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RESUMO

No Brasil, estima-se que 2 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo S. mansoni.
O método Kato-Katz é indicado pelo Ministério da salude para o diagndstico da
esquistossomose mansoénica. Em locais de baixa endemicidade, ocorre subestimacéo
da prevaléncia real da doenca devido aos casos falso-negativos, isso se deve por
conta da baixa sensibilidade do método de Kato-Katz, que depende diretamente da
quantidade de fezes examinadas e do numero de ovos eliminados pelo portador.
Assim, surge a necessidade de novos métodos, como ensaio de imunoabsorcdo
enzimatica (ELISA), que detecta IgG4, o qual poderia ser empregado para
identificacao de infeccéo ativa. O objetivo do trabalho foi desenvolver um método de
deteccdo de IgG4 para antigenos de vermes adultos (SWAP) em individuos infectados
pelo S. mansoni em area endémica de Pernambuco. Um estudo de corte transversal
foi realizado em Porto de Galinhas, para validagdo do método de ELISA.
Camundongos infectados com S. mansoni foram submetidos a eutanasia para coleta
de vermes adultos. Por meio de sonicacdo, obtiveram-se os antigenos a partir de
vermes adultos machos (SWAP) para posterior padronizagdo e execucgao do teste.
Também foi realizada uma correlagéo entre os niveis de IgG4, a carga parasitaria,
sexo e idade nas amostras analisadas durante o estudo. A realizagdo do trabalho
permitiu a utilizacdo do método de ELISA para a deteccdo de anticorpos lgG4
especificos para a infeccdo pelo S. mansoni. No estudo, foi possivel diferenciar os
grupos apenas na leitura de 492nm, obtendo diferenca estatisticamente significativa
(p<0,0001) para o IgG4 anti-SWAP, sensibilidade de 57,58% e especificidade de
79,33%%, cujo grupo infectado com S. mansoni exibiu média de densidade Optica de
0,676 e desvio padréo (DPzx) de 0,731, enquanto os nao infectados apresentaram
média duas vezes menor. A leitura de 450nm ndo demonstrou diferenca significativa.
Assim, foi possivel obter um teste de ELISA aplicavel para o IgG4 anti-SWAP na leitura
de 492nm com capacidade de diferenciar individuos infectados pelo S. mansoni e ndo
infectados.

Palavras-chave: ELISA. Soroprevaléncia. Imunodiagndstico. Imunoglobulinas.
Esquistossomose mansonica.



SILVA, J. V. C. Specific lgG4 detection for antigens from adult worms of S.
mansoni for immunological diagnhosis in low endemic area. 2022. 56. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduacdao em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2022.

ABSTRACT

In Brazil, it is estimated that 2 million people are infected with S. mansoni. The Kato-
Katz method is recommended by the Ministry of Health for the diagnosis of
schistosomiasis mansoni. In places of low endemicity, there is an underestimation of
the real prevalence of the disease due to false-negative cases, this is due to the low
sensitivity of the Kato-Katz method, which directly depends on the amount of feces
examined and the number of eggs eliminated by the carrier. Thus, there is a need for
new methods, such as the enzyme immunosorbent assay (ELISA), which detects
IgG4, which could be used to identify active infection. The objective of this work was
to develop an IgG4 detection method for adult worm antigens (SWAP) in individuals
infected by S. mansoni in an endemic area of Pernambuco. A cross-sectional study
was carried out in Porto de Galinhas, to validate the ELISA method. Mice infected with
S. mansoni were euthanized to collect adult worms. By means of sonication, the
antigens were obtained from adult male worms (SWAP) for later standardization and
test execution. A correlation was also performed between IgG4 levels, parasite load,
sex and age in the samples analyzed during the study. This work allowed the use of
the ELISA method for the detection of specific IgG4 antibodies for S. mansoni infection.
In the study, it was possible to differentiate the groups only in the 492nm reading,
obtaining a statistically significant difference (p<0.0001) for 1gG4 anti-SWAP,
sensitivity of 57.58% and specificity of 79.33%%, whose infected group with S.
mansoni showed a mean optical density of 0.676 and a standard deviation (SDz+) of
0.731, while the non-infected showed a mean twice lower. The 450nm reading showed
no significant difference. Thus, it was possible to obtain an applicable ELISA test for
lgG4 anti-SWAP at 492nm reading capable of differentiating individuals infected by S.
mansoni and uninfected.

Key words: ELISA. Seroprevalence. Immunodiagnosis. Immunoglobulins.
Schistosomiasis mansoni.
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1 INTRODUGCAO

A esquistossomose € uma parasitose negligenciada, relacionada com areas
mais pobres, configurando um grave problema de saude publica. A doenca é
predominante em zonas tropicais, sendo causada, principalmente, pelos trematddeos
Schistosoma mansoni, S. haematobium e S. japonicum. As estimativas apontam que
a doenca afeta cerca de 200 milh6es de pessoas ao redor do mundo, e € endémica
em 78 paises (CARDOSO et al.,, 2012). Varios fatores estdo relacionados a
suscetibilidade a infeccdo, como genética, resposta imune, fatores comportamentais
ou localizacéo e calcula-se que cerca de 800 milhdes de pessoas estdo em risco de
infec¢éo (FIGUEIREDO et al., 2012).

No Brasil, estima-se que 2 milhbes de pessoas estejam infectadas. Destas,
80% estdo localizadas na regido Nordeste, predominando mais ao longo da costa
litordnea e no trajeto de bacias hidrograficas (KATZ, 2018). No ano de 2016,103 dos
185 municipios pernambucanos foram classificados como endémicos, com
predominancia na Zona da Mata Norte e Zona da Mata Sul, e na Regido Metropolitana
do Recife. Nessas regides, constataram-se localidades com até 5% de diagnéstico
sorolégico positivo, e no periodo de 2008 a 2014, foram registradas 473
hospitalizagbes pela doenca (DUBEUX et al., 2019). Vale ressaltar que em
Pernambuco ocorreram 1.398 Obitos por causa basica de esquistossomose, no
periodo de 2000 a 2007, e 1.238 dbitos entre 2008 a 2014, somando um total de 2.636
Obitos nesse intervalo de tempo, uma das maiores taxas do pais (OLIVEIRA et al.,
2019).

A patogenia da esquistossomose esta diretamente correlacionada com a
resposta imune, em especial, a inflamacdo granulomatosa cronica, considerada uma
reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia mediada por células T CD4+, com a
participacéo de outras células e citocinas produzidas por linfécitos Th2, contra os ovos
gue ficam presos nos pequenos vasos intra-portais do figado. A reacdo descontrolada
favorece o desenvolvimento da fibrose no figado. Na fase aguda da infeccéo,
evidencia-se uma resposta do tipo Th1l, representada pelo aumento da expresséao das
citocinas pro-inflamatoérias IL-1, IL-12, TNF e IFN-y, que estéo ligadas a reducgéo da
fibrose. Com a deposicdo dos ovos, ocorre uma mudanga na resposta imune, que se
direciona para uma intensa resposta Th2, marcada pela producao de niveis elevados

das IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e a sintese de IgE. Conforme a infec¢do avancga para um
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processo mais crénico, verifica-se uma imunomodulag&o da resposta Th2, conduzida
pela IL-10 e TGF-B, que induzem as células T reguladoras (Tregs), que regulam o
equilibrio das respostas Thl/Th2 (WILSON et al., 2007). A geracdo de
imunoglobulinas do tipo IgM especificas contra os antigenos dos esquistossémulos
também é iniciada na fase aguda da doenga, que no desfecho, predomina uma
resposta Thl, que sinaliza a troca de isotipo para a IgG (DEFRANCO; LOCKSLEY;
ROBERTSON, 2007).

