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RESUMO

A esquistossomose é uma parasitose causada por Platelmintos, do género Schistosoma e,
embora ndo seja uma doenca que cause um numero elevado de mortes, apresenta um quadro
de morbidade. No Ceara, o municipio de Maranguape possui a localidade com maior indice
de positividade para a esquistossomose no estado, chamada Planalto do Cajueiro. Diversos
trabalhos populacionais, demonstrando uma relagdo inversa entre parasitoses e 0
desenvolvimento de doencas alérgicas, tem gerado especulacdes sobre um efeito protetor (ou
imunomodulador) dos parasitos em relacdo a alergia. Segundo a Hipdtese da Higiene, a falta
de intensas infec¢des, a higiene, a vacinacgdo e o uso de antibidticos, presentes principalmente
em paises desenvolvidos, podem alterar o sistema imune, que passa a responder
inadequadamente a algumas substancias. Neste estudo, objetivamos avaliar a resposta imuno-
alérgica de pacientes diagnosticados com esquistossomose mansoni, moradores de uma area
de baixa endemicidade. Para tanto, realizamos, primeiramente, o diagndstico parasitologico
da esquistossomose através do método de Kato-Katz e, posteriormente, o diagndstico de
outras parasitoses através do método de Lutz. Ao final das coletas, foram encontrados 39
pacientes positivos para esquistossomose e selecionados, aleatoriamente, 52 pacientes
negativos para esta parasitose. Foi realizada uma coleta sanguinea, em todos os 91 pacientes,
para a realizacdo do hemograma, dosagem de IgE, dosagem de IgG anti-S. mansoni e
contagem das sub-populacdes linfocitarias através da citometria de fluxo. Além disso, no ato
da coleta, foi realizado o Prick test para cinco alérgenos ambientais. Dos 39 individuos do
grupo positivo, apenas 7 foram positivos para o Prick test, enquanto dos 52 individuos do
grupo negativo, 20 apresentaram algum tipo de reagcdo. A eosinofilia e o aumento da
concentracdo de IgE se mostraram presente nos pacientes alérgicos e parasitados. O perfil
linfocitario dos pacientes parasitados apresentou um aumento do numero de linfocitos
CD3+CD4+ e linfocitos CD3+CD8+. Diante dos resultados obtidos podemos concluir que: A
presenca da infeccdo pelo S. mansoni se mostrou um fator protetor para o desenvolvimento da
alergia; o aumento da concentracdo de IgE esta diretamente relacionado com doengas
parasitarias e alérgicas; ha uma maior concentracdo de eosindfilos nos pacientes parasitados;
pacientes parasitados pelo S. mansoni desenvolveram um aumento do nimero dos linfocitos
CD3+CD4+ e linfécitos CD3+CD8+; o desenvolvimento de reacbes alérgicas foi
inversamente proporcional a idade dos individuos. Estudos complementares dos mecanismos
envolvidos nesta relagdo parasito/alergia podem contribuir com novos tratamentos para a

alergia
1
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ABSTRACT

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by flatworms, Schistosoma genus and, although
not a disease that causes a high death toll, presents a framework for significant morbidity. In
Ceard, Maranguape city has the location with higher positive for schistosomiasis in the state,
called Planalto do Cajueiro. Several population studies showing an inverse relationship
between parasites and the development of allergic diseases, has raised speculations about a
protective effect (or immunomodulating) of parasites in relation to atopy. According to the
Hygiene Hypothesis, the lack of intense infections, hygiene, vaccination and antibiotic use,
mainly present in developed countries, can modify the immune system, which is responding
inadequately to some substances. This study aimed to evaluate the immune-allergic reactions
of patients diagnosed with schistosomiasis, living in an area of low endemicity. Therefore, we
performed first the parasitological diagnosis of schistosomiasis by the Kato-Katz and later
diagnosed with other parasitic diseases by Lutz’s method. At the end of the sampling, 39
patients were found positive for schistosomiasis and we randomly selected 52 patients
negative for this disease. A blood collection was performed in all 91 patients for complete
blood count, IgE, 1gG anti-S.mansoni and counting of lymphocyte subpopulations by flow
cytometry. Furthermore, Prick test were performed, using five environmental allergens. Of the
39 subjects in the (S.mansoni) positive group, only 7 were positive to Prick test, while the 52
subjects in the negative (S.mansoni), 20 had some kind of reaction. Eosinophilia and
increased levels of IgE were shown in allergic and S.mansoni infected patients. The profile of
lymphocytes in infected patients showed an increased number of cells CD3 + CD4 + and CD3
+ CD8 +. Based on these results we conclude that: The presence of infection by S. mansoni
showed to be a protective factor for the development of allergy; the increased concentration of
IgE is directly related to allergic and parasitic diseases, with a higher concentration of
eosinophils in infected patients, patients infected with S. mansoni developed an increased
number of cells CD3 + CD4 + and CD3 + CD8 +, and the development of allergic reactions
was inversely proportional to age of individuals. Further studies of the mechanisms involved
in this parasite relationship can contribute to the development new treatments for allergy.
Keywords: Schistosomiasis. Schistosoma mansoni . Hypersensitivity.
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1 INTRODUCAO

1.1Esquistossomose: Aspectos importantes

1.1.1Definicéo

A esquistossomose € uma parasitose causada por Platelmintos, do género
Schistosoma e, embora ndo seja uma doenca que cause um numero elevado de mortes,
apresenta um quadro de morbidade significativo. Representa um grave problema de saude
publica em 76 paises da Africa, Asia e América. Deve-se ressaltar que 85% dos individuos
infectados encontram-se na Africa Subsaariana (CHITSULO et al., 2000).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, é uma doenca milenar que afeta mais
de 200 milhdes de individuos (WHO, 1993). Esta classificada entre as doencas tropicais
negligenciadas- DTN (MOLYNEUX et al., 2005; HOTEZ et al., 2006), e continua como uma
das mais importantes doencas parasitarias nos tropicos e regides subtropicais, constituindo um
importante problema de saude publica (STEINMANN et al., 2006).

1.1.2 Epidemiologia

A esquistossomose € endémica em 76 paises e territorios. Em meados de 2003,
calculou-se que 779 milhdes de pessoas estavam dentro da populacdo de risco para
esquistossomose, e 207 milhdes de pessoas estavam infectadas (WHO, 2008). Atualmente, a
transmissdo da esquistossomose esta se espalhando para areas ndo endémicas, tais como 0s
paises ocidentais (BOTTIEAU et al., 2006) e o Japdo (KATO-HAYASH et al., 2010).0s
programas de controle de morbidade aplicados em grande escala, o desenvolvimento socio-
econdmico, bem como as alterages ambientais, incluindo, por vezes a introducdo deliberada
de espécies concorrentes para o caramujo, levaram a interrupcdo da transmissdo ou
eliminacdo da doenca em alguns paises, bem como reducbes considerdveis de pessoas
infectadas e de morbidades atribuiveis a doencga no Brasil (STEINMANN et al., 2006).

Uma revisdo de King et al. (2000) demonstrou que o numero de DALYS
(Disability Adjusted Life Years) causado pela infecgdo por S. mansoni esta subestimado,
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demonstrando assim que a esquistossomose € uma endemia de impacto significativamente

mais importante do que previamente descrito.

No Brasil, tradicionalmente, esta doenca € considerada uma endemia rural, mas
nas ultimas trés décadas do século XX, observou-se a progressiva reducéo da prevaléncia da
esquistossomose em muitas localidades e o crescente niUmero de casos em grandes centros
urbanos. Essa mudancga foi, em grande parte, decorrente do significativo éxodo rural, a partir
dos anos 60, na busca por trabalho nas cidades de maior porte. Estas pessoas sdo
freqlientemente marginalizadas do processo econémico, e muitas vem residir em &reas
urbanas sem as minimas condicBes basicas de saneamento. Nessas areas existem cursos
naturais de agua com caracteristicas adequadas para o desenvolvimento natural dos
planorbideos (moluscos), tornando esses locais focos de transmissdo do S. mansoni. Assim,
no Brasil, tem-se evidenciado a urbanizacao da doenga, com o surgimento de casos autdctones
nas regides periurbanas das grandes cidades brasileiras (GUIMARAES; TAVARES-NETO,
2006).

No estado do Ceara tém-se as primeiras notificacBes da esquistossomose a partir
dos trabalhos cientificos publicados por Maciel em 1925, no qual encontrou positividade de
2,8% dos 114 marinheiros cearenses estudados; a seguir em 1934, Davis, realizando
diagnostico da febre amarela em 7.387 amostras de figado colhidas no Ceara, encontrou
positividade de 0,66% para S. mansoni. Em 1938, Evandro Chagas realizou diagndsticos para
esquistossomose no municipio do Crato, sul do estado. Mas apenas em 1940 foi realizado o
primeiro inqueérito coproscopico no Ceard, por Alencar, que encontrou casos autoctones na
cidade de Redencdo, com positividade de 12,2% em 199 amostras estudadas (ALMEIDA,
1999).

No Ceard, dados do Programa de Controle da Esquistossomose — PCE, indicam
gue atualmente o municipio de Maranguape possui a localidade com maior indice de
positividade para a esquistossomose no Estado, chamada Planalto do Cajueiro, nossa area de
estudo, na qual, segundo os ultimos levantamentos realizados, a prevaléncia aumentou de
8,53% em 2006 para 13,76% em 2007.
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1.1.3 Diagnostico

Para diagndstico da esquistossomose mansoni utilizam-se exames clinicos e
laboratoriais. Embora as manifestacdes clinicas sejam inespecificas, o diagndstico clinico
baseia-se no exame clinico (palpacao do abdémen, para verificar o crescimento do figado e do
baco), em informacdes sobre o historico do paciente, local de moradia, estadia em areas de
risco, contato com cole¢Bes hidricas possivelmente contaminadas e sintomatologia
apresentada (CARVALHO et al., 2008).

Rotineiramente, o diagnostico laboratorial da esquistossomose é baseado na
deteccdo de ovos do parasito nas fezes (UTZINGER et al., 2001). O método de Kato-Katz
(KATZ; CHAVES; PELEGRINO, 1972) é recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude
para o diagnéstico do S. mansoni e de outras infecgdes intestinais por helmintos (WHO,
2008), por ser quantitativo, de facil execucdo, necessitar de pouco material e ter uma alta
especificidade (LIN et al., 2008). E importante ressaltar que as técnicas parasitologicas de
fezes variam consideravelmente quanto a sensibilidade, dependendo da quantidade de fezes
examinadas, do numero de ovos eliminados e de fatores inerentes a perda intrinseca durante a
realizacdo do procedimento (ENGELS et al., 1996),

O diagnostico laboratorial da doenca pode ser realizado também por métodos
indiretos, que se baseiam na identificacdo de antigenos e anticorpos especificos e
determinacdo de indicadores bioquimicos e patoldgicos, que estdo associados a infeccao por
S. mansoni (GARGIONI et al., 2008). No que diz respeito as avaliacbes baseadas na
identificacdo de anticorpos, vale ressaltar que essas ndo indicam obrigatoriamente infec¢do
ativa, pois os anticorpos circulantes podem permanecer apds a cura da infec¢éo, desse modo o
resultado das provas imunolégicas pode continuar positivo mesmo anos depois da cura (CVE-
SP, 2009).

Os métodos imunoldgicos para o diagnéstico da esquistossomose assumem cada
vez mais importancia devido a sua especificidade, sensibilidade, rapidez e simplicidade. As
técnicas de deteccdo de anticorpos continuam sendo instrumento de valor indubitavel a ser
utilizado em estudos populacionais, assim, a sua incorporagdo aos programas de controle, em
area de baixa endemicidade (Figura 1), é imprescindivel (NOYA et al., 1999). Entretanto,
esses metodos eventualmente podem ter baixa especificidade, apresentando resultados falso-

positivos, devido a reagdo cruzada com outros parasitos, e geralmente ndo conseguem fazer
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distincdo entre infeccdes ativas e passadas, 0 que é particularmente importante em areas
endémicas (DOENHOFF et al., 2004).

A técnica imunoldgica indicada para o diagndstico em massa da esquistossomose
¢ a técnica de ELISA (NOYA et al., 2006). Diante das limitacGes ja citadas, este método vem
sendo proposto para ser utilizado em triagem diagnodstica, no Programa de Controle da
Esquistossomose (NOYA et al.,2002).

A introducdo de métodos sorologicos em estudos epidemioldgicos, identificando
locais com potencial de infeccdo, pode contribuir para a reducdo da transmissdo em areas de
baixa endemicidade (SOARES et al., 2003).

Endemicidade / Carga Parasitaria* S. mansoni
Baixa 1-99 opg**
Moderada 100 — 399 opg
Alta > 400 opg

Figura 1: Classes de endemicidade / carga parasitaria* das infec¢fes por esquistossomose.

Fonte: OMS (2002).
(*) por exame de amostras de fezes
(**) opg: ovos / grama de fezes

1.1.4 Imunidade

A resposta imune aos helmintos é caracterizada por forte inclinacdo para resposta
do tipo Th2, com aumento da producdo de IL-4 por células mononucleares do sangue
periférico e aumento da IgE total. Os mecanismos de resposta imune nas infeccoes
helminticas sdo multiplos devido ao tamanho e a diversidade metabolica dos parasitos, que
sdo antigenicamente complexos. Um problema adicional é o fato de que os parasitos podem
sobreviver por muitos anos no hospedeiro, utilizando diversos mecanismos de escape, a
exemplo do que acontece com o S. mansoni, que Se torna coberto por antigenos do
hospedeiro, evadindo-se, portanto, da resposta do sistema imunoldgico (NEVA et al., 1994).

