores niveis de IL-17 quando comparado aos individuos
infectados, mas sem esta alteracdo (Figura 13).

Alguns estudos como o realizado por Hoffman et al. (2002) indicam que o
desenvolvimento da fibrose na esquistossomose € influenciado por citocinas da resposta do tipo
Thl e da resposta do tipo Th2 como IL-4, IL-13, TNF- a e IFN-y. A IL-10 atuaria promovendo
uma regulagdo negativa na producdo dessas citocinas, impedindo um dano tecidual maior
(HOFFMANN; CHEEVER; WYNN, 2000). Nesse mesmo estudo, camundongos infectados
por S. mansoni e geneticamente modificados de modo a serem deficientes em IL-10/IL-4 foram
polarizados na resposta Thl, e observou-se que todos os camundongos vieram a Obito ao longo
da nona semana de infeccdo. Além disso, foi observado que houve perca de peso logo apds o
inicio da oviposicdo pelo parasito. A mortalidade dos animais foi atribuida ao aumento dos
niveis de IFN- y, TNF- a e NO induzivel e a formacéo de granulomas néo fibroticos.

Alguns estudos indicam que o0s pacientes portadores da esquistossomose
hepatointestinal (EHI) reagem aos antigenos do Schistosoma com um perfil dominante de
citocinas Th2, caracterizadas com um aumento nos niveis de IL-4 e IL-5, entretanto, com uma
baixa de IL-10 quando comparados com pacientes na forma intestinal. Em pacientes
hepatoesplénicos € observado uma fraca resposta Th2 associada com o aumento na producao
de IFN-y ¢ TNF-0, e diminui¢do de citocinas como IL-5 e IL-10, causando uma resposta
imunoldgica predominantemente pro-inflamatéria (ABATH et al., 2006; BURKE et al., 2009;
TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2008). Porém, baixos niveis na producéo de IFN-y e niveis
elevados das citocinas TNF-a, IL- 4, IL- 5, IL-10 e IL-13 tém sido associados com um aumento
no risco de desenvolver fibrose hepatica severa na esquistossomose (ALVES-OLIVEIRA et
al., 2006; DE JESUS et al., 2004).

Henri et al. (2002) demonstrou que a producdo de IFN-y em culturas de células
mononucleares periféricas (PBMC) de pacientes com fibrose periportal moderada a severa é
menor do que em culturas de individuos com fibrose periportal leve, enquanto que altos niveis
de TNF-a estavam associados com a fibrose periportal moderada a severa. Esse estudo sugere,

juntamente com os resultados de estudos experimentais sobre o papel de certas citocinas na
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regulacdo da fibrose hepética induzida pelo S. mansoni, que o IFN-y exer¢a um importante
papel na protecédo contra a fibrose periportal, enquanto que 0 TNF-a pode agravar a fibrose em
individuos cronicamente infectados.

Diferente dos nossos dados, um estudo realizado por Booth et al. (2004) associou 0
surgimento de fibrose periportal na esquistossomose a uma baixa de IL-10 e IFN-y. Como
mencionado anteriormente, o perfil da producdo de citocinas podem diferir dependendo do
estadiamento da infeccdo e da extensdo da fibrose periportal. Todos os individuos infectados
que apresentaram fibrose periportal no nosso estudo, possuiam fibrose incipiente.

As células Th17 tem sido estudadas em relacdo a infeccdo pelo S. mansoni e sua
presenca tem se associado a agressao tecidual. Estudos recentes demonstraram que o0 aumento
de adenosina em tecido com fibrose pulmonar esta associado a elevagéo dos niveis de IL-17 e
IL-6, importantes citocinas inflamatorias nesse modelo de fibrose (LUO et al. 2016; MBOW et
al, 2013). Em nosso estudo, os individuos com alteracdo na ecogenicidade periportal
apresentaram niveis inferiores de IL-17 e aumentados de I1L-10 comparado aos individuos sem
alteracdo na ecogenicidade periportal. Corroborando os nossos dados, Wilson et al. em 2010
demonstrou que a fibrose induzida por IL-17A pode ser suprimida pelo aumento da IL-10.

