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RESUMO

A esquistossomose acomete pelo menos 230 milhdes de pessoas e esta associada com pelo
menos 200.000 mortes anualmente no mundo. A deteccdo dos antigenos circulantes de
Schistosoma estd se tornando uma ferramenta promissora para o diagndstico de infeccdes
ativas. Os niveis séricos desses antigenos estdo relacionados com a carga parasitaria e a
intensidade de infeccdo e diminuem rapidamente apds o tratamento medicamentoso,
demonstrando ser uma abordagem Util também na avaliacdo da resposta terapéutica. Foi
avaliada a prevaléncia da infecgdo ativa pelo S. mansoni através do ensaio Up- Converting
Phosphor Lateral Flow (UCP-LF) para determinacdo do Antigeno Anddico Circulante (CAA)
na urina e comparada com a da técnica de Kato-Katz para a deteccdo de ovos nas fezes e com
a do teste Point-of-Care — CCA (POC-CCA), que detecta o Antigeno Catodico Circulante
(CCA) na urina. Além disso, a resposta terapéutica foi avaliada pelos métodos que detectam
0s antigenos circulantes seis semanas apos o tratamento. O estudo foi realizado na localidade
de Bananeiras, Capistrano, uma area endémica no Estado do Ceard. De 297 habitantes da
localidade, 285 aceitaram participar do estudo, dos quais 159 receberam o tratamento. Destes,
128 entregaram as amostras de urina e fezes requisitadas antes e apds o tratamento e foram
avaliados pelos trés métodos. O ensaio UCP-LF CAA detectou 44 positivos (34,4%). A
técnica de Kato-Katz revelou apenas duas amostras de fezes positivas (1,6%) e o POC-CCA
detectou 8 positivos (6,2%). As sensibilidades dos diferentes ensaios foram determinadas
contra um padréo ("ouro") de positividade de infeccdo combinado, mostrando-se maior para o
ensaio UCP-LF CAA (92%), sequido pelo POC-CCA (17%), enquanto o Kato-Katz (trés
laminas) teve uma sensibilidade muito baixa (4%). A maior taxa de prevaléncia de infecgdes
ativas encontrada foi em pessoas com idades de 30 a 39 anos. As concentragdes de CAA antes
do tratamento variaram de 0,16 a 61,12 pg CAA / ml de urina, havendo um decréscimo
significativo dos niveis de CAA apos seis semanas do tratamento (Wilcoxon, P = 0,003).
Dessa maneira, tendo em conta essas observagdes promissoras, 0 UCP-LF CAA mostrou um
valor potencial para a determinacéo da prevaléncia de esquistossomose mansoni em areas de

baixa endemicidade; contudo, outros estudos mais amplos sdo necessarios.

Palavras-chave: Esquistossomose, Schistosoma mansoni, Diagnostico, Antigeno Anddico
Circulante (CAA), Up-Converting Phosphor — Lateral Flow, POC-CCA.



ABSTRACT

Schistosomiasis affects at least 230 million people and is associated with at least 200,000
deaths a year worldwide. The detection of Schistosoma circulating antigens is becoming a
promising tool for the diagnosis of active infection. Serum levels of these antigens are related
to the parasite load and the intensity of infection and decrease rapidly after drug treatment,
demonstrating also be a useful approach of therapeutic response evaluation. It was evaluated
the prevalence of active S. mansoni infection by testing Up-Converting Phosphor Lateral
Flow (UCP- LF) for determination of Circulating Anodic Antigen (CAA) in urine and it was
compared with the Kato-Katz's technique for detection of eggs in the feces and with the Point-
of-Care — CCA (POC-CCA) test, which detects the Circulating Cathodic Antigen (CCA) in
the urine. Moreover, the therapeutic response was evaluated by the methods that detect
circulating antigens six weeks after treatment. The study was conducted in Bananeira’s,
village - Capistrano town, an endemic area in the Ceara state. From 297 inhabitants of the
village, 285 agreed to participate in the study, of whom 159 received treatment. Of these, 128
returned the required urine and feces before and after treatment and were evaluated by three
methods. The UCP-LF CAA test detected 44 positive (34.4%). The Kato-Katz technique
revealed only two positive feces samples (1.6%) and POC-CCA detected 8 positive (6.2%).
The sensitivity of the different assays were determined against a combined infection positive
("gold™) standard, being higher for the test CAA UCP-LF (92%), followed by POC-CCA
(17%), while the Kato- Katz (three slides) had a very low sensitivity (4%).The highest
prevalence rate was found active infections in people aged 30-39 years. CAA concentrations
before treatment ranged from 0.16 to 61.12 pg CAA / ml of urine, with a significant decrease
in the levels of CAA after six weeks of treatment (Wilcoxon, p = 0.003). Thus, given these
promising observations, the UCP-LF CAA showed a potential value to determine the

prevalence of schistosomiasis in low endemic areas; however, other larger studies are needed.

Keywords: Schistosomiasis, Schistosoma mansoni, Diagnostic, Circulating Anodic Antigen
(CAA), Up-Converting Phosphor - Lateral Flow, POC-CCA.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico

A esquistossomose é uma parasitose conhecida do homem desde a antiguidade. A
presenca de ovos e de antigenos circulantes de Schistosoma spp. em visceras de mumias do
antigo Egito comprovam esse fato (DEELDER et al., 1990; COURA; AMARAL, 2004).

Através de estudos realizados por Theodor Bilharz em 1852, foi descoberto um
parasito encontrado nos vasos mesentéricos de um camponés autopsiado (VERONESI, 1985).
Os géneros desse parasito foram descritos de forma minuciosa e esse recebeu o nome de
Distomum haematobium, sendo posteriormente denominado de Schistosoma haematobium.
Assim, Bilharz foi o primeiro pesquisador a descrever este parasito com riqueza de detalhes,
ficando, entéo, esta doenga conhecida como Bilharzia ou Bilharziose (KATZ, 2008).

Em 1902, Patrick Manson, através de observacGes feitas durante o
acompanhamento de um paciente inglés que tinha residido nas ilhas do Caribe durante 15
anos, levanta a hipdtese da existéncia de duas espécies diferentes de Bilharzia. Ele descreveu
uma espécie que eliminava ovos com espiculas laterais. Em observacgdes realizadas em outros
locais e em margo de 1907, durante uma sessdo na Zoological Society de Londres, Sambon
propde a criacdo de uma nova espécie parasita do homem, e em dedicacdo aos estudos de
Patrick Manson denominou o parasito de Schistosoma mansoni (PARAENSE, 2008b).

No Brasil, Piraja da Silva, em estudos realizados em paralelo, descreveu uma
possivel espécie nova encontrada na Bahia, denominando-a Schistosoma americanum. Mas
apos a publicacdo de ambos os trabalhos foi visto que se tratava da mesma espécie. A pequena
guantidade de vermes estudados por Sambon suscitou duvidas sobre a validacdo do seu
trabalho, as quais s6 foram elucidadas com as minuciosas observagdes de Piraja da Silva,
resultado de uma série de autdpsias de casos humanos de onde foram retirados vermes, além
de numerosos exames de fezes realizados (PARAENSE, 2008b).

Os trabalhos de Piraja da Silva descreveram minuciosamente o parasita,
confirmando a hipétese de Manson e consubstanciando a espécie identificada por Sambon.
Assim, no Brasil, a espécie S. mansoni foi descrita pela primeira vez por Piraja da Silva em
1908, porém, o nome da espécie ainda coube a Sambon. A Faust deve-se o esclarecimento do
ciclo evolutivo do verme no organismo do hospedeiro vertebrado (PESSOA; MARTINS,
1982).
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No Brasil, essa doenca foi introduzida durante o periodo colonial, através dos
escravos parasitados trazidos da Africa pelos portugueses para trabalhar nas lavouras de cana-
de-acucar no Nordeste (MAURER, 2005). Apos as elucidacdes feitas por Piraja da Silva
surgiram investigacdes sobre a distribuicdo geografica e dados parasitologicos da doenca
(ANDRADE, 2002). Todavia, sua importancia s6 foi evidenciada na década de 50 com a
realizacdo, por Pellon & Teixeira, do grande inquérito coproscopico nacional de prevaléncia,
inicialmente no nordeste do pais e posteriormente em areas supostamente ndo endémicas do
sul e sudeste. Desde entdo, houve um crescimento exponencial nas pesquisas sobre o
Schistosoma mansoni e a doenca por ele provocada (ANDRADE, 2002; COURA; AMARAL,
2004; KATZ; PEIXOTO, 2000).

1.2 Agente etioldgico — Schistosoma mansoni

Na classificagdo dos helmintos, o género Schistosoma encontra-se assim
localizado (OLSON et al., 2003):

- Filo Plathyhelminthes Gegenbauer, 1859;

- Classe Trematoda Rudolphi, 1808;

- Subclasse Digenea Carus, 1863;

- Ordem Strigeiforme La Rue, 1926;

- Superfamilia Schistosomatoidea Stiles e Hassal, 1898;
- Familia Schistosomatidae Stiles e Hassal, 1898;

- Género Schistosoma Weiland, 1858.

O Schistosoma mansoni Sambon (1907) € um trematédeo com alternancia de duas
geracOes (sexuada e assexuada), que possui formas adultas didicas, com duas ventosas, tubo
digestivo formado inicialmente por es6fago Unico, o qual em seguida se bifurca para
posteriormente se unir em um s6 ramo terminal, o ceco (MAURER, 2005).

Os vermes adultos, visiveis macroscopicamente com um corpo cilindrico branco-
acinzentado, vivem nos vasos sanguineos que ligam o intestino ao figado (sistema porta-
hepatico) do hospedeiro humano, onde podem sobreviver por até 30 anos, com uma media de
3ab5anos (GRYSEELS, 2012).

Os vermes apresentam um tegumento complexo e um sistema digestivo cego. Eles

se alimentam de células do sangue e globulinas, que digerem num trato intestinal cego e os
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restos dos quais sdo regurgitados na corrente sanguinea humana. Embora a maior parte de sua
energia seja obtida pela glicélise (GRYSEELS, 2012), a produgdo de ovos é dependente da
oxidacdo de &cidos graxos (HUANG et al., 2012).

O macho do S. mansoni mede de 6 a 13 mm de comprimento por 1,1 mm de
largura; ja a fémea, é mais fina e mais longa que o macho, medindo de 10 a 20 mm de
comprimento por 0,16 mm de largura. Como ndo apresentam 6rgdo copulador, os vermes
adultos copulam pela justaposi¢do dos orificios genitais feminino e masculino, quando a
fémea se aloja no canal ginecoforo (fenda longitudinal, no macho, que alberga a fémea e onde
ocorre a fecundacéo) (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Embora os escravos africanos estivessem infectados por duas espécies de
Schistosoma: o S. mansoni e o S. haematobium, apenas o primeiro se desenvolveu no Brasil,
pois o ciclo evolutivo do segundo ndo se instalou nas Américas por falta do hospedeiro
intermediario préprio dessa espécie (KATZ; ALMEIDA, 2003).

1.3 Hospedeiros intermediarios do S. mansoni

Os hospedeiros intermediarios da doenca sdo moluscos do género Biomphalaria
Preston, 1910 (Mollusca: Pulmonata, Planorbidae), fato que foi descrito inicialmente em
1913 por Miyaki e Suzuki (PARAENSE, 2008a).

Biomphalaria possui 37 espécies ja identificadas na Africa e na Regido
Neotropical. No Brasil foram reconhecidas 11 espécies, dentre estas apenas trés:
Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea sdo encontradas
naturalmente infectadas (PEPE et al., 2006) e pelo menos uma das trés espécies ja foi
notificada em 25 das 27 unidades federativas do Pais (BRASIL, 2007).

O Biomphalaria glabrata é considerado o mais eficiente vetor devido a sua alta
susceptibilidade a infeccdo. Por outro lado, o B. straminea é altamente resistente a infeccéo
por S. mansoni, e biologicamente menos eficiente na producao de cercarias em comparacao ao
B. glabrata (BARBOSA; SILVA, 1992). No entanto, o B. straminea é importante na
transmissdao epidemioldgica, devido a sua grande distribuicdo geogréfica, e habilidade para
invadir e colonizar fontes de agua. Na verdade, estas espécies estdo presentes em areas com
alta prevaléncia de esquistossomose (FAVRE et al., 1995).

E comum a ocorréncia dos hospedeiros intermediarios em &reas intimamente
relacionadas as atividades humanas, que por alteragbes ambientais, formam canais de

abastecimento, reservatdrios de agua para consumo e lazer, bem como valas de irrigacdo e
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bueiros. Em muitos municipios, principalmente em bairros periféricos, os criadouros de
moluscos estdo nas valas de hortas destinadas ao cultivo e provenientes de drenagens fluviais
(REY, 2000; TELES, 2005; TIBIRICA, et al., 2006).

1.4 Ciclo evolutivo do S. mansoni

A fémea do S. mansoni produz centenas de ovos por dia, cada ovo contém um
miracidio — larva ciliada — que secretam enzimas proteoliticas que ajudam o0 ovo a migrar para
a luz do intestino, com o objetivo de ser eliminado nas fezes, permanecendo viaveis por até 07
dias. Em contato com a agua, o ovo libera o miracidio que, guiado pela luz e por estimulos
quimicos, penetra no caramujo. Depois disso, este se multiplica assexuadamente em
esporocistos multicelulares, que mais tarde dardo origem as larvas cercarianas que possuem
uma caracteristica cauda bifurcada. As cercarias saem do caramujo 4-6 semanas depois da
infeccdo e nadam livremente na agua por até 72 horas. A liberagdo das cercérias é provocada
pela luz e ocorre principalmente durante o periodo diurno. Um Unico caramujo infectado, por
apenas um miracidio, pode liberar milhares de cercarias todos os dias durante meses
(GRYSEELS et al., 2012).

As cercérias penetram na pele utilizando a ventosa oral e ventral, migram através
da pele intacta para as veias dérmicas e, ao longo dos proximos dias, para a vasculatura
pulmonar. Durante esta migracdo as cercarias sofrem metamorfose perdendo a cauda e
desenvolvendo um tegumento heptalaminado. Os organismos, agora chamados
esquistossdbmulos, absorvem uma variedade de proteinas do hospedeiro, incluindo antigenos
eritrociticos (glicopeptideos na forma de antigenos de grupos sanguineos), imunoglobulinas,
antigenos principais de histocompatibilidade de classe | (MHC — classe 1) e componentes do
complemento, dentre outras; mascarando seu estado de estranheza perante o reconhecimento
imunologico (LENZI et al., 2008). O seu metabolismo passa a glicélise e os esquistossomulos
migram através dos capilares pulmonares para a circulacdo sistémica, que os leva para as
veias porta, onde se concluird o amadurecimento sexual e a transformagdo em vermes adultos.
Dentro da vasculatura portal, machos e fémeas acasalam-se, com a entrada da fémea no canal
ginecéforo do macho. Juntos, eles migram ao longo do endotélio, contra o fluxo sanguineo
portal, as veias mesentéricas onde comecam a produzir os ovos e a realizar a postura,

momento em que o ciclo inicia-se novamente (Figura 1) (GRYSEELS et al., 2012).
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Figura 1 - Ciclo de vida do Schistosoma mansoni

(comprimento do verme
macho == 10 mm)

Fonte: Melo, 2006.

1.5 Transmissao

As precarias condi¢bes socioecondmicas, as dificuldades de acesso aos servigos
de saude, os movimentos migratdrios e as mas condicGes de tratamento de agua e esgoto
constituem os principais fatores para transmissdo da esquistossomose em areas endémicas. A
disseminacdo dos hospedeiros intermediérios, a falta de educagdo em salde e a cronicidade da
doenca tém facilitado a progressdo da doenca para suas formas mais graves (BARBOSA;
GONCALVES; MELO, 1995; MASSARA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2004).

As taxas e a intensidade da infeccdo sofrem influéncias dentro de uma populacéo
de acordo com seus padrdes de contato com a agua, da imunidade adquirida e dos fatores
comportamentais, profissionais, culturais e religiosos. E em relagdo a idade, os indices
aumentam desde a tenra idade para um pico na faixa etaria de 8-15 anos e volta a diminuir nos
adultos (GRYSEELS et al., 2006).
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Vaérios estudos mostraram que lactentes e criangas em idade pré-escolar sdo
infectados por serem expostos as fontes de &gua infectadas por suas mées e cuidadores,
enquanto as criancas mais velhas (em idade escolar) quando entram em contato com aguas
contaminadas para nadar, lavar roupa, tomar banho, entre outras atividades (BOSOMPEM et
al., 2004; EKPO et al., 2010; GARBA et al., 2010).

No que diz respeito a consideracdes ecoldgicas, o desenvolvimento na area de
recursos hidricos tem levado a criacdo de reservatorios, barragens, e a implementacdo de
sistemas de irrigacdo, fatos que frequentemente levam a expansdo do habitat do hospedeiro
intermediéario e, assim, criam novos locais potenciais para a transmissdo da esquistossomose.
A partir da realizacdo de uma revisdo sistematica e meta-anélise evidenciou-se que viver
proximo (isto €, <5 km) a grandes barragens e sistemas de irrigacdo ¢ um fator de risco para
infeccdo por S. mansoni. Por outro lado, a realizacdo de obras que visam a melhoria no
abastecimento de &gua e no saneamento, pode quebrar o ciclo de transmissdo através da
reducdo do contato com as massas de dgua nao tratadas e pela diminui¢do da contaminagdo
ambiental com excrementos (STEINMANN et al., 2006).

1.6 Tratamento

O Praziquantel, uma quinolina-pirazina acilada, é a droga de escolha e a mais
amplamente utilidada atualmente para o tratamento da esquistossomose, sendo efetiva contra
todas as espécies de Schistosoma (GRYSEELS et al., 2012; COLLEY et al., 2014).

O Praziquantel é seguro, barato e eficaz contra vermes adultos, mas tem baixa ou
nenhuma atividade contra formas imaturas de Schistosoma (GRYSEELS, 2006; GRYSEELS
et al., 2012; COLLEY et al., 2014). Ele paralisa e mata os vermes dentro de algumas horas e
os efeitos adversos sdo usualmente poucos e limitados a nauseas transitorias, vémitos, mal-
estar e dor abdominal (GRYSEELS, 2006; GRYSEELS et al., 2012). As taxas de cura de até
85-90% tém sido alcancadas, mas a cura completa (100%) tem raramente, ou nunca, sido
registrada em areas endémicas (DOENHOFF et al., 2009; OLLIARO et al., 2011).

Um regime padrdo de 40 mg / kg de peso corporal numa dose Unica é
recomendado para o tratamento de S. mansoni em adultos (COLLEY et al., 2014). Depois de
uma dose Unica de 40 mg / kg, de 70-100% dos pacientes deixam de excretar ovos. Na maior
parte das pessoas ndo curadas, a contagem de ovos e as concentracdes de antigenos séo
reduzidas em mais de 95% (STELMA et al., 1995; DAVIS, 1993; UTZINGER et al., 2000).

Além disso, ele é julgado seguro para o tratamento de criangas pequenas e mulheres gravidas
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(WHO, 2002).

Embora alguns estudos ja tenham mostrado a eficécia e a seguran¢a no uso do
praziquantel em bebés e criancas em idade pré-escolar (MUTAPI et al., 2011; SOUSA-
FIGUEIREDO et al., 2010a; SOUSA-FIGUEIREDO et al., 2010b; NAMWANJE;
KABATEREINE; OLSEN, 2011), comprimidos de praziquantel sdo grandes e tém um sabor
amargo, além de que ndo existe formulacdo pediatrica prontamente disponivel (STOTHARD
et al., 2013a). Claramente, existe a necessidade de estudos mais aprofundados ndo s6 sobre
seguranca e dosagem reduzida para bebés e criancas em idade pré-escolar, mas também
estudos de farmacocinética para determinar as corretas formulagdes, dosagens e apresentaces
para bebés e criancas em idade pré-escolar, o que ndo sabemos (KEISER; INGRAM;
UTZINGER, 2011).

Apbs 0 uso extensivo em muitos paises endémicos, existe uma crescente
preocupacao referente a resisténcia ao praziquantel. Alguns autores descreveram populacdes
de S. mansoni resistentes ao praziquantel (BONESSO-SABADINI; DIAS, 2002;
DOENHOFF et al., 2002; MELMAN et al., 2009). Assim, a ameagca de resisténcia emergente
causada pela monoterapia em massa permanece e, portanto, hd uma necessidade urgente de
desenvolver drogas alternativas para esquistossomose enquanto o praziquantel ainda é eficaz
(CAFFREY, 2007; DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008; SAYED et al., 2008).

Nos ultimos anos, o controle da doenca baseou-se basicamente na distribuicdo em
grande escala da quimioterapia especifica. Essa estratégia provisoria mostrou-se ser efetiva no
controle da morbidade, conseguindo uma reducdo substancial nas taxas globais da doenca. No
entanto, é cada vez mais claro que essa abordagem por si s6 ndo € capaz de quebrar o ciclo de
transmissdo em comunidades de alta endemicidade e que a eliminacdo da esquistossomose
depende de estratégias mais complexas e integradas (CURTALE; MOHAMED; YOUSSEF,
2010).