Existe uma diversidade de métodos diagnosticos para deteccdo da
esquistossomose. Essas podem variar desde andlise microscépica até abordagens
moleculares mais elaboradas (CAIl et al., 2019). A recomendacdo do Ministério da
Saude para o diagnostico da esquistossomose mansonica é preferencialmente o
parasitologico de fezes pela técnica de Kato-Katz (BRASIL, 2014). Entretanto, em
areas onde a doenca é de pouca gravidade, com manifestacbes leves e pouco
especificas, e em casos com baixa carga parasitaria, a prevaléncia real da doenca
fica subestimada, quando se emprega somente esse método para diagnosticar a
esquistossomose. Isso se deve por conta da baixa sensibilidade do método de Kato
Katz, que depende diretamente da quantidade de fezes examinadas e do niumero de
ovos eliminados pelo portador (OLIVEIRA et al., 2003).

O método de PCR, apesar de sua eficacia, apresenta o custo elevado como
principal obstaculo em campanhas de rastreamento e como forma de diagnostico (CAl
et al., 2019). O ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), por possibilitar a
automacao, além de proporcionar ensaios quantitativos, mostra-se um método bem
adequado para aplicacdo em estudos populacionais. Entretanto, sua utilizacdo na
rotina laboratorial ainda € muito limitada, devido, sobretudo, a falta de reagentes
comerciais aplicaveis ao diagnostico da esquistossomose (OLIVEIRA et al., 2003).
Além disso, é indicado em casos de baixa carga parasitéria, ja que permite diferenciar
os individuos na fase aguda e crbénica da doenca (CAl et al., 2019).

A respeito da funcionalidade dos anticorpos frente a esquistossomose em
humanos, os isotipos IgG1, 1gG2 e IgE sdo capazes de induzir a destruicdo de
esquistossdmulos in vitro por meio da citotoxidade mediada por anticorpo, enquanto
IgM, 1gG2 e IgG4 n&o sao capazes de mediar essa destruigdo in vitro. A IgG4, em
especial, foi diretamente relacionada com a infec¢ao da esquistossomose, mostrando
gue o aumento da reatividade de 1gG4 frente a antigenos de ovos (SEA) e de vermes

adultos (SWAP), eleva o risco de infec¢do por este parasita, tornando os individuos
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mais suscetiveis, além disso, também foram verificados niveis mais elevados desse
anticorpo em grupo de individuos reinfectados, quando comparado aos n&o
reinfectados (MATOSO, 2012).

Evidenciou-se que o anticorpo IgG4 anti-SEA possui um poder de predi¢cdo da
infeccdo significativo, mas apesar disso, a capacidade preditiva deste biomarcador
reduz com o passar do tempo. Possivelmente, este fato relaciona-se com a carga
parasitaria. Quando a média de ovos por grama de fezes esta mais elevada, este
biomarcador teve um maior poder de predi¢cao da infeccdo, e o inverso é verdadeiro,
0 que indica uma correlagéo direta das reatividades dos anticorpos 1gG4 anti-SEA
(MATOSO, 2012). Em contrapartida, niveis elevados de 1gG4 anti-SWAP também
foram associados a uma alta carga parasitaria e com individuos mais expostos ao
parasita, demonstrando que também possui esse tipo de relacéo (FIGUEIREDO et al.,
2012).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

O trematddeo Schistosoma mansoni € o0 agente causador da endemia
parasitéria, esquistossomose mansoénica, considerada uma das principais doencas
tropicais em paises emergentes (BRASIL, 2014). Encontrada com frequéncia nas
Américas, Asia e Africa, possivelmente introduzida no Brasil através de escravos
africanos, nos tempos da coldnia portuguesa. Em 1851, a doenca foi descrita pela
primeira vez por Theodor Bilharz ap6s uma necropsia no Egito, sendo denominada de
Bilharziose, em referéncia ao médico alemao e, posteriormente, seria conhecida como
esquistossomose (MCMANUS et al., 2018).

No mundo, as estimativas apontam que aproximadamente 800 milhdes de
pessoas correm risco de adquirirem a infeccao e cerca de 250 milhdes de individuos
estdo infectados com alguma das espécies de Schistosoma, com cerca de 201,5
milhdes dessas pessoas residentes no continente africano (UTZINGER et al., 2009).
No Brasil, a manutencdo dessa parasitose deve-se, principalmente, pelo papel do
hospedeiro intermediario, os moluscos. Entre eles, destacam-se trés espécies
principais, a Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e B straminea. Devido a sua
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distribuicdo e eficiéncia de transmissdo, o B. glabrata é o mais evidenciado no Brasil
(MARCHIORI, 1999).

Considerada uma doenca tropical negligenciada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), tem sido um agravo constante nas zonas tropicais e subtropicais
(STEINMANN et al., 2006). A esquistossomose é endémica em 78 paises, com maior
prevaléncia nas regides de caracteristicas tropicais, como Africa, Asia e América
Latina. Ademais, as localidades onde populacfes possuem niveis mais altos de
desigualdade social e deficiéncias nos servicos de saude detém a doenca mais
predominantemente (KLOOS et al., 2008), sendo causada principalmente pelas
espécies Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni e Schistosoma
japonicum (MCMANUS et al., 2018), possuindo uma ampla distribuicdo global, como
pode ser observado na figura 1 (WEERAKOON et al., 2015).

-~

s 1 J
-~ -
7o

S. mansoni
B S. haematobium
B S japonicum
W S. mansoni e S. haematobium
B S ntercalatum
B S. mekongi

Figura 1: Distribuicdo global das principais espécies do género Schistosoma. Fonte:
adaptada de WEERAKOON et al., 2015.

A epidemiologia da esquistossomose possui caracteristicas peculiares, como
uma distribuicdo focal, uma vez que, mesmo dentro de uma &rea pequena, a
intensidade e prevaléncia da infeccdo podem possuir niveis distintos e variaveis. Esse
fato deve-se por questdes atreladas ao ciclo biolégico do parasita, interagdo humana
com hospedeiros intermediarios e o contato da populacdo com agua propicia para

infeccdo (MCMANUS et al., 2018). Outros fatores também s&o considerados
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importantes para entender as questdes epidemioldgicas do agravo, como saneamento
basico, acesso a agua potavel e atividades desenvolvidas pela populacédo, sejam elas
profissionais, domésticas ou de lazer, a exemplo da pesca, limpeza de loucas, nado
em lagos e rios, entre outros (GRIMES et al., 2014)

No Brasil, a esquistossomose é causada pelo Schistosoma mansoni e a doenca
é considerada endémica em 19 dos 27 estados brasileiros, sobretudo nos estados da
regido Nordeste (BRASIL, 2014). Estima-se que cerca de 2 milhdes de individuos
estejam infectados com S. mansoni e 42,9 milhdes de individuos estejam em elevado
risco de infeccéo e, destes, 80% vivem na regiao Nordeste, com uma prevaléncia bem
mais acentuada ao longo do litoral e do trajeto das bacias hidrogréaficas (DUBEUX et
al., 2019).

Apesar de ter ocorrido uma reducdo no namero de pacientes com formas
hepatoesplénicas graves e queda das taxas de mortalidade da esquistossomose,
apos a implementacdo de programas de controles, ainda se mantém endémica em
muitos estados (OMS, 2017). Até o momento, a letalidade é considerada baixa, porém,
ocorreram cerca de 508 6bitos por ano no pais, entre 2006 e 2015, fatos que indicam
deficiéncias nas ac¢des de controle da doenga no Brasil (SILVA DA PAZ et al., 2021).