E importante ressaltar que a identificacio de fatores associados a morbidade da
esquistossomose € de extrema importancia, uma vez que permite a intervencdo na progressao
da doenca, impedindo assim, o surgimento de agravos como o desenvolvimento de fibrose
periportal. Um estudo realizado em Corrego do Choro na cidade de Padre do Paraiso, Minas
Gerais, com individuos infectados com S. mansoni e com baixa carga parasitaria, demonstrou
haver uma associacao positiva entre a concentracéo plasmatica de fator de inibicdo de migracao
de macrofagos (MIF), Receptor solivel de TNF (STNFR1) e de quimiocinas CCL4, CCL3 com
a espessura da vesicula biliar e / ou com a espessura da veia porta, que sdao marcadores de
fibrose hepatica, podendo portanto, serem utilizadas como fatores de prognoéstico da fibrose

hepatica induzida pela infeccéo pelo S. mansoni (OLIVEIRA et al., 2018).

Figura 13 — Individuos com alteracdo na ecogenicidade periportal produziram maiores niveis de IL-10 e

TNF e, menores niveis de IL-17. Os niveis de citocinas foram medidos em sobrenadantes de culturas de PBMC
estimuladas com SEA. Foi utilizado o indice de citocinas: Cultura estimulada com SEA/ Cultura ndo estimulada
(SEAJCC) para avaliacdo dos niveis de citocinas. ECO + (individuos com alteragdo na ecogenicidade periportal;
3 a5 mm); ECO - (individuos sem alteracdo na ecogenicidade periportal; < 3mm). O teste de Mann Whitney foi

utilizado para a avaliacdo estatistica. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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6. CONCLUSAO

Em conjunto, esses resultados sugerem que a resposta imune de individuos infectados
pelo Schistosoma mansoni pode contribuir para a morbidade da doenca, uma vez que 0 aumento
da carga parasitéria e alteracdes na ecogenicidade periportal estdo associadas a um aumento dos
niveis de IL-10 e TNF, citocinas associadas ao desenvolvimento de fibrose. Além disso, é
importante observar que fatores associados ao individuo, como a idade, bem como fatores
relacionados ao parasito, como a expressdo de ectonucleotidases, podem alterar a resposta

imunoldgica do individuo durante a infeccéo.
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8.2 ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD {Biorrepositdrio)

0 5, |a) estd sendo convidado (3) como voluntdrs [a) a pamicipsr da pseeguisa “Correlalio enine 3 atividade @ expressdo di
drs-nuleoidices presentes o ovos de Schisrodomo monson, obtidos de individuos residentes e drea enddmica, oo a
presana de fibrose™. Este projeio o pescuisa & sobre 3 doenda esquisioesomase, Também conhedda como diET0sa Que & wma
S Casada DOF Yenmis gud infecTam 35 PEEROas QuandD BT @ CoOnEaio OO apdas contaminadas. Eita dosnga, S
o tratada, pode Crazer consequéncias sérias como O Crescimentn 9o Tigado @ do Do, Atusdmente j& exishesn Dra@menioes
aficazes conmbra old, Mas & pEsoas podin pogdda novarane oo facldade. & posquisa contribuird para obiongd di
informaiies gud poderao beneliclar ouras pEs0as & rsoo O ESouinin esgustoisomose n fubane, porque pode auxiliar os
pscpsadones ¢ profisionals da ared da sadde o desemvolsram no Tubero foemas de tratamente mak officaaes Ou marsinas de

prevanir essa dosnga.

O pesguisadones Tardo pergunias sobre s idade, onde ool mora @ por quanto tempo @nord nesce local & e j& realinou
alpamia v DaLamanto fara dstota. Sen coltado trés (03) amostras o feaes & wina |O1) amosta de sangas [10ml). Sera
raalirado O axave dinkco & de ulirassonogradia por mddicos capaditado. A anosra o feres ol coktada utilizzndo um frasco
cobketor @ encaminhada paa o Laboratdrio & Parsitdogia da Unienidade Foedeal de Juir de Fora — Campus @V, O sangua
i CORTRD para Tamer IEies ol Irde MOSLiar Como SEu ofganiems & defende Coning o verme gus cusa a esquisiossomoss
@ irSo medir sufethnoias de dedema (L3l como anticonsog, Cibddras ¢ oUlnas ulatdnoias presentes no sanges). O anpos
cobetado mor profissional reradoe & 10do o ratorial utilizado para 3 odlota & stivil o decartdvel & oard utilizado apena wna
ONCd VeI, pOrianto, nEd hd rieoo O vood ficar doente U pagar alguma doenda. A colieta de sangus G leve dor logal,
podendo em dguns ol levar 3 fomagdo de manchas nosae no local da enirads da agulia. Eci@s mamchas desaparecends am
alpura dias. A colota serd realitada de miodo mais condoravel possheel As amOsDras OF SanguE SETED arMmandradas @
conseryadas sob refrigeragsd ne Laboratdrio de Pancholagia da Unkersdade Federal de ki de Fora, @mpus Governador
Valadargt cnde Constiluirdo um DeFTeRoRibdmko. Estas ameatras Sordo wtilizadss apofas pafa atonded oo objotivie deste
profito @ nid serda utlizadas om propios 1UDEos S8 O Seu Cordanimento.