1.7 Distribuicéo e epidemiologia
1.7.1 Esquistossomose no mundo

Existem muitas especies pertencentes ao género Schistosoma, das quais
Schistosoma haematobium, Schistosoma japonicum e Schistosoma mansoni sdo as trés

espécies principais de Schistosoma que infectam humanos. A distribuicdo das espécies é

determinada principalmente pela presenca dos hospedeiros intermediarios de cada uma delas.
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S. haematobium ocorre na Africa e no Oriente Médio; S. japonicum ocorre na China,
Indonésia e Filipinas; e S. mansoni ocorre na Africa, Oriente Médio, Caribe, Brasil,
Venezuela e Suriname. Outras trés espécies que também causam a doenca em humanos sao
distribuidas mais localmente: Schistosoma mekongi, em varios distritos do Camboja e da
Republica Democréatica de Laos; e Schistosoma guineensis e Schistosoma intercalatum, em
areas de florestas tropicais da Africa Central. Schistosoma haematobium causa a
esquistossomose hematobia, vesical ou urinaria. Schistosoma japonicum, Schistosoma
mansoni e as demais espécies de Schistosoma causam a esquistossomose intestinal (WHO,
2014).

A esquistossomose é prevalente em areas tropicais e subtropicais, especialmente
em comunidades pobres, sem acesso a agua potavel e saneamento adequado. Estima-se que
pelo menos 90% das pessoas com necessidade de tratamento para esquistossomose vivem na
Africa (WHO, 2014). Apesar de aproximadamente 800 milhdes de pessoas em risco para
esquistossomose e de pelo menos 230 milhdes infectados e de 200.000 mortes por ano
associadas com a doenca, a esquistossomose € uma Doenca Tropical Negligenciada — DTN
(COLLEY etal., 2014; STEINMANN et al., 2006; THETIOT-LAURENT et al., 2013).

A Figura 2 mostra um mapa global com estimativas das taxas de prevaléncia da
esquistossomose especificas de cada pais. Dos 67 paises com transmissdo ativa, 46 estdo na
Africa, representando cerca de 97% de todos os infectados, comportando 85% da populagéo
mundial em risco para esta doenca. Atualmente, 29 paises africanos, o Brasil e o Iémen
abrigam mais de um milhdo de casos cada. E em termos globais, 3,4% (1,22 milhdes) do total
de pessoas em risco para a esquistossomose vive nas Américas, a maioria no Brasil
(STEINMANN et al., 2006).

Quase 85% das pessoas infectadas com Schistosoma vivem na Africa sub-
saariana, a regido geografica mais afetada pela epidemia de HIV (68% de todas as pessoas
infectadas com o HIV em todo o0 mundo e 76% das mortes por SIDA ocorrem nessa regido)
(UNAIDS, 2007). A esquistossomose urogenital € considerada um fator de risco para a
infeccdo pelo HIV, especialmente em mulheres (WHO, 2012; WHO, 2014) e Downs et al.
(2012) demonstraram que a infecgdo por S. mansoni também pode ser um fator de risco
modificavel do HIV, o que coloca milhdes de pessoas em todo 0 mundo em maior risco de
aquisicdo do HIV.

A esquistossomose afeta particularmente comunidades pobres e rurais, em
especial, as populagdes agricolas e de pesca. Mulheres que fazem tarefas domeésticas em aguas

infectadas, como lavar roupas, também estdo em risco. Habitos de higiene inadequados e
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contato com &gua infectada tornam as criangas especialmente vulnerdveis a infecgdo. As
migracOes para as areas urbanas e os movimentos populacionais estdo introduzindo a doenca
para novas areas. Com o aumento do ecoturismo e viagens, um namero crescente de turistas

estd contraindo esquistossomose (WHO, 2014).

Figura 2 — Distribuigdo da esquistossomose no mundo, estratificada de acordo com

estimativas de prevaléncia especificas de cada pais
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Fonte: Utzinger et al. (2011, p. S124).

Dependendo dos determinantes locais, a epidemiologia pode variar fortemente de
uma localidade para outra. Em regides endémicas para esquistossomose, a forma crénica da
doenca é a predominante, resultante da exposicdo repetida a cercarias infectantes. Em tais
situacOes, a infeccdo inicial de uma crianga ocorre frequentemente aos 2 anos, com a carga da
infeccdo aumentando de intensidade durante os proximos 10 anos, ap6s o qual intensidade e
prevaléncia de infeccdo geralmente diminuem na idade adulta. Normalmente, a maior
prevaléncia e intensidades de infeccdo ocorrem em jovens adolescentes (COLLEY et al.,
2014). A frequéncia de infeccbes por Schistosoma entre bebés e as criancas em idade pre-

escolar esta sendo cada vez mais reconhecida (STOTHARD et al., 2011b).
1.7.2 Esquistossomose no Brasil

No Brasil, estima-se de 2 a 6 milhdes de individuos com esquistossomose,
contudo esses dados de prevaléncia da doenga no pais serdo mais concretos e precisos ao
término do Inquerito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose e Geo-Helmintoses

(INPEG) previsto para 2014. Esse inquérito estd sendo atualmente realizado pelo Ministério
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da Salde, através da SVS (Secretaria de Vigilancia em Saude) com o objetivo de predizer,
com mais exatiddo, a real prevaléncia da esquistossomose no Brasil e a partir dai poder
reavaliar as acGes do programa de controle da doenca. Dados ainda ndo publicados desse
inquérito indicam que ha cerca de 1,5 milhdes de individuos com esquistossomose no pais
(informacéo verbal). *

Essa doenga gera um numero significativo de formas graves, com uma média
anual de internacdes igual a 511 (BRASIL, 2014a), e média anual de ébitos igual 500
(BRASIL, 2014b), ambas no periodo de 2004 a 2013. A doenca apresenta uma ampla area de
transmisséo, que abrange 18 estados e o Distrito Federal (BRASIL, 2014c).

Recentemente, um estudo de mortalidade relacionada a esquistossomose no Brasil
entre 2000 e 2011 mostrou que as maiores taxas de mortalidade relacionada a
esquistossomose sdo oriundas da regido Nordeste do pais; e que apesar da reducdo da
mortalidade nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, a esquistossomose ainda é uma
causa de morte negligenciada, com diferencas regionais consideraveis, sendo mencionada
como morte subjacente ou associada em mais de 8.000 mortes nesse periodo (MARTINS-
MELO et al., 2014).

A regido Nordeste e o0 estado de Minas Gerais foram as primeiras areas endémicas
da esquistossomose mansoni no Brasil. A partir dai, a doenca se espalhou pelo pais. No
Sudeste, surgiram focos isolados no Rio de Janeiro, Espirito Santo e em S&o Paulo. O norte
do Parana, no Sul do pais, também se tornou uma area endémica. Outros trés focos da doenca
foram descritos em mais dois estados sulinos: dois em Santa Catarina e um no Rio Grande do
Sul (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Implantado no Brasil entre 1976 e 1993, o Programa de Controle da
Esquistossomose (PCE), reduziu significativamente a prevaléncia da doenca e também da
incidéncia de formas graves, porém, houve o surgimento de novos focos. Investigacfes mais
detalhadas sdo necessarias a fim de verificar se a reducdo na prevaléncia da esquistossomose
em areas endémicas representa realmente uma reducdo no nimero de individuos infectados;
ou, ao invés disso, se reflete uma diminuigdo na carga parasitaria dos individuos das areas
tratadas, dificultando sua identificacdo devido a baixa sensibilidade dos métodos diagnosticos
disponiveis atualmente. Resultados de estudos epidemioldgicos reforcam a segunda hipotese
(ENK et al., 2008).

1:XXII1 Congresso Brasileiro de Parasitologia e 111 Encontro de Parasitologia do Mercosul, Floriandpolis, 2013.
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1.7.3 Esquistossomose no Ceara

No Estado do Ceara tém-se as primeiras notificacfes da esquistossomose a partir
dos trabalhos cientificos publicados em 1925, no qual se encontrou positividade de 2,8% dos
114 marinheiros cearenses estudados; a seguir em 1934, no qual foi realizado diagnostico da
febre amarela em 7.387 amostras de figado colhidas no Ceara e se encontrou positividade de
0,66% para S. mansoni; e também em 1938, quando se realizou diagndsticos para
esquistossomose no municipio do Crato, sul do Estado, mas apenas em 1940 foi realizado o
primeiro inquérito coproscopico no Estado quando se encontrou casos autoctones na cidade
de Redencdo, com positividade de 12,2% em 199 amostras estudadas (ALMEIDA, 1999).

Pontes et al. (1999), em um projeto financiado pelo Ministério da Saude e pelo
Banco Mundial para avaliacdo das acdes de controle da esquistossomose e delimitacdo das
areas endémicas, no periodo de 1977 a 1994, nos Estados do Ceard, Bahia, Pernambuco,
Maranhdo e Minas Gerais, apontaram quatro focos principais como area endémica em nosso
Estado: 1) a Regido Hidrografica Pacoti-Choré-Pirangi, onde as maiores prevaléncias eram
nas localidades banhadas pelo Rio Pacoti e Rio Chord. O Macico do Baturité era o principal
foco por abranger 10 municipios com altos indices de positividade (em relagdo ao Estado do
Ceard); 1) a Regido Hidrografica do Rio Curu, &rea que na época possuia um projeto de
irrigagdo do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas — DNOCS e onde a alta
densidade de caramujos transmissores da esquistossomose nos canais de irrigacdo contribuia
para a persisténcia do foco; 1) a cidade de Quixada e localidades periféricas, que tinham seus
focos alimentados pelos canais de irrigacdo que provinham do Acude Cedro e do Rio Sitia,
afluente do Rio Jaguaribe; 1V) a Regido Hidrografica do Rio Jaguaribe, que abrangia os
municipios de Barbalha, Crato, Juazeiro do Norte e Missdo Velha.

A andlise dos coeficientes de prevaléncia da esquistossomose na area endémica
mostra que 0S municipios pertencentes a Regido Hidrografica do Pacoti-Chord-Pirangi
(Aracoiaba; Aratuba; Baturité; Capistrano; Guaramiranga; ltapitna; Maranguape; Mulungu;
Pacatuba; Pacoti; Palmécia; Redencdo), que vinham sendo trabalhados desde 1977-79,
apresentaram um comportamento epidemioldgico semelhante aquele observado no Estado, em
geral, tinham elevados coeficientes de prevaléncia no levantamento inicial, mostrando uma
importante reducdo nos anos subsequentes.

No inicio das a¢bes do Programa Especial de Controle da Esquistossomose —
PECE no Cear4, segundo semestre de 1976, o municipio de Capistrano apresentou, no periodo
de 1977-79, 22 localidades positivas e no periodo de 1988-89, 18 localidades; tendo um
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decréscimo de 18% no numero de localidades positivas. Posteriormente a 1988-89, houve
uma ligeira tendéncia ascendente, que na maioria dos casos atingiu 0 pico maximo em 1994
(26.5% para Capistrano, um acréscimo de 53 vezes no periodo de 1989 a 1994) (PONTES et
al., 1999).

Atualmente, dos 184 municipios do Estado, 52 sdo positivos para S. mansoni,
segundo os dados da Secretaria de Satide do Ceara, por meio do PCE (CEARA, 2014).

1.8 Antigenos circulantes na esquistossomose

Os parasitos excretam e secretam varios antigenos na circulagcdo do hospedeiro.
Esses antigenos podem ser classificados de acordo com o estagio evolutivo do parasito:
antigenos cercarianos (ABDEL-HAFEZ; PHILLIPS; ZODDA, 1983; HAYUNGA et al.,
1986), antigenos de ovo (principalmente liberados por fluidos advindos do ovo (HASSAN;
BADAWI; STRAND, 1992; NOUR EL DIN et al., 1994; RIPERT et al., 1988)) e antigenos
de verme adulto, que podem ser antigenos do tegumento do verme (DARVERN et al., 1990;
HOUBA et al., 1976) ou antigenos do intestino do parasito (DEELDER et al., 1994), sendo
estes Ultimos os principais antigenos liberados na circulacdo do hospedeiro pela constante
regurgitacdo dos conteudos nao digeridos do intestino do parasito (VAN LIESHOUT, 1996).

O sistema digestivo dos vermes adultos se inicia com a boca, localizada no fundo
da ventosa oral, em seguida vem o esdfago curto bifurcado a altura do acetabulo. A ventosa
oral é, portanto, utilizada para a ingestdo de alimentos e para a eliminacdo de materiais
residuais do metabolismo e da propria alimentacdo (HOCKLEY, 1973). O tubo digestivo
abriga os principais antigenos circulantes produzidos pelos vermes. O uso de anticorpos
monoclonais especificos contra os antigenos circulantes mostrou intensa marcagdo no ceco
ramificado de vermes adultos, por microscopia confocal (BORGES et al., 1994).

Machos e, principalmente, fémeas adultas, ingerem uma grande quantidade de
hemacias. O sangue digerido é hemolisado em seus intestinos: no caso das fémeas adultas,
cerca de 330 mil hemécias por hora, enquanto que nos machos adultos cerca de 30 mil
hemécias por hora (LAWRENCE, 1973). No es6fago do verme h& hemolisina que libera a
hemoglobina para o tubo digestivo, onde é catalisada em peptideos ou aminoacidos livres,
essenciais para o desenvolvimento, o crescimento e a reproducdo dos parasitos. Esses
peptideos difundem-se para as células do trato gastro intestinal do parasito ou sdo
incorporados por estas (BOGITSH, 1989). Da digestdo da hemoglobina sobra a porgéo

globina que é utilizada, e o produto final da oxidacdo do grupo heme, caracterizado como
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hemozoina, que é regurgitado devido aos movimentos peristéalticos do parasito e que acaba
acarretando a excregdo/secrecdo de antigenos isolados pertencentes ao préprio sistema
digestivo do parasito (OLIVEIRA et al., 2000).

Testes in vitro mostraram que comparando a excrecao de antigenos circulantes em
relacdo ao sexo do verme, observou-se que fémeas jovens e adultas produziram mais
antigenos que machos (VAN DAM et al., 1996a).

A maioria das pesquisas com enfoque nos antigenos circulantes de Schistosoma
concentra-se em dois antigenos associados ao intestino do parasito: o Antigeno Anodico
Circulante (Circulating Anodic Antigen — CAA) e o Antigeno Catddico Circulante
(Circulating Cathodic Antigen - CCA). Ambos os antigenos sdo glicoproteinas carregadas
eletronicamente sob pH 8,2 que receberam essa nomenclatura devido ao perfil de mobilidade
eletroforética apresentado por cada um deles (DEELDER et al., 1976).

A descoberta de antigenos circulantes na esquistossomose se deve a Okabe e
Tanaka em 1958, estudiosos que os encontraram em urina de humanos infectados pelo S.
japonicum.

O CAA foi primeiramente descrito por Berggren e Weller (1967) que o
identificaram na urina de hamisters infectados com S. mansoni, e posteriormente foi mais
caracterizado por Gold; Rosen; Weller (1969); Nash; Prescott; Neva (1974); Nash; Nasir;
Jeanloz (1977) e Deelder et al., (1976, 1980) como uma glicoproteina termoestavel, de alto
peso molecular, fortemente negativa em pH 8,2, solivel em &cido tricloroacético (TCA) e
encontrada nos primdérdios celulares do intestino em cercérias e nas células do intestino de
vermes adultos.

Em 1994, Bergwerff et al. descobriram que as cadeias de carboidratos
pertencentes ao CAA possuem uma estrutura completamente Gnica de polissacarideo,
composta por mdltiplos dissacarideos contendo N-acetil-galactosamina (GalNAc) e acido
glucurénico (GlIcA), e nenhum equivalente biologico até o0 momento foi descrito (VAN DAM
etal., 2013).

Deelder et al., (1990) e Miller et al., (1992) detectaram o antigeno anddico
circulante depositado em tecidos de mumias. Adicionalmente, esse achado demonstrou a
grande estabilidade dos antigenos circulantes.

O CCA, ou ‘antigeno M’, foi descrito, independentemente, por Carlier et al.
(1975) e por Deelder et al. (1976), sendo posteriormente mais caracterizado por esses dois
grupos (CARLIER; BOUT; CAPRON, 1978; CARLIER et al., 1980a; CARLIER; BOUT;
CAPRON, 1980b; DEELDER et al., 1980) como um antigeno também termoestavel e soltvel
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em &cido tricloroacético (TCA), porém com carga levemente positiva em pH 8,2, sendo este
uma glicoproteina de baixo peso molecular cuja populagdo de polissacarideos contém
repetidas unidades de trissacarideos Lewis X (VAN DAM et al., 1994), que, em contraste
com as do CAA, compartilham epitopos com varios componentes do hospedeiro (VAN DAM
et al., 1996b).

Deelder et al. (1976), Ismail, James e Webbe (1984) e Quian e Deelder (1983)
demonstraram que tais antigenos estdo presentes na circulagdo de animais infectados
experimentalmente por S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum.

Estudos baseados em analises de imunofluorescéncia realizados com
camundongos infectados por cercérias de S. mansoni apresentaram os antigenos circulantes
em células de kupffer do figado, em macréfagos nas zonas marginais no bago e em
glomérulos renais. (EL-DOSOKY; VAN MARCK; DEELDER, 1984; DEELDER et al.,
1985). Além disso, bidpsias renais de individuos com esquistossomose mansoni ativa
demostraram depositos de antigenos circulantes (CAA e CCA) em glomérulos, evidenciando-
os, especialmente o CAA, como responsaveis pelo mecanismo da glomerulonefrite
membranoproliferativa esquistossomética (SOBH et al., 1987, 1988; BARSOUM, 1993), a
qual foi evidenciada principalmente em pacientes com a forma cronica hepatoesplénica
(ANDRADE; DE QUEIROZ, 1968; ZATZ, ROMAO:; NORONHA, 2003), mas também,
recentemente, foi evidenciado lesdo renal glomerular subclinica em pacientes provenientes de
area de baixa endemicidade com a forma crénica intestinal da doenca, atraves da dosagem de
MCP-1 urinario, mesmo apdés o tratamento especifico (HANEMANN et al., 2013).

Ambos os antigenos sdo género-especificos, e foram detectados no soro e na urina
de individuos infectados por S. mansoni (DEELDER et al., 1989; DE JONGE et al., 1990), S.
haematobium (KREMSNER et al., 1994), S. japonicum (VAN'T WOUT et al., 1992) e S.
intercalatum (KREMSNER et al., 1993). Recentemente, van Dam et al., (2014b)
demonstraram, pela primeira vez, a presenca e a deteccdo de CAA e CCA na urina de
individuos infectados por S. mekongi. Além disso, esses antigenos foram também detectados
na circulacdo de hospedeiros de interesse veterinario, incluindo espécies que infectam o gado
(DE BONT et al., 1996; FLOWERS et al., 2002; GABRIEL et al., 2002).

As caracteristicas mais importantes de cada antigeno circulante estdo

sumariamente expostas no Quadro 1.



Quadro 1 — Caracteristicas do CAA e CCA*

Caracteristicas Referéncias
CAA

Antigeno Anddico Circulante 01
Também conhecido por GASP 02, 03, 04
Carregado negativamente 05

As cadeias de carboidratos sdo compostas por multiplas unidades de

dissacarideos contendo N-acetil-galactosamina e &cido glucurdnico 06
CCA

Antigeno Catddico Circulante 01
Também conhecido por ‘Antigeno M’ 07, 08
Neutro ou ligeiramente carregado positivamente 01

As cadeias de carboidratos consistem em maltiplas unidades de trissacarideos
(unidades Lewis X) contendo fucose, galactose e N-acetil-galactosamina 09
Contém alguns epitopos que apresentam reagdo cruzada com ovos de

Schistosoma 10

Ambos os Antigenos sdo:

Género- especificos 08, 11
Solaveis em TCA 01, 08, 11
Termoestéaveis 01, 05, 08
Sensiveis ao periodato 01, 08, 11
Produzidos no epitélio do sistema digestivo de vermes adultos 12,13, 14,15

Também presentes nas células primordiais do sistema digestivo de cercarias e
vermes jovens 14,15, 16

Presentes nos seguintes tecidos de hospedeiros:

Soro e Urina 01, 05, 07, 17
Leite materno (somente CCA) 18
Rins, Figado e Baco 13, 19, 20, 21

Extremamente estaveis, conforme ilustrado pela deteccdo de CAA em tecidos de

mumias 22,23

Tvan Lieshout, 1996.

Referénicas: (01). DEELDER et al., 1976; (02). VON LICHTENBERG; BAWDEN; SHEALEY, 1974; (03).
NASH; NASIR; JEANLOZ, 1977; (04). NASH; DEELDER, 1985; (05). BERGGREN; WELLER, 1967; (06).
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BERGWERFF et al., 1994; (07). CARLIER et al., 1975; (08). CARLIER; BOUT; CAPRON, 1978; (09). VAN

DAM et al., 1994; (10). DEELDER et al., 1996; (11). NASH; PRESCOTT; NEVA, 1974; (12). NASH, 1974;

(13). DEELDER et al., 1980; (14). DE WATER; FRANSEN; DEELDER, 19864a; (15). DE WATER,;

FRANSEN; DEELDER, 1986b; (16). ANDRADE; SADIGURSKY, 1978; (17). GOLD; ROSEN; WELLER,
1969; (18). SANTORO et al., 1977; (19). DEELDER et al., 1985; (20). EL DOSOKY; VAN MARCK;

DEELDER, 1984; (21). SOBH et al., 1987; (22). DEELDER et al., 1990; (23). MILLER et al., 1992.
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A func¢do primaria de ambos os antigenos ndo é exatamente conhecida. Baseado
nas suas estruturas altamente glicosiladas, eles provavelmente desempenham um papel na
protecdo do parasito contra enzimas digestivas, baixo pH ou contra materiais do hospedeiro
como anticorpos ou sistema complemento (NASH, 1974; NASH; NASIR; JEANLOZ, 1977),
protegendo o0 verme contra os mecanismos efetores do sistema imune celular do hospedeiro.
Nesse sentido, jA foi demostrado que o CAA interage com o primeiro componente do
Complemento, C1q (VAN DAM et al., 1993), e que o CCA presumivelmente evoca uma
resposta auto-imune devido a similaridade com um antigeno de superficie de granulécitos
humanos (VAN DAM et al., 1996b).