Entre os anos de 1999 e 2018, foram registrados 12.251 6bitos relacionados a
esquistossomose no Brasil. Foi demonstrado que a maior taxa de mortalidade esta
concentrada entre os determinantes sociais, como homens com idade igual ou
superior a 60 anos, com raca parda e, na maior parte das vezes, com baixa
escolaridade (SILVA DA PAZ et al., 2021). Tal fato pode ser explicado a uma maior
exposicao ao S. mansoni, devido a atividade profissional e de lazer exercida por essa
parcela da populacdo, uma vez que grande parte atua nas areas de pesca e
agricultura (MARTINS FERREIRA E PESSOA TABOSA, 2007). Além disso, a maior
porcentagem dos Obitos registrados durante esse periodo sdo da regido nordeste,
principalmente em municipios da zona interiorana. Os estados de Alagoas, Sergipe e
Pernambuco foram responsaveis por aproximadamente metade das mortes
evidenciadas, configurando, assim, um grave problema de saude publica que ainda
persiste. Na figura 2, pode-se observar a distribuicdo espacial da mortalidade por
esquistossomose no Brasil, em trés periodos (SILVA DA PAZ et al., 2021).
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Figura 2: Distribuicdo espacial da mortalidade por esquistossomose no Brasil, em trés
periodos. (A) Distribuicdo espacial da taxa de mortalidade por esquistossomose. (B)
Taxa de mortalidade suavizada pelo método Bayesiano Empirico Local. Fonte:
Adaptada de SILVA DA PAZ et al., 2021.

Pernambuco representa um dos estados brasileiros com maior prevaléncia de
esquistossomose, sobretudo na Zona da Mata do estado, pois esta possui
caracteristicas favoraveis para o desenvolvimento do ciclo do parasita, com uma area
de solo fértil, com rios e poucas secas (GOMES et al., 2022). Com o tempo, o peffil
epidemioldgico da esquistossomose apresentou novas configuracdes no estado,
passando a ocorrer de forma aguda em surtos alocados na zona do litoral
pernambucano. Em 2015, o estado deteve uma positividade média de 3%, com cerca
de 180 O6bitos por ano, entre 2005 e 2014, representando assim uma taxa de
mortalidade cinco vezes maior que a do pais (BRITO et al., 2020).

Em 2016, a esquistossomose foi considerada endémica em 103 de 185
municipios do estado pernambucano, com maior constancia na Zona da Mata e na
Regido Metropolitana do Recife. No periodo de 2008 a 2014, foram constatadas no
estado 473 hospitalizacdes pela doenca, representando uma das maiores taxas de

internacdes e de mortalidade pela doenca no Brasil, nos periodos citados (DUBEUX
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et al., 2019). Um fato que merece destague no estado de Pernambuco, diz respeito
ao turismo de risco. Foi evidenciado que o éxodo de portadores de esquistossomose
para areas turisticas, urbanas ou rurais, em busca de trabalho, esta permitindo a
viabilizag&o do ciclo de transmissdo em outras localidades (BRITO et al., 2020).

Um exemplo claro é Porto de Galinhas, situada no municipio de Ipojuca, que
devido ao turismo, teve a orla reconfigurada, com uma nova sistematica de ocupacao
social. Assim, os hotéis e pousadas na area central fez com que 0s espacos
adjacentes fossem ocupados por pessoas em situacdo de vulnerabilidade social.
Essas areas mais periféricas possuem um déficit de infraestrutura e saneamento
basico, elevando o risco de infeccdo, uma vez que, individuos infectados comecaram
a residir em locais proximos a focos de hospedeiros intermediarios (GOMES et al.,
2022). Situagdo que piora nas estagdes chuvosas, devido a um escoamento de aguas
pluviais falho, onde os caramujos sé&o carreados para ruas e quintais, elevando ainda
mais o risco de infeccédo nessa populacéo. A figura 3 evidencia alguns locais onde os
novos criadouros se estabeleceram, colaborando para manutencdo dessa parasitose
no estado de Pernambuco (BARBOSA et al., 2015).

Brasil Pernambuco

Wi 1)—/“‘\.
\

Municipio Abundancia relativa de Biomphalaria

1 Goiana - Baixa
2 liha de tamaracé [
3 Igarassu E Médio
4 Paulista
5 Oinde .

ecife : "

Bi hal. labrat.

7 Jaboatao dos Guararapes @ Homphelaris glebrate
8 Cabo de Santo Agostinho O Biomphalaria straminea
9 Ipojuca #  Positivo para Schistosoma mansoni

10 Sirinhaém

11 Tamandaré

12 Barreiro

13 Sao Joseé de Coroa Grande

Figura 3: Mapa de criadouros e focos de esquistossomose no litoral de Pernambuco
e regido metropolitana do Recife resultante da expedicéo cientifica de setembro de
2008. Fonte: Adaptada de BARBOSA, et al., 2015.
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2.2 BIOLOGIA E CICLO EVOLUTIVO

O ser humano é o hospedeiro definitivo do S. mansoni e funciona como o
principal reservatoério natural da infeccdo. Em laboratério, o camundongo é utilizado e
considerado um 6timo hospedeiro em experimentos. Fazem parte do género
Schistosoma os platelmintos trematédeos, dioicos e que possuem varios estagios de
desenvolvimento, cada um deles com caracteristicas singulares (WILSON et al.,
2007). O ciclo evolutivo do helminto possui fase assexuada e sexuada de reproducéo,
sendo do tipo heteroxénico. No ser humano, hospedeiro definitivo, o S. mansoni evolui
para sua forma adulta, entdo o casal de vermes realiza a coOpula, ocorrendo a
fecundacgéo da fémea e oviposicdo (CARLOS DE SOUZA et al., 2011).

Os vermes adultos sdo macroscopicamente visiveis, 0 macho possui um corpo
achatado e recurvado dorso-ventralmente, mede cerca de 1 cm de comprimento, com
forma semelhante a uma folha e cor esbranquigada, possuindo o canal ginecéforo,
gue serve para albergar a fémea cilindrica. Essa, por sua vez, mede cerca de 1,2 a
1,6 cm de comprimento e um tegumento transldcido, o que permite a visualizacdo dos
produtos da degradacdo como a hemozoina, conferindo a ela, a nivel de microscopia
Otica, uma cor mais escura que a do macho. As fémeas fecundadas, geralmente junto
ao macho, migram contra a corrente sanguinea e iniciam a postura dos ovos na
submucosa dos vasos de menor calibre da parede intestinal quando chegam no
mesentério (GRYSEELS, 2012). O habitat desses vermes adultos séo as vénulas do
plexo hemorroidario superior e nas ramificagfes das veias mesentéricas, sobretudo
nas inferiores (WILSON et al., 2007).

No entanto, os vermes podem ser encontrados em outras localizagbes, como
pulmdes, baco, pancreas e bexiga. Outra caracteristica interessante € que possuem
importante longevidade, em geral, de trés a cinco anos, podendo chegar a 30 anos,
um ganho evolutivo muito importante, em que 0 verme necessita ter mecanismos de
evasdo para todas as formas de imunidade. Um individuo infectado pode chegar a
uma carga parasitaria de 2000 vermes; o fator carga parasitaria € muito importante
para analisar a intensidade da infeccdo, que tem repercussfes diretas na
epidemiologia e morbidade da doenca, assim como no diagnéstico (GRYSEELS,
2012). Os vermes adultos possuem o tegumento constituido por uma camada sincicial
de células anucleadas, sendo recoberto por uma citomembrana heptalamelar

espessa, que se renova constantemente e auxilia nos mecanismos de escape do
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sistema imune. O tubo digestivo se liga ao exterior unicamente através da boca e sua
excrecdo € realizada por células especializadas denominadas solendcitos, sua
nutricdo se baseia no consumo de células sanguineas, as hemacias e os produtos
gue nao sdo aproveitados sao eliminados pela boca (CARLOS DE SOUZA et al.,
2011).