A investigacdo de mecanismos imunes dependentes de linfécitos T envolvidos na
resisténcia ou patologia da esquistossomose tornar-se ainda mais instigante, apos a descricéo
das subpopulacdes de células T auxiliares. Enquanto células Thl secretam principalmente

interferon-y (IFN-y), IL-2 e linfotoxina (LT) e estdo associadas a imunidade celular e a
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reacOes de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) (CHER; MOSMANN, 1987), as células
Th2 secretam principalmente 1L-4, IL-5 e IL-10, sendo mais efetivas como promotores na
estimulacao de linfocitos B, para secre¢do de anticorpos (STEVENS et al., 1988).

Na esquistossomose, 0 sistema imune do hospedeiro é exposto a uma série de
antigenos derivados do parasito e do ovo que induzem intensa resposta celular e humoral. E
uma doenca que tem sua patogenia decorrente basicamente da reacdo inflamatoria
granulomatosa em torno dos ovos retidos nos tecidos do hospedeiro (Figura 2). Os antigenos
secretados pelo ovo maduro atravessam a parede de sua casca e disseminam-se ao seu redor,
estimulando a resposta imune e induzindo a reagdo granulomatosa (CHEEVER et al. 2000).
Os ovos do S. mansoni depositados no figado estimulam as células T CD4+, que ativam
macrofagos e induzem reacGes de hipersensibilidade tardia, que resultam na formacao do
granuloma. Neste estagio, o granuloma € altamente celular constituido por um infiltrado de
celulas com 50% de eosindfilos, 30% de macrofagos e 15% de linfocitos T e B (HUSSEIN et
al., 2005).

Figura 2: a. Ovo de Schistosoma mansoni na submucosa do intestino grosso; b. Granulomas
epitelidides na parede intestinal, um deles centrado por ovo calcificado de S. mansoni.

Fonte: Adaptado de UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA. Faculdade de Medicina da Bahia
(2011).

Embora o complemento e outros fatores da resposta imune inata possam
contribuir para a defesa contra a infeccdo por helmintos, a resposta imune especifica com a
producédo de anticorpos e citocinas é importante. As células T CD4+ ou TCD8+ do tipo 2 séo
produtoras de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10 que, entre outras funcdes, induzem a
producéo de IgE pelas células B, assim como a ativacdo de eosindfilos, mastdcitos e basofilos,
respectivamente, componentes fundamentais na defesa contra helmintos. Anticorpos da classe
IgE ligam-se aos basofilos circulantes ou mastocitos teciduais, induzindo a liberacdo de
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histamina e outros mediadores da reacéo de hipersensibilidade imediata, que leva a destruicdo
de helmintos (ELSE et al.,1998).

A IgE produzida em altos niveis na resposta imunologica do tipo Th2 tem sido
relacionada com defesa contra reinfeccdo pelo S. mansoni. Eosindfilos tém também a
capacidade de destruir os esquistossbmulos atraves do mecanismo de citotoxicidade celular
dependente do anticorpo. As células do tipo Th2 estdo associadas com a resisténcia a infeccao
ndo apenas por S. mansoni, mas também por helmintos intestinais, a exemplo do
Strongyloides stercoralis e Ascaris lumbricoides (MacDONALD et al.,, 2002). A IL-4
estimula a producédo de IgE e, juntamente com a IL-13, a de mastdcitos, resultando em um
aumento da secrecdo de mediadores da inflamacdo, secrecdo de muco e aumento da
contratilidade da musculatura intestinal, facilitando a expulsdo dos vermes adultos
(FINKELMAN et al., 1997).

Na esquistossomose, a inflamagdo granulomatosa que ocorre ao redor dos ovos
depositados no tecido é mediada por linfécitos T. Inicialmente, ocorre uma resposta Thl
aguda, direcionada ao verme adulto. Gradativamente h4 uma transicdo para Th2 apos a
deposicdo dos ovos pelo parasito. A falha no desenvolvimento de uma resposta Th2 efetiva,
apos a deposicdo dos ovos, resulta na exacerbacdo da inflamagdo granulomatosa, coordenada
pelas células Thl e Thl7. Este tipo de resposta causa lesdes no parénquima hepatico
circunjacente e pode resultar em morte. Entretanto, uma resposta Th2 prevalece e estd
associada com lesdes leves, consistindo de pequenos e bem circunscritos granulomas,
compostos de eosinofilos, macrofagos e linfécitos. Esta resposta é tipicamente menor nos
casos cronicos de esquistossomose (STADECKER et al., 2004).

A resposta imune aos helmintos na fase aguda é do tipo Thl, com maior producdo
de IFN-y (CORREA-OLIVEIRA et al., 1998) e fator de necrose tumoral-o (TNF-a),
responsaveis pela ativacdo de macréfagos, inducdo de 1gG que medeia a opsonizagdo e a
fagocitose de antigenos (De JESUS et al., 2002). Ja na fase crbnica, a resposta imune
consiste, em grande parte, na resposta do tipo Th2, onde se observam niveis elevados de IL-4,
IL-5, além da secrecédo de IL-10 e consequiente redugdo dos niveis de IFN-y (MALAQUIAS et
al., 1997).

Ja a IL-4 estimula a producdo de anticorpos IgE helminto-especifico, os quais
recobrem os helmintos mediando a resposta imune do tipo citotoxica dependente de
anticorpos. A IL-5, por sua vez, ativa os eosinofilos que se ligam aos helmintos recobertos
pelo IgE através de receptores Fc especificos para cadeia pesada. Como os helmintos sdo

muito grandes para serem englobados pelos fagdcitos e o seu tegumento é relativamente
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resistente aos produtos microbicidas dos neutr6filos e macrofagos, os eosinofilos podem ser
mais eficazes para matar os helmintos do que os outros leucocitos, uma vez que a principal
proteina basica dos granulos produzida pelos eosinofilos € mais toxica para os helmintos do
que as enzimas proteoliticas e 0s intermediarios reativos do oxigénio produzidos pelos
neutrofilos e macréfagos. Embora, os macréfagos associados com IgE especificas anti-S.
mansoni possam desenvolver uma forte atividade citotoxica contra o esquistossdmulo, “in
vitro”, os eosinofilos sdo abundantes nos infiltrados das reacdes inflamatorias e contribuem
para 0 aparecimento dos processos patoldgicos nas doencas alérgicas. A contagem de
eosinéfilos no sangue periférico de individuos saudaveis varia de 400 a 600 células/mm?®,
sendo a minoria dos leucdcitos (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Nem toda resposta imune Th2 € igual. Na resposta imune a infeccdo por
helmintos, como o S. mansoni, (ARAUJO et al., 2004) o S. haematobium (Van den
BIGGELAAR et al., 2000) e o Onchocerca volvulus (DOETZE et al., 2000), além da
producdo aumentada de IL-4 e IL-5, também ocorre producdo aumentada de IL-10.

Em estudos realizados em area rural de Minas Gerais, pacientes portadores de
infeccdo considerada moderada (>100 OPG) apresentavam maior nivel de secrecdo de IL-10 e
menor de IFN-y quando comparados aos individuos negativos e portadores de niveis mais
baixos de infeccdo (< 100 OPG). Isto indica que a intensidade da infeccdo é decisiva para
producdo de IL-10 e predominio da resposta Th2 (SILVEIRA et al., 2004).

As moléculas presentes no S. mansoni, ndo apenas induzem uma resposta Th2,
mas também estimulam uma resposta supressora. Estudos demonstraram que produtos do
parasito, como fosfatidilserina LYSO (LYSO-PS), que ndo estd presente em mamiferos,
podem modificar a funcéo das células dendriticas de modo a estimular células Treg & produzir
IL-10 (YAZDANBAKHSH, 2004). A IL-10 é uma citocina com agao imunossupressora que
parece ser importante no estabelecimento da tolerancia imunoldgica do hospedeiro a estes
helmintos, que, em alguns casos, sobrevivem por até 30 anos (KLION et al., 2004).

A IL-10 é uma citocina reguladora produzida tanto pela resposta imunologica
inata quanto pela adaptativa e que é capaz de inibir as citocinas das respostas Thl e Th2 e
uma variedade de mecanismos imunes (SARAIVA, 2010). Essa citocina possui importante
atividade anti-inflamatoria e imunossupressora. Apesar de inicialmente ter sido descrita como
uma citocina produzida por células Th2, agora esta claro que ela é produzida por outras
células T, como as Treg (reguladoras) (MOORE et al., 2001), células T CD8+ (Gilliet et al,
2002), além de macrofagos, células dendriticas (McGUIRK et al.,, 2002) e células B

(FILLATREAU et al., 2002).
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Por outro lado, em outras infecgdes helminticas, como no caso do Ascaris
lumbricoides, ndo existe produgdo aumentada de IL-10 (GEIGER et al., 2002). Na resposta
imune Th2 observada nas doengas alérgicas, a producéo de IL-10 é reduzida e o haplétipo que
determina a producdo elevada desta citocina € menos freqliente em pacientes asmaticos do
que em pacientes ndo asmaticos (LIM et al.,1998).

O surgimento de diversos estudos populacionais, demonstrando uma relacéo
inversa entre parasitoses e o desenvolvimento de doencas alérgicas, tem gerado especulacdes
sobre um efeito protetor (ou imunomodulador) dos parasitos em relacdo a atopia (Van den
BIGGELAAR et al., 2000). Estudos realizados no Equador encontraram uma relagao inversa
entre infeccdo por helmintos e teste cutaneo para alergia em criangas (MEDEIROS et al.,
2003). Outros trabalhos demonstraram tanto uma reducdo na prevaléncia de asma em
adolescentes infectados por S. mansoni,quanto que a carga parasitaria, a qual esta
inversamente associada com resposta positiva em testes cutaneos de individuos atopicos
(PALMER et al.,2002).

Entretanto. é importante ressaltar que alguns estudos demonstraram que pacientes
infectados com geohelmintos apresentavam maior freqliéncia de reatividade ao teste alérgico
cutaneo (DOLD et al.,1998). Ademais, um ensaio clinico com pacientes moradores de favelas
demonstrou que o tratamento com albendazol reduziu os sintomas de asma sugerindo que a
infecgdo por geohelmintos poderia piorar a inflamacéo alérgica das vias respiratorias destes
pacientes (LYNCH et al., 1997).

1.2 Resposta imune nas alergias

Quando o sistema imune produz respostas exageradas ou reconhece como
estranhos 0s componentes que sdo proprios do organismo, ocorrem 0s chamados processos
alérgicos e as doencas auto-imunes, respectivamente. A autoimunidade - disturbio que leva as
defesas do organismo a uma autoagressdo e € a base das doencas auto-imunes - é mais
prevalente entre adultos. Os distUrbios auto-imunes sdo um tipo de desordem imunoldgica
caracterizada pela diminuicdo da tolerancia aos componentes do préprio organismo, de modo
que ocorre uma falha no mecanismo de distincdo entre antigenos constituintes e aqueles
externos. Atingindo cerca de 3-5% da populacdo mundial, essas doencgas tém sua origem na

complexa interagdo entre fatores ambientais e fatores intrinsecos ao organismo, tais como
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predisposicdo genética, alteragdes hormonais e até mesmo uma redugdo no controle imuno-
regulatorio (CALICH, 2001).

As doencas por imunocomplexos ou auto-imunes sdo divididas em sistémicas e
orgdo-especificas. Dentre as doencgas auto-imunes inflamatorias sistémicas estdo incluidas a
artrite reumatdide e o lupus eritematoso sistémico. Em relacdo a auto-imunidade o6rgéo-
especifica, na qual 6rgdos sdo alvo de dano auto-imune, destacam-se o diabetes mellitus tipo
1, a doenca de Graves e a tireoidite de Hashimoto (HESS et al.,1998).

As doencas auto-imunes e alérgicas crescem em ritmo maior do que o ritmo
populacional nos dias de hoje, porém isso ocorre muito mais em paises desenvolvidos do que
nos subdesenvolvidos. Dentro dos paises ricos, isso também acontece mais entre populagdes
da cidade do que do campo e, em paises com uma grande disparidade social como o Brasil,
mais entre as classes ricas e que entre as pobres (MORGAN et al.,1991).

O termo alergia, criado em 1906, pelo pediatra austriaco Clemens Von Pirquet,
significa uma alteracdo da resposta imune do organismo, que causa uma reacdo exagerada a
substancias normalmente toleradas por individuos ndo alérgicos, como revisado por Jones et
al. (2008).

Na América Latina, o Brasil tem se destacado como um dos paises com maiores
taxas de prevaléncia da asma e rinite alérgica, apesar de uma tendéncia de decréscimo ter sido
observada em algumas cidades brasileiras (SOLE et al., 2007). Outros paises da mesma
regido, e que anteriormente apresentavam baixas prevaléncias, tém exibido um crescimento
do nimero de casos de asma. Essas mudancgas sugerem gue a urbanizacdo e a modernizagédo
tém trazido efeitos importantes no processo de desenvolvimento social e econémico de alguns
paises latino-americanos, com consequente adocdo de um estilo de vida moderno pelas
populagcdes e modificacdes na exposicdo ambiental, refletindo no aumento de casos de
patologias alérgicas (COOPER et al., 2009).