A deteccdo desses antigenos na circulagdo de potenciais hospedeiros oferece um
grande numero de aplicacBes diagnosticas, epidemiol6gicas e em pesguisa como, por
exemplo, a quantificacdo de carga parasitaria e a avaliacdo da eficacia quimioterapica e do
impacto das medidas de controle (VAN LIESHOUT, 1996).

1.9 Diagnostico

A necessidade de um diagndstico preciso tem importancia critica para o clinico no
fornecimento da conduta correta ao paciente e para os epidemiologistas e gestores de controle
da doenca para todos os aspectos de prevencdo, controle, monitoramento e vigilancia.
(UTZINGER et al., 2011). No nivel de populacdo, por exemplo, mapeamento, estimativa da
carga de doenca, avaliacdo da eficicia de drogas esquistossomicidas, farmacovigilancia,
monitoramento de programas de controle e verificagdo de locais de eliminacdo dependem de
diagndsticos precisos (PEELING; SMITH; BOSSUYT, 2006; BERGQUIST; JOHANSEN;
UTZINGER, 2009; JOHANSEN et al., 2010).

O diagnostico clinico baseia-se no exame clinico (palpacdo do abdémen, para
verificar o crescimento do figado e do baco), em informacdes sobre a historia do paciente, do
local de moradia, de estadia em areas de risco e de contato com cole¢Ges hidricas
possivelmente contaminadas e da sintomatologia apresentada (RABELLO et al., 2008).

Quanto ao diagnostico laboratorial, os métodos disponiveis podem ser agrupados
em duas categorias: métodos de deteccdo direta - que detectam o parasito, ou componentes
deste, como ovos, antigenos, moléculas ou fragmentos destas; e métodos de deteccéo indireta
— que identificam evidéncias indiretas da presenca do parasito e dependem de marcadores
clinicos, bioquimicos ou, especialmente, imunoldgicos associados a infeccdo. Outra divisdo

classifica os métodos como qualitativos ou quantitativos. Os métodos qualitativos, na maioria
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das vezes, mais féceis e rapidos de serem feitos, porém ndo geram projecdes sobre a dindmica
de uma infec¢do, informando somente a existéncia da infeccdo. J& métodos quantitativos sao
usados para calcular a carga parasitaria e/ou mostrar a resposta imunoldgica de um individuo
ou grupo populacional assim permitindo o estabelecimento de indicadores epidemioldgicos
em programas de controle (RABELLO et al., 2008).

1.9.1 Métodos parasitoldgicos

O padrdo ouro para o diagndstico de infec¢Bes por S. mansoni é a detec¢do e
visualizagdo, por microscopia, de ovos do parasito nas fezes (GRYSEELS, 2012; COLLEY et
al., 2014), principio em que se baseia 0 método de Kato-Katz, originalmente desenvolvido em
meados dos anos 1950 pelos pesquisadores japoneses Kato e Miura (1954), e modificado no
inicio dos anos 1970 por Katz, Chaves e Pellegrino (1972), e que corresponde a técnica mais
amplamente utilizada em inquéritos epidemioldgicos relativos a esquistossomose intestinal
(UTZINGER et al., 2011). Todavia, uma diminui¢cdo acentuada da sensibilidade em areas de
baixa endemicidade compromete a estimativa da esquistossomose através da utilizacdo desse
método (CAVALCANTI et al., 2013).

O Kato-katz é um método simples, rapido, de custo relativamente baixo, sensivel
(em areas de moderada a alta endemicidade), quantitativo, que fornece informacdes béasicas de
carga parasitaria e, conseqlientemente, intensidade de infeccdo. Por todas essas razdes
expostas, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o recomenda como método de diagnostico
para esquistossomose, mas especificamente em areas de alta endemicidade, uma vez que é
amplamente reconhecido na literatura que a examina¢do de uma Unica lamina preparada por
esse método subestima a prevaléncia ‘verdadeira’ de S. mansoni em é&reas de baixa
intensidade de infeccdo (DE VLAS; GRYSEELS, 1992; YU et al., 2007; LIN et al., 2008b).
Isso ocorre por causa da baixa sensibilidade do método de Kato-Katz, que depende
diretamente da quantidade de ovos eliminados pelo portador (BARRETO et al., 1990;
ENGELS; SINZINKAYO; GRYSEELS, 1996).

Essa técnica utiliza uma quantidade padronizada de 41,7 mg de fezes, e, portanto, a
sensibilidade tedrica € de 24 ovos por grama (OPG) de fezes (UTZINGER et al., 2011). A
probabilidade de se detectar uma infecgdo com um sé casal de vermes por exame de uma so
lamina, pelo método de Kato-Katz, é de aproximadamente 1/24 (RABELLO et al., 2008).

Vérios estudos demonstraram que a sensibilidade dessa técnica pode ser

aumentada, que é de suma importancia em areas de baixa transmissdo, pelo aumento do
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ndmero de amostras e também pelo aumento do nimero de Iaminas examinadas por amostra
(RABELLO et al., 2008; DA FROTA et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2011; PINHEIRO et al.,
2012).

Outra estratégia a fim de superar essa limitacdo, € o exame de uma maior
quantidade de fezes. Nesse contexto, foram desenvolvidos outros métodos parasitoldgicos de
fezes, constituindo técnicas mais atuais, tais como: Método Helmintex®, (TEIXEIRA et al.,
2007), Método de eclosdo (JURBERG et al., 2008) e Método Gradiente Salinico (COELHO
et al., 2009).

O Helmintex® tem como principal caracteristica a identificacdo de ovos de S.
mansoni em grandes quantidades de fezes (30 gramas), que sdo processadas através de uma
sequéncia de sedimentacdo espontanea, tamisacdo e eliminacdo de detritos e gordura, para
posterior isolamento dos ovos através da interacdo com esferas paramagnéticas e exame
microscopico. Em uma aplicacdo preliminar do Helmintex® para investigar o estabelecimento
recente de focos no sudeste do Brasil, aproximadamente trés vezes mais ovos foram
detectados por esse metodo quando comparado ao método de Kato-Katz (TEIXEIRA et al.,
2007).

Recentemente o Helmintex® foi empregado por Pinheiro et al. (2012) em uma
area de baixa endemicidade no Estado do Ceara, demonstrando que a proporcao de individuos
infectados identificados através do método Helmintex® (42,5%) foi significativamente maior
(p = 0,003) do que a proporcdo de individuos infectados identificados com o método de Kato-
Katz (9,1%). Em outra area de baixa endemicidade no Estado do Parana, os resultados obtidos
por Caldeira et al. (2012) também confirmaram a maior sensibilidade previamente
demonstrada do método Helmintex comparado com o método de Kato-katz.

O Método de eclosdo consiste em um dispositivo de incubacdo contendo um
recipiente de coleta para deteccdo de miracidios que eclodem de uma suspensdo de fezes
quando o paciente € positivo. Apenas o recipiente de coleta € exposto a uma fonte luminosa
para que haja uma atracdo desses miracidios para dentro do mesmo, baseando-se no
fototaquitismo positivo do parasito. Embora os métodos de incubagdo sejam sensiveis, eles
apresentam uma limitagcdo uma vez que as amostras de fezes devem estar frescas no momento
do exame. Por outro lado, a suspenséo de miracidios fixados em formol a 10% poderia ser
analisada, pelo menos, 15 dias apds a fixacdo sem perda significativa do nimero dos mesmos
(JURBERG et al., 2008).

O Método do Gradiente Salinico (batizado de “aranha”) consiste de um

dispositivo simples baseado em um gradiente salinico para a deteccdo de ovos por exame
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microscopico. Sabidamente, solucBes de diferentes concentragdes salinicas criam uma
sedimentacgdo diferencial entre os ovos de S. mansoni e homogeneizados de tecidos ou fezes,
assim 0s ovos permanecem na parte inferior do dispositivo, enquanto que os restos de baixa
densidade sdo suspensos para o topo da coluna de gradiente (COELHO et al., 2009).

Em geral, esses métodos proporcionam uma melhor sensibilidade, mas sdo mais
trabalhosos e demorados (PINHEIRO et al., 2012), o que torna mais complexa a aplicagéo
desses métodos em estudos epidemioldgicos de larga escala.

As técnicas parasitologicas de fezes variam consideravelmente quanto a
sensibilidade, dependendo da quantidade de fezes examinadas, do numero de ovos excretados
e de fatores inerentes a perda intrinseca durante a realizacdo do procedimento, o que gera uma
dificuldade do diagndstico por meio de um unico exame de fezes, principalmente em
inquéritos epidemioldgicos, mas também no diagnoéstico individual de pacientes com baixa
carga parasitaria (GARGIONI et al., 2008).

A Dbidpsia retal é outro teste bastante sensivel e especifico, que permite a
visualizacdo dos ovos em uma amostra do reto ou do célon extraida do paciente, mas que por
ser um exame invasivo ndo é recomendado na rotina (SAO PAULO, 2009).

Nos métodos diretos, quando a carga parasitaria € de intensidade moderada (100-
399 OPG) a alta (> 400 OPG), todas as técnicas parasitolégicas apresentam resultado
satisfatorio. Entretanto podemos observar que a maioria dos métodos atualmente utilizados
tem grande dificuldade na identificacdo de pacientes com baixa carga parasitaria (PINHEIRO
et al., 2012). Apesar das melhorias nos métodos parasitoldgicos, estes ndao conseguem
identificar a infecgdo por Schistosoma consistentemente em &reas de baixa endemicidade, e o
desenvolvimento de outras ferramentas para o diagnostico e vigilancia se faz necessario
(CAVALCANTI et al., 2013).

Em uma fase inicial de um programa de controle, quando o objetivo é o controle
da morbidade, a prevaléncia e a intensidade da infeccdo sdo normalmente altas, e, portanto,
métodos diretos mostram acuracia diagndstica suficiente. Contudo, a prevaléncia e
particularmente a intensidade da infeccdo sdo reduzidos por meio do tratamento, e, por
conseguinte, os métodos diretos tornam-se menos sensiveis. (UTZINGER et al., 2011). Nesse
contexto, esses métodos necessitam ser complementados ou substituidos por técnicas
imunologicas com base na deteccdo de antigeno ou anticorpo (VAN LIESHOUT et al., 2000;
DOENHOFF; CHIODINI; HAMILTON, 2004; BERGQUIST; JOHANSEN; UTZINGER,

2009; JOHANSEN et al., 2010), ou ferramentas moleculares, como abordagens baseadas na
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reacdo em cadeia da polimerase (PONTES et al., 2003; TEN HOVE et al., 2008; GOMES et
al., 2010).

1.9.2 Métodos moleculares

A técnica molecular baseada na PCR, amplamente relatada para o diagndstico de
varios patogenos infectantes, vem sendo considerada potencialmente valiosa como uma
ferramenta complementar no diagnéstico da esquistossomose (UTZINGER et al., 2011,
CAVALCANTI et al., 2013). Os ensaios a base de DNA tém provado também ser uma
ferramenta potencial para avaliacdo de cura pos - quimioterapia e podem mudar o cenario
para as acdes de controle da infec¢do por Schistosoma (GENTILE et al., 2011; IBIRONKE et
al., 2012).

O S. mansoni possui caracteristicas vistas como vantajosas e que facilitam o
estudo do seu genoma, como: pequeno genoma, em relagdo a outros organismos, diploidia,
com cromossomos sexuais bem diferenciados, Z e W e adaptacdo bioldgica para escapar ou
modular o sistema imune do hospedeiro definitivo (BUTTERWORTH et al., 1988). Além
disso, tanto o polimorfismo nos genes de Schistosoma (TANAKA et al., 1994), quanto sua
estrutura cromossdmica sdo razoavelmente limitados, o que facilita a analise filogenética
(MCMANUS et al., 1993).

O estudo detalhado do genoma deste organismo, iniciado em 1992, empregou
uma abordagem baseada na geracdo de Etiquetas de Sequéncias Transcritas (ESTS)
(FRANCO et al., 2000). Foram geradas 163.000 ESTs, a partir de diferentes bibliotecas. Apds
o tratamento dos dados obtidos das leituras de seqiienciamento, 30.988 associa¢des de ESTs
foram geradas, o que representou uma cobertura de aproximadamente 92% do transcriptoma
do S. mansoni (VERJOVSKI et al., 2003).

No estudo de Schistosoma sp., inicialmente a técnica de PCR foi utilizada com
sucesso para a determinacdo do sexo das cercarias (GASSER et al., 1991), para a clonagem e
sequenciamento de genes especificos (KIANG et al.,1996) e na determinacdo da variabilidade
genética de cepas e espécies de Schistosoma sp. (SIMPSON et al.,1995).

Algumas abordagens baseadas na deteccdo de DNA especifico de Schistosoma
foram descritas para a deteccdo desse parasito em moluscos (HANELT et al., 1997
JANOTTI-PASSOS et al., 1997; HAMBURGER et al., 1998; VIDIGAL et al., 2002; MELO
et al., 2006; KANE et al., 2013) e na identificacdo de aguas contaminadas com cercarias
(HAMBURGER et al., 1998; HUNG et al., 2008).
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No estudo realizado por Pontes; Dias-Neto; Rabelo (2002), foi descrito, pela
primeira vez, a utilizacdo da PCR para a deteccdo de DNA de S. mansoni em amostras
humanas de fezes e soro, sendo possivel detectar até 1 fentograma de DNA.

Posteriormente, esses pesquisadores empregaram a PCR para o diagnostico em
moradores de uma area endémica para esquistossomose, localizada em Comercinho, Minas
Gerais (PONTES et al., 2003). Nesse estudo, a prevaléncia determinada pela PCR, utilizando
apenas uma amostra fecal, foi 38,1%, enquanto a prevaléncia detectada pela coproscopia,
realizada com utilizacao de trés amostras fecais, foi de 30,9%. Verificou-se que a técnica de
PCR mostrou uma sensibilidade de 96,7% e uma especificidade de 88% quando o exame
parasitoldgico de fezes foi utilizado como teste de referéncia.

Sandoval et al. (2006b), em estudo realizado na Salamanca- Espanha, com
amostras de fezes e urina, demonstraram que pela técnica de PCR também é possivel
determinar a especie de Schistosoma (S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S.
intercalatum ou S. bovis).

Recentemente, a abordagem de alta tecnologia de sistemas de PCR em tempo real
tem sido aplicada a parasitologia e demonstrado como eles sdo poderosos
instrumentos alternativos para a quantificacdo da carga parasitaria (GOMES et al., 2014).
Gomes et al. (2006) descreveram, pela primeira vez, a utilizacdo dessa tecnologia para o
diagndstico da esquistossomose. O método descrito empregou o sistema de deteccdo
inespecifica do corante SYBER Green, visando um pequeno fragmento de 96bp do gene que
codifica a pequena subunidade ribossdmica do RNA (SSU rRNA) de S. mansoni.
Posteriormente, em Gana, foi empregado um sistema de PCR em tempo real utilizando o
sistema de deteccdo especifica de sondas fluorescentes TagMan ®, visando o internal -
transcribed - spacer 2 (ITS-2), para a deteccdo de S. haematobium em amostras de urina
(OBENG et al., 2008). O formato multiplex de PCR em tempo real foi testado em amostras de
fezes por ten Hove et al. (2008) com os iniciadores e sondas especificos para S. haematobium
e S. mansoni voltados para genes da citocromo oxidase 1 (COX 1) dos parasitos.

Vérios outros grupos desenvolveram ensaios adicionais altamente sensiveis e
especificos baseados em PCR convencional (SANDOVAL et al., 2006a; OLIVEIRA et al.,
2010; CARVALHO et al., 2012; ENK et al., 2012; CARNEIRO et al., 2013; LODH et al.,
2014), e tambem em PCR em tempo real (GENTILE et al., 2011; CNOPS et al., 2012;
WICHMANN et al., 2013; ESPIRITO- SANTO et al., 2014a; SCHWARZ et al., 2014) para
o diagndstico da esquistossomose. Todos se mostraram eficientes na identificacdo dos casos

positivos, mesmo em pacientes de baixa carga parasitaria, e no correto diagnostico dos casos
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negativos, demonstrando melhorar o diagnéstico da infeccdo por Schistosoma como resultado
das elevadas sensibilidade e especificidade desses testes em compara¢do com o0s métodos
convencionais, tanto em estudos experimentais quanto em humanos.

Métodos baseados em PCR sdo considerados altamente sensiveis porque eles
detectam aproximadamente 2,4 ovos / grama, o que representa um limite de deteccdo de 0,01
a 10 fg de material gendémico, dependendo das espécies de Schistosoma estudadas (CNOPS et
al., 2012; CAVALCANTI et al., 2013).

Além disso, os métodos gquantitativos, tais como a PCR em tempo real permite a
avaliacdo da carga parasitéria, e a infeccdo pode ser detectada tdo cedo como de 1-30 dias
pos-infecgdo em estudos experimentais. Esse € um método promissor para o diagnostico da
infeccdo aguda em populagbes recentemente expostas, como viajantes (GOMES et al., 2010;
KATO-HAYASHI et al., 2010; GENTILE et al., 2011; ZHOU et al., 2011b).

Para a deteccdo especifica de DNA, os ensaios de PCR utilizam diferentes genes-
alvo de Schistosoma (CNOPS et al., 2012); como exemplos de genes — alvo mais comumente
empregados na literatura tem-se 0 gene da pequena subunidade do DNA ribossomal - 28S
rDNA (SANDOVAL et al., 2006b; CNOPS et al., 2012), uma sequéncia de 121 pb altamente
repetitiva ao longo do genoma de S. mansoni (WICHMANN et al., 2009; CLERINX et al.,
2011; CARNEIRO et al., 2013; LODH et al., 2014), o gene da subunidade 1 da enzima
citocromo oxidase 1 — COX 1 (TEN HOVE et al., 2008; GENTILE et al., 2011) e sequéncias
do internal -transcribed - spacer 2 — ITS 2 (OBENG et al., 2008; SCHWARZ et al., 2014).

Além disso, diferentes amostras clinicas sao agora apropriadas para o diagnostico,
incluindo fezes (TEN HOVE et al., 2008; GOMES et al., 2010; SCHWARZ et al., 2014),
soro (CLERINX et al., 2011; WICHMANN et al., 2013), plasma (WICHMANN et al., 2009),
urina (OBENG et al., 2008; CNOPS et al., 2012; LODH et al., 2014) e secrecdo vaginal
(KJETLAND et al., 2009).

Concomitantemente, a maioria das limitagdes anteriores no uso de PCR para
detectar as infeccOes parasitarias, incluindo dificuldades de isolamento do DNA do parasito e
presenca de substancias inibidoras, foram melhoradas e simplificadas, e a superacdo dos
problemas de contaminacdo ja foi relatada na literatura (SUBRUNGRUANG et al., 2004).

Com os avangos no emprego e na realizacdo da PCR, os métodos de extracdo de
DNA também passaram por um processo de aprimoramento, melhorias e adequacdes;
Atualmente, existe uma diversidade de kits comerciais disponiveis para extracdo e purificagdo
de DNA, de forma a serem empregados nos mais diferentes tipos de fontes de DNA

potenciais, ampliando o campo de utilizacdo da PCR.
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Assim, métodos baseados em PCR parecem uma alternativa para o diagndstico da
esquistossomose com alta sensibilidade e especificidade e um papel importante para a
adequada tomada de decisbes em areas com configuracdes de erradicacdo da doenca
(CAVALCANTI et al., 2013). No entanto, a PCR continua a ser um método caro, embora a
reducdo de custos possa ser obtida por modificagdes metodoldgicas, tais como o
melhoramento dos métodos de extragdo de DNA (ENK et al.,, 2012). Recentemente, a
deteccdo de DNA por novas tecnologias, como a técnica de Loop Mediated Isothermal
Amplification (LAMP), desenvolvida por Notomi et al. (2000), mostrou-se como uma melhor
alternativa sob o aspecto custo-beneficio (WANG et al., 2011; NJIRU et al., 2012).

1.9.3 Métodos imunologicos

O imunodiagnostico da esquistossomose ha algum tempo tem sido proposto na
literatura para superar algumas das limitac6es dos métodos parasitologicos, que sdo a variacdo
dia-a-dia e intra-espécime da excre¢do dos ovos de Schistosoma, o risco de falha na deteccéo
de infeccBes de baixa intensidade e a relativa demora das metodologias parasitoldgicas
(HAMILTON et al., 1998; VAN LIESHOUT et al.,, 2000; DOENHOFF; CHIODINI,
HAMILTON, 2004). As abordagens imunoldgicas se baseiam na deteccdo de anticorpos ou
de antigenos.

1.9.3.1 Deteccéo de anticorpos

Véarios métodos imunoldgicos foram propostos para o diagnostico da
esquistossomose através da deteccdo de anticorpos; dentre os formatos que foram validados
em ensaios de campo de grande escala estdo o teste de hemaglutinagdo indireta, o teste de
imunofluorescéncia indireta, o circumoval precipitin test (COPT) e o enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA). O método imunoenzimético ELISA constitui a técnica mais
comumente e amplamente utilizada atualmente para o diagndstico soroldgico da
esquistossomose, oferecendo a possibilidade de detectar diferentes classes de anticorpos, bem
como a utilizagdo de uma vasta gama de antigenos (GOMES et al., 2014).