Uma vez feita a postura dos ovos, podem ser lancados na corrente sanguinea
e outros chegam a luz intestinal. A quantidade de ovos eliminados ja foi atrelada a
idade do helminto, sendo mais acentuada nas fémeas de até dois anos, que podem
pbr até 400 ovos por dia (CARLOS DE SOUZA et al., 2011). Os ovos medem cerca
de 100 a 150 micrémetros de comprimento por 60 micrémetros de largura, com um
formato ovoide e sem presenca de opérculos, porém, uma caracteristica muito
importante para diferencia-lo de outras espécies € um espiculo lateral voltado para
trds. Num periodo entre seis a sete dias, os ovos se tornam maduros, contendo em
seu interior o miracidio formado, forma usualmente encontrada nas fezes. Da
submucosa 0s ovos chegam a luz intestinal, por meio de uma reacao inflamatéria que
ocorre nos tecidos (NEVES, 2016).

O tempo entre a postura dos ovos até atingirem a luz intestinal é de
aproximadamente 20 dias (CARLOS DE SOUZA et al., 2011). Assim, 0S ovoS Vvao
para o exterior junto ao bolo fecal ou podem ficar retidos nos tecidos, o que esta
relacionado com a patogénese da doenca Ao atingirem a agua, fatores como
temperatura (28° C), luminosidade intensa e niveis de oxigenacdo da agua sao
cruciais para que ocorra a eclosédo dos miracidios (WILSON et al., 2007). Os ovos do
S. mansoni sao sensiveis a agua salgada e a urina, o que impede a eclosédo dos
miracidios. Dessa forma, condicbes ambientais precarias ou desfavoraveis levam a
morte do miracidio, assim como a retencdo dos ovos nos tecidos do corpo humano
(CARLOS DE SOUZA et al., 2011).

Os miracidios, apresentam forma cilindrica e variam com um tamanho de
aproximadamente 180 microdmetros, apresentado células epidérmicas nas quais os
cilios se implantam. Apos serem liberados na agua, os cilios permitem seu movimento
em meio aquéatico e, devido as glandulas que possuem, penetram indistintamente em
moluscos vetores, ndo vetores e outros animais, como girinos. No entanto, o0s
miracidios sdo atraidos pelos moluscos através de algumas substancias (quimiotaxia)
gue se difundem pela agua, como a chamada miraxone, o0 que estimularia e atrairia

0s miracidios para esses hospedeiros (NEVES, 2016). Apenas os miracidios que
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penetrarem nas espécies suscetiveis de Biomphalaria se desenvolverdo. O tempo
total de penetracdo é de 10 a 15 minutos e a capacidade de infeccéo € de cerca de 8
horas apds a ecloséo e influenciada, sobretudo, pela temperatura. Uma vez no
hospedeiro intermediario, o miracidio perde seus cilios e transforma-se em
esporocisto primario, esse passa por um processo de poliembrionia dando origem a
esporocistos secundarios, que irdo migrar até as glandulas digestivas. Cada
esporocisto, por meio de reproducao assexuada, dara origem a numerosas cercarias,
em que um Unico miracidio pode gerar mais de 100.000 cercarias e o Biomphalaria
glabrata pode eliminar cerca de 600 até 4500 cercarias por dia. A fase do parasita no
hospedeiro intermediario pode durar de trés a cinco semanas (NELWAN, 2019).

As cercérias sdo formadas pelo corpo cercariano, onde estdo os principais
orgaos, além de uma cauda bifurcada e sdo liberadas através do rompimento de
vesiculas no tegumento do molusco. Nas horas mais quentes e luminosas do dia,
chegam até a agua, sobretudo de 11 as 17 horas, sendo o fator luminosidade,
aparentemente, 0 mais importante; no entanto, a sobrevivéncia das cercarias na agua
ndo dura muito mais que 48 horas. No meio aquatico, nadam ativamente até achar
um hospedeiro definitivo, que nem sempre € o ideal, pois podem penetrar ndo s6 em
humanos, mas também em outros mamiferos e aves (NEVES, 2016). Quando atingem
a pele humana, fixam-se entre os foliculos pilosos com auxilio de suas duas ventosas
e penetram ativamente na pele, auxiliadas pelo proprio movimento e por acao de
secrecdes histoliticas que provém das glandulas de penetracdo; essa penetracao leva
um tempo aproximado de 15 minutos, gerando uma irritacdo local (CARLOS DE
SOUZA et al., 2011).

No entanto, as cercarias também podem penetrar através das mucosas.
Quando ingeridas com &agua, chegam ao estdbmago e sdo destruidas pelo suco
gastrico, mas aquelas que conseguem penetrar na mucosa bucal desenvolvem-se
normalmente. Ap0s a penetracdo, perdem a cauda bifurcada e passam a ser
chamadas de esquistossémulos, que por sua vez irdo se adaptar as condicdes
fisiologicas do meio interno e migram pelo tecido subcutaneo até conseguirem
penetrar um vaso (NEVES, 2016). A partir disso, sao levados passivamente até o
coracgao direito, pulmdes, veias pulmonares, coracdo esquerdo, sistema porta, veias
mesentéricas, até enfim chegarem aos vasos sanguineos das algcas intestinais do

sigmoide e do reto, processo que dura cerca de 24 horas. O caminho percorrido ocorre
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principalmente pelo sistema vascular sanguineo, apesar de também ocorrer mais
raramente por via linfatica (CARLOS DE SOUZA et al., 2011).

Os esquistossdmulos se dirigem para o sistema porta intra-hepatico, seja por
via sanguinea ou por via transtissular, uma vez la, alimentam-se e desenvolvem-se
para formas unissexuadas, machos e fémeas, cerca de 30 dias ap0s a penetragéao.
Os vermes adultos entdo migram, acasalados, via sistema porta, até 0s vasos
mesenteéricos inferiores, onde ocorrera a oviposicdo. Apos cerca de 45 dias da
infeccdo do hospedeiro, os ovos podem ser evidenciados nas fezes e podem chegar
ao ambiente, finalizando ou reiniciando, assim, o ciclo evolutivo do helminto (Figura 4)
(MCMANUS, et al., 2018). Como exposto, apds a penetracdo das cercéarias na pele
humana, é necessario de 5 a 7 semanas até as formas adultas produzirem ovos, esse
intervalo de tempo é conhecido como periodo pré patente, quando a infeccdo esta em
curso, mas a liberacéo de ovos ainda néo pode ser detectada (NEVES, 2016). Dessa
forma, a compreenséao do ciclo de vida do S. mansoni e a movimentacao do parasita
entre hospedeiros intermediarios e definitivos é de suma importancia para o controle,

tratamento e diagnostico da esquistossomose humana (COLLEY et al., 2014).
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Figura 4: Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni. Fonte: Adaptado de MCMANUS et al.,
2018.
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2.3 FISIOPATOLOGIA

A variagdo das formas clinicas da esquistossomose deriva-se de elementos
ligados ao parasita, como: cepa, fase evolutiva; fatores do individuo: idade, estado
nutricional, genética, resposta imune; como também, carga parasitaria. Pode
apresentar forma assintomatica e sintomatica, desenvolvendo-se em duas fases,
aguda e cronica, a depender da fase evolutiva do parasita no hospedeiro (ELBAZ;
ESMAT, 2013). A fase aguda da esquistossomose se inicia logo ap6s o contato das
cercarias com a pele humana, resultando em um quadro conhecido como dermatite
cercariana, apresentando-se como manifestacfes pruriginosas na pele, urticantes, de
duracdo geralmente transitéria que cede quase sempre espontaneamente. O
mecanismo pelo qual isso ocorre € dado pela morte de algumas cercéarias que
penetram na pele pelo sistema imune inato, assim, € formada na regido uma erupgéo
micropapular eritematosa e edemaciada, com urticaria local que geralmente dura
algumas horas, mas as vezes persiste por dias (CARLOS DE SOUZA et al., 2011).
Essa sintomatologia também & conhecida como dermatite ou coceira dos nadadores,
sendo vista principalmente apés infecgBes primarias, especialmente em turistas e
migrantes, enquanto nas localidades endémicas, estes fenbmenos sdo pouco
evidenciados (GRYSEELS, 2012).