Uma das func¢des do sistema imunoldgico é proteger o individuo contra agentes
infecciosos. Entretanto, o funcionamento inadequado deste sistema pode ser a causa de
doencas, como as alergias e as doencas auto-imunes. O sistema imunologico atua por meio de
dois padrdes de resposta imune adquirida: a resposta imune mediada por linfocitos T
auxiliares do tipo 1 (T helper 1, Thl, em inglés), e a resposta imune Th2. A resposta imune

Th1 ocorre normalmente na reacéo as infeccgdes virais, bacterianas e nas doencas auto-imunes.
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A resposta imune Th2 em reacdo as infecgdes helminticas e nas doengas alérgicas, como a
asma, a rinite e o eczema (PONTE et al., 2007).

Doencas alérgicas sdo causadas por respostas alérgeno-especificas iniciadas pelas
células Th2 CD4+. As celulas Th2 induzem o desenvolvimento e o recrutamento de
eosindfilos, a contracdo da musculatura lisa das vias aéreas, producdo de muco e IgE
especifica, a qual se liga aos receptores Fce nos eosin6filos, baséfilos e mastdcitos, assim
como medeia a granulacdo destes, pela ligacdo com a IgE, ap6s o contato com o alérgeno
(ARAUJO, 2008).

A imunopatologia das alergias esta ligada a uma exacerba¢do da resposta do tipo
Th2, com produgdo principalmente de IL-4, IL-5 e IL-13 (Figura 3). A IL-4 promove a
diferenciacdo de células T para o subtipo Th2. A IL-4 e a IL-13 induzem e mantém a troca de
classe de imunoglobulina no linfocito B para o isotipo IgE. A IL-4 promove a expressao do
receptor de alta afinidade para IgE, na superficie dos mastocitos e basofilos, e de baixa
afinidade na superficie das células B ativadas, mondcitos e macréfagos (YSSEL et al.,1993).
A IL-4 induz ainda a expressao de molécula de adesdo vascular nos eosinofilos e basofilos,

além da producéo de quimiocinas (ZHU et al.,1999).

Estratégias viaveis
para regulacao da
resposta imune alérgica

Desvio imune para o polo Inducéo de mecanismos regulatorios
Thi (Celulas T reg, CTLA-4, IL-10, TGF-B)
Produtos bacterianos IFN-you IL-12 Imunoterapia Antigenos de
e virais exogenos especifica hemintos
- Controle da resposta alérgica Th2 GControle da resposta
= Aumento da susceptibilidade a doencas inflamatoria alérgica exacerbada

mediadas pela resposta Thi (?)

Figura 3: Estratégias viaveis para regulacéo da resposta imune alérgica.

Fonte: Adaptado de Araujo et al. (2009).
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A IL-5, junto com IL-3 e ao GM-CSF (Fator estimulador de col6nias de
granuldcitos e macrofagos), promovem a diferenciacéo de eosindfilos, a partir de precursores
mieloides, aléem de atuar na ativacao desta célula. O eosindfilo ativado expressa moléculas na
superficie, como a E- selectina e 0 VLA-4, que estimulam a quimiotaxia destas células pela
ligacdo a receptores no endotélio vascular (HOLT et al., 2000). A IL-4, que também ¢é
produzida por mastdcitos ativados, é um fator de diferenciacdo para células Th2, perpetuando
0 processo inflamatdrio (YSSELS et al.,1993). Em individuos atopicos, ao primeiro contato
com o alérgeno, a resposta imune € desviada para o tipo Th2, com producéo de IgE especifica.
Esta imunoglobulina liga-se aos receptores de alta afinidade nos mastocitos. Contatos
posteriores com o alérgeno resultam em interacdo do mesmo com as moléculas de IgE ligadas
aos mastocitos, ocorrendo degranulacéo destes e liberacdo de mediadores inflamatorios, além
das citocinas do tipo Th2 (PLATTS-MILLS; WHEATLEY, 1996). Esta fase se caracteriza
pela ativacgdo de terminagdes nervosas com producdo de neutransmissores que vao resultar em
broncoconstricgdo, vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular, com exsudagdo de
plasma, hipersecrecdo de muco e inflamacgdo. Estes eventos iniciais da fase aguda comecam
aproximadamente 10 minutos ap6s o contato com o alérgeno e duram cerca de 2 horas
(FERREIRA, 2004).

A fase tardia desta resposta se inicia 2 a 4 horas ap6s o contato com o alérgeno e
tem duracdo média de 24 horas. Caracteriza-se pela quimiotaxia de neutréfilos, eosinofilos,
monacitos e linfécitos e pelo aumento da liberacdo de mediadores inflamatdrios, como TNF.
Como a patogenia das doencas alérgicas esta associada a uma falta de regulacdo da resposta
imune, a inducdo de mecanismos modulatérios da resposta exacerbada podera conter ou
minimizar a patogenicidade associada (FERREIRA, 2004).

Estima-se que, pelo menos, 20% da populagdo mundial seja acometida por
doencas alérgicas e nas Ultimas trés décadas vem sendo observado um aumento na prevaléncia
dessas doencas. Varias hipoteses tém sido levantadas para explicar o grande aumento na
prevaléncia das alergias nos paises desenvolvidos.

Apesar dos elevados niveis de IgE total estimulada por helmintos, estes foram
considerados como sendo capazes de bloquear os receptores Fce presentes em mastocitos e,
assim, competir pela ligacdo com qualquer IgE especifica. Esta hipotese, mais conhecida
como “Hipoétese de bloqueio” poderia justificar a atividade pro-inflamatoria, consequente da
infeccdo por helmintos. Porém, diversos estudos ja confirmaram que a hipotese de blogueio
ndo pode ser o Unico mecanismo que poderia explicar a associacdo negativa de infecgdes

helminticas e doencas alérgicas. Alguns destes parasitos mostraram-se capazes de produzir
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moléculas imunomoduladoras que podem suprimir a resposta imune e ser benéfico para a sua
sobrevivéncia a longo prazo no hospedeiro humano (YAZDANBAKHSH, 2004).

1.2.1 A Hipotese da Higiene e as doencas alérgicas

As doencas alérgicas sdo patologias que vém apresentando um crescimento
expressivo em suas prevaléncias nas Ultimas décadas, particularmente em comunidades
desenvolvidas e com estilo de vida urbano. Essa tendéncia de aumento tem ocorrido em
criangas e adultos e acredita-se que a predisposicdo genética individual, o contato com
alérgenos e a exposicdo a fatores ambientais adjuvantes sejam determinantes importantes no
crescimento do nimero de casos dessas doencas nas populacfes, o que faz da prevencdo um
topico prioritario em Saude Publica (WEINBERG, 2000; GARN; RENZ, 2007; WONG et al.,
2006).

Nas ultimas trés décadas vem sendo observado um aumento na prevaléncia de
doencas alérgicas em paises industrializados em relacdo aos paises em desenvolvimento
(SEARS, 1997; UMETSU et al., 2002). O desencadeamento destas doencas envolve a
predisposicdo genética e fatores ambientais, entretanto, evidéncias vém se acumulando de que
a resposta imune participa diretamente para o desenvolvimento das mesmas (CARRADA
BRAVO, 2002).

Estudos recentes também tém mostrado que, nas localidades rurais, a asma e as
doencas alérgicas sdao menos prevalentes (Von MUTIUS, 2007) e acredita-se que fatores
ligados & pobreza desses locais, incluindo o estilo de vida das pessoas, padrfes de dieta,
familias numerosas, infecc@es helminticas, baixo nivel socioeconémico e precérias condicdes
de higiene, exercam um efeito protetor no desenvolvimento dessas doengas (COOPER et al.,
2009).

Muitas hipdteses tém sido estudadas, levando em conta: as mudangas nas
interacdes entre 0 homem e os microorganismos em virtude da melhoria das condi¢bes de
higiene proporcionada pelas politicas de saude mais eficientes, a ampliagdo das coberturas
vacinais, 0 uso de antimicrobianos, melhoria das condi¢cbes de vida e de saneamento e
mudancgas no estilo de vida das familias, impondo pressdo ao sistema imune do individuo para
um perfil caracterizado predominantemente pela resposta Th2 (VALDIVIA, 2006). Nesse
contexto, a principal linha de investigacdo epidemioldgica focada no crescimento das doencas
alérgicas gira em torno de uma teoria chamada “Hipotese da Higiene” (STRACHAN, 1989).
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No final da década de 80, Strachan (1989) publicou um artigo mostrando que a
febre do feno, que é um tipo de alergia sazonal, era mais comum em filhos Unicos e menos
freqliente em criancas de familias numerosas. Diante disso, ele sugeriu a “Hipotese da
Higiene”, pela qual a grande frequéncia de infeccbes em grandes familias poderia ser a
responsavel pela menor incidéncia das alergias (YAZDANBAKHSH, 2004).

Segundo esta hipétese, a falta de intensas infecgdes, a higiene, a vacinagao e o uso
de antibioticos, presentes principalmente em paises desenvolvidos, podem alterar o sistema
imune, que passa a responder inadequadamente a algumas substancias. Seria um desequilibrio
imunologico entre as respostas do tipo Thl e Th2 no sistema imune. Desse modo, uma
limitada exposicéo a bactérias e virus na infancia, resultaria em uma estimulagdo insuficiente
das células Thl, o que ndo iria contrabalancear a expansdo das células Th2 e resultaria numa
predisposicdo a alergia (YAZDANBAKHSH, 2002).

De acordo com a hipotese da higiene, a falta de regulacdo da resposta imune pela
auséncia de contato com antigenos que induzam uma resposta do tipo Thl, por infeccGes
bacterianas ou virais, por exemplo, mantém a resposta Th2 da crianca, predispondo as
doencas alérgicas (ROMAGNANI, 2004). As citocinas Th2 aumentam a producdo de
anticorpos, especialmente IgE, aumentam a proliferacdo de eosinofilos e séo eficazes contra
patdgenos extracelulares, parasitos e no desenvolvimento de reagdes alérgicas (MOSMANN;
SAD, 1996).

Infecgbes helminticas e a correspondente resposta imune do hospedeiro séo
produtos de uma prolongada e dindmica co-evolugdo na relacdo parasito versus hospedeiro.
Todos os esforcos do parasito devem ser direcionados a desencadear uma resposta imune
modulada no hospedeiro, de tal forma que ele encontre um adequado nicho de maturacgdo e
proliferacdo, sem que haja a morte do hospedeiro. Utilizando uma extensdo da teoria da
higiene, supde-se que a perda dessa modulacdo parasitaria seja deletéria para o sistema imune,
ficando este mais propenso ao desenvolvimento de doencas alérgicas e auto-imunes. Recentes
estudos demonstraram que a administracdo de helmintos pode diminuir a resposta
inflamatoria em doencas alérgicas, enquanto a supressao destas infec¢fes helminticas pode
gerar o ressurgimento da alergia (YAZDANBAKHSH et al., 2004).

Evidéncias epidemioldgicas associadas aos fatores infecciosos e a suscetibilidade
para as doengas alérgicas foram descritas por alguns estudos desenvolvidos na década de 90,
corroborando a teoria da higiene. O mais consistente achado que deu suporte a HipGtese da

Higiene foi a relacdo entre tamanho da familia e doenca alérgica. O tamanho da familia, a
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presenca de elevado nimero de irm&os mais velhos ou mais novos e a ordem de nascimento
foram descritos por muitos estudos como efeitos protetores para as doencas alérgicas
(HARBY et al., 2001; STRACHAN et al., 1997).

Posteriormente a sua elaboracao, a Hipotese da Higiene foi explorada por outros
estudos, evoluindo para um conceito mais amplo que considera o declinio na exposicao
microbiana como um importante fator causal no aumento da incidéncia das doencas alérgicas,
em anos recentes (BLOOMFIELD et al., 2006).

E importante salientar que existem muitos tipos de testes para deteccdo de alergia.
Entre os mais comuns estdo os testes cutianeos, os testes por eliminacdo e 0 teste
radioalergossorbente (RAST). Destes, 0s testes alérgicos cutaneos sdo os de preferéncia, pela
facilidade de execucéo e interpretacdo, baixo custo e, além disso, podem-se testar inUmeros
alérgenos ao mesmo tempo, sendo também um dos mais Uteis nos casos de alergias nas quais
o alérgeno ¢ inalado, alergia a penicilina e alergias a picadas de insetos (PORTNOQOY, 2006).

Um dos testes cutdneos mais comuns é o Prick test ou teste de arranhadura ou
teste de puntura, € um teste de hipersensibilidade imediata, que consiste no gotejamento de
uma pequena quantidade de cada alérgeno sobre a pele (geralmente no antebraco, no braco ou
nas costas) para, em seguida, arranhar ou perfurar a superficie da pele de modo que o alérgeno
penetre na mesma. Os resultados s&o lidos em até 20 minutos. Baseiam-se no fato de que se
existe IgE alérgeno-especifica em um individuo, depois da introducdo de pequena quantidade
desse alérgeno na epiderme, por uma picada ou arranhdo, ocorre a degranulacdo dos
mastocitos, o que resulta em uma reacdo de papula e eritema, sendo o tamanho desta, utilizada
como medida da sensibilidade de um individuo ao alérgeno (LARCHE et al., 2006).