0 5. fa] serd avaliado guanto & presendafausénca de helmintos imestinak o caso of eXames MoSITem gue wood tem algam
Warme vood Si entaminfado paa o rEEmEno mibdico adeyaado. O cxames parasitologicos o feies @ axame O sangue
a0 realizados sem nanhum owte. O 5 (&) e o escarecimento solee o el Dudo o Qualguer Rpcil gud desejar @ estars
livia pard partickiar Ou MCUSarte o panmicpar & Qualquoer DEMDD @ SO Guaitquor prejuizos. Sordo garantidos o dgio o
privacidade das informagdaes, atendendo o legislaieo brasileira [Rescluclo N 4BE8/12 do Conselhd Nacoral oo Sadde & S
complerentangs), dillando & inlonvaoies someie pafa Of Ting aCadmicss & dontificos. Sou hoeme ou O Matonl guo
indigie fua paTicipacdo ndo oord EDeredo LoM 3 sua peMmissle. Em caso o publicacdo dos nesultados da patquisa vook ndo
e identificado. Os resultadon da peouisa estardo & sua dispoakcdo guando finalizada,

[ESLE Lo O CONSENCIETENID SNCONTTEEE IMpresso em Juas vis ofginais, sando gue uma serd arquivada pelo pesquisador
rasponsavel, ko Laboratdrio de Parssitologia da Universidade Fedaral da Julz de Fora = Gampes G, @ 2 oulra sera fomacida a0
Sr. fa). O dados @ strumentos utiizad os na pesguica Tieardo anguiedos com O petguisadon responsd v por umn Seriodo e 5
fCinco) ands, & apds e DEDD Sa R0 destrul dos.

(1T , portador do documento S ldentEdada ful
informado 3] dos obptives A3 pesdisa acima, de mardira car @ detadhada @ esclarecl minhas ddvidas. Sai gue 3 gualguer
momenie podeni soliciar eovas infoemagdes @ modilicar minha decisdo de paticipar oo andén o desejar. Declaro que
confordo & particicar. Recebi uma via original demte o O oorcsntimente Bve o esclarecido @ me fod dada 3
apstrtunedade di kv ¢ esclarecar a5 minhas dividas.

Gowernador 'Yaladares, =5 de 30 .
Fame Asdinabura participante Data
i Agsinatara esouisador Diata

Em caed da dividas, Com respaitd 305 aspaclos $Tices desta pekousg, vood poders coddull

CEP = Comitd e Etica am Pesquisa om Seres Hunanos-LFIF

Campus Unieersitdnio da UFIF. Prd-Reitora de Pesgubsa.

Endereqo: Rua Josd Lourengo Exdmaer, i, Bainne S3o Pedns

CEP: 25036500 [ juiz de Fora=MG. Fona! (32) 2102- 2723 f Fax: [32) 1102 3738 f E=mail: cop.propesg @il edu br
Diias di atenedimanta: o segunda-leira & sesta-feira. Hordrio de anendimenta: da 9h as 1Ih, & de 130 &5 1Th.

Mo g Pesguisador Responddyel: Pauling Marid Leke

Unieersidade Federal di Jul de Fora = Campus Governzsor Valada e

Enderego: Fua Israel Finhaino, n® 2000, Bainne Universia o, CEP: 35020-120 ) Gosvamador Valadanes = MG

Foe: [33) 28192721 f (33} 91590053  E=mail: pauling. leite @uljf. edu.br.