Em seguida, ocorre um periodo de incubacéo, no qual ha o desenvolvimento e
liberacdo dos esquistossdmulos na corrente sanguinea. Semanas depois, essa
migracdo pela corrente sanguinea pode causar uma reacdo de hipersensibilidade
sistémica, gerando no ser humano, um quadro semelhante a gripe acompanhado de
muita febre. Este pode durar até 60 dias, coincidindo com a postura de ovos, fase
postural (GRYSEELS, 2012). A sintomatologia cursa inicialmente como uma gripe,
mas pode piorar levando a um quadro com febre elevada acompanhada de calafrios
e significativa sudorese, mal-estar geral, astenia, tosse seca, anorexia, nauseas e
vomitos acompanhados de mialgias e cefaleia; em alguns casos podem ocorrer fortes
diarreias (LAMBERTUCCI, 1993). Individuos de areas endémicas muitas vezes néo
manifestam essa sintomatologia aguda, isso provavelmente esta atrelado a uma
estimulagéo intra uterina das respostas de linfécitos T e B de bebés nascidos de maes
com infec¢des helminticas (COLLEY et al., 2014).

Nessa fase, pode-se evidenciar durante os exames fisicos, quadros de

emagrecimento e desidratacdo, acompanhados de hepatoesplenomegalia,
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microadenomegalia, taquicardia e hipotenséao arterial sistémica. Ainda durante a fase
aguda, inclusive de forma simultanea a febre de Katayama, pode ocorrer uma intensa
disseminacdo dos ovos, gerando varias areas de necrose, sobretudo no intestino,
podendo ocasionar enterocolite aguda, juntamente com a formacdo de granulomas
em diversos 6rgaos, principalmente figado, cujo quadro é conhecido como a forma
aguda toxémica, que pode resultar no 6bito do individuo (NEVES, 2016). No entanto,
a fase aguda da doenca nem sempre possui manifestacdes intensas, variando de
acordo com a quantidade de cercérias que conseguiram penetrar e a reatividade do
hospedeiro, durando, na maioria das pessoas, entre quatro e oito semanas e ao
passar cerca de quatro meses evoluem para fase cronica (LAMBERTUCCI, 1993).

A fase cronica da doenca pode se apresentar de maneira polimorfica,
apresentando diversas variagBes clinicas, com maior destaque para formas
digestivas; no entanto, também pode haver presenca de disturbios vasculares
pulmonares, formas pseudoneoplasicas, além da nefropatia esquistossomotica e das
lesBes ectopicas. Das formas digestivas, a intestinal e a hepatointestinal, que vém
acompanhadas de hepatomegalia, sdo consideradas mais leves, sendo geralmente
tidas em conjunto, com maior ocorréncia em jovens (CARLOS DE SOUZA et al.,
2011). Essas formas estdo associadas a passagem ou retencdo de ovos do parasita
nos tecidos intestinais, o que induz inflamagcdo granulomatosa da mucosa, com
microulceracbes e sangramento superficial (NEVES, 2016). A sintomatologia geral
dessas formas cursa com eructacdes, sensacdo de plenitude gastrica, nauseas,
vomitos, pirose, flatuléncia e anorexia, associados a dor abdominal do tipo colica,
difusa ou localizada, geralmente acompanhada de diarreias (MCMANUS et al., 2018).

A forma hepatoesplénica € a evolugcao da forma intestinal ou hepatointestinal,
com exacerbacdo dos sintomas e danos hepaticos e também pancreaticos. O
desenvolvimento dessa forma esta relacionado com inumeros fatores, desde da etnia,
carga parasitaria, estado imunologico do ser humano, infec¢des secundérias, uso do
alcool ou outras drogas, entre outros determinantes (LAMBERTUCCI, 1993). O
desenvolvimento dessa forma ocorre quando o fluxo sanguineo venoso carrega 0s
ovos das veias mesentéricas para 0s pequenos ramos portais do figado, através da
veia porta, onde ficam retidos nos tecidos periportais pré-sinusoidais (MCMANUS et
al., 2018). Uma vez retidos, sado formados os granulomas, e a depender do grau de

intensidade, gera um aumento substancial do baco e do figado, especialmente o lobo
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hepético esquerdo, caracteristico da esquistossomose hepatoesplénica (NEVES,
2016).

A forma hepatoesplénica pode ser dividida ainda numa forma compensada e
descompensada. A forma compensada cursa com 0s sintomas digestivos das formas
anteriores e associam-se a hipertensdo portal e a esplenomegalia. Devido a
hipertensdo na regido, ocorre o extravasamento de liquido para regido peritoneal,
decorrentes de alteracbes hemodinamicas, causando ascite, conhecida popularmente
como barriga d’agua e também é formada uma circulagao colateral anormal, de modo
a compensar a pressao local, gerando as varizes esofagianas, que podem vir a romper
e causar fendbmenos hemorragicos (NEVES, 2016). Esse quadro se configura como
esquistossomose hepatica avancada, tendo como marca a fibrose de Symmers,
caracterizada por uma retracao da capsula de Glisson, que forma saliéncias lobulares
no tecido hepatico. Na forma descompensada, além da ascite volumosa, pode-se
evidenciar edema de membros inferiores, ictericia, e geralmente estd associada a
outros quadros de inflamacéao hepéatica (MCMANUS et al., 2018).

Ndo muito evidenciadas, porém, podem ocorrer alteragcdes pulmonares.
Clinicamente, podem ser classificadas em forma hipertensiva e ciandtica. A
hipertensiva, mais comum, tem como sintomatologia a dispneia de esforco,
palpitacdes, tosse seca e dor toracica constritiva. Alteracdes cardiacas também séo
observadas e, caso ndo controladas, o paciente pode desenvolver o cor pulmonale
(aumento do ventriculo direito do coracdo). Ja a forma ciandtica, possui um
progndéstico mais complexo e € marcada por cianose acompanhada de microfistulas
arteriovenosas (CARLOS DE SOUZA et al, 2011). Outra forma rara da
esquistossomose é a pseudoneoplasica, que pode simular um adenocarcinoma de
célon, o que gera confusdo no diagnéstico da patologia (MCMANUS et al., 2018).
Outro quadro que pode ocorrer € a nefropatia esquistossomotica, que é mais
visualizada durante a forma hepatoesplénica. Seu mecanismo etiopatogénico, ao
contrario das demais formas, ndo esta relacionado com os granulomas, mas sim por
uma reacao imunologica, que gera imunocomplexos que acabam sendo depositados
nos glomérulos, gerando danos ao tecido renal (CARLOS DE SOUZA et al., 2011).

Além disso, podem ocorrer formas ectépicas da doenca, que sdo ocasionadas
pela presenca de alguma forma do parasita, fora do sistema porta hepatico, como no
pancreas, miocardio, na regido gastrica e até mesmo no sistema nervoso (NEVES,

2016). Dentre essas formas, destaca-se a neuroesquistossomose. Tendo como



25

7

principal manifestacdo a mielorradiculopatia esquistossomética, que € uma forma
bastante grave, causada pela resposta inflamatéria ao redor dos ovos no plexo venoso
cerebral ou espinhal. Os ovos podem chegar ao sistema nervoso por meio de alguns
mecanismos que ainda estdo sendo estudados, porém, acredita-se que possa ocorrer
a embolizagdo dos mesmos através das anastomoses arteriovenosas e também a
oviposicao no local, visto que os vermes adultos podem migrar de maneira anbmala
até esse sitio (VIDAL et al., 2010). A sintomatologia depende da localizacdo dos ovos,
porém, 0s quadros mais comuns comprometem a medula espinhal com possivel
evolucdo para uma mielite transversa; outras manifestagdes clinicas comuns sao
dores na regido lombar, alteracdo da forca dos membros inferiores e distUrbios
urinarios (MCMANUS et al., 2018).