Contudo, nos ultimos anos, tém sido desenvolvidos varios testes rapidos para
deteccdo de anticorpos anti - Schistosoma; Esse formato de teste de diagnostico para o uso no
ponto-de-cuidado (Point-of-Care -POC) mostra-se bastante promissor e tende a se tornar cada

vez mais Util nos programas de controle de larga escala para a esquistossomose (XU et al.,
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2011; COULIBALY et al., 2013a; DAWSON et al., 2013; NAUSCH et al., 2014). Ensaios de
POC podem envolver analisadores portateis, mas cada vez mais eles sdo auto-suficientes,
faceis de usar, podendo ser realizados sobre uma mesa na sala de emergéncia, na cabeceira do
paciente, em uma pequena clinica, enfermaria, ou departamento de hospital. Tais sistemas de
ensaio combinam tipicamente o diagndstico rapido (menos de uma hora) com uma menor
manipulagdo de amostra e dos resultados do teste, reduzindo assim o tempo, custo e eventuais
erros (OUELLETTE et al., 2009).

A maioria dos ensaios de deteccdo de anticorpos mede a reatividade imunologica
no soro ao antigeno soltvel de verme adulto, que é a fonte mais fécil e abundante de material
antigénico (DOENHOFF; CHIODINI; HAMILTON, 2004), e ao antigeno solGvel do ovo do
parasito para fins de diagndstico, utilizando principalmente extratos brutos, mas também
outras fracBes do parasito, como proteinas do tegumento do Schistosoma. (CAVALCANTI et
al., 2013). Antigenos das formas imaturas, cercarias (CHAND et al., 2010; KINKEL et al.,
2012) e esquistossomulos também tém sido empregados (CARVALHO et al., 2011;
GRENFELL et al., 2013b, 2013c).

Considerando que varios antigenos estdo disponiveis para fins de diagndstico,
estudos de soro-reatividade demonstram resultados variaveis, mesmo quando sdo usados
proteinas recombinantes e peptideos sintéticos (CAVALCANTI et al., 2013).

Por serem de féacil preparo e terem resposta positiva no emprego em
imunodiagnostico, 0s extratos brutos apresentam vantagens. Porém, a utilizacdo de
preparacdes purificadas € muito visada devido a auséncia de reacdes cruzadas que ocorrem
através de porcdes antigénicas de S. mansoni compartilhadas por diversos parasitos,
protozoarios e até bactérias (BOUKLI et al., 2011). Por esta razéo, as pesquisas se tornam
cada vez mais refinadas na utilizacdo de antigenos purificados que induzam a formacédo de
ligagbes antigeno-anticorpo mais especificas. Sdo exemplos desses o Major Serological
Antigen (MSA) (STEK et al., 1983), o antigeno CEF6 que envolve fragdes antigénicas de
ovos (DOENHOFF et al.,, 2003; TURNER et al., 2004), os antigenos Adult Microsomal
Antigen (MAMA) (HANCOCK; TSANG, 1986; TORRES et al., 2001), CCA (GRENFELL
et al., 2013a), Sm31/32 (NOYA et al., 2001, 2003; SULBARAN et al., 2010), RP26
(MAKAROVA et al., 2003, 2005), e um antigeno larval de 37 kDa que demonstrou ser um
bom marcador de susceptibilidade (WU, 2002).

InfecgcOes ativas de S. mansoni podem ocorrer na presenca de baixa carga
parasitaria com ovos dificeis de serem detectados através da coproscopia. Devido a sua alta

sensibilidade e facilidade de uso, ensaios baseados na detec¢do de anticorpos se tornaram
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amplamente utilizados nos Programas Nacionais de véarios paises onde a prevaléncia foi
reduzida (CAVALCANTI et al., 2013).

Em éareas de baixa endemicidade e / ou ap0s a quimioterapia generalizada, 0s
estudos tém demonstrado que 0s imunoensaios sdo superiores ao diagndstico parasitologico
(GONGALVES et al., 2006; ALARCON DE NOYA et al., 2007; ESPIRITO-SANTO et al.,
2014b).

Na Republica Popular da China, uma abordagem comum para o diagnostico de
S. japonicum é primeiramente a triagem de populagdes de risco para anticorpos, seguido por
microscopia de fezes dos individuos anticorpos-positivo (UTZINGER et al., 2005; ZHU,
2005; BALEN et al., 2007). No Brasil, essa abordagem foi proposta para o diagndstico de S.
mansoni em uma area de baixa endemicidade no Estado do Ceara (DA FROTA et al., 2011).

A combinacdo de microscopia de fezes com métodos soroldgicos foi proposta
para deteccdo de casos de esquistossomose mansoni em &reas de baixa transmissao
(GONCALVES et al., 2006; NOYA et al., 2006; ALARCON DE NOYA et al., 2007;
IGREJA et al., 2007; CARNEIRO et al., 2012; GRENFELL et al., 2013d).

Em populacdes ndo tratadas vivendo em éareas de baixa endemicidade,
resultados de reatividade 1gG-positiva / coproscopia-negativa (IgG + / copro-) podem
representar uma infeccdo ativa, pois, apds testes repetitivos, alguns individuos revelam-se
excretores de ovos e devem, portanto, ser tratados (IGREJA et al., 2007). Além disso, cerca
de 8% desse grupo é composto de individuos com menos de 11 anos que pode ter sido
recentemente infectado (IGREJA et al., 2007; MCMANUS et al., 2011; VERANI et al.,
2011).

Apesar de baixa carga parasitaria, a apresentacdo clinica pode ser grave e/ ou
atipica, como neuroesquistossomose e infeccdes genitais. Uma vez que a maioria desses
individuos ndo excreta ovos do parasito, a detecgdo de anticorpos no fluido cerebroespinhal e
no soro € necessaria para um diagnostico correto (FERRARI et al., 2010; FREITAS;
OLIVEIRA; SILVA, 2010; CAVALCANTI et al., 2011).

A detecgdo de anticorpos também é importante para o diagnostico de viajantes
sem excre¢do de ovos do parasito (CLERINX et al., 2011). Como esses individuos podem ser
assintomaticos, ou mesmo desenvolver infeccdo aguda ou crbnica, o diagnodstico da
esquistossomose importada depende, em ultima instancia, da sorologia positiva (MELTZER
et al., 2006; NICOLLS et al., 2008). Além disso, a detec¢do de anticorpos é crucial na era do
desenvolvimento da vacina para helmintos para determinar eficacia e protecdo induzida pela
imunizacdo (HOTEZ et al., 2010; AHMAD et al., 2011).
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Contudo, apesar da alta sensibilidade dos ensaios baseados na deteccdo de
anticorpos, a especificidade é geralmente baixa (LIN et al., 2008a; ZHOU; ZHENG; JIANG,
2011a). Além disso, os niveis de anticorpos permanecem elevados por longos periodos de
tempo apds a quimioterapia bem sucedida, o que representa um dilema diagnostico: falha para
diferenciar infeccOes ativas e curadas (ROLLINSON et al., 2013; UTZINGER et al., 2011).
No entanto, a negatividade ou o declinio dos titulos de anticorpos pode ocorrer apds uma
resposta eficiente a terapia e / ou uma exposicao interrompida em populagdes com longo
prazo de acompanhamento (CHUNGE et al., 2011). Finalmente, pode haver um alto grau de
reatividade cruzada em ambientes onde S. mansoni e outras infec¢des por trematddeos co-
existem (BERGQUIST; JOHANSEN; UTZINGER, 2009; JOHANSEN et al., 2010).

Testes rapidos para deteccdo de anticorpos em novos formatos de ensaio foram
relatados para S. japonicum (CHU et al.,, 2005; WEN et al., 2005; XIAO et al., 2005).
Também tem sido testado um ensaio de Western blot para detec¢do de anticorpos anti - S.
mansoni (SULAHIAN et al., 2005) e um ensaio de immunoblot de antigenos de membrana
de S. mansoni, S. intercalatum e S. haematobium contra soros de pacientes infectados por
Schistosoma (CESARI et al., 2010). Esses novos formatos usam antigenos brutos e ainda
precisam ser validados em ensaios de campo em grande escala.

Na China, outro teste rapido para a deteccdo de anticorpos contra S. japonicum
tem sido amplamente avaliada em area de baixa endemicidade com bons resultados (XU et
al., 2011).

Na Africa, um teste rapido para deteccdo de anticorpos anti - Schistosoma esta
atualmente sendo avaliado no campo (COULIBALY et al., 2013a; DAWSON et al., 2013;
NAUSCH et al., 2014), e apesar da necessidade de outras avaliacbes usando testes mais
precisos como padrdo de referéncia, esses resultados indicam que este poderia ser uma
ferramenta (til para o rapido mapeamento da prevaléncia de S. mansoni e S. haematobium em
areas endémicas. Ele é acessivel, facil de usar e permite o diagnostico de ambas as espécies.

Recentemente, um ensaio de fluxo lateral com um sistema de deteccdo que utiliza
a tecnologia de nanoparticulas fosforescentes ultrasensiveis, inicialmente desenvolvido para
deteccdo do antigeno anodico circulante, foi aplicado para a detec¢do de anticorpos anti —
Schistosoma no soro demonstrando resultados promissores, e também sera analisado para
aplicacdes usando amostras ndo invasivas, tais como urina e saliva (CORSTJENS, et al.,
2014a). A presenca de anticorpos na urina foi recentemente demonstrada para S. mansoni e S.

haematobium (ELHAG et al., 2011), e estudos anteriores mencionaram deteccdo de
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anticorpos anti- S. mansoni (SANTOS et al., 2000) e anticorpos anti- S. japonicum (WANG et
al., 2002) na saliva.

1.9.3.2 Deteccéao de antigenos

Os ensaios imunoldgicos mais promissores, no entanto, e que tém sido descritos
extensivamente sdo 0s ensaios para deteccdo de antigenos circulantes do parasito no soro, na
urina, e potencialmente na saliva do hospedeiro. Dois antigenos circulantes bem descritos
para Schistosoma, ambos aplicados para diagnosticar a infeccdo ativa, s&o o CCA e 0 CAA
(VAN LIESHOUT; POLDERMAN; DEELDER, 2000; VAN DAM et al., 2004; WILSON et
al., 2006; UTZINGER et al., 2011; CAVALCANTI et al., 2013; COLLEY et al., 2013; VAN
DAM et al., 2013; CORSTJENS et al., 2014a; GOMES et al., 2014).

Alternativamente a deteccdo dos ovos do parasito, a deteccdo dos antigenos
circulantes de Schistosoma esta se tornando uma importante ferramenta para o diagnostico de
infeccdes ativas, uma vez que somente vermes vivos eliminam antigenos para a circulacéo
(CORSTJENS et al., 2014a). Além disso, 0s niveis séricos desses antigenos estdo
relacionados com a carga parasitaria e intensidade de infeccdo (POLMAN et al., 1995; VAN
LIESHOUT et al., 19953, 1995b; VAN LIESHOUT; POLDERMAN; DEELDER, 2000;
CORSTIJENS et al., 2014a) e diminuem rapidamente ap0s o tratamento medicamentoso,
demonstrando ser uma abordagem Gtil também na avaliacdo da eficiéncia da administracdo do
medicamento e, consequentemente, na avaliacdo de cura (EL- MORSHEDY et al., 1996;
CORSTIENS et al., 2014a). Portanto, a detec¢do de antigenos demonstra varias vantagens
sobre a deteccdo de anticorpos.

O desenvolvimento de metodologias de ELISA baseadas no emprego de
anticorpos monoclonais especificos para porcoes glicidicas do CAA (DEELDER et al., 1989)
e do CCA (DE JONGE et al., 1990) tornou possivel a deteccdo desses antigenos de uma
forma sensivel e altamente especifica.

A detecgdo e a quantificacdo desses antigenos através de ELISA demonstrou uma
correlacdo significante entre os niveis de CAA e CCA e a carga parasitaria (VAN LIESHOUT
et al., 1992), bem como sua utilidade para 0 monitoramento apos o tratamento (KREMSNER
et al., 1994). Além disso, eles foram aplicados, por exemplo, para a analise de variacdes de
carga parasitaria (VAN LIESHOUT et al., 1995b), para determinar diferentes esquemas de
tratamento (VAN LIESHOUT et al., 1994) ou para estudar relagdes com diferentes aparéncias
clinicas da doenca (DE JONGE et al., 1991).
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Ensaios de diagndstico direcionados para a deteccdo do CAA requerem a
extracdo da amostra com acido tricloroacético (TCA) seguida de centrifugagdo, que deixa o
material proteico precipitado num pellet e os componentes de carboidratos no sobrenadante,
onde poderad ser detectada a presenca desse antigeno. A vantagem dessa extracdo € uma
melhoria da sensibilidade analitica, por permitir uma maior concentracdo da amostra, que o
torna adequado para aplicagcbes em regiGes de baixa endemicidade para detectar infeccOes
ativas por uma baixa carga de vermes (AGNEW et al., 1995; VAN LIESHOUT et al., 1995b;
VAN DAM et al., 1996¢c; LEUTSCHER et al., 2008).

O CAA-ELISA determina os niveis de CAA no soro para todas as espécies de
Schistosoma humanos com praticamente 100% de especificidade (DEELDER et al., 1989) e
foi aplicado em varios estudos epidemioldgicos e laboratoriais (AGNEW et al., 1995;
DEELDER et al., 1989; LEUTSCHER et al., 2008; VAN DAM et al., 1996a.; VAN
LIESHOUT et al., 1995b); seu valor foi demonstrado em estudos (soro) epidemiol6gicos em
populagdes com infec¢bes de moderada a alta intensidade (POLMAN et al., 2002). Contudo,
0 CAA- ELISA perde sensibilidade ao diagnoticar infeccdes leves, como, por exemplo, no
diagnostico de casos de esquistossomose importados no grupo de viajantes internacionais
(VAN LIESHOUT et al., 1997).

A implementacdo do ELISA no diagndstico clinico de rotina é complexa, uma
vez que o0 ELISA pode perder robustez quando realizado apenas ocasionalmente, além de nédo
ter sido desenvolvido para identificacdo de um Gnico caso. Quando o teste é implementado na
rotina diaria, com varios controles e amostras testadas em duplicata, o0 ELISA pode detectar
CAA no soro em niveis tdo baixos como 40 pg / mL. Todavia, quando o ensaio é efetuado de
forma menos regular e as amostras sdo testadas apenas uma vez essa sensibilidade pode nem
sempre ser alcancada (CORSTJENS et al., 2008b; LEUTSCHER et al., 2008).

Além disso, os procedimentos de ELISA permanecem relativamente lentos,
mesmo num formato otimizado e padronizado e exigem pessoal qualificado e laboratorios
bem equipados (VAN DAM et al., 2004), o que faz com que ndo possa ser rotineiramente
utilizado para o diagnoéstico da comunidade no campo e que sua aplicabilidade seja menos
visivel em locais onde hé restricGes financeiras e onde as configuracdes de laboratério ndo
estdo bem desenvolvidas (LEGESSE; ERKO, 2007).

Dessa forma, num esforco para melhorar as técnicas para o diagndstico de
esquistossomose em nivel de campo van Dam et al. (2004) desenvolveram um ensaio de fluxo
lateral para a deteccdo de CCA na urina. O formato laboratorial desse teste foi desenvolvido

em um teste rapido Point-of-Care atualmente disponivel no mercado (POC-CCA; Rapid
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Medical Diagnostics; Pretoria, Africa do Sul). Esse teste ainda nio é recomendado pela

OMS, mas varios estudos foram conduzidos até o0 momento para determinar a eficacia e a
aplicabilidade desse dispositivo no campo para o diagnostico da esquistossomose. No geral,
esse teste vem sendo normalmente bem aceito e demonstrando ser suficientemente sensivel e
especifico para ser tomado como uma alternativa para a microscopia de ovos em estudos de
mapeamento e pesquisas de campo (LEGESSE; ERKO, 2007; MIDZI et al., 2009; SHANE et
al., 2011; STANDLEY et al., 2010; COULIBALY et al., 2011; DEELDER et al., 2012;
COULIBALY et al., 2013b; ERKO et al., 2013; ADRIKO et al., 2014; LAMBERTON et al.,
2014).

Recentemente, um apanhado de avalia¢cdes do teste POC-CCA em cinco paises,
financiado pelo Schistosomiasis Consortium for Operational Research and Evaluation
(SCORE), demonstrou que o método é importante para a deteccdo de S. mansoni em areas
endémicas, sendo suficientemente sensivel e especifico para ser recomendado como uma
ferramenta de mapeamento para determinar os niveis de prevaléncia de S. mansoni em
criancas em idade escolar (COLLEY et al., 2013).

Infelizmente, a precisdo do teste POC-CCA em infecgdes por Schistosoma
haematobium é variavel e deve ser mais bem avaliada (MIDZI et al., 2009; AYELE et al.,
2008; OBENG et al., 2008; STOTHARD et al., 2009). Estudos utilizando o CCA-ELISA
(DEELDER et al., 1994; AGNEW et al., 1995) indicam que o POC-CCA é aplicavel para S.
japonicum.

A fim de prosseguir o desenvolvimento de testes rapidos para o diagnostico da
esquistossomose que possam ser empregados em futuras aplicacdes Point- of - Care e também
para melhorar ainda mais a robustez foi introduzido um ensaio de fluxo lateral em
combinacdo com uma tecnologia de nanoparticulas fosforescentes ultra-sensiveis (Up-
Converting Phosphor-Lateral Flow — UCP-LF) para deteccdo do CAA no soro. O UCP-LF
CAA, assim como o CAA-ELISA, requer a extracdo da amostra com TCA e depende da
utilizacdo de um par de anticorpos especificos para capturar o alvo desejado; o mesmo
anticorpo monoclonal ¢ utilizado para ligar o antigeno tanto na nanoparticula fosforescente,
bem como na area de captura especifica da linha (T) do teste na tira de nitrocelulose formando
um imunosanduiche (Figura 3) (CORSTJENS et al., 2008b).

Esse ensaio demonstrou uma sensibilidade analitica inferior a 1 pg / ml, cerca de
10 vezes menor do que a do CAA-ELISA (CORSTJENS et al., 2008b, 2014a). E esperado

que a concentragdo de 1 pg / ml no soro permita a identificacdo de infecgcdes por um Unico
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verme, uma vez que estudos de cultura de vermes in vitro e estudos com babuinos infectados
experimentalmente indicam niveis de CAA de aproximadamente 5 pg / mL no soro num
estado estacionario (VAN DAM et al., 1996a; WILSON et al., 2006).

Figura 3 — Principio do ensaio Up-Converting Phosphor-Lateral Flow (UCP-LF) para
deteccdo do CAA
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Fonte: Corstjens et al.,2013.

A introducdo da tecnologia das nanoparticulas fosforescentes ultra-sensiveis (UCPS)
foi um fator importante para o aumento da sensibilidade (CORSTJENS et al., 2005). As
particulas fosforescentes Y,0,S: Yb **, Er® de 400 nm aplicadas nesse ensaio (Figura 4) séo
excitadas com luz infravermelha (IR, 980 nm) e emitem luz verde de maior energia (550 nm)
em um processo chamado de up-conversion (Figura 5). Essas particulas consistem de uma
“rede hospedeira” de materiais inorganicos, na qual estdo incrustados os ions de elementos
raros (absorvedor e emissor), tipicamente lantanideos trivalentes, que sdo 0s responsaveis pelo
processo de up-conversion em si. Este estd completamente restringido a estrutura das
particulas e, portanto, livre de auto-fluorescéncia a partir de outros componentes do ensaio
(ZARLING et al., 1997; ZIJLMANS et al.,1999; GORYACHEVA; LENAIN; DE SAEGER,
2013).

As vantagens importantes dessas particulas, em comparacdo com outros
marcadores fluorescentes convencionalmente aplicados incluem a elevada sensibilidade (ndo
apresentam auto-fluorescéncia de outros materiais biolégicos), longa vida de prateleira,
registro permanente (ndo desbotamento), e os baixos custos (ZIJLMANS et al., 1999). Vérios

bioensaios, incluindo os dispositivos de fluxo lateral, foram desenvolvidos e demonstraram a
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utilidade dessa tecnologia de detec¢do para acidos nucleicos (CORSTJENS et al., 2001),
gonadotrofina coridnica humana - hCG (HAMPL et al., 2001), estradiol (KUNINGAS et al.,
2006), interferon y (CORSTJENS et al., 2008a), Escherichia coli (NIEDBALA et al., 2001),
Streptococcus pneumonia (ZUIDERWIJK et al., 2003), Yersinia pestis (YAN et al., 2006),
virus respiratorio sincicial MOKKAPATI et al., 2007), Brucella (QU et al., 2009), hepatite B
(LI etal., 2009) e HIV, hepatite C e tuberculose (CORSTJENS et al., 2007).

Figura 4 — Microscopia eletrénica de transmissdo das nanoparticulas fosforescentes Y,0,S:
Yb 3*, Er® de 400 nm aplicadas no método UCP- LF

'v“ﬁf"

400 nm

Fonte: Corstjens et al. (2014b, p.4).

Figura 5 — Principio de up-conversion; Processo multi-foton que converte luz de baixa energia
(infravermelho) em luz de alta energia (radiagéo visivel). O fon Er® emite luz verde (550nm)
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d
high
: 5
\4
low

Fonte: Adaptado de van de Rijke et al. (2001, p.273).
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No entanto, o formato aplicado ainda n&o era vidvel para distribui¢do, apresentando-
se limitado devido ao fato de que alguns dos reagentes necessitavam de refrigeracdo. Além
disso, a exigéncia de um passo de sonicacdo adicionava complexidade ao ensaio. O transporte
em todo o mundo a temperatura ambiente dos reagentes do ensaio, bem como a
disponibilidade de pequenos scanners para analisar as tiras do UCP-LF s&o dois passos
importantes no sentido de tornd- lo compativel com aplicaces point-of-care (POC) em
ambientes remotos e pobres em recursos para identificar precisamente de baixas (30 pg CAA /
mL de soro; equivalente a cerca de 10 pares de vermes) a altas infec¢des por Schistosoma
(VAN DAM et al., 2013).