A imunofenotipagem pode ser usada para a identificacdo de populagdes e
subpopulagdes de leuctcitos com base nos antigenos de membrana E uma das principais
aplicacdes da citometria de fluxo, um processo de analise multiparamétrica, mediante o qual
as caracteristicas fisicas e/ou quimicas das células sdo medidas enquanto circulam em uma
corrente liquida, alinhadas uma a uma em frente a um laser (KEREN et al., 1994). Os
parametros medidos podem ser relacionados com caracteristicas intrinsecas da célula, como
tamanho e complexidade do ndcleo e citoplasma, que sdo baseados em sinais de dispersao, ou
parametros relacionados com propriedades antigénicas da célula, que se baseiam em sinais de
fluorescéncia (MARTI et al., 2001).

De um modo geral, os resultados dos estudos que avaliaram a inter-relacdo entre
infeccdo por helmintos, reatividade ao teste alérgico cutaneo e sintomas de doengas alérgicas

indicam que infecgdo por Schistosoma sp induz reducdo de resposta alérgica. Em estudos
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transversais é possivel observar que individuos infectados pelos helmintos S. mansoni e S.
haematobium tém menor frequéncia de teste cutdneo positivo para aeroalérgenos. Em um
estudo prospectivo, alguns autores demonstraram que a frequéncia de sintomas de asma, uma
doenca associada a atopia, € menor em pacientes infectados por S. mansoni, sugerindo que
este helminto pode inibir a inflamac&o alérgica das vias respiratérias (MEDEIROS et al.,
2003).

E importante ressaltar que estes estudos foram realizados em regides consideradas
de alta endemicidade para a esquistossomose. Desse modo, € importante pesquisarmos se, em
se tratando de uma regido de baixa endemicidade, a resposta seria semelhante, para tentarmos

esclarecer se a carga parasitaria tem influéncia direta neste resultado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta imuno-alérgica de pacientes diagnosticados com
esquistossomose mansoni, moradores de uma area de baixa endemicidade para a doenca no

municipio de Maranguape no estado do Ceara.

2.2 Objetivos especificos

a. Relacionar a presenca da infeccdo pelo Schistosoma mansoni com a resposta a
alérgenos naturais na populacdo da comunidade do Planalto Cajueiro em Maranguape-
CE;

b. Avaliar comparativamente o perfil da resposta imunoldgica (concentracdo de IgE,
eosindfilos e subpopulagéo linfocitarias) dos pacientes com esquistossomose mansoni
na populagdo da comunidade do Planalto Cajueiro em Maranguape-CE;

c. Relacionar a resposta alérgica dos pacientes com esquistossomose mansoni aos fatores
socio-ambientais na populacdo da comunidade do Planalto Cajueiro em Maranguape-
CE.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo prospectivo do tipo caso-controle, realizado apos 0s
resultados dos exames para diagnostico de esquistossomose. O periodo do estudo foi de maio
de 2009 a agosto de 2010.

Para melhor execucéo, o estudo foi dividido em etapas:

a) Divulgacéo do projeto junto aos residentes da comunidade através de palestra

educativa sobre Esquistossomose na Escola Municipal de Ensino Fundamental Santa Rita;

b) Visita domiciliar para assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido

e entrevista para coleta de dados epidemiolégicos;

c) Distribuicdo dos frascos para coleta de fezes, recebimento das amostras e

realizacdo dos métodos coproscopicos parasitoldgicos;
d) Coleta de sangue para realizacdo do método soroldgico de ELISA;
e) Realizacdo de teste cutdneo e coleta de sangue para testes alérgicos;

f) Entrega dos resultados dos exames e tratamento dos individuos positivos nos

testes parasitoldgicos coproscopicos.

3.2 Area de estudo

O estudo foi realizado na comunidade Planalto Cajueiro (Figura 4), localizada no

municipio de Maranguape, no estado do Ceara.

A sede de Maranguape se localiza hd 30km da capital do estado, a cidade de
Fortaleza (Figura 5), contando com uma &rea de 591km?e 110.523 habitantes (IBGE, 2007).

32



Figura 4: Localidade de estudo - Planalto Cajueiro — Maranguape — Ceara - 2010

Fonte: Arquivos do Laboratério de Pesquisa em Parasitologia e Biologia de Moluscos
(LPPBM).

A comunidade do Planalto Cajueiro, segundo dados da Fundagdo Nacional de
Saude (FUNASA) , conta com uma populacdo aproximada de 903 habitantes, os quais foram

convidados a participar do estudo.

3.3 Populagéo de estudo

Concordaram em participar do diagnostico coproscopico e soroldgico de
esquistossomose mansoni, 250 individuos. Destes, foram encontrados 40 casos de pacientes
com ovos de Schistosoma mansoni nas fezes, pelo método de Hoffman, dos quais 39

formaram o grupo positivo e um paciente saiu do estudo por ter mudado para outro municipio.

Para a formacdo do grupo controle, foram selecionados 51 individuos, de forma
aleatoria, que fossem, ao mesmo tempo, negativos nos testes coproscopicos e negativos na

sorologia para esquistossomose mansoni.
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Figura 5: Localiza¢do do municipio de Maranguape e da area de estudo

Fonte: Adaptado de IPECE (2007).

Dentro de cada grupo (S.mansoni positivo e S.mansoni negativo — grupo controle) foi
realizada uma segunda estratificacdo baseada no resultado do teste coproscépico de Lutz,
realizado para diagnostico de outras parasitoses. Desse modo, formaram-se quatro grupos

(Figura 6):
e Grupo 1: Schistosoma mansoni positivo + Outros parasitos positivo;
e Grupo 2: Schistosoma mansoni positivo + Outros parasitos negativo;

e Grupo 3: Schistosoma mansoni negativo + Outros parasitos positivo;
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e Grupo 4: Schistosoma mansoni negativo + Outros parasitos negativo.

TCLE*
+

Questionario

Diagnostico

Parasitologico

S.mansoni+

*TCLE: Termo de consentimento livre e esclarecido

Figura 6: Fluxograma dos métodos realizados para formacao dos grupos testados.

Fonte: Proprio autor.

3.4 Critérios de inclusao

Foram incluidos neste estudo segundo os seguintes critérios:

a) O voluntario, ou responsavel legal, que concordou em participar do estudo
apos receber informacbes sobre o estudo em uma linguagem clara que
permitiu a compreensdo dos participantes e assinou o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

b) O voluntario que tinha residéncia fixa na localidade do Planalto Cajueiro no

Municipio de Maranguape-CE;

3.5 Critérios de exclusao

Foram excluidos deste estudo aqueles que:

a) Nao tinham residéncia fixa na localidade do Planalto Cajueiro no Municipio de

Maranguape-CE;

b) Faziam uso de anti-alérgicos, corticoides ou imunossupressores;
35



c¢) Tinham historia de imunodepressao;

d) Se encontravam gestantes;

e) Tinham historia de reacdo anafilatica;

f) Possuiam fobia a puncéo venosa ou testes cutaneos;

g) Criancas menores de 2 anos de idade.

3.6 Aplicacéo do questionario

Primeiramente, foi explicado a todos os voluntarios os objetivos da pesquisa e
seus beneficios, em uma linguagem adequada a cultura local, explicando quais eram 0s riscos
e beneficios da participacéo no trabalho. Os voluntarios que concordaram em participar, ou 0s
seus representantes legais, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice A).

Apb6s o consentimento, os voluntarios foram submetidos a um questionario
(Apéndice B), contendo perguntas a respeito das condi¢bes sdcio-ambientais, de sadde do

individuo e sobre algumas manifestacdes da esquistossomose.

3.7 Coleta do material

3.7.1 Coleta parasitoldgica

Foram distribuidos na casa de cada morador que concordou em participar desse
estudo, frascos de coleta (coletor universal) com tampa e espatula, rotulados e identificados.
Decorridas 24 horas, os frascos foram recolhidos e levados ao posto de saude da localidade,
onde foram confeccionadas 03 laminas de Kato-Katz de amostra de cada paciente.

Para a coleta do material parasitoldgico e preparacao das ldaminas, contamos com a

participacdo de Técnicos da Secretaria de Saude do Estado do Ceara (SESA).
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Apo6s a deteccdo dos pacientes positivos para Esquistossomose mansoni, foi
colhida uma nova amostra de fezes, pelo mesmo procedimento, para a realizacdo do exame
parasitologico de fezes através da técnica de Hoffman, para a possivel identificacdo de outros

parasitas.

3.7.2 Coleta sanguinea

A coleta foi realizada no posto de salde da localidade com o auxilio de técnicas

do Laboratdrio de Analises Clinicas do Hospital Municipal de Maranguape.

Foram colhidos 8 mL de sangue, por punc¢do venosa, utilizando material a vacuo
devidamente identificado, estéril e descartavel.O sangue foi colhido em dois tubos diferentes:
um tubo contendo EDTA como anticoagulante, para obtencdo de sangue total, e um tubo sem

adicdo de anticoagulante para posterior obtencéo do soro.

O tubo colhido com EDTA foi refrigerado e levado ao Laboratério de
Hemoglobinopatias e Doencas Hematologicas Genéticas (LHDHG) da UFC, para a realizacédo
do Hemograma, e posteriormente para o Centro de Referéncia de Diagnostico do Cancer da
Crianca e do Adolescente Dr. Murilo Martins, para a realizagdo da imunofenotipagem para a
contagem de subpopulagdes linfocitarias.

O tubo sem anticoagulante foi centrifugado a 1500rpm por 5’ e 0 sobrenadante
separado, aliquotado, identificado e transportado sob refrigeracdo ao Laboratério de Pesquisa
em Parasitologia e Biologia de Moluscos (LPPBM), onde as aliquotas fora armazenadas em

um freezer a -70°C, para posteriores dosagem da Imunoglobulina E (IgE).

3.8 Métodos diagnosticos

Primeiramente foi realizado um exame parasitologico pelo método de Kato-Katz
para a deteccdo de ovos de S.mansoni nos pacientes. Em todos os pacientes, tanto aqueles que
tiveram resultados positivos quanto os que obtiveram resultados negativos pelo teste de Kato-

Katz, realizamos a pesquisa de anticorpos IgG anti- Schistosoma mansoni (SWAP).
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O grupo controle foi composto por pacientes com Kato-Katz e sorologia para

Schistosoma mansoni negativos.

Formados os grupos, em todos os pacientes foram realizados: exame
parasitologico de fezes pelo método de Hoffman, Prick test, hemograma, dosagem das sub-

populacgdes linfocitaria e dosagem de IgE (Figura 7).

Ovos de
5. mansoni

ColetadeFez

Kato-Katz

Definicdo da Infeccdo 2 Anti-

g,
5. mansom

Soro E— — IgETotal
Hemograma Eosinafilos

Outras Infeccties + ) — Fenotipagem w  Linfécitos

Pardmetros imuno-alérgicos S
ColetadeFez — LIUTros
Parasitos

Prick-test

Anadlise Estatistica

Figura 7: Fluxograma das etapas desenvolvidas no presente estudo.

Fonte: Proprio autor.

3.8.1 Método de Kato-Katz

Este método foi realizado utilizando-se o kit Helm-Test® (Figura 8). Foi colocada
sobre as fezes a tela, pertencente ao kit, pressionando-a com o auxilio de uma espatula. Com a
espatula, foi colhida uma pequena quantidade (40 a 50mg) das fezes que passaram pela tela,
depositando no orificio do cartdo, que estava sobre uma lamina. ApOs preencher
completamente o orificio, o cartdo foi retirado, deixando as fezes sobre a ldamina de vidro. As

fezes foram cobertas com uma laminula de celofane, previamente embebida em solucdo de
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verde-malaquita. A 1amina foi invertida e apoiada em papel higiénico, pressionando-a contra
o0 papel para a formacdo de uma camada delgada entre ldamina e laminula. Ap6s 60 minutos, o
material foi examinado ao microscépio, percorrendo toda a superficie delimitada pela
laminula, fazendo a contagem do numero de ovos de S. mansoni. O nimero de 0ovoS
encontrados foi multiplicado pelo fator de converséo (24), correspondendo, desse modo, ao
namero de ovos por grama de fezes (a quantidade de fezes contida no volume que passa pelo

orificio é de aproximadamente 41,7 mg, que multiplicado por 24 resultaem 1,0 g).

Foram preparadas trés laminas de cada amostra, através da técnica descrita acima,
para pesquisa dos ovos de S. mansoni e de outros helmintos, a fim de aumentar a sensibilidade

do teste.

Figura 8: Kit Helm test®

Fonte: Arquivos Fiocruz

3.8.2 Dosagem de anticorpos 1gG anti-Schistosoma por Elisa (Colley et al.,1977, com
modificagdes)

Foram utilizadas placas de 96 pogcos com capacidade para 300uL, fundo chato
maxisorp (NUNC®), sendo sensibilizadas pela adi¢éo, a cada pogo, de 100 pL do antigeno
total de verme adulto de S. mansoni (que nos foi fornecido pelo Prof. Dr. Alfredo Goes, do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais), na concentragao
de 5ug/mL de proteinas diluidas em tampéo carbonato (pH 9,6). Foi escolhido este tipo de

antigeno por proporcionar em reacdes soroldgicas um aumento da sensibilidade das mesmas.