Dessa maneira, o conhecimento acerca das formas de apresentacao clinica da
esquistossomose € de suma importancia para a conducdo médica e laboratorial. Na
area das analises clinicas, a forma da manifestacdo da esquistossomose € decisiva
para o diagndstico correto. Grande parte das andlises pode ser feita com a correlacéo
da clinica e a partir de exames parasitoldgicos de fezes, como o Hoffman ou Kato
Katz. No entanto, mesmo nas formas digestivas ou em formas em que néo é possivel
evidenciar ovos nas fezes, como também em individuos com uma carga parasitaria
baixa encontrados em regides de baixa endemicidade, métodos de diagndésticos
alternativos, tal como ELISA, fazem-se necessarios para um melhor delineamento da

infeccao.

2.4 IMUNOPATOGENESE / IMUNOLOGIA

Como abordado anteriormente, é notério que a patogénese da
esquistossomose depende da interacdo parasita-hospedeiro humano. Dentre os
diversos fatores dessa relacao, a fase evolutiva, cepa, nUmero de parasitas e 0s
mecanismos de escape destacam-se ao lado do S. mansoni, favorecendo o
estabelecimento da infec¢cdo. Em relacdo ao do ser humano, a carga parasitaria que
possui, fatores genéticos, 6rgdos lesados sdo alguns fatores de muita importancia; no
entanto, o elemento que parece ser mais determinante nessa relagdo, ao que tudo
indica, esta no perfil imune do hospedeiro humano antes, durante e ap6s a infeccéo
(CARLOS DE SOUZA et al., 2011).
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O S. mansoni é um parasita altamente adaptado ao ser humano e durante sua
evolucdo adquiriu importantes mecanismos de escape para sua sobrevivéncia no
hospedeiro vertebrado. O parasita em questao tem a capacidade de anexar antigenos
do seu hospedeiro na sua membrana plasmatica, mecanismo que dificulta seu
reconhecimento pelas células do sistema imunolégico como algo ndo préprio, mas
também pode desprender partes de seu tegumento e substitui-las por novas camadas.
Além disso, possui algumas proteases e outras enzimas que podem ser liberadas e,
assim, destruir algumas imunoglobulinas importantes, como também impedir a acéo
de proteinas do sistema complemento (BOROS; WHITFIELD, 1999).

Além desses mecanismos de escape, 0 parasita também passa por mudancas
morfologicas dentro do hospedeiro e cada etapa dessa ativa diversos componentes
imunes do organismo. A primeira forma evolutiva a entrar em contato com o
hospedeiro humano é a cercaria e apos aproximadamente 12 horas apds sua
penetracdo, ja se pode observar uma intensa reacdo inflamatéria dérmica e
subdérmica, caracterizando a dermatite cercariana (LICHTENBERGOVA et al., 2008).
Essa € a primeira linha de defesa contra a infec¢ao, sendo capaz de destruir boa parte
das cercarias que penetram na pele e alguns esquistossémulos. Essa primeira
resposta do organismo é constituida sobretudo de células da resposta imune inata,
como mononucleares e polimorfonucleares (STADECKER, 1999).

Essa reacao de hipersensibilidade imediata ocorre por ativacdo do sistema
inato, sendo assim, em poucas horas ha um infiltrado de polimorfonucleares,
mononucleares e células de Langerhans. Além disso, é possivel evidenciar a liberacéo
de quimiocinas e de algumas citocinas como IL-1b, IL-6, IL-12p40, entre outras.
Passada esta fase inicial, que dura aproximadamente cinco dias, a resposta imune
adaptativa comeca a se estabelecer, ocorrendo o influxo de células TCD4+, que
aumenta a producéo de algumas das citocinas citadas e produz novas como IFN-y e
IL-4, que ao passar de duas semanas vao reduzindo (HOGG et al., 2003).

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na fase aguda ndo sdo os mais
estudados e, por conta desse fato, ainda ndo estdo completamente elucidados, mas
sabe-se que a resposta predominante durante essa fase, € do tipo Thl, que s6 é
substituida por uma resposta Th2 na fase postural (Figura 5). Ainda assim, a partir de
modelos murinos, se evidenciou durante a fase pré-patente, a produgédo de TNF e IL-
2 e IL-6, sendo sua maior parte produzida por células mononucleares (CARLOS DE

SOUZA et al., 2011). A resposta imune do tipo Thl &, provavelmente, a responsavel
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pelas lesbes teciduais e principais manifestacées da fase aguda da doenca. Além
disso, também ocorre o processo de citotoxicidade celular dependente de anticorpos
(ADCC), que possui eficiéncia sobre os esquistossdmulos, porém, esse mecanismo
parece ser ineficaz em vermes adultos (PEARCE; MACDONALD, 2002).

TH1 TH2

Intensidade da resposta imune

g -0, — ¢ @%@J
9 Esquismgulos " -

Cercérias Vermes adultos

Figura 5: Desenvolvimento da resposta imune durante a infecgdo ocasionada pelo S. mansoni.
Fonte: Adaptada de PEARCE; MACDONALD, 2002.

Ao iniciar a fase postural, alguns antigenos séo secretados e podem atravessar
as membranas do ovo; dessa forma, estimulam a resposta imune, principalmente
celular, levando a uma reagao granulomatosa significativa (MATOSO, 2012). A
resposta a esses antigenos se inicia, principalmente, nos linfonodos mesentéricos,
levando a ativacao de células TCD4+. Essa ativacao se da por meio de MHC de classe
Il, por meio das células apresentadoras de antigenos (APC), como as células
dendriticas locais, resultando em uma resposta inicial Thl, culminando nos
granulomas agudos. Esse mecanismo se retroalimenta por um tempo, em que
citocinas pro-inflamatérias, como IL-1, TNF, oxido nitrico e IL-12 estimulam as células
Th1, com consequente producao de IFN-y e IL-2 atraindo mais APCs e células T para
o local (PEARCE et al., 1991).
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No entanto, a resposta Thl na esquistossomose € de curta duragdo, uma vez
gue os antigenos derivados do ovo induzem uma resposta Th2. Dessa maneira, novas
citocinas passam a ser liberadas, citocinas em sua maioria anti-inflamatorias,
principalmente a IL-4, IL-5 e IL-13. Essa resposta se intensifica por volta da sétima ou
oitava semana, estimulando células do tipo B com posterior produgéo de anticorpos.
Nessa fase, os eosinofilos sdo recrutados com mais intensidade, sendo esses
potentes produtores de IL-4, atraindo mais APCs, sobretudo macrofagos, promovendo
mudancgas significativas na resposta imune do hospedeiro (RUMBLEY et al., 1999).
Para o hospedeiro humano, sustentar um ambiente Th2 parece ter um efeito protetor;
no entanto, leva a quadros de fibrose com repercussdes clinicas sérias, enquanto uma
resposta Th1l muito acentuada induz mais les6es teciduais, sobretudo hepaticas. Uma
citocina muito importante a se destacar para esse equilibrio € a IL-10, que consegue
regular negativamente a resposta das células T, assim consegue reduzir uma resposta
muito acentuada tanto Thl e Th2 (STADECKER, 1999).