Nesse contexto, recentemente ele foi melhorado e convertido para um formato
com reagentes secos (‘dry”), que permite o armazenamento e transporte do teste no mundo
inteiro, a temperatura ambiente. Os resultados do UCP-LF CAA no formato ‘dry’ e do CAA-
ELISA correlacionaram-se muito bem em concentracbes de CAA acima de 300 pg / ml.
Entretanto, em concentra¢6es menores, 0 UCP-LF CAA indicou uma melhor perfomance que
0 CAA-ELISA, além de mostrar-se superior quanto a velocidade e a simplicidade de
utilizacdo (VAN DAM et al., 2013).

Nesse mesmo estudo, foi empregado o leitor portatil UPlink (MOKKAPATI et
al., 2007) para analisar as tiras do UCP-LF com éxito. Os resultados obtidos foram validados
pela re-andlise das tiras com diferentes equipamentos: o leitor Packard FluoroCount™
modificado (adaptado com um laser infravermelho - 980 nm) para ler as tiras do ensaio de
fluxo lateral (NIEDBALA et al., 2001) e o leitor portatil pequeno e leve UCP-Quant,
recentemente disponivel comercialmente bem adequado para testes em ambientes de baixos
recursos (VAN DAM et al., 2013).

Recentemente, Corstjens et al., (2014a) mostraram que o formato UCP-LF
também permite a deteccdo de CAA na urina (e potencialmente também na saliva) e apos a
aplicacdo de um passo extra, que se refere a concentracdo da amostra utilizando dispositivos
de filtros membranares centrifugaveis, mostra uma precisao quase absoluta para diagnosticar
esquistossomose.

A estabilidade do antigeno alvo também pode afetar a sensibilidade do ensaio e a
fracdo de carboidrato do CAA tem demonstrado ser um componente estavel na urina € no
sangue, sendo detectavel apos multiplos passos de congelamento-descongelamento ou depois
do armazenamento das amostras clinicas a temperatura ambiente durante periodos
prolongados de tempo (CORSTJENS et al., 2014a).



46

Recentemente, um estudo realizado na China, numa érea caracterizada por uma
prevaléncia muito baixa de S. japonicum, aplicou 0 UCP-LF CAA utilizando 2mL de amostra
de urina e 0,5mL de soro, os quais demonstraram sensibilidades iguais a 93% e 77%,
respectivamente, contra um padrdo (“ouro™) de positividade de infec¢cdo combinado, definido
como sendo positivo se o individuo apresentou ovos de S. mansoni e / ou foi positivo no
ensaio UCP-LF CAA (soro e/ou urina), ressaltando-se que, quando considerada a abordagem
diagnostica de associacdo da deteccdo de CAA na urina e/ou no soro, esse ensaio resultou
uma sensibilidade de 100%. Em constraste, 0 método parasitologico Kato-Katz demonstrou
sensibilidade de 13%, mesmo realizando a leitura de trés ldaminas da amostra de fezes de cada
individuo (VAN DAM et al., 2014a).

Outro estudo recente, realizado em contextos de grande endemia nas Filipinas
para S. japonicum e no Camboja para S. mekongi, aplicou 0 UCP-LF CAA utilizando 10 e 250
ML de amostra de urina, os quais demonstraram sensibilidades iguais a 44% e 70% (Filipinas),
contra um padrdo ouro definido pelo método Kato-Katz (leitura de duas Iaminas), e 42% e
70% (Camboja), contra um padréo ("ouro™) de positividade de infec¢cdo combinado, definido
como sendo positivo se o0 individuo apresentou ovos de S. mansoni e / ou foi positivo no
ensaio CAA UCP-LF e / ou foi positivo no POC-CCA, respectivamente. Nesse estudo, 0
método parasitoldgico Kato-Katz demonstrou sensibilidades de 91% (primeira ldamina) e de
81% (segunda lamina) nas Filipinas e 90% no Camboja. Este foi realizado com a leitura de
duas laminas da amostra de fezes de cada individuo nas Filipinas e pela leitura de uma lamina
de trés amostras de fezes de cada individuo no Camboja (VAN DAM et al., 2014b).

O uso de um anticorpo monoclonal especifico para 0 CAA em combinacdo com
uma plataforma de deteccdo ultra-sensivel podera, assim, resultar em melhorias de
sensibilidade sem comprometer a especificidade (VAN DAM et al., 2013; CORSTJENS et
al., 2008b, 2014a). Essa sensibilidade muito elevada em combinagdo com o uso de urina
como amostra clinica tornara, provavelmente, uma técnica ndo invasiva ideal para a
determinacédo da prevaléncia de esquistossomose em areas de baixa endemicidade, como por
exemplo, no Brasil ap6s o impacto dos Programas de Controle de longo prazo, principalmente
se levarmos em consideracdo a inclusdo do Brasil no programa de eliminacdo da

esquistossomose da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar o ensaio Up- Converting Phosphor Lateral Flow que detecta o Antigeno
Anddico Circulante (UCP-LF CAA) para o diagnostico da infecgdo por Schistosoma mansoni

em uma area de baixa endemicidade no Estado do Ceara com outros métodos de diagnaostico.

2.2 Objetivos especificos

1. Detectar ovos de S. mansoni através do método parasitologico de Kato-Katz em

amostras de fezes dos moradores da localidade de Bananeiras, Capistrano-CE;

2. Detectar e quantificar o CAA de S. mansoni pelo método UCP-LF em amostras de

urina dos moradores da localidade de Bananeiras, Capistrano-CE;

3. Determinar a prevaléncia da esquistossomose mansoni em Bananeiras-Capistrano-

CE, através das diferentes técnicas utilizadas;

4. Comparar o UCP-LF CAA com o Kato-katz e com o POC-CCA, avaliando as
diferencas de positividade e seus respectivos desempenhos através do célculo dos

valores de sensibilidade;

5. Auvaliar os niveis de CAA antes e apds o tratamento em amostras de urina dos

moradores da localidade de Bananeiras, Capistrano-CE;

6. Correlacionar os resultados do método UCP-LF CAA com os do POC-CCA, antes
e ap6s o tratamento, em amostras de urina dos moradores da localidade de

Bananeiras, Capistrano-CE.
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3 METODOLOGIA
3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, longitudinal e intervencionista com dois cortes

transversais.
3.2 Area e populago de estudo

O estudo foi realizado na localidade de Bananeiras, municipio de Capistrano
(Figura 6). Este se localiza no sopé da serra do macico do Baturité, a 156 metros de altitude e
situa-se a 100 km de Fortaleza. Com area de 222,550 km2 conta com uma populacdo de
17.062 habitantes (IBGE, 2010).

Figura 6 — Mapa do Estado do Ceara localizando o Municipio de Capistrano. A direita, vista

ampliada mostrando as areas limitrofes do municipio

Mutungy

Banansiras
Baturte

Aracoaba

Fonte: Wikipédia, acessado em 11 de agosto de 2014; Adaptado do Sistema IBGE de Recuperacdo Automatica
(SIDRA).

Bananeiras € uma localidade rural (Figuras 7) composta por 297 habitantes, segundo

um censo porta a porta realizado pela equipe do LPBM em Marco de 2013, que tem sua fonte
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de renda baseada, principalmente, na agricultura de subsisténcia, como também no comércio

local.

O Rio Aracoiaba € a principal fonte de agua, além de pogos artesianos. A maioria das
casas possui fossa sanitaria e banheiro, porém a comunidade apresenta precérias condi¢des de
infra-estrutura e auséncia de saneamento (Figuras 8). Os cuidados basicos de saude estdo a
cargo de uma equipe de Saude da Familia que atende no Unico Posto de Saude da localidade
uma vez por semana e, se necessario (maior complexidade), estes sdo encaminhados para a

sede de Capistrano.

Figura 7 — Localidade de Bananeiras; Vista de satélite, 2013

Fonte: Google Earth, 2013.
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A regido é endémica para a esquistossomose e isso vem sendo documentado desde 0s
primeiros inquéritos realizados no Ceara (PECE, 1976). Essa localidade apresentou casos
positivos nos anos de 2008, 2009 e 2010, mas nao foi trabalhada pelo PCE nos anos

seguintes, o que reforgou a escolha por essa area de estudo (CEARA, 2014).

Figura 8 — Fotos da Localidade de Bananeiras; Etapa de assinatura do TCLE e aplica¢do dos
questionarios, 2013

~—

Fonte: Elaboracdo da autora e Arquivos do LPBM.

3.2.1 Critérios de inclusdo

Foram incluidos no estudo os moradores da localidade acima mencionada, com
idade igual ou superior a 02 anos, de ambos 0s sexos, que concordaram em participar do
projeto mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).
No caso dos individuos menores de idade, a autorizacdo para participacdo da pesquisa ficou a

cargo dos pais ou do responsavel pelas criancgas.
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3.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os individuos que ndo aderiram ao tratamento, 0s que
ndo disponibilizaram alguma das amostras bioldgicas solicitadas e/ou que ndo as entregaram

em quantidade suficiente para a realizagdo dos procedimentos.

3.3 Aplicacéo de TCLE e questionario socioambiental

Foi realizada uma palestra sobre esquistossomose para a comunidade, quando
foram repassadas algumas informac6es importantes sobre a doenga. Foi explicada também a
pesquisa em si, assim como o Termo de Consentimento e esclarecidas todas as davidas. Apds
0 conhecimento dos objetivos, eventuais riscos e importancia da pesquisa, os individuos que
concordaram com a participagcdo no estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Para os individuos menores de idade que participaram da pesquisa foi necessaria a
autorizacdo para a participacao destes, ficando a cargo dos pais ou responsaveis a assinatura
do Termo de Consentimento dessas criancas e também a resposta ao questionario
socioambiental destas. Contudo ainda, o individuo menor de idade que sabia ler e escrever
assinou o Termo de Assentimento (Apéndice B).

Foi aplicado um questionario socioambiental aos participantes da pesquisa, em
visitas domiciliares. Esse questionario € composto por perguntas a respeito das condicdes
demograficas, sociais, de saude do individuo e sobre alguns aspectos da esquistossomose
(Apéndice C).

3.4 Coleta e transporte do material bioldgico

3.4.1 Coleta de fezes e de urina

Foram distribuidos, na casa de cada participante da pesquisa, frascos de coleta
(coletor universal), rotulados e identificados: um frasco para fezes (com espatula) e outro para
urina (estéril), constando o nome do morador, namero de identificacéo e a data da coleta.

Decorridas 24 horas, os frascos foram recolhidos e levados ao posto de saude da
localidade, onde foram confeccionadas 03 laminas de Kato-Katz da amostra de fezes de cada

individuo. Do frasco com urina foi retirada uma aliquota de 5mL para posteriores analises
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pelo método UCP-LF CAA. Essas aliquotas devidamente identificadas foram acondicionadas
em criotubos, e estes foram transportados sob refrigeracéo e armazenados a temperatura de -
20°C no Laboratorio de pesquisa em Parasitologia e Biologia de Moluscos (LPBM) da UFC
até a data do transporte para o Leiden University Medical Center (LUMC) em Leiden-
Holanda. As amostras de urina foram coletadas em dois periodos: antes e ap6s o tratamento,
conforme descrito no item 3.6.

Apbs a confecgdo das laminas pelo Kato-Katz e a retirada das aliquotas de urina, o
restante do material foi descartado em sacos plasticos e levado para incineracdo junto ao lixo

bioldgico do Hospital Universitario Walter Cantidio/ UFC.

3.4.2 Transporte do material bioldgico para realizacdo do método UCP-LF CAA

As aliquotas de urina (5mL) coletadas ao longo do estudo, foram transportadas
para o Departamento de Parasitologia do Leiden University Medical Center (LUMC), ficando
sob a responsabilidade do pesquisador e professor Dr. Govert J. van Dam. Essas amostras
foram utilizadas para a execucdo do método UCP-LF CAA; ensaio este desenvolvido por seu
grupo de pesquisa.

Tratou-se de um transporte aéreo, realizado por empresa especializada em
transporte de material bioldgico. O conteddo enquadrou-se na descricdo de substancias
bioldgicas, categoria B, UN3373 (ndo infectante), sendo transportado para fins de diagnéstico
em pesquisa cientifica sob condicdo de congelamento mantido por gelo seco (UN1845 —
Substéncias Perigosas Diversas - 9). As embalagens utilizadas seguiram as determinacdes da
instrucdo de embalagem 650 da norma International Air Transport Association (IATA),

estando os volumes devidamente identificados (Figura 9).

Figura 9 — Fotos do acondicionamento dos criotubos contendo as amostras de urina para
transporte internacional conforme a norma IATA,; a. Embalagens terciarias; b. Embalagens

primarias (bags)

Fonte: Elaboracéo da autora, 2014.
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3.5 Métodos de diagnostico

Foram executados dois tipos de metodos de diagnostico: método parasitologico de
fezes e ensaio UCP-LF CAA em amostras de urina. Além disso, os dados obtidos pelo método
de diagnostico que detecta o antigeno catddico circulante, POC-CCA, oriundos de Leal
(2014), foram utilizados para analises comparativas desse estudo, conforme descrito nos itens
3.53e3.7.

3.5.1 Método de Kato-Katz (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972)

Esse método foi realizado utilizando o Kit Helm Test® (Bio-Manguinhos/Fiocruz,
RJ, Brasil). As laminas foram preparadas no proprio posto de saude da localidade. Estas
foram levadas para uma estufa a 40°C por 2 horas e em seguida foram embaladas e levadas
para 0 LPBM onde foi realizada a leitura das mesmas ao microscopio dptico, percorrendo
toda a superficie delimitada pela laminula, fazendo a contagem do nimero de ovos de S.
mansoni.

Foram preparadas trés laminas de cada amostra de fezes, através dessa técnica
(Figura 10), e a carga parasitéria foi determinada pela média do nimero de ovos por grama de
fezes (OPG). A média aritmética de OPG calculada para as 03 laminas (OPG y= Soma do n°
de ovos x 24 / n° laminas analisadas) foi utilizada para determinagdo da intensidade da

infeccdo por S. mansoni.

Figura 10 — Preparacdo do método de Kato — Katz, pelo Kit Helm Test®

a: Material para preparacdo das laminas; b: kit com reagente e materiais utilizados.

Fonte: Arquivos do LPBM.

3.5.2 Ensaio Up — Converting Phosphor - Lateral Flow — UCP-LF
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A execucdo desse ensaio foi realizada nos laboratérios de Pesquisa do Departamento
de Parasitologia da Leiden University, sob a supervisao e orientagdo do Prof © Dr. Govert J.
van Dam, para onde as amostras biologicas foram enviadas.

3.5.2.1 Producdo das tiras (strips) e do conjugado UCP*““44

Grandes lotes de tiras para o ensaio de fluxo lateral (até 2000) foram preparados de
acordo com os protocolos descritos por Corstjens et al. (2001, 2008b). A linha de teste (T) foi
composta de 200 ng do anticorpo monoclonal anti-CAA produzido em camundongo 147-3G4
(MaCAA, Dept. de Parasitologia, LUMC) e a linha de Controle do fluxo (Flow-Control- FC)
continha 100 ng do anticorpo anti-camundongo produzido em cabra (M8642, Sigma-Aldrich).
As tiras foram armazenadas secas em recipientes de plastico fechados com silica. Um

esquema da tira esta representado na figura 11.

Figura 11 — llustracdo da tira (strip) especifica para CAA utilizada no método UCP- LF

Sample Pad: Glass Fiber

| 10 mm |
[ 7 mm \ Absorb Pad: Paper
{12 mm ) 20 mm

! 11 L1 J
2 mm overlap 2 mm overlap

Test Line Control
(CAA) (0Mouse)

50 mm <
|

|l
l‘

Nitro Pad: Hiflow Nitrocellulose

Fonte: Corstjens et al. (2008b, p.172).

O anticorpo monoclonal anti-CAA 147-3G4 (LUMC, Parasitologia) foi acoplado as
nanoparticulas fosforescentes - 400 nm (OraSure Technologies, Inc., Bethlehem, PA), como
descrito por Corstjens et al. (2001), utilizando uma carga de conjugacéo de 25ng de anticorpo

por mg das particulas. O conjugado resultante (UCP™*44

) é estavel durante pelo menos 6
meses sob refrigeracdo (4°C). Diretamente antes usar, a solugdo estoque de conjugado foi

homogeneizada, e uma quantidade desejada foi sonicada (1 minuto, water bath sonicator, 100
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W) e diluida em tampdo de ensaio a 1 ng /mL. O tampdo de ensaio de Fluxo Lateral utilizado
é 0 High Salt Lateral Flow (HSLF: 100 mM de HEPES pH 7,5; 270 mM NaCl; 0,5% (p/v) de

Tween 20; 1% (p/v) de soro de albumina bovina.

3.5.2.2 Pré - tratamento das amostras

Todas as amostras de urina testadas por esse ensaio, bem como os padrdes e controles
positivo e negativo, foram primeiramente pré-tratadas com igual volume de acido
tricloroacético (TCA) - 4% (p/v), para remover proteinas interferentes e para dissociar 0s
imunocomplexos (DE JONGE; FILLIE; DEELDER, 1987). Pipetou-se 2mL de
urina/padrdes/controles e adicionou-se 2mL de TCA (4%). O volume de 4 mL foi dividido em
dois tubos do tipo eppendorf de 2mL. Apoés agitacdo em vortex por 3 segudos, incubou-se a
mistura 5 minutos a temperatura ambiente e em seguida centrifugou-se por 10 minutos a
14.000 rpm. O sobrenadante resultante (4mL) foi utilizado para a etapa de concentracdo da

amostra.

3.5.2.3 Concentracéo das amostras

Para aumentar a sensibilidade analitica um passo de concentragcdo foi adicionado.
Apds o pré-tratamento com acido tricloroacético, 4 mL do sobrenadante das amostras clinicas
foi adicionado em dispositivos de filtro centrifugaveis com membranas de tamanho especifico
(cut-off) de 10kDa de massa molecular. Foram utilizados dispositivos para 4mL (Amicon
Ultra- 4mL Centrifugal Filters, Millipore Corp.; Billerica, MA, USA). Estes foram
centrifugados durante 1 hora a 4.000 rpm, reduzindo o volume para cerca de 20 - 30 pL. 20

pL do concentrado foram utilizados para execucdo do ensaio.

3.5.2.4 Ensaio UCP-LF CAA

A figura 12 mostra uma viséo geral do ensaio UCP-LF. O ensaio consiste de quatro
passos: (I) 20 pL do concentrado do sobrenadante da amostra pré-tratada com TCA foram
misturados com 100 pL do tampdo de ensaio de fluxo lateral contendo 100 ng de
nanoparticulas fosforescentes especificas para o CAA (1ng/ pL) em uma placa de
microtitulacdo (ou em um tubo de 1.5 mL); (II) Essa mistura foi incubada em um agitador

orbital (900 rpm ) a 37 ° C durante 60 minutos; (I11) Imediatamente apds a incubacéo, as tiras
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identificadas com o nimero da amostra foram inseridas com a almofada da amostra para
dentro do poco da placa de microtitulagdo da amostra correspondente, permitindo que a
cromatografia continuasse até que as tiras estivessem secas; e (V) Finalmente, foi realizada a
leitura das tiras com o leitor de placas de microtitulagdo Packard FluoroCount™ modificado
(adaptado com um laser infravermelho - 980 nm) para ler as tiras do ensaio de fluxo lateral
(NIEDBALA et al., 2001).

Figura 12 — Visao geral do ensaio de fluxo lateral baseado na up- conversion de

nanoparticulas fosforescentes (Up-Converting Phosphor - Lateral Flow — UCP-LF)
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fluxo lateral contendo 100 pré-tratada com TCA
ng das nanoparticulas

fosforescentes

TevErTvetan

Leitura das tiras

Imunocromatografia

Fonte: Elaboracéo da autora, 2014.

Os sinais sdo medidos como Unidades de Fluorescéncia Relativa (Relative Fluorescent
Units - RFUs) que representam a intensidade da luz verde emitida por excitagdo das
nanoparticulas capturadas nas linhas T e FC e detectada com um fitro de 550nm. O software
utilizado para a analise das tiras (OTI-Connect, OraSure Technologies Inc.) inclui algoritmos

para corre¢do de fundo (background) e determinacdo das areas de pico (T e FC). Para
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padronizacdo e expressao quantitativa, os sinais da linha Teste (T) foram normalizados para
os sinais da linha do Controle de Fluxo (FC) de cada tira individualmente e os resultados do
ensaio UCP-LF séo expressos em valores de razdo (T/FC). Diluicdes em série do antigeno
parcialmente purificado, ou seja, a fracdo solivel em TCA do antigeno de verme adulto de
Schistosoma (AWA-TCA) (DEELDER et al., 1976), contendo aproximadamente 3% (p/p) de
CAA, em urina negativa, foram ensaiadas com cada conjunto de amostras clinicas. As
concentracdes do CAA sdo determinadas por valores de razdo T/FC relativos a curva padrdo
obtida pela série de AWA-TCA, sendo expressas em pg CAA/mL de urina, como descrito por
Polman et al. (2000). Os cut-offs do ensaio foram decididos de acordo com Corstjens et al.
(2014a) usando 0,1 pg / ml de urina (UCAA2000 com reagentes ‘molhados’) como 0 menor
limite de deteccdo (Lower Limit of Detection - LOD), e 0,05 pg / ml de urina como o LOD se
0 ensaio tivesse sido realizado com multiplos experimentos (triplicatas ou mais) em condicdes
laboratoriais ideais. A regido entre os dois LOD foi designada como 'irresoluto’, indicando
que as amostras eram suspeitas de ser positivas, mas para determinar o status verdadeiramente
positivo ou negativo, as amostras precisariam ser testadas novamente, de preferéncia usando
um volume de amostra ainda maior. A ilustracdo dos resultados positivo e negativo nesse

ensaio s&o mostrados na figura 13.