141



75

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIIAND (o coso do resporsdved pefo menar]

O e o , sob sua resporsabllidade, estd sendo comadado (2] coma
woluntdrio {a) a participar da pesquiss “Correlacdo entre a atividade ¢ expressio de ectosnucieotidaces presentes emoowos
de Schistosoma mansoal, obtidos de individuos residentes em drea endémica, com a presenca de fibrose® . Esse projeto de
pesquisa € sobre 3 doenca esguistassomose, também conhecida comao xistosa Que & uma coEnGa @usada por VermEs que
infectam as pessoas quando entram em contato com dguas contamenadas. Esta doendga, se ndo tratada, pode trazer
consequéncias sévias coma o orescimento do figado e do bago. Atualmente j§ exisbem tratamenios eficazes contra ela, mas
as pessoas podem pegd-la novamente com facilidade. & pesouisa contribuind para obtengdo de informacBes gue poderio
beneficar cutras pessoas em nsco de adouine esquistcssomase mo futuro, porque pode audliar os pesquisadores e
profissicnals da drea da sadde a desenvobveresm na futura formas de tratameento mals eficazes ou mansiras de prevenin essa

doenga.

Oz pesquisadaores fardo perguntas sobre sum idade, onde woof mora e por quanto tempa mora nesse local e se @ realizou
alguma vez tratamenta para sistosa. Serd coletado trés (03] ameostras de fexes e uma (01) amostra de sangue [10mi). Serd
realizado o examse diinico ¢ de witrassonografia por médicos apecitados. A amostra de fezes serd coletada wtilizanda um
frasco coletor & encaminhada para o Labomatdrio de Parasiologia da Universidade Federal de Julr de Fora — Campus GY. O
sangue serd coletado para fazer testes gue irdo mostrar como o ofganismo se defende Contra O WETME qQUE CIUS3 3
esquistossomose ¢ o medie substincas de defesa [tals como anticorpos, citodnes e outras substincias presentes no
sangue). O sangue serd ooletada par profissional treinadn e todo o material utirado para a coleta & esténl & descartdvel e
send utilrado apenas uma dnica ves, portanto, ndo hd nsco de ficar doente ou pegar alguma doenca. A coleta de sangue
causa keve dor local, podendo em alguns casas levar a formacdo de manchas roxas no bocal da entrada da agulha. Estas
manchas desapanscerem em aiguns das. A mdeta serd realizada de modo mak confortdsel possivel. As amostras de sangue
serio anmazenadas ¢ conservadas sob refrigeracio no Laboratdrio de Parasitologia da Universidade Federal de Juiz de Fora,
campus Governador Valadares ande constituirSo wm bcerepaositdrio. Estas amostras serdo utieadas apenass para atender cs
ohjetivos deshe projeto & nio serdo wilizadas em projetos fuburos sem o consentimento do paeticpante ou seu responsayel.

O menar, 3o qual o 5r. [a) € responsdvel serd avaliado quanto 3 presencafausénoa de helmintos intestinals e caso os exames
mastrem gue ele tem algum verme ebe serd encaminhado para o tratamento médico adequado. Os exames parasitoldgicos
de feres o exame de sangue serdo realizades sem menhum custo. O 5r (a), como resporsdved pelo mencor, terd o
esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar & estard Bvre para partidpar ou rensars<e a participar a
gualiguer temoo & sem quaisguer prejuings. Serdo garantidos o siglo e privaddade das informagies, atendendao a legislacio
brasiieira [Resolucio M2 46517 do Conselho Mackonal de Sadde e suas complementanes), utilizando a5 informages somente
para o fins académicos ¢ dentificos. 'O noms: do menor ou o materal gue indigue sua participagdo ndo serd liberado sem a
sua permissha. Em caso de publicacda dos resultadas da pesquisa, o 5. (2] e o menor pelo gual vocd & responsdvel ndo serdo
identificadios. Os resultades da pesouisa estario § s disposicda quando finalizada.