Em relacdo a formacdo dos granulomas, evento esse de maior destaque na
patologia esquistossomoética, podem encontrar-se de forma isolada ou difusa pelo
tecido hepético e partes do intestino, onde varios mecanismos ocorrem para sua
formacdo (NEVES, 2016). A resposta granulomatosa € mediada por populacdes de
linfécitos TCD4+, os quais induzem uma atividade fibrética em torno dos ovos que
ficaram retidos no tecido. Os antigenos liberados dos ovos, como ja mencionado
anteriormente, induzem uma resposta Thl inicialmente de duragdo curta e,
posteriormente, uma resposta Th2, havendo nesse processo um influxo de
macrofagos, eosindéfilos e alguns plasmacitos para o local, além de células TCD8. As
células citadas, principalmente os macrofagos, se projetam ao redor do ovo e
transformam-se em fibroblastos, tomando uma organizacdo em camadas de forma
concéntrica, lamelar, com grande producdo de colageno, caracterizando um
granuloma maduro (Figura 6) (CARLOS DE SOUZA et al., 2011).
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Figura 6: A) Desenho esquematico da formacdo do granuloma, destacando células e
componentes essenciais para seu desenvolvimento. Fonte: Adaptada de PEARCE;
MACDONALD, 2002. B) Granulomas induzidos por ovos de S. mansoni no figado de um
rato infectado. Fonte: Adaptada de COLLEY et al., 2014.

Em modelos murinos, foi demonstrado que IL-13 é uma citocina de extrema
importancia para esse processo (PEARCE; MACDONALD, 2002); nos seres
humanos, a regulacdo da fibrose envolve diversos mediadores. Individuos com
guadros graves de fibrose apresentavam niveis mais altos de TNF, IL-5 e IL-13, assim,
as citocinas produzidas durante a resposta Th2, com destaque para IL-13
representam papeéis cruciais para o desenvolvimento do granuloma (WILSON et al.,
2007). Os granulomas passam por etapas de desenvolvimento no hospedeiro
humano, ocorrendo primeiramente uma fase necrotica-exsudativa, resultando numa
area necrosada ao redor do ovo, area esta que € circundada por populacdes de
eosindfilos, neutrofilos e histiocitos, com intensa deposicdo de material eosinofilico,
conhecido como fenébmeno de Hoeppli. Posteriormente, ha uma fase produtiva,
também chamada de reacdo histiocitaria, que tem como caracteristica o inicio do
reparo da area afetada. A fase final é justamente a cura ou fibrose, em que o

granuloma endurecido podera sofrer processos de calcificacdo ou absorcao,
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resultando no seu posterior desaparecimento e também nas repercussdes clinicas do
paciente infectado (NEVES, 2016).

Apesar disso, a formacao dos granulomas pode ter um papel primordial na
protecao do hospedeiro vertebrado. Foi evidenciado que camundongos anteriormente
tolerados com antigenos do ovo do S. mansoni, ndo desenvolveram o granuloma
durante o decorrer da infeccdo, mas 0s animais apresentaram graves lesdes
hepatotoxicas, com intenso acumulo de lipideos nos hepatdécitos. Isso provavelmente
ocorre por meio das toxinas liberadas pelo ovo, que durante a resposta granulomatosa
sdo sequestradas; além disso, anticorpos durante a formagédo do granuloma podem
atuar neutralizando as hepatotoxinas, impedindo esse evento de lesdo toxica no
figado (PEARCE; MACDONALD, 2002).

Com o passar do tempo, a resposta Th2 € modulada, sobretudo pelas células
T regulatérias que produzem IL-10, citocina associada a regulagdo das respostas
imunes, diminuindo a inflamacédo ao redor dos ovos (WILSON et al., 2007). Além da
resposta celular, a imunidade humoral também se relaciona com a protecdo na
esquistossomose. A depender do isotipo de anticorpo produzido, podem
desempenhar fungdes diferentes na resposta imune contra o S. mansoni, podendo ser
uma atividade regulatéria ou efetora. Foi demonstrado que os isotipos 1gG1, IgG3 e
IgE sdo capazes de induzir a destruicdo de esquistossdmulos in vitro, por meio do
mecanismo de ADCC e via sistema complemento, envolvendo também a presenca de
eosindfilos e macréfagos. Em contrapartida, a IgM, 1gG2 e 1gG4 ndo possuem a
capacidade de induzir a destruigdo do S. mansoni (MATOSO, 2012).

Além disso, a producédo de imunoglobulinas também varia de acordo com a fase
da doenca. Alguns estudos apontaram que individuos na fase aguda possuem niveis
elevados das subunidades IgG1, 1gG2 e IgG3, e em menores niveis a IgG4 e IgM; em
contrapartida, na fase cronica, ocorre uma baixa producéo dos subtipos de 1gG, com
excecao da IgG4, que se mostra elevada e atuante contra vermes adultos nessa fase
(JASSIM et al., 1987). No entanto, segundo Defranco, Locksley e Robertson (2007),
as imunoglobulinas da classe IgM séo produzidas em maior quantidade na fase aguda
da doenca contra os antigenos dos esquistossdmulos e ao final da resposta aguda,
ou seja, Thl, ocorrendo a mudanca do isotipo para IgG.

A resisténcia e as respostas imunes que exercem efeitos de protecdo para o
hospedeiro se desenvolvem em aproximadamente 10 anos, fato esse que pode

explicar porque criancas sdo mais suscetiveis a reinfeccdo poés-tratamento que
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adultos (MCMANUS et al., 2018). A resisténcia a reinfec¢des foi atrelada a uma
resposta Th2, com eosinofilia, producéo de IgE especifica para os vermes e aumento
de citocinas IL-4 e IL-5; em contrapartida, a 1gG4 especifica, que é um anticorpo
blogueador, atua competindo com epitopos similares aos da IgE, interferindo assim
no seu papel, sendo relacionada com a susceptibilidade a infeccdo (COLLEY et al.,
2014).

Uma das explicacbes para esse evento € que a morte dos vermes adultos
resulta na liberacdo de alguns antigenos que podem reagir de forma cruzada com
outros antigenos larvais, induzindo, assim, respostas protetoras, com elevada
producao de IgE. Desse modo, quanto mais vermes mortos um individuo possui ou
possuiu durante a vida, mais forte sera sua resposta protetora (KABATEREINE et al.,
1999). Como os vermes possuem uma grande longevidade, pode-se entender que as
criancas, que ainda ndo possuem tantos vermes mortos, Sdo mais suscetiveis, sendo
o inverso verdadeiro, uma vez que adultos acumulam mais vermes mortos durante a
vida; dessa forma, a imunidade protetora necessita de anos para se desenvolver de
forma plena (FITZSIMMONS et al., 2012).

A relagédo IgE/IgG4 ganha destaque para entender a dinamica de algumas
areas endémicas e as possiveis falhas de diagnéstico. No Brasil, alguns individuos de
areas endémicas apresentam exames de fezes negativos, mesmo exercendo
atividades de risco, ou seja, que estdo em contato rotineiro com aguas contaminadas
com cercarias (MCMANUS et al., 2018). Além do balanco favoravel ao IgE que
possuem, evidenciou-se altos niveis de interferon gama, citocina comum em resposta
Th1. Com essa atividade protetora em evidéncia, o individuo raramente vai apresentar
uma carga parasitaria alta, o que ocasiona diversas falhas nos métodos convencionais
de analise de fezes, sendo necessario a complementacdo com outras metodologias
(NEVES, 2016).

O entendimento sobre 0s mecanismos imunolégicos envolvidos na
esquistossomose € essencial para compreender a fisiopatologia da doenca, assim
como avaliar condutas para diagndstico, tratamento e uma futura vacina. Para
métodos de diagndsticos soroldgicos, principalmente, entender as fases de cada
resposta imune, assim como as citocinas e imunoglobulinas envolvidas em cada uma
delas € imprescindivel para executar um diagnéstico imunolégico mais preciso, para,
assim, auxiliar nas etapas posteriores de inquéritos e tratamento da populacéo afetada

pela esquistossomose.