Figura 13 — llustracdo dos resultados positivo e negativo no método UCP- LF
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RFU: Relative Fluorescent Units (Unidades de Fluorescéncia Relativa).
Fonte: Adaptado de Corstjens et al. (2008b, p.172).

3.5.3 Deteccdo do Antigeno Catddico Circulante (CCA) — POC-CCA

Os dados obtidos pelo POC-CCA relativo as 128 amostras que compuseram 0 grupo
de andlise desse estudo, antes e ap06s o tratamento, foram oriundos de Leal (2014), e fazem
parte de um projeto de mestrado, realizado pelo nosso grupo de pesquisa, na mesma
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populacdo de forma simultanea e ao qual esse estudo estd vinculado. Estes foram utilizados
para as analises comparativas desse estudo (prevaléncia, diferenca de positividade e
desempenho, indicado pela sensibilidade).

Para a deteccdo do CCA foi realizado o teste Point-of- Care (POC) disponivel
comercialmente, Bilharzia (Schistosoma), que detecta esse antigeno na urina (Rapid Medical
Diagnostics, Pretoria, Africa do Sul), segundo as instrucdes do fabricante (Figura 14). Os
possiveis status dos resultados desse teste sdo negativo, 'traco’ e positivo, de forma similar a
de outros grupos que trabalharam com o POC-CCA para o diagnéstico de S. mansoni em
diferentes contextos africanos (COLLEY et al., 2013; COULIBALY et al., 2013b).

Figura 14 — Kit Bilharzia (Schistosoma) da Rapid Medical Diagnostics® (Pretoria, Africa do
Sul)

Fonte: Elaboracgdo da autora, 2014.

3.6 Tratamento e avaliacdo pos - tratamento

Todos os participantes foram convidados a participar do tratamento (coletivo)
para esquistossomose, realizado no posto de satde de Bananeiras. Conforme a recomendacao
do Ministério da Saude, os individuos com idade abaixo ou igual a 15 anos foram tratados
com praziquantel 60 mg / kg / DU, e no caso de individuos acima dessa idade, na dosagem de

50mg / kg / DU. Esse medicamento foi disponibilizado pela Secretaria de Saude do Estado do
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Ceard. A prescricdo e administracdo foram supervisionadas pelo médico e enfermeiros da
Atencdo Basica de Saude do Municipio de Capistrano.

Na avaliacdo apos o tratamento foram coletadas amostras de urina seis semanas
apos a administracdo do praziquantel. Awvaliou-se a eficiéncia do tratamento farmacologico
através da deteccdo e quantificacdo do CAA. A figura a seguir esquematiza (Figura 15) as
etapas do estudo.

Figura 15 — llustracdo esquemaética das etapas do estudo

TCLE
Questionario TRATAMENTO

y
L Antes do Seis semanas
tratamento apos
tratamento

¢ UCPLF—CAA UCP-LF—CAA

Fonte: Elaboracdo da autora, 2014.
3.7 Andlise estatistica

Os dados foram digitados em uma planilha Excel 2007 (Microsoft; Washington,
EUA). As anélises estatisticas foram feitas com os programas Graphpad Prism 5 (Graphpad
Software Inc.; California, EUA) e SPSS versdo 20 (IBM Corp.; Armonk, EUA).

A sensibilidade dos testes de diagndstico foi calculada e usada para indicacdo de
desempenho do teste, seguindo a abordagem descrita anteriormente por van Dam et al.
(20144, 2014b). Por essa razdo, aplicamos um padréo (“ouro") de positividade de infeccéo
combinado, definido como sendo positivo se o individuo apresentou ovos de S. mansoni e / ou
foi positivo no ensaio UCP-LF CAA e / ou foi positivo no POC-CCA. Essa abordagem
implica que, por defini¢do, as especificidades dos testes individuais foram de 100%. Isso
poderia ser uma ligeira superestimacdo, mas foi considerado valido por causa das

especificidades muito elevadas dos ensaios utilizados para detecgdo dos antigenos circulantes
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(Midzi et al., 2009). Além disso, as categorias 'irresoluto’ e 'traco' foram definidas para os
resultados do UCP-LF CAA e do POC-CCA, respectivamente, e analisadas separadamente,
seguindo a abordagem descrita anteriormente por Coulibaly et al. (2013b) e por van Dam et
al. (2014b).

Os testes estatisticos ndo-paramétricos Spearman’s rho e Wilcoxon foram
utilizados para a correlacéo entre os resultados dos testes UCP-LF CAA e POC-CCA e para
analisar o comportamento das concentragdes de CAA antes e apds o tratamento,
respectivamente. Diferencas foram consideradas significativas em um P <0,05.

Para obter informacfes mais exatas sobre em que faixa etaria da popula¢do foram
localizados mais individuos infectados, os dados também foram analisados por grupos etérios
(2-9,10-19, 20-29, 30-39, 40-49, 50-59 e >60 anos).

3.8 Aspectos éticos

Todas as pessoas foram informadas sobre seus direitos que sdo assegurados de
acordo com o0s preceitos éticos previstos na Resolucdo n° 466/12 do Conselho Nacional de
Saude e receberam os devidos esclarecimentos sobre os objetivos da pesquisa, do carater
participativo, e a garantia de que ndo havera divulgacdo de nomes ou de qualquer outra
informagdo que ponha em risco a sua privacidade, pois os resultados seréo divulgados sob a
forma de gréaficos e dados estatisticos.

O projeto foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara e foi aprovado sob o nimero do parecer: 480.719 e CAAE:
22932713.7.0000.5054, conforme descrito no Parecer Consubstanciado do CEP (Anexo A).

Obedecendo as normas éticas que regem a pesquisa em salde e em seres
humanos, o pesquisador antes apresentou e explicou 0 objetivo da pesquisa e ap6s o
esclarecimento e o consentimento por parte do entrevistado mediante a assinatura do TCLE, o
questionario foi respondido e as amostras bioldgicas foram coletadas. O participante teve
autonomia e liberdade para desistir a qualquer momento de participar da pesquisa. No caso
dos individuos menores de idade, a autorizagdo na participacdo da pesquisa ficou a cargo dos
pais ou do responsavel pelas criancas.

Os pacientes que se apresentaram positivos em algum dos métodos de diagndstico
utilizados foram avisados pessoalmente e receberam o tratamento especifico para
esquistossomose. Cada paciente recebeu a dosagem da medicacdo adequada de acordo com

Seu peso e idade.
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4 RESULTADOS

De 297 habitantes da localidade, 285 individuos aceitaram participar do estudo,
dos quais 159 receberam o tratamento. Destes 128 entregaram as amostras de urina e fezes
requisitadas antes e apds o tratamento.

A populagdo de estudo foi composta de 52 individuos do sexo masculino e 76 do

sexo feminino com mediana de idade de 19 anos (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas da populacdo de estudo quanto ao sexo e a idade (n=128)

Género (n° m./n° f.) 52/76
Idade em anos (mediana/intervalo) 19/2-87

4.1 Método parasitologico Kato-Katz

Para 0 método de Kato — Katz foram preparadas trés laminas de cada amostra
fecal. Foram encontradas 2 (1,6%) amostras positivas para S. mansoni, com um positivo na

primeira lamina e um na terceira lamina (Gréfico 1).

Gréafico 1 — Distribuicdo da prevaléncia, por lamina analisada e segundo trés laminas,
através do metodo de Kato-Katz — Bananeiras, Capistrano - CE
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A intensidade da infeccdo individual de ambos os pacientes, avaliada através do calculo
da média (y) da contagem de ovos nas trés laminas analisadas neste método foi de 8 ovos por
grama de fezes (OPG), visto que 0s dois apresentaram apenas um ovo por amostra, conforme

mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo do numero de ovos de S. mansoni, por lamina analisada, e carga
parasitaria, expressa em média do numero de ovos por grama de fezes (y) dos individuos
positivos no Kato-Katz — Bananeiras, Capistrano - CE

Kato-Katz
Paciente L1 L2 L3 OPG(y)
A 0 0 1 8
B 1 0 0 8

L1: L&mina 1; L2: LAdmina 2; L3: Lamina 3; A media do OPG foi calculada pela multiplicagcdo do namero de
ovos encontrados pelo fator de conversdo 24 dividido pelo nimero de laminas analisadas.

4.2 Ensaio UCP-LF CAA

Para esse ensaio utiliza-se pontos de corte (cut-off). Estes foram decididos de
acordo com Corstjens et al. (2014a) para UCAA2000 com reagentes ‘molhados’, de modo
que o resultado foi considerado positivo para concentracdes de CAA superiores a 0,10 pg / ml
de urina e negativo para niveis inferiores a 0,05 pg / ml de urina. Os individuos com

resultados na regido entre os dois valores foram designados como ‘irresolutos'.

4.2.1 Antes do tratamento

Das 128 amostras de urina, 44 (34,4%) foram positivas, 06 (4,7%) irresolutas e 78
(60,9%) negativas para S. mansoni.

4.2.2 Ap0s o tratamento

Das 128 amostras de urina, 35 (27,4%) foram positivas, 30 (23,4%) irresolutas e 63

(49,2%) negativas para S. mansoni.
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4.2.3 Comparacdo do UCP-LF CAA antes e ap0s o tratamento

Das 44 amostras de urina positivas antes do tratamento, 09 tornaram-se negativas
para S. mansoni, 08 foram irresolutas e 27 mostraram-se ainda positivas.

Das 06 amostras de urina irresolutas antes do tratamento, 05 tornaram-se negativas
para S. mansoni e 01 mostrou-se positiva.

Das 78 amostras de urina negativas antes do tratamento, 49 mantiveram-se
negativas para S. mansoni, 22 foram irresolutas e 07 mostraram-se positivas.

Esses dados juntamente com as prevaléncias antes e ap6s o tratamento segundo o
ensaio UCP-LF CAA sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Comparagcdo do UCP-LF CAA antes e seis semanas ap0s o tratamento na
deteccdo da esquistossomose mansoni (n= 128) — Bananeiras, Capistrano - CE

CAA Pos - tratamento

CAA Total Positivo Irresoluto Negativo
Pré — tratamento
Positivo 44 27 8 9
Irresoluto 6 1 0 5
Negativo 78 7 22 49
Total testado 128 35 30 63
Prevaléncia 34,4% 27,4%

4.3 POC-CCA

4.3.1 Antes do tratamento

Das 128 amostras de urina, 08 (6,25%) foram positivas, 16 (12,5%) tracos e 104

(81,25%) negativas para S. mansoni.

4.3.2 Ap0s o tratamento

Todas as 128 amostras de urina foram negativas para S. mansoni seis semanas apos

o0 tratamento.
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4.4 Prevaléncias determinadas segundo os diferentes métodos

Os metodos avaliados apresentaram indices de prevaléncia diferentes. A maior
prevaléncia encontrada foi determinada segundo o método UCP-LF CAA que detectou

percentual bem mais elevado de casos em rela¢do aos demais, como mostra o gréfico 2.

Gréfico 2 — Prevaléncias da esquistossomose mansoni, detectadas através dos métodos de
Kato-Katz, UCP-LF CAA e POC-CCA (n= 128) — Bananeiras, Capistrano - CE
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4.5 Comparacao entre os métodos

4.5.1 UCP-LF CAA x Kato — Katz

Da avaliacdo através dos métodos Kato — Katz e UCP-LF CAA, 46 foram
positivos, sendo 02 positivos no Kato — Katz e 44 no UCP-LF CAA, com nenhum paciente
positivo em ambos 0s métodos. Observa-se que o teste UCP-LF CAA ainda ndo detectou os
02 individuos que haviam sido detectados pelo Kato-Katz, mas encontrou 44 individuos
positivos adicionais, que ndo haviam sido detectados no método do Kato — Katz. Além disso,

06 individuos mostraram-se com resultado irresoluto no ensaio UCP-LF CAA (Tabela 4).
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Tabela 4 — Comparagdo entre os métodos UCP-LF CAA e Kato-Katz na deteccdo da

esquistossomose mansoni (n=128) — Bananeiras, Capistrano - CE

Kato-Katz

Total Positivo Negativo
UCP-LF CAA 44 0 44
Positivo
UCP-LF CAA 6 0 6
Irresoluto
UCP-LF CAA 78 2 76
Negativo
Total testado 128 2 126

4.5.2 UCP-LF CAA x POC-CCA

Da avaliacdo através dos métodos POC-CCA e UCP-LF CAA, 47 foram positivos,
sendo 08 positivos no POC-CCA e 44 no UCP-LF CAA, com 05 individuos positivos em

ambos 0s metodos. Observa-se que o teste UCP-LF CAA ainda ndo detectou os 03 individuos

que haviam sido detectados pelo POC-CCA, mas encontrou 39 individuos positivos

adicionais, que ndo haviam sido detectados no método do POC-CCA. Ressalta-se que 06

individuos mostraram-se com resultado irresoluto no ensaio UCP-LF CAA e 16 com

resultado traco no POC-CCA (Tabela 5).

Tabela 5 — Comparacdo entre os métodos UCP-LF CAA e POC-CCA na deteccdo da

esquistossomose mansoni (n= 128) — Bananeiras, Capistrano - CE

POC-CCA
Total Positivo Trago Negativo
CAA Positivo 44 8 31
CAA Irresoluto 6 0 6
CAA Negativo 78 8 67
Total testado 128 16 104
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4.6 Sensibilidades determinadas segundo os diferentes métodos

Nesse estudo a sensibilidade dos testes foi usada para indicacdo de desempenho.
Dessa forma, foi aplicado um padrdo ("ouro™) de positividade de infeccdo combinado,
definido como sendo positivo se o individuo apresentou ovos de S. mansoni e / ou foi positivo
no ensaio UCP-LF CAA e/ ou foi positivo no POC-CCA (assumindo, por defini¢do, 100% de
especificidade para todos os testes), resultando em 48 individuos incluidos nesse grupo
considerado como de ‘verdadeiros positivos’.

A andlise de trés laminas de Kato-Katz de cada amostra de fezes foi capaz de
detectar 4% dos individuos positivos. A sensibilidade do UCP-LF CAA foi de 92% (incluindo
os individuos irresolutos como positivos, a sensibilidade permaneneu inalterada). A
sensibilidade do POC-CCA foi de 17% (incluindo os individuos tragos como positivos, a
sensibilidade foi de 33%), e a sensibilidade do combinado de POC-CCA e/ ou UCP-LF CAA
foi de 98% (incluindo irresolutos e tragcos como positivos, a sensibilidade permaneceu
inalterada) (Tabela 6).

Tabela 6 — Sensibilidade do método Kato-Katz (3 laminas) e dos ensaios de CCA e CAA na
urina contra um padréo de positividade de infeccdo por deteccdo de ovos nas fezes e/ou
CAA e/lou CCA em amostras de urina (assumindo 100% de especificidade para todos 0s
testes; n= 48 positivos)

N° pos. Sensibilidade (%) (IC N° pos. Sensibilidade (%) (IC
95%) 95%)
Traco e Irresoluto neg. Traco e Irresoluto pos.
Kato-Katz 2 4 (01-14%) 2 4 (01-14%)
(3 laminas)
POC-CCA 8 17 (09-30%) 16 33 (22-47%)
UCP-LF CAA 44 92 (80-97%) 44 92 (80-97%)
CCA elou CAA* 47 98 (89-100%) 47 98 (89-100%)

& Considerou-se ‘positivo’ os positivos no POC-CCA ou no UCP-LF CAA, ‘trago/irresoluto’ se ambos ou um
dentre os dois testes foi considerado trago/irresoluto, e ‘negativo’ 0s negativos em ambos os testes. IC:
Intervalo de confianca.

Os dados desse grupo de ‘verdadeiros positivos’ também foram analisados por
grupos etarios (2-9,10-19, 20-29, 30-39, 40-49, 50-59 e >60 anos) com o objetivo de obter
informagdes sobre em que faixa etéria da populacéo foi localizada mais individuos infectados
(Grafico 3).
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Gréafico 3 — Distribuicdo do grupo de individuos ‘verdadeiros positivos’ para S. mansoni,
detectados, através dos métodos de Kato-Katz, UCP-LF CAA e POC-CCA, segundo a
idade (n= 48) — Bananeiras, Capistrano - CE

10,00% 9,40%
9,00%
8,00%
7,00%
6,00%
5,00%
4,00%
3,00%
2,00%
1,00%
0,00%

Prevalencia

2-9 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 =60

Grupo etario

4.7 Niveis de CAA antes e ap0s o tratamento

Os niveis de CAA foram determinados antes e seis semanas ap0s a administracao
do praziquantel (Gréafico 4).

As concentracfes de CAA dos individuos positivos antes do tratamento variaram
de 0,16 a 61,12 pg CAA / ml de urina enquanto as dos individuos irresolutos variaram de 0,06
a 0,10 pg CAA / ml de urina.

Apo0s o tratamento, as concentra¢fes de CAA dos individuos positivos variaram de
0,11 a 2,10 pg CAA / ml de urina enquanto as dos individuos irresolutos variaram de 0,05 a
0,10 pg CAA / ml de urina.

A analise pelo Wilcoxon mostrou reducdo significativa das concentragdes de CAA
apos o tratamento (P=0,003) (Grafico 5).



Gréafico 4 — Gréafico de dispersdo dos valores de concentracdo de CAA antes e apds o
tratamento (n= 128)
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As linhas soélidas e tracejadas vermelhas indicam os cut-off do ensaio UCP-LF de
0,1 e 0,05 pg / ml de urina, respectivamente (UCAA2000 com reagentes ‘molhados’,
segundo Corstjens et al. (2014a)). A linha sélida amarela indica a posicdo ‘nenhuma
mudanga na concentra¢do de CAA’; amostras com valores abaixo desta linha indicam uma
diminuigdo da concentragdo de CAA 6 semanas ap0s o tratamento.
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Gréafico 5 — Decréscimo dos niveis de CAA, mostrando os respectivos valores ‘antes’ e seis
semanas ‘apos’ o tratamento com praziquantel (n= 128). Dados analisados pelo teste
Wilcoxon (P = 0,003)

A B
70 100
60 A\
10
50
= 40 =
£ £
E, E)
£ £ 1
<
3 >
o (S}

w
o

20

0,1

10

0,01 T
antes depois antes depois

Em ‘B’, as linhas sélida e tracejada vermelhas indicam os cut-off do ensaio UCP-
LF de 0,1 e 0,05 pg / ml de urina, respectivamente (UCAA2000 com reagentes ‘molhados’,

segundo Corstjens et al. (2014a)), e o eixo Y (ordenada) encontra-se na escala logaritmica.



70

4.8 Correlacdo de UCP-LF CAA e POC-CCA

O gréafico 6 mostra a correlacdo entre as concentracdes de CAA e as pontuacdes de
intensidade do POC-CCA antes do tratamento (Spearman’s rho = 0,234; p =0,007).
Observou-se que oito individuos 'traco’ no teste POC-CCA foram confirmados atraves do
resultado positivo pelo teste UCP-LF CAA.

Como apos seis semanas do tratamento todos os individuos foram negativos através
do POC-CCA, a correlacdo de UCP-LF CAA com o POC-CCA ap6s o tratamento ndo foi

muito informativa.

Gréfico 6 — Correlacdo dos niveis de CAA de S. mansoni na urina (pg / ml) determinados pelo
UCP-LF CAA com as pontuacdes de intensidade do POC-CCA antes do tratamento  (n=
128). Dados analisados pelo teste Spearman’s rho (P = 0,007)
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As linhas sélida e tracejada vermelhas indicam os cut-off do ensaio UCP-LF de 0,1 e
0,05 pg / ml de urina, respectivamente (UCAA2000 com reagentes ‘molhados’, segundo
Corstjens et al. (2014a)), enquanto os individuos na regido entre a linha pontilhada e a linha

solida foram classificados como ‘irresolutos'.
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5 DISCUSSAO

Esse estudo destacou a potencial utilidade de amostras de urina para uma
abordagem diagndstica de infecgbes ativas por S. mansoni através da deteccdo de antigenos
circulantes do intestino do parasita, (CCA e CAA), com énfase para o ensaio ultra-sensivel
UCP-LF que detecta o Antigeno Anddico Circulante (CAA). Esse tipo de ensaio estd sendo
agora avaliado pela primeira vez no Brasil.

Bananeiras é historicamente um local de transmissao ativa da doenca. Ao analisar
os dados da Secretaria de Salde do Ceard, por meio do Programa de Controle da
Esquistossomose, que mostram a quantidade de positivos por ano trabalhado a partir de 2004,
constata-se que estes ndo revelam a real prevaléncia e sim a taxa de positividade da
comunidade, pois se utilizam de amostragem, como no caso do ano de 2009, quando o
nimero de exames realizados (15 exames) foi muito pequeno para estimar a prevaléncia;
porém se pode afirmar pelos resultados encontrados que se trata de uma regido endémica, pois
sempre foram encontrados casos positivos.