39



As placas (Figura 9) foram seladas e incubadas durante a noite a 4°C. No dia
seguinte, as placas foram lavadas trés vezes com solucdo de lavagem Salina-Tween 0,05M.
Foram adicionados a cada poco 100uL de soro de cada amostra, em duplicata, diluidos a
1:200 em solucéo diluente (PBS, contendo NaCl 0,5M e 0,2% de Tween 20). As placas foram
seladas e incubadas por 1 hora e 30 minutos em estufa a 37°C. Apds esse periodo, as placas
foram novamente lavadas trés vezes. Foram adicionados 100pL de Anti-lIgG conjugada com
peroxidase (Sigma-Aldrich) por poco, diluido a 1:1.500 em solucéo diluente. As placas foram
seladas e incubadas novamente por mais uma hora e meia em estufa a 37°C. Apds esse
periodo, as placas foram lavadas trés vezes. Foi adicionado por poco 100uL de
ortophenylenediamina - OPD (Sigma-Aldrich) diluido em tamp&o citrato (pH 5,0) e 0,03% de
perdxido de hidrogénio. As placas foram entdo tampadas e protegidas da luz por 20 minutos, a
temperatura ambiente e depois a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 20uL / pogo de

acido sulfdrico 2N.

A densidade oOtica foi medida em leitor automético de ELISA (BioTeck®),
utilizando um filtro de 490nm.

Foram consideradas positivas as reacdes com densidade dptica (DO) acima de
0,283, que foi o valor do “cut off” determinado utilizando-se a média mais dois desvios
padrdes da leitura em DO, obtida de 35 soros de um grupo controle, formado por individuos
ndo provenientes de regido endémica para a esquistossomose, com testes negativos para

Schistosoma mansoni.

Figura 9: Placa de experimento do ELISA.

Fonte: Arquivos do LPPBM.
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3.8.3 Exame parasitoldgico de fezes (segundo Lutz)

Baseia-se na sedimentacdo espontanea dos parasitos e suas diversas formas
(cistos, larvas e ovos) quando presentes nas fezes. Foram tomadas 2 a 4 gramas de fezes
frescas, colhidas de varias partes do bolo fecal, colocadas em um frasco de Borrel e
desmanchadas em 5 ml dgua destilada com o auxilio de um bastdo de vidro ou de plastico. A
emulséo foi coada através de um filtro descartavel para dentro de um calice conico de 200 ml.
O volume do célice foi completado acrescentando mais agua e deixado sedimentar por duas
horas. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, foi retirada uma pequena amostra de
sedimento, colocado sobre uma lamina de microscopia e coberto com laminula. Para melhor
visualizacdo de cistos de protozoérios foi adicionado corante Lugol a uma nova amostra com

laminula.

3.8.4 Prick test (Teste de Puntura)

Apo6s selecdo dos grupos de estudo, foi realizado o primeiro teste diagnostico. Os
pacientes selecionados foram submetidos ao teste cutaneo Prick test para a avaliacdo da
resposta imunol6gica aos principais alérgenos ambientais. Os alérgenos testados foram:
Dermatophagoides pteronissimus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis, Baratas
(MIX) e Fungos (MIX), sendo os trés primeiros diferentes tipos de &caros. Este exame foi

realizado na presenca de um médico.

Para a realizagdo do este cutaneo, primeiramente foi realizada a assepsia da fance
anterior do brago com alcool 70%. Em seguida, com o auxilio de uma caneta demogréfica, a
epiderme foi marcada com pequenos pontos ou tracos nos locais da aplicagédo dos testes,
mantendo um raio de 2 cm entre cada marca. Foi identificada cada marca com a sigla
referente ao alérgeno a ser testado. Proximo a cada marca, foi depositada uma gota (25ul) de
cada extrato alergénico. Com o auxilio de um puntor padronizado foi feita uma pequena
escoriagdo na pele. Esta aplicacdo pode resultar, apos alguns minutos, no desenvolvimento de
uma reacdo parecida com uma picada de pulga ou mosquito, ou seja, no local da aplicacéo
desenvolvem-se eritema e papula. Se isto ocorrer significa que o paciente deve ser alérgico ao
alérgeno aplicado no local. Como controle positivo para este teste foi usada uma solucdo de

histamina e como controle negativo soro fisioldgico.
41



A leitura foi realizada em 20 minutos apos o inicio do teste.

Figura 10: Reagdo do Prick test.

Fonte: Proprio autor.

3.8.5 Hemograma

O equipamento utilizado foi 0 Sysmex KX-21N. Este equipamento trabalha com
um sistema automatizado que faz as analises por absorcdo espectrofométrica e impedancia.
Apos a analise, o equipamento forneceu o resultado a contagem dos eritrocitos, hemoglobina,
hematdcrito, VCM, HCM e CHCM. Com o sangue previamente homogeneizado foi
pressionada a tecla [Sample n°] no painel do KX-21N e introduzida a identificacdo do tubo e
confirmado com a tecla [Enter]. O tubo foi colocado na pipeta de aspiracéo, pressionando a
respectiva tecla. Apos processamento da amostra pelo aparelho, os resultados da contagem
foram impressos. Terminada a leitura automatica , foi preparado um esfregaco da mesma
amostra; corado pelo Panétipo Rapido e realizada a contagem diferencial das células ao
microscopio.
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3.8.6 Determinacéo das sub-populac¢6es linfocitarias — CD3, CD4, CD8, CD19, CD56
(citometria de fluxo)

Em um tubo de ensaio, foram colocados 100 pl de sangue total homogeneizado ¢
depois adicionados 25 uL do reagente Lymphogram®, que contém os seguintes anticorpos

marcados com seus respectivos fluorocromos para deteccao das sub-populacoes:

- Anticorpo monoclonal anti-CD8 conjugado com isotiocianato (FITC), clone:
UCH-T4, isotipo: 1gG2a;

- Anticorpo monoclonal anti-CD19 conjugado com isotiocianato (FITC), clone:
SJ25C1, isotipo: 1gG1;

- Anticorpo monoclonal anti-CD3 conjugado com R-ficoeritrina (PE), clone: 33-
2-A3, isotipo: 1gG2b;

- Anticorpo monoclonal anti-CD56 conjugado com R-ficoeritrina (PE), clone:
C5.9, isotipo: 1gG2b;

- Anticorpo monoclonal anti-CD4 conjugado com R-ficoeritrina cianina 5, clone:
13B8.2, isotipo: 1gGL1.

O material foi incubado por 15 minutos em cdmara escura. Apds esse tempo,
foram adicionados 100 pl de Reagente de Lise e agitado imediatamente em “vortex” durante
5-10 segundos. O material foi lavado com solucdo isotdnica (Isoton 1) por centrifugacdo por
duas vezes. Ao final, foram acrescentados 500 ul desta tGltima solugao e foi feita a aquisigdo
no citdmetro (Figura 11), identificando a regido dos linfocitos, usando como parametros o
tamanho e a granulosidade. Foi avaliada a presenca de diferentes subpopulagdes linfocitarias
de acordo com os diferentes anticorpos utilizados (CD3, CD4, CD19, CD8 e CD56),
identificando dessa forma Linfécitos B, Linfocitos T, LThelper, LT citotoxicos e Células
Natural Killer (NK).
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ymphogram ->

Figura 11: Aquisicdo de células por citometria de fluxo, com linfécitos evidenciados em
vermelho.

Fonte: Proprio autor.

3.8.7 Dosagem de IgE por ELISA em soro

Para a dosagem da IgE total dos pacientes, foi utilizado o Kit comercial Monobind

IgE AccuLite™ CLIA e seguido o procedimento do fabricante.

Utilizando-se placas com 96 pocos, foram pipetados 25 pl do controle ou
amostras nas microcavidades pré-estabelecidas. Foram adicionados 100 pul do Reagente IgE a
cada microcavidade e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. Apés esse periodo as
placas foram lavadas trés vezes com tampdo de lavagem fornecido pelo fabricante. Em
seguida foram adicionados 100 ul de Anticorpos Anti-IgE-HRP a cada microcavidade e
incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. Ap0s esse tempo, a placa foi lavada trés
vezes. Foram adicionados 100 pl de solugéo trabalho de substrato, tetrametilbenzidina (TMB)
e perdxido de hidrogénio H,O,, preparado anteriormente segundo instrucdes do fabricante,
para todas as microcavidades e incubados a temperatura ambiente por 15 minutos. A reacdo
foi interrompida adicionando-se 0,050 ml (50 pl) de solugédo de parada (HCL 1N) para cada
microcavidade e depois lida em leitor de ELISA nos comprimentos de onda de 450nm e
620nm.
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3.9 Tratamento

Apos a realizagcdo dos exames, todos 0s pacientes que apresentaram resultados
positivos, para helmintos intestinais e/ou esquistossomose foram tratados com Albendazol®
(400 mg /Dose unica) e Praziquantel® 40 mg / kg / Dose Unica) respectivamente. Esses
medicamentos foram disponibilizados pela Secretaria de Saude do Municipio de Maranguape,
a prescricdo e administragdo foram supervisionadas pelo médico do Posto de Saude
Municipal.

3.10 Aspectos éticos

Todas as pessoas foram informadas sobre seus direitos que sdo assegurados pela
Resolucdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Salde e receberam os devidos esclarecimentos
da pesquisa, do carater participativo, e a garantia de que ndo houve/haverad divulgacdo de

nomes ou de qualquer outra informacdo que ponha em risco a sua privacidade.

Obedecendo as normas éticas que regem a pesquisa em salde e em seres
humanos, foi apresentado antes o objetivo da pesquisa e apds o esclarecimento e o
consentimento por parte do entrevistado, o questionario foi respondido. O participante
teve/tem autonomia e liberdade para desistir a qualquer momento de participar da pesquisa,

ressaltando que ndo havera desconfortos e nenhum tipo de risco para 0 mesmo.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Faculdade de
Medicina sob o numero 329/09 em 04/03/2010

3.11 Andlise estatistica

Um banco de dados foi elaborado com o auxilio do Programa Microsoft Office
Excel 2007 para organizacdo e armazenamento dos dados pessoais, clinicos e laboratoriais.
Os resultados dos diferentes métodos foram analisados utilizando-se o Programa GraphPad

Prisma.
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4 RESULTADOS

Para o diagndstico da esquistossomose, neste estudo utilizamos o teste
recomendado pelo Ministério da Salde para diagndstico parasitoldgico desta doenga. Desse
modo foi feita a deteccdo do ovo de Schistosoma mansoni através do método de Kato-Katz.
Paralelamente, foi realizada uma pesquisa para anticorpos do tipo 1gG anti-S. mansoni contra
antigenos do verme adulto, através da técnica de ELISA em amostras de soro e pesquisa de
outros parasitos nas fezes através do método de Lutz. Os dados obtidos foram utilizados para

formacéo dos grupos de individuos incluidos neste estudo.

4.1 Caracterizacao da populagdo

Dos 91 individuos analisados, verificamos que 45 eram do sexo feminino e 46 do
sexo masculino. Desses, quanto a faixa etaria, 17 (18,7%) possuiam de 15 a 25 anos, 27
(29,7%) de 26 a 46 anos e 15 (14,5%) com 47 anos ou mais. Os demais grupos incluiam
idades variadas, conforme figura abaixo. A divisdo das faixas etéarias seguiu o padrdo utilizado

pelo Programa de Controle da Esquistossomose do Ministério da Saude.

47 ou mais anos

26a 46 anos

15a 25 anos

10a 14 anos

7 a9 anos

2 a6 anos

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

Figura 12: Faixa etaria dos individuos participantes do estudo e residentes do Planalto do
Cajueiro — Maranguape-CE.
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Dos 39 individuos do grupo positivo, 16 (41,0%) eram do sexo feminino e 23
(59,0%) do sexo masculino. Quanto a faixa etaria, 01 (2,6%) individuo estava na faixa etaria
de 2 a 6 anos, 06 (15,4%) individuos na de 7 a 9 anos, 10 (25,6%) individuos na de 10 a 14
anos, 12 (30,8%) individuos na de 15 a 25 anos, 09 (23,0%) individuos na de 26 a 46 anos, e
01 (2,6%) individuo, com mais de 47 anos.

Dos 52 individuos do grupo negativo, ou grupo controle, 29 (55,8%) eram do sexo
feminino e 23 (44,2%) eram do sexo masculino. Quanto a faixa etéria, 09 individuos estavam
na faixa entre 2 a 6 anos, 03 individuos na de 7 a 9 anos, 03 individuos na de 10 a 14 anos, 05
individuos na de 15 a 25 anos, 18 individuos na de 26 a 46 anos e 14 individuos com 47 anos

ou mais.

4.2 Diagnostico da Esquistossomose mansoni e de outras parasitoses

4.2.1 Método de Kato-Katz

Para 0 método de Kato-katz foram confeccionadas e lidas trés laminas de cada
amostra de fezes. Dos 250 individuos que entregaram a amostra fecal, foram encontradas 40

amostras positivas para S. mansoni (16%).