Este terma de consentimento encontra=se mpresso em duas wias originals, sendo gue uma serd arguivada pelo pesquisadar
respansdvel, no Labaratdnio de Parastologia da Universidade Federal de Julz de Fora — Camaus GV, & a owtra serd forneckda
ao 5r. [a). Os dados e instrumentos utiksados na pesouba ficario anpuivadas com o pesquisador responsdeoed par um periodo
de 5 (cincod amas, ¢ apds esse tempo serda destruldes.
E, . partador |a) do doosmento de |dentidade N
respaonsdvel pelo mesnor , ful infarmada (2] das abjetkas do presente estsdo de
maneira dara e detalhada ¢ escared minhas dividas. Sel que a qualquer mamento poderel solictar novas informagies &
madificar a decs3a do memar sab minha responsabilidade de participas, se assim o desejar. Recebl wma wia original deste
termao de consentimento lvre & escarecida & me fol dada 2 oportunédade de ler & escarecer 35 minhas disddas.

Gowemador Valadares, __ de de 20 .

Asminatura dao [a) Besponsdvel Assinatura do (a) Pesquisadar ja)

Emni caso de ddvidas com respelto aos aspectos étlccs desta pesquisa, vook poderd consultar:

OFF « Comité de Etica &m Pesquisa em Seres Humanaos-LIFIF

Campuss Universitirio da UFMF. PrdsReiiora de Pesquisa.

Encieresgoc Fua hosé Lourengo Eelmer, sfn, Bairro S3a Pedro

ObP: 3603E-800  f lusiz de Fara— MG Fone: [32] 2100 3788  Faiz (32) 1102 3788 J E=-mail: cep.propesg@ufif. edu b
DMas de atendimento: de segundasfeira 3 sextasfeira. Hordko de atendimento: de $has 130, ede 13h 35 170

Maome do Pesquisador Responsdvel: Fauline Martins Lelte

Uniesersicade Federal de Julz de Fora — Camipus Governasdor Valadares.

Enceresoc Fua lsrael Pinheliro, n? 2000, Basro Universitiria, CEP: 35020-220 § Gowernador Valadares — MG

Fores: {33) 88192731 / {33) 91550083 / E=maik paubne eibe @ ufif.edu.br.




8.3 ANEXO 3

TERMO DF ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDNG

|Ansdncia do paticipante da pesquis, clanda, adolesconts ou legalments incana)l

Viood etd sendo comvidado (3] corna walentdno (&) 3 participar da pesguisa “Cormelagio emire a atividade & cepressdo de
ecto-puchiotidates privonies om oved di Sobisiosomr mansonl, obtios de individuos residentes e dea enddmic, oo
a prestiga de fibrase™. Esse projeto de pesquisa & 2ol & S0dnCa esquistossomos e, tambEim coninids oo siTosa que &
uma doenta causada por wermes Jue inlectam o pessoss guands enbfam om contabo com Sguat comlaminadas. Esia
doenga, s na0 tratada, pode trarer conseogulnas vl mmo o crescimiee 30 Tigado ¢ do g Atusimente 4 exbrem
tratamantcs eficares conira o, mas S pessoas podem pegddda mvaments comn facilidade. A pesguisa contribuind para
obtengde de informagles gue poderdo benelicar owrs pessoas & rico de adguirl guBTtossomoss no fuluro, Dongus
pode auxiiar o pesquisadores o profissionais da drea da sadde o desenvobrem no Tuturo formas e Cratamento mas
eliares ou maneirs o8 provenin a55a Soenia.

05 pesopuisadons fardo pergunias sobee sul idade, ondi vool Mora @ por guants TeEmeD mora nesse ool @ se jd realizou
aguma vix Dratamanto para sitosa. 5o coletado triés (03] amostras o Tezes o uma (01] amosora o sangue {10mi)L Ser
radlizade o edara dinkco & de dtrassonografia por eeddices capacitadios. A amoitra o6 feles sof colktada utilizasds uim
Tramcn colobar & dfcarinhada para o Laboratdrie de Parshologia da Universideds Federal de Julr de Fore - Cangess GV, O
Safgud T colitado paa faIcd DESies Ui Ir0 MOSIEr OO Sid ongantoend S delends Contrd o Yenme Gue CEUsa &
esqubiossomess & red medir substancias de defesa (Tals omo antkconnos, chocinas @ cubras subsiancias presenies no
sarguall. O sangus o coletado por profissional treirade & todo o matedal utlizado para a colata & etddl o descartds &
sird utilizado apenas uma Onica vez, portanto, nEo ha risco de voob ficar doenie ou pegar algena doenga. A coleta de sangui
causa lirve dor local, podendo em alpors casos levar a formagso de manchas rosss no local da enbrada da agulha. Estas
manchas desaparsioram em alges das. A coleia serd realizads de modo mak confondael possivel. As amoeras de sangue
Serdi armaldnadas & consarada sob refigeraso no Laboratdne o Parscitokagla da Usssersidade Federal de kil o Fors,
campus Governador Waladares onde constiuirdo wmn Sorrepoaitdric. Estas amostras serdo utlizedas apenas para atender o
objetivees deste projots & Rl serss wiilzadas o progetos TULUnOS Sesm O Si0 consemimento. Pard panicipar desta pesquiss,
0 responsdval por wol deverd autorizar & asiar wn Tennd dig Consanbemento.