Nesse estudo, a prevaléncia observada na localidade de Bananeiras aumentou
significativamente de acordo com a abordagem de diagndstico empregada; esta passou de
1,6% determinada pelo Kato-Katz para 34,4% pelo ensaio de urina UCP-LF CAA,
representando um aumento de mais de vinte vezes. De fato, resultado semelhante, porém com
um aumento inferior, foi observado em um estudo realizado na China, numa area
caracterizada por uma prevaléncia muito baixa de S. japonicum, onde também foi aplicado o
UCP-LF CAA utilizando 2mL de amostra de urina resultando em um aumento da prevaléncia
de cinco vezes em relacdo ao Kato-Katz. Este também foi realizado pela leitura de trés
laminas de uma Unica amostra de fezes de cada individuo (VAN DAM et al., 2014a).

Ainda comparando o UCP-LF CAA com o método de Kato-Katz, constatou-se que
0 UCP-LF CAA identificou 44 casos positivos adicionais que foram negativos pelo Kato-
Katz, mas por outro lado, ndo detectou os dois individuos positivos pelo Kato-Katz,
corroborando com os achados do estudo de van Dam et al. (2014a) realizado em area de baixa
prevaléncia, no qual o UCP-LF CAA na urina detectou 31 casos positivos adicionais ao Kato-
Katz, mas ndo detectou 01 caso positivo pelo Kato-Katz. Da mesma forma outro estudo
semelhante, porém em area de alta prevaléncia, mostrou que o UCP-LF CAA na urina
detectou 06 casos positivos adicionais ao Kato-Katz, mas ndo detectou 20 casos positivos pelo
Kato-Katz (VAN DAM et al., 2014b). O ensaio UCP-LF CAA ainda ndo tem sido

amplamente avaliado em areas endémicas, mas, com base nos resultados do anterior (menos
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sensivel) CAA-ELISA, mais casos positivos eram consideravelmente esperados (VAN
LIESHOUT et al., 1995a).

Nesse estudo, a prevaléncia da esquistossomosse, segundo a examinacédo de apenas
uma unica lamina pelo método de Kato-Katz conforme € recomendado pela Organizacdo
Mundial de Saude, foi de 0,78%, conduta esta que resultaria uma subestimacéo da prevaléncia
‘verdadeira’ da doenga nessa area, fato que ja é amplamente reconhecido na literatura em
areas de baixa intensidade de infeccdo (DE VLAS; GRYSEELS, 1992; YU et al., 2007; LIN
et al., 2008b; DA FROTA et al., 2011).

Diversos estudos ja demonstraram que a estratégia do aumento do numero de
amostras e também do aumento do nimero de laminas examinadas por amostra podem elevar
a sensibilidade dessa técnica, o que é particularmente importante em areas de baixa
transmissdo (RABELLO et al., 2008; DA FROTA et al., 2011; PINHEIRO et al., 2012). A
prevaléncia passou de 0,78% determinada pela leitura de uma Unica Iamina de Kato-Katz para
1,6% pela leitura de trés laminas, possibilitando o diagndstico de mais um individuo,
resultando no dobro da prevaléncia pelo aumento do numero de ldminas analisadas nesse
estudo; ressalta-se, porém, o baixo nimero de individuos diagnosticados por esse método.

Ao avaliarmos a carga parasitaria dos individuos diagnosticados pelo Kato-Katz,
calculada atraves da média aritmética das trés laminas analisadas, obtivemos uma intensidade
de infeccdo de 8 ovos por grama de fezes (OPG), valor igual ao identificado por Pinheiro et
al. (2012), que encontraram a mesma intensidade de infeccdo na localidade Planalto do
Cajueiro, municipio de Maranguape, no Estado do Ceara.

Estudos baseados na deteccdo de CAA e CCA por metodologia de ELISA
(POLMAN et al., 1995; VAN LIESHOUT et al., 19953, 1995b; VAN LIESHOUT;
POLDERMAN; DEELDER, 2000) demonstraram que 0s niveis séricos desses antigenos estao
relacionados com a carga parasitaria e intensidade de infeccdo e, mais recentemente, foi
demonstrada a associacdo positiva dos niveis de CAA detectados pelo ensaio UCP-LF com a
contagem de ovos e de vermes (CORSTJENS et al., 2014a). Apesar de néo ter sido possivel
verificar esse fato nesse estudo, visto que somente dois individuos foram diagnosticados pelo
Kato-Katz, como no presente estudo as concentraces de CAA foram baixas, variando de 0,16
a 61,12 pg CAA / ml de urina, podemos inferir baseado nos estudos mencionados, que 0s
individuos infectados detectados pelo UCP-LF possuiam uma baixa carga parasitaria.

No presente estudo verificou-se que mesmo tendo realizado o método de Kato-
Katz com leitura de trés laminas, ao invés de uma lamina, o que é preconizado pela

Organizacdo Mundial de Saude, no Programa de Controle da Esquistossomose, 0 método de
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Kato-Katz apresentou apenas 4% de sensibilidade contra a alta sensibilidade de 92% do
ensaio UCP-LF CAA para o diagndstico de S. mansoni, proporcionando assim mais evidéncia
para a concepcdo cada vez mais ja evidente de que a técnica de Kato-Katz amplamente
utilizada para o diagnéstico de helmintos, incluindo S. japonicum e S. mansoni, é insensivel
em areas de baixa endemicidade (KNOPP et al., 2009; LIN et al., 2008b; SIQUEIRA et al.,
2011; UTZINGER et al., 2011). Essa questdo ¢ particularmente pertinente no que diz respeito
a deteccdo de infeccBes por Schistosoma em criancas de idade pré-escolar (COULIBALY et
al., 2013b; STOTHARD et al., 2011a; VERANI et al., 2011) e em areas ja bem controladas
levando a uma subestimacdo consideravel da situacdo real (ZHOU et al., 2011b). Com
diagndsticos mais sensiveis, melhores decisdes estratégicas serdo feitas (COLLINS; XU;
TANG, 2012).

Fatores limitantes da técnica de Kato-Katz foram descritos por diversos autores.
N&o se pode realizar o teste com amostras diarreicas, apesar de ser este um quadro comum na
esquistossomose mansoni, principalmente na forma intestinal; possui baixa reprodutibilidade
em diferentes laminas do mesmo individuo e leituras desiguais sdo obtidas por examinadores
diferentes (BERHE et al., 2004; GENTILE et al., 2011; KONGS et al.,, 2001). Outra
limitacdo € a necessidade de diferentes amostras do mesmo paciente para que se obtenha um
resultado mais sensivel, através da analise de maultiplas laminas e em estudos
epidemioldgicos, exames repetidos se tornam pouco praticos e economicamente inviaveis. E,
ainda, em areas de baixa prevaléncia, menor que 10%, ou no diagndstico de individuos com
baixa carga parasitaria, se faz necessario o uso de metodologias complementares para que o
nivel de sensibilidade desse diagndstico seja significativamente aumentado, ficando préximo
da prevaléncia real (ENGELS; SINZINKAYO; GRYSEELS, 1996; ENK et al., 2008;
KONGS et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2011).

Nesse estudo, os pontos de corte do ensaio UCP-LF CAA foram escolhidos de
acordo com o protocolo delineado por Corstjens et al. (2014a) seguindo as abordagens dos
estudos de van Dam et al. (2014a, 2014b). Sempre h4 um pouco de incerteza em ensaios
quantitativos em torno do cut-off; Em configuraces endémicas de baixa prevaléncia e/ou de
baixa carga parasitaria que estdo caminhando para a eliminagdo a especificidade é muito
importante. Dessa maneira, 0s estudos com o ensaio UCP-LF CAA tém indicado a aplicacdo
de dois valores de cut-off, permitindo uma analise com menor e maior especificidade,
dependendo da hipotese ou da finalidade do estudo, o que implicou a defini¢do de um grupo

denominado de ‘potencialmente positivos’ em estudos iniciais (CORSTJENS et al., 2008b;
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VAN DAM et al., 2013) e, mais recentemente, chamado de ‘irresolutos’ (CORSTJENS et al.,
2014a.; VAN DAM et al., 20144, 2014b).

A especificidade clinica do ensaio é 100%, baseada em conjuntos de controles
negativos tanto de paises endémicos como ndo endémicos. Em contraste com o cut-off de alta
especificidade, o de baixa especificidade pode ndo conduzir a 100% de especificidade clinica,
ficando entre 95-98%, valendo-se ressaltar que esse parametro € dependente da configuragéo
epidemioldgica (CORSTJENS et al., 2014a).

Os trés principais argumentos para a alta especificidade do ensaio UCP-LF CAA
utilizado nesse estudo sdo: primeiro, a singularidade do antigeno (BERGWERFF et al.,1994),
isto €, as cadeias de carboidratos pertencentes ao CAA possuem uma estrutura completamente
unica de polissacarideo, e nenhum equivalente biologico até o momento foi descrito (VAN
DAM et al., 2013); segundo, a deteccdo por anticorpos monoclonais altamente sensiveis e
especificos (sele¢do cuidadosa de hibridoma para melhor desempenho) (DEELDER et al.,
1989); e terceiro, a extracdo de CAA por um pré - tratamento da amostra com &cido
tricloacético (TCA) (CORSTIJENS et al., 2014a).

Além disso, Polman et al. (2000) relataram alta sensibilidade e uma especificidade
quase perfeita para 0 CAA, independentemente da populacdo-alvo e do método de pré-
tratamento, apoiando o achado descrito por Bergwerff et al. (1994). No entanto, houve uma
especificidade inferior com CCA explicado pela reacdo cruzada com um epitopo comum com
granulécitos que requerem maiores niveis de corte (VAN DAM et al., 1996b).

A extracdo com TCA é o pré-tratamento de escolha, uma vez que ndo sé parece ter
influéncia na especificidade, mas também dissocia efetivamente 0s potenciais
imunocomplexos (DE JONGE et al., 1987), aumentando assim a sensibilidade, pelo menos
teoricamente (CORSTJENS et al., 2014a).

Em adicdo, amostras de individuos infectados por Paragoninums westermanii e
Fasciola hepatica foram testadas com o ensaio UCP-LF CAA (SCAA500), obtendo-se
resultado negativo em todas (VAN DAM, G. J., observacdes ndo publicadas).

A introdugdo da tecnologia das nanoparticulas fosforescentes ultra-sensiveis
(UCPs) foi um fator importante para o aumento da sensibilidade (CORSTJENS et al., 2005).
As particulas fosforescentes Y,0,S: Yb ® *, Er’ de 400 nm aplicadas nesse ensaio, em
comparacdo com outros marcadores fluorescentes convencionalmente aplicados, incluem
vantagens como a elevada sensibilidade (ndo apresentam auto-fluorescéncia de outros
materiais bioldgicos), longa vida de prateleira, registro permanente (ndo desbotamento), e 0s
baixos custos (ZIJLMANS et al.,1999).
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Além disso, a adicdo de um passo de concentragdo das amostras de urina
permitindo a utilizagdo de um volume maior de urina (2mL) pelo ensaio UCP-LF implicou
um aumento da sua sensibilidade analitica, conforme indicado em estudos de laboratério por
Corstjens et al. (2014a).

A répida depuracdo ap6s o tratamento eficaz (DE JONGE et al., 1989; VAN
LIESHOUT et al.,, 1991), e aumento dos niveis de CAA ao longo de um infeccdo
experimental (VAN DAM et al.,, 1996a) fornece um apoio adicional para 0s argumentos
apresentados aqui. Em adicdo, o uso de conjuntos de amostras de controle negativo, bem
como a aplicacdo de um ponto de corte de alta especificidade comprovou a especificidade
muito alta do ensaio UCP-LF CAA (CORSTJENS et al., 2014; VAN DAM et al., 2013).

O teste comercialmente disponivel POC-CCA poderia potencialmente substituir o
teste de Kato-Katz em relacdo a rapida identificacdo de areas de risco para S. mansoni
(BERGQUIST, 2013). Beneficios incluem uma economia substancial no tempo de coleta e
processamento de amostras de urina (em vez de fezes), bem como economia direta em termos
de custos de testes e entrega do tratamento (COLLEY et al., 2013; KNOPP et al., 2013).

Nesse estudo, a andlise pelo POC-CCA suscitou numa prevaléncia de 6,25%,
mostrando-se com sensibilidade superior ao Kato-Katz (17%, e, incluindo os individuos
tracos como positivos, 33%, versus 4%) e Util como uma alternativa ou complemento a essa
técnica para o diagndstico de S. mansoni, 0 que corrobora com os resultados de varios estudos
que avaliaram a sua aplicabilidade no campo para o diagndstico da esquistossomose mansoni
(COLLEY et al., 2013; COULIBALY et al., 2013b; ERKO et al., 2013; ADRIKO et al.,
2014; LAMBERTON et al., 2014). Além disso, o0 POC-CCA também se mostrou util em
relacdo ao método parasitolégico em contextos de grande endemia nas Filipinas para S.
japonicum e no Camboja para S. mekongi (VAN DAM et al., 2014b).

Por outro lado, quando comparado ao UCP-LF CAA, o POC-CCA né&o apresentou
sensibilidade t&o elevada (17%, e, incluindo os individuos tragos como positivos, 33% versus
92%). Embora tenha detectado 03 individuos que haviam sido negativos pelo UCP-LF CAA,
39 individuos detectados pelo UCP-LF CAA deixaram de ser diagnosticados pelo POC-CCA.

Devido a leitura visual, o POC-CCA sofre com o comum aparecimento de sinais
de 'traco’, ou seja, linhas muito claras. Portanto, em uma analise de desempenho completa, os
resultados geralmente sdo analisados com ambas as interpretagdes dos ‘tragos’. O mesmo
pode ser aplicado para o intervalo ‘irresoluto’, conforme definido para o ensaio UCP-LF CAA
(COULIBALY etal., 2013b; VAN DAM et al., 2014b).
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Quando considerada a abordagem de diagnostico por ambos os antigenos, a
sensibilidade combinada foi de 98%. Igual estratégia foi analisada por van Dam et al. (2014b)
indicando também um aumento da sensibilidade diagnostica quando considerado a detec¢édo
de CAA elou CCA. Ressalta-se que nesse estudo o elevado percentual de sensibilidade
combinada foi atribuido principalmente a detec¢do de CAA.

Outra abordagem diagndstica interessante € a associacdo da deteccdo de CAA na
urina e/ou no soro, que resultou uma sensibilidade de 100% na detec¢do de S. japonicum
numa area de baixa prevaléncia na China através do ensaio UCP-LF CAA (VAN DAM et al.,
2014a).

A categorizacdo da positividade por idade demonstrou que a maior taxa de
prevaléncia de infeccBes ativas encontrada foi em pessoas com idades de 30 a 39 anos. Esse
achado corroborou com os de van Dam et al. (2014a) que encontrou as maiores taxas de
prevaléncia de infeccdes ativas (detectadas pelo ensaio UCP-LF CAA) também em pessoas
mais velhas (com idades com 40 anos e acima). Isso é uma observacdo importante do ponto
de vista estratégico para tomada de decisdes dos Programas de Controle, visto que como a
abordagem de controle para areas com niveis de prevaléncia entre 10% e 50% visa
preferencialmente o tratamento apenas dos escolares (WHO, 2002, 2006), muitos desses
individuos positivos permaneceriam sem tratamento e continuariam a contribuir para a
transmisséo da doenca.

Quanto as analises pelos antigenos circulantes ap6s o tratamento especifico,
verificou-se que enquanto todos os individuos foram negativos segundo o POC-CCA, 35
(27,5%) individuos foram positivos para S. mansoni conforme o UCP-LF CAA. Essa
diferenca pode ser atribuida provavelmente a ultra-sensibilidade que é alcancada por esse
ensaio pelas razGes expostas e discutidas anteriormente especialmente atreladas ao sistema de
deteccdo das nanoparticulas fosforescentes ultra-sensiveis (UCPs), & etapa de concentracdo
das amostras e consequente utilizacdo de um volume maior no ensaio, e ao pré-tratamento das
amostras com TCA.

Essa elevada sensibilidade analitica possibilita a detecgdo do antigeno mesmo em
quantidades infimas, com niveis de detec¢do j& demonstrados como bem inferiores a 1 pg / ml
(CORSTJENS et al., 2014a). E esperado que a concentragdo de 1 pg / ml no soro permita a
identificacdo de infec¢des por um Unico verme, uma vez que estudos de cultura de vermes in
vitro e estudos com babuinos infectados experimentalmente indicam niveis de CAA de
aproximadamente 5 pg / mL no soro num estado estacionario (VAN DAM et al., 1996a;
WILSON et al., 2006).
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Ainda acerca dessa persisténcia consideravel de individuos infectados apds o
tratamento detectados pelo UCP-LF CAA, seria muito interessante estudar isso ainda mais
com um bom protocolo, mas pelo menos quatro pontos precisam ser discutidos.

Primeiro, seis semanas deve ser suficiente para a depuracdo do antigeno (DE
JONGE et al., 1989; VAN LIESHOUT et al., 1991), especialmente nessas concentragdes
bastante baixas, de modo que a presenca de CAA na urina ainda € indicativo da presenca de
vermes remanescentes, embora numa carga muito baixa.

Segundo, um recente estudo demonstrou que as taxas de cura contra o S. mansoni,
determinadas um més apds o tratamento, variaram de 52-92% (DANSO-APPIAH et al.,
2013). Em acréscimo, uma recente revisdo sistematica da literatura revelou uma taxa de cura
global de 71,3% do praziquantel contra S. haematobium e S. mansoni (STOTHARD et al.,
2013b). Assim, esses estudos, entre outros baseados tanto na deteccdo de antigenos
circulantes quanto por PCR (VINKELES MELCHERS et al., 2014), ja demonstraram que a
efetividadede do praziquantel é reconhecida como aquém de 100% de modo que
possivelmente nem todos os vermes foram mortos, além de que se sabe também que o0s
vermes podem se recuperar a partir do ataque do PZQ (CORSTJENS et al., 2014a).

Terceiro, embora 0 mecanismo de acdo do PZQ n&do seja completamente
compreendido, sabe-se que a morte dos vermes é dependente de uma resposta imune ativa,
por isso, em pessoas com alguma imunodepressdo 0s vermes podem sobreviver relativamente
facil (SABAH et al., 1985; BRINDLEY; SHER, 1987; DOENHOFF et al., 2008).

Finalmente, quando ha vermes adultos, e a transmissdo esta acontecendo, havera
também vermes jovens, que ndo sdo afetados por PZQ (SABAH et al., 1986). Eles irdo
crescer tornando-se vermes adultos durante um periodo de semanas e irdo comecar a excretar
niveis mais elevados de CAA.

Vale-se ressaltar ainda que dentre os 35 (27,5%) individuos que foram positivos
para S. mansoni pelo UCP-LF CAA ap0s o tratamento, 27 eram também positivos antes do
tratamento, mas haviam 7 negativos e 1 irresoluto. Além disso, a maioria dos individuos
considerados irresolutos seis semanas apds o tratamento (n=22), eram negativos antes da
administracdo do praziquantel, portanto, esses individuos seriam provavelmente negativos.
Dessa forma, € necessario fazer uma investigacdo minuciosa acerca dessas analises pos-
tratamento em estudos posteriores, sendo preciso também avaliar a defini¢do do cut-off do
ensaio UCP-LF CAA, que sempre é um alvo de debate.

Apesar do nimero considerdvel de individuos positivos apds o tratamento pelo

UCP-LF CAA, verificou-se que as concentracdes de CAA nesses individuos foram bastante
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baixas. A andlise pelo Wilcoxon mostrou reducdo significativa das concentragdes de CAA
seis semanas apds o tratamento (P=0,003), o que est& de acordo com os achados de Corstjens
et al. (2014a) que mostraram o decréscimo nas concentracbes de CAA na urina dois meses
apos a administracdo do praziquantel em individuos infectados por S. haematobium e
indicaram que a determinacdo dos niveis de CAA imediatamente antes e logo apos a
administracdo da droga pode ser um melhor indicador para monitoramento da eficiéncia das
drogas, e que a analise do efeito da administracdo de drogas pela quantificacdo dos niveis de
CAA em vez da monitorizacao da producdo de ovos podem fornecer resultados mais precisos.

A correlacdo entre as concentracfes de CAA e as pontuacOes de intensidade do
POC-CCA antes do tratamento (Spearman’s rho = 0,234; p =0,007), embora significativa nao
foi considerada muito elevada. Todavia, no estudo que avaliou essa mesma correlacao, porém
em individuos infectados por S. mekongi, uma correlacdo maior e mais significante
(Spearman’s rho = 0,60; p<0,001) foi encontrada (VAN DAM et al., 2014b). Além disso,
vale-se ressaltar que oito individuos 'traco’ no teste POC-CCA foram confirmados através do
resultado positivo pelo teste UCP-LF CAA. Ja a correlacdo de UCP-LF CAA com o POC-
CCA apés o tratamento ndo foi muito informativa, visto que apos seis semanas do tratamento
todos os individuos foram negativos através do POC-CCA.

Um teste de diagnostico rapido e de baixo custo capaz de detectar poucos vermes
de Schistosoma é urgentemente necessario quando se caminha para a fase de eliminacdo da
esquistossomose (KNOPP et al., 2013). Ha diferencas significativas entre os métodos
tradicionais de diagnostico, tais como microscopia de fezes e sorologia, € o diagnostico por
PCR e pela deteccédo de antigenos circulantes. Enquanto a sorologia é uma técnica indireta, as
outras abordagens sdo diretas e, por conseguinte, aplicaveis, dependendo da sensibilidade,
para indicar o estado de infeccdo ou o tratamento. A PCR pode ser vista como uma melhoria
na abordagem através do exame das fezes, visto que tem como alvo produtos dos vermes
excretados pela via fecal, enquanto os antigenos circulantes sdo detectados no soro ou na
urina. Do ponto de vista operacional, a coleta de urina é uma opc¢éo preferivel, ja que é menos
constrangedora e invasiva do que a coleta das amostras de fezes e/ou de sangue,
respectivamente.