4.2.2 Método de Elisa

Dos 250 individuos que colheram amostra sanguinea e foram analisados pelo
método de ELISA, para deteccao de anticorpos do tipo IgG para antigenos de verme adulto de
S. mansoni, 118 (47,2%) foram reativos e 132 (53,8%) néo reativos. O valor do “Cut-off”
(limite de positividade) determinado foi de 0,283 (Figura 13).
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Figura 13: Densidade Optica (DO) das amostras dosadas para IgG anti-S. mansoni através da
técnica de ELISA

4.2.3 Nova formacéo dos grupos

A partir da deteccdo do ovo de S. mansoni através do método de Kato-katz, os 40
individuos que foram positivos neste teste, foram selecionados para formar o grupo de estudo,
ou grupo positivo. Apenas um individuo foi excluido do estudo, devido ao fato de ter se
mudado da localidade. Dessa forma, 39 individuos formaram o grupo Schistosoma mansoni +
. Para formag&o do grupo negativo, ou grupo controle, foram selecionados aleatoriamente 52
individuos que tiveram resultados negativos nos testes do Kato-katz e ELISA. Totalizou-se,
dessa forma, uma populacéo de 91 individuos.

4.2.4 Método de Lutz

Nos 91 pacientes participantes da pesquisa, foi realizada uma busca por outros
parasitos nas fezes, utilizando-se o método de Lutz. Desses, 18 individuos foram encontrados

um ou mais parasitos. Dos 39 individuos positivos para S. mansoni, em 14 foram encontrados

48



outros tipos de parasito. Dos 52 individuos do grupo negativo, em apenas 04 foram

encontrados outros parasitos intestinais (Figura 14).

60

50

40

30 ® Outros Parasitas -

m Qutros Parasitas +

20

) .
0 I

5. mansoni+ 5. mansoni-

Figura 14: Resultado da pesquisa por outros parasitos através do método de Lutz nos grupos

estudados

Foram detectados 06 individuos com Ascaris lumbricoides, 03 com Ancylostomo
duodenalis, 02 com Entamoeba coli, 02 com Giardia lamblia, 03 com Enterobius
vermicularis, 03 com Entamoeba hystolytica, 04 com Trichuris trichiura, 01 com larva de

Strongyloides (Figura 15).
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Figura 15: NUmero de parasitos encontrados pelo método de Hoffman, nos individuos do

estudo
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4.3 Resposta a alérgenos ambientais

4.3.1 Prick test

Nos 91 individuos participantes do estudo, foi avaliada a resposta a alérgenos
ambientais através do Prick test. O individuo que reagisse a um determinado antigeno foi
considerado alérgico ao mesmo. Apenas 07 (17,9%) individuos do grupo positivo reagiram a
um ou mais dos alérgenos testados; enquanto 20 (38,5%) dos individuos do grupo negativo
foram reagentes (Figura 16).

120,00%

100,00% 4 ——

80,00% +——— L

61,50%

60,00% - 82,10% — E— N3o Alergia

m Alergia
40,00% ——

20,00% +———

0(00% il -

S. mansoni + S.mansoni-

Figura 16: Numero de individuos alérgicos segundo os grupos do estudo

A partir dos resultados do Prick test, em cada grupo, positivo e negativo, foi
realizada uma nova divisdo entre alérgicos e nao alérgicos. Dessa forma, formaram-se quatro

grupos:
e Schistosoma mansoni + Alergia + (Sm(+)PT(+)): 7 individuos;
e Schistosoma mansoni + Alergia — (Sm(+)PT(-)): 32 individuos;
e Schistosoma mansoni — Alergia + (Sm(-)PT(+)): 20 individuos;

e Schistosoma mansoni — Alergia — (Sm(-)PT(-)): 32 individuos.
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4.4 Resposta imunolodgica
4.4.1 Dosagem de IgE

Nos quatro grupos estudados, as médias de valores de IgE foram: 435,8Ul/ml para
SM(+)PT(+); 363,6Ul/ml para Sm(+)PT(-); 388,2Ul/ml para Sm(-)PT(+); e 226,4Ul/ml para
Sm(-)PT(-). De acordo com teste ANOVA, a diferenca entre os quatros grupos foi
significativa (P<0,0001). Quando cruzamos os dados em pares, encontramos, segundo o teste
Tukey, diferencas significativas (P<0,05) entre Sm(+)PT(+) e Sm(-)PT(-); entre (P<0,01)
SM(+)PT(-) e Sm(-)PT(-); e entre (P<0,01) Sm(-)PT(+) e Sm(-)PT(-). (Figura 17).

Imunoglobulina E (IgE)
500+

450+ $ V@V
400 \A M
350+ .
300
250+

v

E
= 2004 v Média
150+ A vLv  +DP
100+ Ap \AvA%
507 a8 \ A/
0

Sm+PT+ Sm+PT- Sm-PT+ Sm-PT-
Sm = Schistosoma mansoni
PT = Prick Test . P <0.01 .

LP<0.01,
L P <0.05 |

Figura 17: Média de valores da IgE dos quatro grupos estudados

4.4.2 Contagem de eosindfilos

Nos quatro grupos estudados, as médias de valores da contagem de eosinofilos
foram: 23540 células/ml para Sm(+)PT(+); 21075 células/ml para Sm(+)PT(-); 519 células/ml
para Sm(-)PT(+); e 244 células/ml para Sm(-)PT(-). De acordo com teste ANOVA, a

diferenca entre os quatros grupos foi significativa (P<0,0001). Quando cruzamos os dados em
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pares, encontramos, segundo o teste Tukey, diferencas significativas entre (P<0,001)
Sm(+)PT(+) e Sm(-)PT(+); entre (P<0,001) Sm(+)PT(+) e Sm(-)PT(-); entre (P<0,001)
SM(+)PT(-) e Sm(-)PT(+); e entre (P<0,001) Sm(+)PT(-) e Sm(-)PT(-). (Figura 18).
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Figura 18: Média de valores da contagem de eosindfilos dos quatro grupos estudados
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4.4.3 Contagem das sub-populagdes linfocitarias

Nos quatro grupos estudados, as médias de valores da contagem de linfocitos
foram: 6986 células/ml para Sm(+)PT(+); 8003 células/ml para Sm(+)PT(-); 7295 células/ml
para Sm(-)PT(+); e 6453 células/ml para Sm(-)PT(-). De acordo com teste ANOVA, a
diferenga entre os quatros grupos foi significativa (P<0,05). Quando cruzamos os dados em
pares, encontramos, segundo o teste Tukey, diferengas significativas apenas entre (P<0,05)
Sm(+)PT(-) e Sm(-)PT(-). (Figura 19)

Linfécitos
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Figura 19: Média de valores da contagem de linfdcitos dos quatro grupos estudados

Nos quatro grupos estudados, as médias de valores da contagem das células CD19
foram : 140 células/ml para Sm(+)PT(+); 156 células/ml para Sm(+)PT(-); 167 células/ml
para Sm(-)PT(+); e 145 células/ml para Sm(-)PT(-). De acordo com teste ANOVA, a
diferenca entre os quatros grupos nao foi significativa (P>0,05). Quando cruzamos os dados

em pares, também ndo encontramos significancia. (Figura 20)
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Figura 20: Média de valores da contagem de células CD19 dos quatro grupos estudados

Nos quatro grupos estudados, as médias de valores da contagem das células CD56
foram : 429 células/ml para Sm(+)PT(+); 451 células/ml para Sm(+)PT(-); 366 células/ml
para Sm(-)PT(+); e 400 células/ml para Sm(-)PT(-). De acordo com teste ANOVA, a
diferenca entre os quatros grupos nao foi significativa (P>0,05). Quando cruzamos os dados
em pares, também ndo encontramos significancia. (Figura 21)
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Figura 21: Média de valores da contagem de células CD56 dos quatro grupos estudados
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Nos quatro grupos estudados, as médias de valores da contagem das celulas
CD3+CD4+ foram : 875 células/ml para Sm(+)PT(+); 970 células/ml para Sm(+)PT(-); 756
células/ml para Sm(-)PT(+); e 726 células/ml para Sm(-)PT(-). De acordo com teste
ANOVA, a diferenca entre os quatros grupos foi significativa (P<0,05). Quando cruzamos os

dados em pares, encontramos diferenca significativa entre (P<0,05) Sm(+)PT(-) e Sm(-)PT(-).
(Figura 22).
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Figura 22: Média de valores da contagem de células CD3+CD4+ dos quatro grupos estudados

Nos quatro grupos estudados, as médias de valores da contagem das células
CD3+CD8+ foram: 485 células/ml para Sm(+)PT(+); 590 células/ml para Sm(+)PT(-); 479
células/ml para Sm(-)PT(+); e 418 células/ml para Sm(-)PT(-). De acordo com teste
ANOVA, a diferenca entre os quatros grupos foi significativa (P<0,05). Quando cruzamos os
dados em pares, também encontramos diferenca significativa entre (P<0,05) Sm(+)PT(-) e
Sm(-)PT(-). (Figura 23).
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Figura 23: Média de valores da contagem de células CD3+CD8+ dos quatro grupos estudados

Nos quatro grupos estudados, as médias de valores da contagem das células
CD3+CD4+CD8+ foram : 6 células/ml para Sm(+)PT(+); 7 células/ml para Sm(+)PT(-); 8
células/ml para Sm(-)PT(+); e 10 células/ml para Sm(-)PT(-). De acordo com teste ANOVA,
a diferenca entre os quatros grupos ndo foi significativa (P>0,05). Quando cruzamos os dados

em pares, também ndo encontramos significancia. (Figura 24)
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Figura 24: Média de valores da contagem de células CD3+CD4+CD8+ dos quatro grupos
estudados
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Nos quatro grupos estudados, as médias de valores da contagem das células CD3+
foram : 138 células/ml para Sm(+)PT(+); 130 células/ml para Sm(+)PT(-); 178 células/ml
para Sm(-)PT(+); e 130 células/ml para Sm(-)PT(-). De acordo com teste ANOVA, a
diferenga entre os quatros grupos nédo foi significativa (P>0,05). Quando cruzamos os dados

em pares, também ndo encontramos significancia. (Figura 25)
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Figura 25: Média de valores da contagem de células somente CD3+ dos quatro grupos
estudados

4.5 Alergia x fatores socio ambientais

Buscamos correlacionar presenca/auséncia de alergia, determinada por
reatividade ao Prick test, a alguns dos fatores socio-ambientais avaliados no questionario
(Apéndice B). Utilizamos para essa analise os dados dos 27 individuos reativos no Prick test.

Ao realizarmos 0 cruzamento entre as faixas etarias e presenca de alergia,
observamos que 04 (14,8%) reativos tinham de 2 a 6 anos; 03 (11,1%) de 7 a 9 anos; 04
(14,8%) de 10 a 14 anos; 07 (25,9%) de 15 a 25 anos , 06 (22,2%) de 26 a 46 anos e 03
(11,1%) tinham idade igual ou superior a 47 anos (Figura 26).

Avaliando estatisticamente o0s dados idade x alergia podemos concluir que a
idade influenciou o teste cutdneo para alergia, observando-se uma relagdo inversa, quanto

menor a idade, mais chances o individuo tem de ser alérgico (P=0,008).
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Figura 26: Porcentagem dos participantes de acordo com faixa etaria - Planalto do Cajueiro —
Maranguape-CE.

Quanto a escolaridade, 16 (17,6%) individuos possuiam ensino médio completo,
01(1,1%) ensino médio incompleto, 06 (6,6%) ensino fundamental completo, 55 (60,4%)
ensino fundamental incompleto e 13 individuos ndo tinham estudo. A faixa etaria maior de 2 a

6 anos foi incluida na populacéo sem estudo.

Ao realizarmos o cruzamento entre escolaridade e alergia, observamos 08 (29,6%)
individuos positivos possuiam o ensino médio completo, 01 (3,7%), ensino fundamental
completo, enquanto 13 (48,1%) possuiam o ensino fundamental incompleto e 05 (18,5%) néo

tinham estudo (Figura 27).
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Figura 27: Porcentagem dos participantes reativos no Prick- Test, segundo o grau de
escolaridade - Planalto do Cajueiro — Maranguape-CE.
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Referente as condigdes sanitérias, a &gua encanada estava presente na residéncia
de 81 (89,9%) individuos. Ao correlacionarmos estes dados com o numero de individuos
alérgicos, observamos que 24 (88,8%) dos reativos no Prick Test, possuiam &gua encanada
em suas residéncias. E quanto ao perfil de utilizacdo da agua, 14 (51,8%) moradores
afirmaram ndo terem contato com 0s cOrregos que atravessam a comunidade, enquanto 13

(48,2%) afirmaram que utilizam a agua para o lazer, banho e realizacdo de tarefas domésticas.

Nos individuos avaliados, verificamos que os dados epidemioldgicos: presenca de
agua encanada e uso da &gua do rio, ndo tiveram nenhuma influéncia no resultado do teste
cutaneo (P>0,05).
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5 DISCUSSAO

Uma associagdo inversa entre infecgdes cronicas por helmintos e doencas
alérgicas em areas tropicais tem sido demonstrada (MAIZELS, 2005). As infeccoes
helminticas sdo um dos fatores ambientais que possivelmente promovem um equilibrio do
sistema imune, diminuindo o risco para as doencas alérgicas (LEONARDI-BEE et al., 2006).
No entanto, em &reas onde as infec¢des helminticas ocorrem somente esporadicamente ou sdo
mais de natureza transitoria os disturbios atopicos parecem ser potencializados (OBIHARA et
al.,2006).