Vool serd avalado guanto & presencafausénda de helmintos iMestingls @ Case Of EXafeT MOSTem gue vool tem algum
v vl T ddaminhado para o tatamanto mideo adnjuade. 0 examas parasitoddgicns dic Tases & ame o Sanpes
Sl feallISdos Soim Pl CUsto. Viood terd O ascdEndimanto sobre O astudo am Gualguer assnoe ot desdjar & astard
ire para participar ou EOEarse @ paticinar a gualguer Tempo & S Quaisquer prgjuinxs. Serdo garantidos o d@gikb &
privadidade das informagbes, atendendo a kgklagdo brasieia (Resolucio N2 46512 do Corgolhe Macional de Sadde & suas
complementans), wilitando as Pdorrapbes somente para 06 fins acaddmicos & cdentifioos. Seuw nome ou o matenal gue
ot SUE PTECipacao ndo serd BDeTado Seen 3 sua permissdo. B o publicalio dos resultados da pesquisa ool no
sord ientiicado. O resulados da pesquiss e5tards 3 sua disposicso guando finalizada.

Esta tosmmid dit COFGENLimEnID aNoonIra-Se Inpresss om o s it originas, sendo Gu uima sand argulbada sele pesgutsador
respedradiel, nix Labomndrio di Parsshologia da Unkersidade Fedarad O Jule de Fora — Camipus GV, & & oubtra Serd femadida
23 5r. jal Os dadios @ instrumanios wtilizados na pesguisa ficardo anguivedos oo o pesguisador responsdvel por wm periodo
O 5| cindn] ande, @ Jpeds osso Tompo serdo desiruidos.

Ewi, ., porfador (a) do  documento de  ldentidade
|5 fab theer documieis], fa irdonmado (a) dos objetiaos da presente peaquisa, de maneina dara @
dirta Ihaeda & esclarec] minhas divida, S o 8 Gualguer Mdeiie poderd solkitar noved informagies, & o Ml resmcadvel
poderd modificar a decisSo de panicipar se assim o desefar. Tendo o Consentimsnto do med responsavel @ assinado, declano
qQui comconds @m panicpar dessa pesquibsa. Recebl o termd de assentimento @ me Tol dada a opcrtunidade de ke @
esclarecer as minkas duivwaos

Governador Valadares, [= 5 de 20

Assinaiuga 0o [2) o Assinanura do |a) pesgussdor (&)

Een caso i diraidas comn respeiin aia aspectos $Ticos dista pesguisa, vook poderd consultar:

CEP .« Comit® de Etca em Pesguisa & Seres Hurmanos:LFIF

Carnipus Unissrsitdrio da UFIF, Pré=Renoria de Pesouisa.

Endereto: Rua José Lourenga Kelmer, 5/n, Bakro 530 Padno

CEP: 3E036-900  Julz 3¢ Fora = MAG. Fone: {32) 2100- 3788 J Fas: (32} 1102 3788 J E-vail: cep progesa@uff adu b
Dias e atendimants: S seganda-tein 3 sesta-Taira. Hormam da stendimento: de O as 176, o o 130 ITh.
Nome do Pesquisador Responsdvel: Fauline Marting Leine

Unibvirafdade Federal e Juia de Fora = Campus Governadon Valadares.

Enderego: Aua koraed Pinheino, n® 3000, Bakro Universitano, CEF: 35000:2 20 [/ Gosemador Valadares = MG
Fona: [33) BE193731 / {33) 91550083 J E-mail: panline bei bl edu.br.
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