Uma explicagdo para as inconsisténcias entre estes testes de diagnostico relaciona-
se com a atual falta de um teste padrdo de referéncia definitivo para detectar todas as
infeccdes de Schistosoma em situagdes da vida real (VAN DAM et al., 2014a).

A decisdo politica em diferentes fases do controle da esquistossomose é bastante

variavel (de morbidade para o controle de infeccdo, controle de transmissao, interrupgédo de
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transmisséo, e, finalmente, a eliminagdo) (BERGQUIST; JOHANSEN; UTZINGER, 2009).
A introducdo e o amplo uso da técnica de Kato-Katz padronizaram a situacdo para areas de
alta endemicidade, mas a medida que avangamos para 0 outro extremo em grandes partes do

mundo endémico, um padrdo mais sensivel € necessario (UTZINGER et al., 2011).
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Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

A técnica de Kato-Katz com a andlise de trés laminas de uma Unica
amostra fecal apresentou baixa sensibilidade, implicando uma
subestimacéo da prevaléncia da esquistossomose mansoni na localidade;

O ensaio UCP-LF CAA mostrou uma maior sensibilidade, detectando uma
significante maior prevaléncia de infecgbes ativas por Schistosoma
mansoni em comparacao ao Kato-Katz e ao POC-CCA,;

O teste POC-CCA apresentou sensibilidade superior ao método
parasitologico de Kato-Katz e inferior ao UCP-LF CAA,

O aparecimento de sinais de ‘tragco’ (POC-CCA) e irresoluto (UCP-LF
CAA) gera um grau de incerteza;

A categorizagcdo da positividade, em pelo menos um dos métodos
diagnosticos, por idade, demonstrou que a maior taxa de prevaléncia de
infeccOes ativas encontrada foi em pessoas com idades de 30 a 39 anos;
Apbs seis semanas do tratamento houve um decréscimo significativo dos
niveis de CAA;

O numero consideravel de individuos CAA-positivos ap6s a administracao
do Praziquantel pode estar relacionado com uma possivel falha
terapéutica;

A correlagdo entre as concentracbes de CAA e as pontuacdes de
intensidade do POC-CCA antes do tratamento, embora significativa ndo

foi considerada muito elevada.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O ensaio UCP-LF CAA como um método ultra-sensivel foi empregado pela
primeira vez no Brasil para amostras de urina de individuos infectados por S. mansoni
provenientes de uma &rea de baixa carga parasitaria, mostrando-se como uma abordagem
diagnostica com valor potencial.

Tendo em conta essas observacGes promissoras, um estudo maior deve ser
realizado com o objetivo de fornecer mais evidéncias sobre o potencial para o ensaio UCP-LF
CAA contra a abordagem atual de diagndéstico parasitolégico utilizada em areas endémicas
para S. mansoni. Um maior nimero de amostras analisadas possibilitaria aumentar a precisao
das sensibilidades medidas, especialmente em area de baixa endemicidade. Uma abordagem
mais consistente para a definicdo do grupo de ‘verdadeiros positivos’ teria de ser definido,
como, por exemplo, a busca exaustiva através dos exames parasitoldgicos ou mesmo a
utilizacdo de uma técnica altamente sensivel e especifica como a PCR, j& que é notéria a ndo
aplicabilidade do convencional Kato-Katz (uma lamina) como teste de referéncia para
avaliacdo de novos testes de diagnostico em areas de baixa endemicidade.

Apesar dessas incertezas, é valioso sabermos que o diagnostico da
esquistossomose por antigenos circulantes, aponta como uma ferramenta promissora na busca
de individuos ndo diagnosticados pelos métodos convencionais, principalmente em areas de

baixa endemicidade.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar da pesquisa — “Teste
imunocromatografico atraves da deteccdo do Antigeno Anodico Circulante para o
diagndstico de esquistossomose mansoni antes e ap6s o tratamento em individuos de
uma area de baixa endemicidade no Estado do Ceara” — que tem por objetivo verificar a
situacdo da Esquistossomose nos moradores da localidade de Bananeiras e avaliar um novo
método diagnostico, que usa urina e soro, para esta doenca; Sua participacdo ndo é
obrigatdria, e a qualquer momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu
consentimento.

PROCEDIMENTOS: Se concordar em participar da pesquisa vocé terd que responder
a um questionario com informagGes pessoais sobre a Esquistossomose e dados sobre a casa
onde mora e sobre a renda da familia. Serdo realizadas coletas de sangue, fezes e urina apds as
entrevistas a fim de diagnosticar a doenca.

RELAQAO DOS PROCEDIMENTOS ROTINEIROS E COMO SAO
REALIZADOS: Entrevista ndo gravada (com informacGes pessoais e relativas a
Esquistossomose); Coleta de 5,0 mL de sangue da veia do antebrago; As coletas serdo
realizadas nos postos de salde pela equipe de pesquisa e equipamentos corretos, seguindo as
normas estabelecidas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

RISCOS: Com a retirada de sangue podem ocorrer dores, inchago e aparecimento de
manchas roxas no braco. Caso ocorram essas situacGes vocé receberd atendimento de
primeiros socorros.

BENEFICIOS: A participacdo nesse estudo podera levar & descoberta da
Esquistossomose, antes mesmo dela aparecer. Assim, esse estudo ajudara o paciente a tratar a
doenca o0 mais cedo possivel, diminuindo as chances da evolucdo da doenca para as formas
graves que atingem o figado e o intestino.

CONFIDECIALIDADE DA PESQUISA As informag0es obtidas serdo analisadas em
conjunto pelos pesquisadores, ndo sendo divulgado o nome de nenhum paciente; Os dados e 0
material coletado serdo utilizados somente para essa pesquisa.

DIREITO SOBRE OS RESULTADOS DA PESQUISA: Todos os participantes serdo
informados sobre os resultados da pesquisa.

DESPESAS E COMPENSACOES: N&o ha despesas pessoais para 0 participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo havera pagamento ao
paciente para participar da pesquisa.

“Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
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para esclarecimento de eventuais davidas. A principal investigadora é Mariana Silva Sousa
que pode ser encontrada no telefone: (85) 8722-9986

“Se voce tiver alguma consideragdo ou ddvida sobre a €tica da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFC — Rua Cel. Nunes de Melo,1127, Rodolfo
Teofilo; fone: 3366-8344 — E-mail: comepe@.ufc.br”

Caso vocé se sinta suficientemente informado a respeito das informacdes que leu ou
que foram lidas para vocé sobre os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes e que sua participacdo é voluntaria, que ndo ha remuneracdo para participar do
estudo e se vocé concordar em participar solicitamos gque assine no espaco abaixo.

Assinatura do
paciente/representante legal

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual.

Assinatura do responsavel pelo
estudo
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APENDICE B - TERMO DE ASSENTIMENTO DO MENOR

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Teste imunocromatografico
através da deteccdo do Antigeno Anodico Circulante para o diagnostico de
esquistossomose mansoni antes e apos o tratamento em individuos de uma &rea de baixa
endemicidade no Estado do Ceara”. Seus pais permitiram que Vocé participe. Queremos
saber situacdo da Esquistossomose, doenca transmitida por um caramujo que existe no rio da
localidade de Bananeiras.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu ndo tera
nenhum problema se desistir.

Se vocé concordar em participar da pesquisa, ird responder, com a ajuda dos seus pais,
perguntas sobre a Esquistossomose e dados sobre a casa onde moram e sobre a renda da
familia. Vocé tera que realizar uma coleta de sangue ap0s as entrevistas e entregar fezes e
urina para que se faca exames nesses materiais também, para poder fazer o exame e ver se
esta doente ou néo.

Com a retirada de sangue podem ocorrer um pouco de dor, devido a picada da agulha,
inchaco e aparecimento de manchas roxas no braco, que passam logo.

Mas hé coisas boas que podem acontecer como descobrir a doenca antes mesmo dela
aparecer. Assim, esse estudo ajudara a tratar a doenca o mais cedo possivel, diminuindo as
chances de desenvolver a doenca.

Ninguém sabera que vocé estd participando da pesquisa, ndo falaremos a outras
pessoas, nem daremos a estranhos as informac6es que vocé nos der. Os resultados da pesquisa
vao ser publicados, mas sem identificar as criangas que participaram da pesquisa. Se vocé
tiver alguma duvida, vocé pode me perguntar ou perguntar a pesquisadora Mariana Silva
Sousa. Eu escrevi os telefones na parte de baixo desse texto.

Eu aceito participar da pesquisa “Teste
imunocromatografico através da deteccdo do Antigeno Anddico Circulante para o
diagnostico de esquistossomose mansoni antes e apos o tratamento em individuos de
uma area de baixa endemicidade no Estado do Ceara”, que tem 0 objetivo saber situacdo
da Esquistossomose nos moradores da localidade onde eu moro e avaliar um novo teste
diagndstico para essa doenga utilizando urina e soro. Entendi as coisas ruins e as coisas boas
que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer
momento, posso dizer “nao” e desistir que ninguém vai ficar furioso. Os pesquisadores
tiraram minhas davidas e conversaram com 0S meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

“Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais davidas. A principal investigadora é Mariana Silva Sousa
que pode ser encontrada no telefone: (85) 8722-9986.”

“Se vocé tiver alguma considera¢do ou duvida sobre a €tica da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFC — Rua Cel. Nunes de Melo,1127, Rodolfo
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Tedfilo; fone: 3366-8344 — E-mail: comepe@.ufc.br”

Capistrano, de de

Assinatura do menor Assinatura do(a) pesquisador(a)
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APENDICE C - QUESTIONARIO SOCIOAMBIENTAL
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N©°
, / /
1. IDENTIFICACAO DO ENTREVISTADO
Peso kg; Altura ; Cinc. Abd: cm; P.A
1.1. NOME:
1.2. DATADE NASCIMENTO __ / |/ IDADE anos
13. Sexo Masculino | Feminino
1 2
1.4,
Estado civil solteiro(a) | casado(a) | divorciado(a) | vilvo(a) | outros
1 2 3 4 5
fundamental | fundamental médio médio superior superior
) analfabeto(a) | . . .
Escolaridade incompleto completo | incompleto | completo | incompleto | completo
1 2 3 4 5 6 7
1.5. NATURALIDADE: UF
1.6. P - x
7 Urbana Rural Area Sim N&o
ona 1 2 endémica 1 2
2. SITUACAO FINANCEIRA
2.1. PROFISSAO
2.1.1. LUGAR ONDE EXERCE A PROFISSAO:
Urbana Rural
Zona
1 2
2.2 Chefe da Sim Né&o
familia? 1 2
2.2.1. SE NAO, QUAL O A PROFISSAO DO CHEFE DA FAMILIA?
2.2.2.  LUGAR ONDE EXERCE A PROFISSAO:

2.3.

Zona

Urbana Rural

1 2

PRINCIPAL RESPONSAVEL PELO SUSTENTO FAMILIAR:
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Pais e filhos Pai Mae Filho | Aposentado | O . | Outro
préprio
1 2 3 4 5 6 !
231 SEOUTRO, QUEM?
2.4. Renda Familiar em |Menosdel |Entrele3 |Entre3e5 |Maisde5
Salarios Minimos 1 2 3 4
25 Ajuda do governo? Sllm Néo
2.5.1. SE SIM, QUAL?
3. MORADIA
. Propria em . .
3.1 ; x
Situagéo da Propria pagamento Cedida Alugada Invadida
moradia
1 2 3 4 5
3.2. NUMERO DE HABITANTES:
3.3. NQMERO DE COMODOS :
3.4. NUMEROS DE BANHEIROS:
35. ] . Alvenaria Madeira Taipa Mista Outro
Tipo de construcdo
1 2 3 4 5
3.6.
) . Mista com Mista sem
Tipo de Telha | Palha | Lona | Zinco palha palha Outro
telhado
1 2 3 4 5 6 7
4, CONDICOES SANITARIAS
4.1, Rede Fossa nédo
Esgotarpe_nto piblica Rua Canal Fossa vedada vedada
Sanitario
1 2 3 4 5
4.2. Destino do ;f]ck))lleig Queima | Rio | Céu aberto | Enterrado | Queimado
lixo
1 2 3 4 5 6
4.3.
Rede . . .
Origem da agua piblica Cisterna Poco Vizinhanga Rio Outro
consumida
1 2 3 4 5 6

4.3.1. SE OUTRO, QUAL?




4.4. EM CASO DE FORNECIMENTO
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PUBLICO: Diariamente Dias 1vez na Outro
Frequéncia alternados semana
1 2 3 4
45. Poco ou cisterna Sim Nao
proximo a fossa? 1 2
4.6.
. Interno com Interno sem | Externo com | Externo sem | Comunitario | Comunitario Nao
Tipo de agua agua dgua dgua com agua sem agua possui
Banheiro
1 2 3 4 6 7
5. CONTATO COM AGUAS (COLECOES HIDRICAS):
5.1.
Tem contato? Sim N;o
1
5.2.
Motivos e frequéncias de contato
Motivos Frequéncia
Sim Néo Diaria Semanal Quinzenal Mensal Outro

Buscar agua 1 2 1 2 3 5
Lavar louga 1 2 1 2 3 5
Lavar roupa 1 2 1 2 3 5
Tomar banho/higiene 1 2 1 5 3 5
pessoal
Nadar (lazer) 1 2 1 2 3 5
Pescar 1 2 1 2 3 5
Atravessar 1 2 1 2 3 5
Regar horta 1 2 1 2 3 5
Trabalho na lavoura 1 2 1 2 3 5
Retirar areia 1 2 1 2 3 5
outros 1 2 1 2 3 5

5.2.1. SE OUTROS, QUAL?

6. DADOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS




6.1. JA RECEBEU ALGUMA INFORMAGAO SOBRE ESQUISTOSSOMOSE,

XISTOSE, BARRIGA D'AGUA?

6.1.1. SE SIM, ONDE? HA QUANTO TEMPO?

6.2. DOS SINTOMAS AQUI COLOCADOS, INDIQUE QUAIS SAO CAUSADOS PELA

ESQUISTOSSOMOSE:

DIARREIA FEBRE QUEDA DE CABELO
DOR NA BARRIGA MAL-ESTAR CEGUEIRA
FEZES COM DIARREIA COM AUMENTO DE
SANGUE SANGUE PRESSAO
BARRIGA D’AGUA AGITACAO DOR NOS OLHOS
AUMENTO DO COMER TERRA MUITA SEDE
FIGADO
COCEIRA NA PELE DORES MUSCULARES SUOR EM EXCESSO
Sim 1
6.3. EXPLIQUE COMO PEGA A DOENCA.
Né&o 2
Parcialmente 3
6.4. VOCE JA TEVE ESQUISTOSSOMOSE? | Sim | N&o
1 2
6.4.1. SE SIM, HA QUANTO TEMPO TEVE A DOENCA?
6.4.2. APRESENTOU SINTOMAS? sim | Nao
1 2
Sinais e sitomas apresentados
6.4.3. Sim Néo
Febre 1 2
Diarréia 1 2
Dor abdominal 1 2
Problemas pulmonares (tosse) 1 2
Hepatoesplenomegalia discreta 1 2
Ascite (barriga d'agua) 1 2
Fezes com sangue 1 2
Coceira na pele ou vermelhidao 1 2
Outros 1 2

6.4.3.1. SE OUTROS, QUAIS?




6.5. REALIZOU ALGUM EXAME PARA A DOENCA? - -
Sim | Néo

6.5.1. SE SIM, QUAL?

6.6. RECEBEU ALGUMA INFORMAGAO SOBRE O(S) EXAME(S) QUE SERIA/SERIAM
FEITO(S)?

7. TRATAMENTO

7.1. JA FOI TRATADO PARA ESQUISTOSSOMOSE? Sim | N3o

7.1.1. Quando?

DATA EXATA:
Menos de 1 ano
Entre 1 e 2 anos
Mais de 2 anos

AIWIN(F
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Sim

Nao
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Anexo 1 — Critérios do item 6.3 para indicar se o individuo sabe como ocorre a infeccdo da
doenga:
- Contato com a agua;
- Presenca do caramujo infectado.

Anexo 2 - Critérios usados para determinar o grau de contatos com as colec¢des hidricas:

VARIAVEIS DE PONTOS ATRIBUIDOS

MOTIVO DE CONTATO PONTOS
Tomar banho ou nadar 5

Lavar roupa

Regar horta, lavoura ou retirar areia

Lavar carro

4
4
Buscar agua e/ou lavar vasilhas 3
3
2

Pescar ou atravessar o corrego

2-

FREQUENCIA DE
CONTATO

Diéario 28

Semanal 4
Quinzenal

Mensal ou menos

PONTOS

3- NEGA CONTATOS: 0 pontos
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO % Plabaforma
CEARA/ PROPESQ %&rl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titula da Peaguisa: Teste Imunocromatogréfico para o dlagndstien de esqulsiossomose manson anfes &
ands o tretamento am Indlviduca de ume Erea de baika endemlcidede no Estada do
Ceara.

Fesquisader: Mariana Siva Souse

Area Temdética:

Versfo: 1

CAAE: 22032713.7.0000.5054

Instiuigls Propanenta: Desartameanto de Andlisea Clinlcza & Toxcoldglcas
Patrocinedar Principal: Flnancementa Prdodo

DADOS DO PARECER

Mimers 9o Parecer: 480718
Data da Relatoria: 05122013

Apresentaglo do Prajeta:

Trate-se de Uma pesQUEd para aveler 8 Bcuraca de um noveo métods pere o dlagnéstics ds
Esqulstoasomaae Mensanlgue utlliza urina e aoro pare pesquise de antigeno anddico clrculante (SAR),
antes & depala de fratemento sapeciflco. em moradores de umse dree de

balxe endemiclidade, na localidede de Bananelras, municiplo de Cepletreno no Eatado do Ceerd, Brasll,
tendo o método de Keto-Ketz como pardmetro de comparagdo, assim comao oa resultados da técnlce de
FCR em tempo resl pere detecgBo de fregmentoa de DMNA de B, mensonl em amostres de fezea.

Objetlve da Pesgulsa:

Objetivoe Frimaro:

Aysliar 8 acurdcia de um méindo de disgndatico Imunocromatogrefico pere eaqulsiossomose manaon| gue
detects o CAA (Antigeno Anddico Clreulente), em comparagdo com um método parasitoldgico e um
madecular antes e aphs etaments quimioterdadeo, em moradares de ume dres de balxe endemicldeds no
Estado do Ceard - Bres’.

Objetivo Secundario:

1. Realizar o método Imunocromatogréfico pera o diagndstico do 8. maneon!, na pesguias de entigeno CAA
no 30ro & na wing de moredores de

Emderepn:  Rua Cal. Munes da Meio, 1927

Biadre:  Rodofo Tedo CEP: 20430270

UF: CE Munisipda: FORTALETA

Telefone: (EE3352.8344 Fax: [BEEEZZ32303 Esmail: oomeeaZuio or
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Ciestrodshe de Pacssie: 350713

comunidede em estudo: 2. Realizar o método paraaitoldglco de Keto-Katz para o diagndatico do 5. mansonl
ne comunidade em esiudord. Res zero

m&todo molecular da PCR em fezes para o dlagndatico do 5. meanson em morsdones da comunidade em
estuda:d. Avellar a ecwrdcla do método de

diagnostico I "L‘l:r'l:IITIE‘II:IErEf 0 Na paequiaa de anligeno CAA ND 30f0 & Ma Uring &m comosa ragao com 08
outneg meblodiod wtlllzedos.

Avallag8e dos Riscos e Beneflcioa:

Riacoe:

Fara o8 =u eltos o8 peagulzs: Com 2 refirada de sangue podem ocorrer dores, (nchaco & aparscimanto de
MEncnas roxas no brago. Ca3o ocorem essss sltuaches o peclente recehend gtendimento de primelros
gnconros Fars od peaqulaadoresa: hé raco bloldgies nivel 2 Inerentes 8 execucin da metsdalogla.
Beneficlos:

Educaglo em sadde e dliegndsticn da esqulstassomoss ne pooulecdo estudeds, tretaments dos Indlviduos
positivoe, & demonatragso da scurdcla de um novo méindo de dagndetico pere 8 esquisinssomoss manson|
pere 8 comunidade clentifica.

Comentarios & Consideragdes sobre & Peagulsa:

Fesgulss de multe relevanea. O S mansonl tem ceusads no Brasll om ndmern expregsia de mortes am
pessoss Infeciadas.

Consideragfes aobre oa Termaos de apresentacio abrigatdria:
Em conformidade

Resarmendagses:

Zam recomendagies

Conclusdes ou Pendéncles & Lista de Inadequagdes:

Sam penddnclas

Sltuagie do Faracer:

Aprovado

Mecassite Apreciagla da COMER:

[ F: i

Conalideragdes Finals a eritério da CEP:

Emderepn:  Rua Cal. Munes da Meio, 1937

Eairee  Rodofo Tedio CEP: =043p2m

WF: CE Muriddpia: FORTALETA

Telefone: 2E33E5.2344 Fax: [BEEEZS-2303 Esmail: ocomepafuto br
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Agglnadar par:
FERMANDD ANTOMNIO FROTA BEZERRA
{Coardenadar)
Eredurepn: Rua Cal. Munes da Mai, 1127
Eaime: Rodofo Tadfio CEF: 20430270

F: CE Mundoipén: FORTALEZA
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