Nas Gltimas décadas, o desenvolvimento dos paises e 0 processo de urbanizagédo
tém ocasionado mudancas nos padrdes de higiene e nos estilos de vida das populagdes. Diante
disso, algumas regides do Brasil sdo foco em estudos cientificos por se tratarem de locais que
podem dispor de fatores de protecdo para doencas alérgicas (NALEWAY, 2004).

Nos ultimos anos, houve uma mudanca no perfil da esquistossomose em algumas
regides do Brasil devido a implementacdo de intervengdes de controle, desde 1976. Estas
medidas de controle tiveram um impacto incontestavel sobre prevaléncia, intensidade de
infeccdo e morbidade. Todavia, no Estado do Ceara ainda ocorre a persisténcia da transmissao
e quadros de infeccBes leves, em sua grande maioria. A infeccdo por S. mansoni é considerada
leve quando o hospedeiro elimina menos que 100 ovos do parasito por grama de fezes
(CARNEIRO, 2011).

A estratégia metodologica mundial atualmente aplicada para o diagnostico da
esquistossomose mansoni, utilizando o método de Kato-Katz com uma amostra e uma lamina,
para determinar a taxa da infestacdo ndo possui a alta sensibilidade para o diagndstico, por
conseqiiéncia, os valores de prevaléncia da esquistossomose, em area de baixa endemicidade,
ficam subestimados. No entanto, a sensibilidade dos testes parasitolgicos pode ser melhorada
através do aumento da quantidade de material fecal e / ou do nimero de ldminas examinadas.
Em estudo realizado em Zhuxi, na China, a proporcao de positivos pelo Kato-Katz, aumentou
de 47% utilizando uma Unica amostra de fezes, para 68% apds analise de sete amostras (YU et
al., 1998).

No Cear4, na localidade de Planalto do Cajueiro, area de baixa endemicidade para
esquistossomose, resultados do estudo de Pinheiro, 2010, mostraram que a prevaléncia dessa
doenca era de 8,75%, pelo método de Kato-Katz.Nosso estudo foi realizado nessa mesma
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localidade e realizamos o0 método de Kato-Katz, com a leitura de trés laminas por amostra, e
podemos observar que 40 (16%) das 250 amostras foram positivas para S. mansoni.

E importante destacar que os métodos de diagndsticos coproscopicos e
soroldgicos sdao complementares (ZHOU et al., 2007). A técnica imunologica indicada para o
diagnostico em massa da esquistossomose € a técnica de ELISA. Este ensaio cumpre 0s
requisitos de baixo custo, reprodutibilidade, objetividade, resultados répidos e automacéo
(NOYA et al., 2006). Diante disso, realizamos a técnica de Ig-G ELISA, buscando garantir a
real negatividade dos individuos que iriam compor o grupo negativo, excluindo-se a
possibilidade de esses apresentarem resposta imunoldgica aos testes imuno-alérgicos
realizados, devido a infeccdo por esquistossomose, anteriormente. Dos 250 individuos
analisados, 132 (53,8%) ndo foram reativos ao teste de ELISA, dos quais 52 foram

selecionados aleatoriamente e compuseram 0 grupo negativo.

Em busca de detec¢do de outros parasitos, além do S. mansoni, visando analise de
reatividade cruzada, ou interferéncia de outros parasitos, detectamos pelo método de Lutz que
nos 39 individuos positivos para S. mansoni, em 14 apresentavam algum outro tipo de
parasito. Dos 52 individuos do grupo negativo, em apenas 04 foram encontrados outros
parasitos intestinais. O parasito com maior prevaléncia foi Ascaris lumbricoides, detectado em
06 individuos. Porém esses dados de co-infeccdo ndo foram considerados, uma vez que

foram, em nimero, poucos parasitos foram detectados e com grande variedade de espécies.

Os individuos analisados no nosso estudo apresentaram uma baixa positividade no
exame parasitolégico de fezes, o que difere dos resultados de trabalhos de Scrivener et al.
(2001), realizados em duas localidades na Etiopia, que observaram uma alta positividade,
especialmente para helmintos, em regides com saneamento basico deficiente,semelhante a
localidade por nds trabalhada, onde se encontrou Ascaris lumbricoides em cerca de 40% das
amostras analisadas. Da mesma forma ja foi demonstrado que a ascaridiase é uma das
infeccdes helminticas mais prevalentes no Brasil (PEREIRA et al., 1995). Vale ressaltar que,
alguns estudos sugerem que a infec¢do por A. lumbricoides tenha ndo um papel protetor para
alergia, mas, ao contrario, contribua para a inflamacéao das vias respiratérias e agravamento da
asma, através da migracdo das larvas (COOPER, 2009) ou talvez pelas evidéncias de que este

helminto ndo promove o aumento dos niveis de IL-10 (PONTE et al., 2006).

A baixa positividade no parasitoldgico de fezes observada em nosso trabalho

talvez seja reflexo do tratamento antiparasitario fornecido a esta populacdo e/ou a baixa
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sensibilidade do teste realizado (NEVES et al., 2005). Porém, o espectro parasitario e a
prevaléncia variam em diferentes regides, de acordo com as diferencas climaticas, sécio-

econdmicas, educacionais e sanitarias de cada area (CARVALHO, 2002).

Para analisarmos a influéncia da presenca de infec¢do pelo Schistosoma mansoni
na resposta alérgica, avaliamos a resposta dos individuos a alérgenos ambientais através do
Prick test, sendo os individuos que reagissem a um, ou mais, antigeno, considerados alérgicos.
De acordo com dados da literatura de trabalhos similares realizados em regido de alta
endemicidade para esquistossomose, esperadvamos que os individuos com a parasitose fossem
menos reativos ao teste alérgico, e isso realmente aconteceu, pois apenas 07 (17,9%)
individuos do grupo positivo (com esquistossomose) reagiram a um ou mais dos alérgenos
testados, enquanto 20 (38,5%) dos individuos do grupo negativo (sem esquistossomose)

apresentaram reagéo.

Nossos resultados mostraram que os individuos infectados pelo S. mansoni
tiveram menores taxas de prevaléncia de reatividade no teste alérgico, o que sugere que essa
helmintose pode exercer um efeito protetor no desenvolvimento das doencas alérgicas.
Resultado semelhante também foi observado por Catapani et al. (1997), ao estudar doencas
alérgicas em uma area endémica para esquistossomose no Brasil. Estes autores verificaram

que a prevaléncia da asma foi menor nos individuos infectados.

A partir dos resultados obtidos no Prick test, em cada grupo, positivo e negativo,
fizemos nova diviséo entre alérgicos e ndo alérgicos, formando quatro grupos, de acordo com
item 4.2.1 da metodologia. Nesses, devido o importante papel da IgE tanto nas respostas
alérgicas quanto nas infeccdes por helmintos, realizamos a dosagem soroldgica da IgE total, e
observamos que as médias de valores de IgE nos novos grupos foram: 435,8Ul/ml para
Sm(+)PT(+); 363,6Ul/ml para Sm(+)PT(-); 388,2Ul/ml para Sm(-)PT(+); e 226,4Ul/ml para
Sm(-)PT(-). Usando os testes estatisticos ANOVA e Tukey, ao cruzarmos os dados em pares,
diferenca estatisticamente significativa foi encontrada entre: Sm(+)PT(+) e Sm(-)PT(-),
(P<0,05); Sm(+)PT(-) e Sm(-)PT(-), (P<0,01) e Sm(-)PT(+) e Sm(-)PT(-), (P<0,01) , ou seja,
a dosagem de IgE nos individuos com esquistossomose e/ou reatividade no Prick test, como
era de se esperar, foi maior do que naqueles sem parasito e sem reatividade no Prick test.
Esses dados corroboram com o estudo de Cooper et al. (2003), onde foi demonstrado a
inibicdo da reatividade cuténea para aeroalérgenos, em individuos com infeccdo helmintica

esteva associada a producdo aumentada de IgE total. E também com os dados de Moraes et al.
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(2001), onde o nivel sérico de IgE total foi maior no grupo de atdpicos do que nos ndo
atépicos.Mas difere dos dados de Soto-Quiros et al. (1998), que mostraram que a diferenca
na concentracdo de IgE total encontrada entre os grupos analisados se devia principalmente
aos fendmenos alérgicos e ndo com a presenca de parasitoses.

Observamos diferencas na concentragdo de IgE total entre individuos do sexo
masculino e feminino, onde a média de concentracdo foi de 365,86Ul/ml nos homens e de
263,40Ul/ml nas mulheres, embora Nyan et al. (2001), tenha relatado uma maior

concentracdo de IgE total em mulheres.

O efeito da infeccdo pelo S. mansoni na modulacéo da resposta alérgica tem sido
demonstrado por estudos realizados no Brasil (MEDEIROS et al., 2004) e na Africa (Van
Den BIGGELAAR et al., 2000). Além da producdo aumentada de IgE inespecifica em
individuos infectados,um dos mecanismos fisiopatol6gicos mais aceitos para explicar como as
infeccdes helminticas inibem a alergia envolve a inducdo de mecanismos regulatorios capazes
de limitar as atividades imunes Thl e Th2 exacerbadas, 0 que evitaria 0 surgimento nao
apenas das doencas alérgicas, mas também das doencas auto-imunes (FRANCIS et al.,2003).
Esta regulacdo envolveria mecanismos regulatorios mediados por células e por citocinas com
acao imunossupressora, como a interleucina 10 (IL-10), presentes em infeccdes cronicas
(PONTE et al., 2007).

O eosindfilo desempenha um papel central na patogenia das doencas alérgicas é
conhecido como potente célula efetora citotoxica. Sdo glébulos brancos que tém o poder de
destruicdo de parasitas e tecidos, sendo, no entanto, susceptivel de causar doenca. Sua fungéo
primaria parece ser a defesa contra organismos que sdo muito grandes para serem fagocitados,
particularmente, helmintos (BEHM; OVINGTON, 2000). A sua funcdo € estimulada por
mediadores lipidicos e citocinas libertadas por outras células (LOPES et al., 2006).

Em relagdo a quantidade de eosindfilos obtida pelo hemograma, ao cruzarmos os
dados dos grupos, no teste Tukey, diferengas significativas foram encontradas entre:
SM(+)PT(+) e Sm(-)PT(+), Sm(+)PT(+) e Sm(-)PT(-) ; Sm(+)PT(-) e Sm(-)PT(+) e entre
SM(+)PT(-) e Sm(-)PT(-), (P<0,001). Com isso podemos verificar que em nosso estudo, 0
numero de eosinofilos foi maior no grupo de individuos com a presenca do parasito, nao
apresentando associacdo entre 0 aumento do namero de eosinofilos, e a reatividade ou ndo ao
teste alérgico.

E bastante conhecido que a eosinofilia sanguinea esta presente, principalmente,

em pacientes com parasitoses e/ou alergias. Os eosinofilos sdo capazes de agir contra
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helmintos liberando agentes microbicidas no mecanismo conhecido como ADCC
(citotoxicidade celular dependente de anticorpos) envolvendo os anticorpos da classe IgE. Sdo
uma das principais células que participam ativamente da defesa contra S. mansoni. No nosso
estudo, em relacdo a contagem de eosindfilos, observamos que existiu uma diferenca
significativa no namero de células contadas entre os grupos Sm(+)PT(-) (21075 células/ml) e
Sm(-)PT(+) (519 células/ml). Possivelmente, essa diferenca se observa devido ao
envolvimento destas células nos mecanismos efetores de imunidade anti-Schistosoma, o que
exige o recrutamento de um maior nimero de células para que o parasito possa ser
completamente envolvido, que é um mecanismo essencial na reposta citotdxica ao S. mansoni.

Os eosindfilos sdo células pré-inflamatérias associadas com as doencas alérgicas e
infeccbes parasitarias (THORNE&MAZZA, 1991). Acredita-se que o0s eosindfilos
desempenham um importante papel de protecdo na resposta imune a infeccdo pelo
Schistosoma mansoni (BUTTERWORTH et al., 1979). Tal hipdtese é baseada principalmente
nas evidéncias histopatoldgicas da presenca de elevado nimero de eosinéfilos ao redor do
verme, em amostras de bidpsia (COX, 1998) e também pelo fato de in vitro os eosinofilos
mediarem a destruicdo de esquistossdbmulos, na presenca de anticorpos e / ou do sistema
complemento (DAVID et al., 1980).

Em busca de tracar um perfil de resposta imunolégica dos individuos estudados,
realizamos, por citometria de fluxo, a contagem de algumas das sub-populac¢des linfocitarias.
Pudemos observar que houve diferenca estatisticamente significativa apenas entre linfocitos
CD3+CDA4+ (células T helper) e linfocitos CD3+CD8+ (células T citotdxicas) dos grupos Sm
(+) PT (-) e Sm (-) PT (-).

O fato de os niveis de linfécitos CD4+ terem sido significativamente maiores,
quando se compara 0s grupos Sm(+)PT(-) e o grupo negativo, pode ser devido hd um ja
reconhecido aumento dos niveis de IgE, em infec¢bes helminticas, e como a sintese de IgE é
dependente da ativagdo de células T auxiliares CD4+ do subgrupo Th2, justifica-se 0 aumento
na contagem das células CD4+.

Pacientes em fase cronica da esquistossomose apresentam uma elevagdo dos
niveis de linfécitos T citotoxicos (CD4+CD8+), indicando uma diferenca da ativacdo das
subpopulacdes das células T nas diferentes fases da doenca (MARTINS-FILHO et al., 1999),
0 que poderia justificar a diferenca significativa (P<0,05) encontrada quando se comparam 0s

grupos com (Sm(+)PT(-)) e sem esquistossomose (Sm(-)PT(-)).
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As células NK CD56+ contribuem para a imunidade aos parasitos, agindo, na
maioria das vezes por ADCC, resposta celular que envolve anticorpos da classe IgE, e resulta
em uma atividade citotoxica que pode matar diretamente os patdgenos pela liberacdo de
granulos toxicos (LORENZI et al., 2009). Diante disso, era de se esperar que tivesse havido
uma diferenca significativa entre os valores de células NK CD56+ em individuos com e sem
esquistossomose, tendo em vista a participacdo desta célula na resposta imune nesta doenca.
Entretanto, ndo houve diferenca significativa na analise estatistica realizada (P>0,05) nos
grupos estudados.

No que diz respeito aos niveis de linfocitos B (CD19+), ndo foram observadas
diferencas significativas nos grupos em estudo, ou seja, a presengca ou auséncia de
esquistossomose e/ou reatividade ao teste alérgico ndo causou variacao na quantificacdo dessa
sub-populacéo linfocitaria. Entendendo que a ativacdo do linfécito B leva a diferenciacéo de
plasmocitos em anticorpos, esperava-se que a significancia das diferencas fosse semelhante as
encontradas quando realizada a anélise dos resultados desta imunoglobulina.

A relacdo entre caracteristicas socioeconémicas e doencas alérgicas também tem
sido amplamente discutida, devido a hipdtese de que o aumento na prevaléncia dessas
doengas seria consequéncia de melhores condicGes de vida e, por conseguinte, menor
exposicdo a doengas infecciosas. Neste estudo, tendo alergia como parametro, buscamos
encontrar alguma correlacdo entre a presenca/auséncia de alergia, por reatividade ao Prick
Teste, e alguns dos fatores socio-ambientais avaliados no questionario socio-econdmico

aplicado.

Utilizamos os dados dos 27 individuos reativos no Prick Test para essa analise e
verificamos que apenas a idade se mostrou relevante dentre os fatores analisados, observando-
se uma relagéo inversa, isto €, quanto menor a idade, mais chances o individuo tem de ser
alérgico. Uma possivel causa para isto, pode ser o fato de que quanto menor a idade do
individuo, menor a probabilidade de ter tido alguma parasitose, e assim, ocorre maior
desenvolvimento de alergia. De acordo com a da hipoOtese da higiene, as politicas de
vacinacdo e de saneamento basico implantadas nas ultimas décadas em paises desenvolvidos
previnem doencas infecciosas na infancia, o que impede o equilibrio imunologico, explicando

0 aumento da prevaléncia de doencas alérgicas.

O estudo de Prescott et al. (1999), mostra que, entre os fatores ambientais que
podem influenciar o surgimento de doengas alérgicas, estdo as infecgdes na infancia. Em

recém nascidos, a populagéo de linfocitos T do corddao umbilical tem atividade imunologica
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predominantemente Th2, semelhante ao que ocorre em individuos alérgicos. E possivel supor
que haja uma predisposicao natural para o desenvolvimento de doencas alérgicas na infancia e
que as doencas infecciosas adquiridas nesta faixa etaria contribuam para o desenvolvimento

de um equilibrio da atividade imunoldgica.

Evidéncias de um efeito protetor, relacionado a auséncia de banheiro e de agua
canalizada nas casas, também tém sido documentadas por estudos que avaliaram fatores de
risco para a atopia em comunidades rurais do Equador (COOPER et al., 2003) e do Vietnam
(FLOHR et al., 2006). Porém estes dados diferem dos obtidos por nds, pois ndo encontramos
nenhuma relacdo entre esses fatores e alergia, talvez devido ao pequeno nimero amostral,

e/ou por se tratar de area de baixa endemicidade para esquistossomose.

O sexo masculino foi um fator individual que esteve associado com maior risco
para alergia, uma vez que 35,0% dos homens apresentou alergia, enquanto apenas 24,5% das
mulheres apresentou, estando de acordo com os resultados descritos por Casagrande et al.
(2008). A relacdo entre sexo e o risco para alergia ainda ndo esta muito clara, mas sugeri-se
que fatores associados aos tipos hormonais e as exposi¢cbes ambientais especificas de cada
sexo, sejam algumas das explicacBes plausiveis para essa relacdo (ALMQVIST et al., 2007).

Atualmente, diversas doencas alérgicas e auto-imunes tem sido
experimentalmente tratadas com antigenos parasitarios. No entanto, deve- se salientar que a
imunoterapia utilizando helmintos nem sempre ird controlar/reduzir a incidéncia ou gravidade
das condicBes auto-imunes ou alérgicas. Ha relatos epidemiol6gicos e experimentais que
mostram que os helmintos podem agravar essas doencas (ERB et al., 2009). Além da
habilidade dos helmintos de polarizacdo para resposta Th2, alérgenos contidos nesses vermes
podem explicar parcialmente os mecanismos de exacerbacdo (ACEVEDO et al., 2009).
Assim, a sele¢do cuidadosa do helminto a ser utilizado e sua doenga-alvo é essencial. Novos
estudos sobre os mecanismos envolvidos na relagdo parasito-alergia mesmo em situacdes de
baixa carga parasitaria e estudos sobre a evolugcdo da doenga parasitaria e alérgica sao

necessarios para futuras possibilidades de tratamento em seres humanos.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

1. A presenga da infeccdo pelo S. mansoni se mostrou um fator protetor para o
desenvolvimento da alergia nos individuos da area de baixa endemicidade em estudo, os quais

possuem baixa carga parasitaria.

2. O aumento da concentracdo de IgE esta diretamente relacionado com doencgas parasitarias
e alérgicas. Entretanto, ndo € possivel distinguir as duas enfermidades apenas pelo valor de

Sua concentra(;éo.

3. E possivel distinguir a eosinofilia de pessoas infectadas pelo S. mansoni daquelas com

alergia, pela maior concentragdo de eosinofilos nos pacientes parasitados.
4. Pacientes parasitados pelo S. mansoni desenvolveram uma resposta imunoldgica que
induziu a um aumento do ndmero dos linfocitos CD3+CD4+ e linfocitos CD3+CD8+,

condicdo ndo observadas nos processos alérgicos.

5. O desenvolvimento de reacdes alérgicas foi inversamente proporcional a idade dos

individuos.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Eu, )
portador do RG , morador da rua

, estou sendo convidado a participar de um estudo denominado Avalia¢éo da
Resposta Imuno-Alérgica de Pacientes com Esquistossomose Mansénica em Regido de
Baixa Endemicidade no Estado do Ceard, cujos objetivos e justificativas sdo: Avaliar a
resposta alérgica em pacientes com esquistossomose numa regido de baixa endemicidade da
doenca no municipio de Maranguape no Estado do Ceard. A minha participacdo no referido
estudo sera no sentido de responder ao questionario, onde vou relatar, caso haja, meu histérico
de alergias e contato com Schistosoma mansoni . Em segundo plano, sera colhida uma
amostra de fezes para diagnostico parasitoldgico da esquistossomose, uma amostra de sangue
para a realizacdo dos testes soroldgicos para alergia e sera feito um teste cutaneo (Prick test)
para avaliar a minha resposta imunoldgica para diversos alérgenos. Fui alertado de que, da
pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios, tais como: tratamento para
esquistossomose caso seja confirmado a presenca de S. mansoni e descobrir alergias que por
mim ainda ndo eram conhecidas. Recebi, por outro lado, 0s esclarecimentos necessarios sobre
0s possiveis desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é uma
pesquisa, e os resultados positivos ou negativos somente serdo obtidos apds a sua realizagéo.
Assim, terei que colher uma amostra de sangue e realizar o teste cutaneo que pode causar um
certo desconforto na hora do teste, por uma sensagdo de ardéncia no brago, entretanto nao
durard muito tempo. Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu
nome ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, sera
mantido em sigilo. Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, ou se desejar sair da
pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho recebendo. Os pesquisadores
envolvidos com o referido projeto sdo: Dra. Sara Menezes de Oliveira, farmacéutica,
mestranda da Universidade Federal do Cearad que poderei manter contato pelos telefones (85)
8671.2170, (88)8812.2170 ou (85)3366.8242, e o Prof. Dr. José Ajax Nogueira Queiroz que
poderei manter contato pelo telefone (85)9904.3318, inclusive podendo ligar a cobrar. E
assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido o livre acesso a
todas as informacOes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias,
enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da minha participagdo. Enfim, tendo
sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a natureza e o
objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em participar, estando
totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econémico, a receber ou a pagar, por minha
participacdo. Caso ocorra algum dano decorrente da minha participacdo no estudo, serei
devidamente indenizado, recebendo o tratamento necessario sem nenhum custo para mim,
conforme determina a lei.
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Para informacg6es sobre 0s aspectos éticos da pesquisa entre em contato:
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo - Telefone: 3366.8338

Fortaleza, de de 2010

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa

Nome e assinatura de uma testemunha

Nome(s) e assinatura(s) do responsavel legal do sujeito da pesquisa

Nome(s) e assinatura(s) do(s) pesquisador(es) responsavel(responsaveis)
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APENDICE B

QUESTIONARIO

| - IDENTIFICACAO

1.

2.

7.

Nome

Localidade N°

Apelido

Nome da Mae

Data de Nascimento / /

Sexo
( ) Masculino () Feminino

Estado Civil

( ) Solteiro ( )Casado ( )Desquitado ( )Viuvo ( )Outro

8.

9.

Profissao:

Tempo de Residéncia no municipio:

Il - DADOS SOCIO-ECONOMICOS

10. Anos de Estudo:

11. Grau de escolaridade:

12. Renda familiar (em salarios minimos):

13. Domicilio:

Proprio( ) Alugado( ) Cedido() Outro()

14. N° de Pessoas:

15. N° de Comodos:

16. Paredes:

Alvenaria () Madeira ()

Pau-a-pique ( ) Mista( ) Mistasem Palha( ) Outra( )
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17. Cobertura:

Telha( ) Zinco( ) Palha() Mistac/Palha( ) Mistas/Palha( ) Outra( )

111 - DADOS EPIDEMIOLOGICOS
18. Possui fossa?
( )SIM () NAO
19. Possui cisterna no domicilio?
( )SIM () NAO
20. Caso possua, existe agua encanada p/ o domicilio?
( )SIM () NAO
21. Usa agua do rio?
( )SIM () NAO
22. Para que atividades?
23. Possui banheiro?
( )SIM () NAO
24. Faz uso?
( )SIM () NAO
25. Distancia da casa ao rio:
26. Faz uso de bebida alcoolica?
( )SIM () NAO
27. Sabe 0 que é esquistossomose?
( )SIM () NAO
28. Sabe como se pega?
( )SIM () NAO
29. Recebeu alguma informagéo sobre esquistossomose?

( )SIM () NAO
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IV — MANIFESTACOES CLINICAS:

30. Vocé tem ou ja teve tosse persistente que nao cedia ao tratamento?
( )SIM () NAO

31. Vocé ja teve episodio de chiado que causou falta de ar ou félego curto?
( )SIM () NAO

32. Vocé ja teve episodio de chiado que causou falta de ar ou félego curto nos ultimos 12
meses?

( )SIM () NAO

33. Algum tipo de coceira ou vermelhidao no corpo?
( )SIM () NAO

34. Vocé ja teve algum caso de alergia a alimentos?
()SIM ()NAO

Caso sim, qual foi o alimento?

Como se manifestou? ( ) Pele () Tosse/espirros

( )Outros, especificar:

Em quanto tempo houve a reacdo?

( ) Imediata ( ) Até umahora ( ) Até 1 dia ( ) Mais de 1 dia
35. Alguma alergia conhecida?

( )SIM () NAO

Qual?

36. Alguma vez no passado vocé teve problema com espirros, ou coriza (corrimento
nasal), ou obstrucao nasal quando néo estava resfriado?

()SIM ( )NAO

37. Alguma vez nos ultimos 12 meses vocé teve problema com espirros, ou coriza
(corrimento nasal), ou obstrucdo nasal quando néo estava resfriado?

( )SIM () NAO
38. Alguma vez na sua vida vocé teve mancha com coceira na pele (eczema), que aparecia

e desaparecia por pelo menos 6 meses?
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()SIM ( )NAO
39. Nos ultimos 12 meses vocé teve essas manchas na pele?
( )SIM () NAO

40. Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) afetaram algum dos seguintes
locais: dobras dos cotovelos, atras dos joelhos, na frente dos tornozelos, abaixo das
nadegas ou em volta do pescoco, orelhas ou olhos?

( )SIM () NAO
41. Na familia ha casos de bronquite, asma ou eczema?
()SIM ()NAO
Se sim, qual o grau de parentesco?
( ) avos paternos ( ) avos maternos () pai () mée
( ) tios paternos () tios maternos ( ) irmaos

( ) outros, especificar:

42. Alguma historia de reacdo anafilatica (choque ou broncoespasmo)?
( )SIM () NAO

43. Alguma vez passou mal quando colheu sangue?
( )SIM () NAO

44. J4 fez algum teste alérgico?
( )SIM () NAO

Caso sim, qual o resultado?
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