32

2.5 METODOS DE DIAGNOSTICO

A esquistossomose € uma doenca negligenciada e esta relacionada as areas
mais pobres, representando um sério transtorno para a rede publica de saude. Ha
uma variedade de formas de diagndsticos para esquistossomose, que se diversificam
desde uma analise microscépica até abordagens moleculares mais aprimoradas (CAI
et al., 2019). O método recomendado pela OMS, o Kato-Katz, se baseia na deteccdo
microscopica dos ovos do S. mansoni, sobretudo, € recomendado durante a infec¢céao
ativa e apO6s o periodo pré-patente da doenca. Porém, sua sensibilidade é
drasticamente afetada em infec¢gfes que possuem uma carga parasitaria muito baixa,
fato que traz a tona a discussdo se o0 mesmo ainda deve ser usado de forma isolada
como padréo ouro (SILVA-MORAES et al., 2019).

Por mais que o Kato-Katz seja uma op¢ao muito boa e acessivel para areas de
baixa renda, nem sempre seus resultados sado condizentes com a realidade e néao
possui uma eficiéncia adequada para determinar a prevaléncia da doenca nesses
casos, assim, como funciona para médias e altas cargas parasitarias. Além disso,
existem formas clinicas da doenca cujos ovos nao podem ser detectados nas fezes,
0 que impede o diagnostico por esse método (MCMANUS, 2018). Os indices de baixas
cargas parasitarias sdo mais evidentes nos individuos de areas endémicas, fato
resultante de rodadas consecutivas de tratamento e exposicao frequente ao parasita.
Outras ocasifes que podem resultar na baixa carga parasitaria ocorrem em individuos
sujeitos a uma Unica exposi¢cdo, como ocorre no turismo de pessoas para areas de
transmissao, além do deslocamento de residentes de areas endémicas para 0s
grandes centros urbanos (SIQUEIRA et al., 2015). A falha no diagnéstico desses
individuos possui diversas repercussdes a curto e longo prazo, que além de nao
receberem o tratamento adequado e no tempo viavel, podem contribuir para
manutencdo, transmissao e estabelecimento da doenca em novas areas (ENK et al.,
2008).

Outros métodos de diagndstico mais sensiveis para infec¢des ativas vém sendo
desenvolvidos com propoésito de suprir as falhas do método convencional, além de
melhorias e adequac¢fes na metodologia do Kato-Katz, como o aumento do nimero
de amostras colhidas e de laminas que sdo avaliadas. Assim, testes rapidos também
foram desenvolvidos para diagndstico da esquistossomose, testes esses baseado na

deteccado de antigenos secretados pelo parasita na urina (MCMANUS, 2018). O teste
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de antigeno catédico circulante (POC-CCA) foi comercialmente distribuido a partir de
2008 e, por conta de seus bons resultados, sobretudo, sua sensibilidade vem sendo
cada vez mais aprimorada, sendo estudado como um possivel substituto para o Kato-
Katz, principalmente para estimar a prevaléncia (KITTUR et al., 2016).

No entanto, grande parte dos estudos avaliativos desse método foram
realizados no continente africano e utilizando o Kato-Katz como método de referéncia,
fato esse que pode gerar davidas sobre sua utilizacdo em areas de baixa
endemicidade. Outros métodos que se destacam, sobretudo nos ultimos anos, séo
agueles baseados em técnicas moleculares, esses vém sendo Uteis como uma
ferramenta complementar aos métodos parasitolégicos para deteccdo de baixas
cargas parasitarias, como também na avaliagdo da cura pos-tratamento (SILVA-
MORAES et al., 2019).

Das técnicas moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) se
destaca. Capaz de detectar o DNA do parasita em diversas amostras, tem
apresentado uma sensibilidade melhor que métodos parasitolégicos convencionais.
Porém, possui um custo mais elevado de equipamentos e reagentes e tem sido mais
empregada em ambientes com muitos recursos, uma vez que necessita de uma
estrutura mais elaborada, limitando seu uso em diversos locais, sobretudo nas areas
gue possuem uma vulnerabilidade social maior, locais onde a parasitose é mais
presente no Brasil (MEURS et al., 2015). A deteccdo de DNA do parasita baseada em
PCR pode utilizar amostras de fezes e urina, e até mesmo lavado vaginal e liquido
cefalorraquidiano para diagndstico de esquistossomose urogenital ou
neuroesquistossomose, por exemplo (MCMANUS, 2018). Outro aspecto de destaque
da técnica é a possibilidade de usa-la de forma mais abrangente, chamada PCR
multiplex, que pode detectar inUmeras parasitoses intestinais em uma Unica amostra,
0 que se configura vantajoso, sobretudo para turistas e viajantes; no entanto, seu
custo é ainda mais elevado, pois demanda uma maior quantidade de reagentes para
sua realizacdo (CNOPS et al., 2012).

Assim, métodos imunologicos, surgem como uma boa alternativa, com menor
custo para diagnostico da esquistossomose. Tais métodos sdo, em sua maioria,
baseados em rea¢Bes antigeno-anticorpo, detectadas através da mudanca de cor,
gue ocorre utilizando um conjugado ligado a enzima e o substrato enzimatico. Esses
testes identificam a presenca e concentracdo de moléculas em fluidos biologicos,

sendo o de maior destaque o ensaio de imunoabsorgéo enzimatica (ELISA), que vem
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tendo sua metodologia melhorada ao longo do tempo (AYDIN, 2015). O ELISA ja se
mostrou mais sensivel que métodos parasitoldgicos costumeiramente utilizados. Além
disso, pode ser realizado de forma multi-isotipica, detectando mais de uma classe e
subclasses de anticorpos, podendo diagnosticar a doenca desde a fase aguda pré-
patente até a fase crénica, o que melhora sua eficiéncia e utilizagdo (SILVA-MORAES
et al., 2019).

As analises baseadas na deteccdo de antigenos ou anticorpos possuem
caracteristicas diferentes em certos ambientes. Individuos de &reas endémicas
produzem anticorpos por frequentes exposi¢cdes ao parasita; no entanto, nao significa
gue os mesmos estejam infectados, ja residentes que foram previamente infectados
podem manter os anticorpos circulantes por um longo periodo pdés-tratamento,
variando de meses até anos (DOENHOFF; CHIODINI; HAMILTON, 2004). Pode-se
separar 0s imunoensaios em dois tipos, sendo esses homogéneo e heterogéneo. Nos
do tipo homogéneo, as enzimas tornam-se inativadas quando se ligam aos anticorpos,
nao ocorrendo etapas de lavagem em que se separa 0s antigenos do meio, sendo
mais empregado na medicéo de substancias em quantidades pequenas. Esse método
ndo possui boa sensibilidade e é custoso, tendo basicamente a facilidade de
manipulacdo como vantagem. J& nos métodos de imunoensaios enzimaticos
heterogéneos, como o ELISA, utilizam algumas etapas de lavagens que sao
importantes para evitar a interferéncia de qualquer molécula no meio apés a ligacao
do antigeno e do anticorpo, sendo usada para detectar anticorpos e antigenos
especificos, o ELISA possui diversos tipos de abordagens metodolégicas para
melhorar sua eficicia no diagndstico (O’KENNEDY et al., 1990).

O ELISA direto foi metodologia que permitiu a otimizacdo das demais
abordagens desse ensaio, sendo esta utilizada na deteccdo de antigenos de alto peso
molecular. De modo geral no ELISA direto, a placa é revestida com o anticorpo e em
seguida adicionado um antigeno marcado com uma enzima que permite a medi¢ao
utilizando o substrato apropriado, resultando assim numa coloracdo (ENGVALL,
2010). A respeito do ELISA indireto, metodologia utilizada neste trabalho, foi
elaborada em 1978 por Lindstrom e Wager, baseada no ELISA direto. Nesse tipo de
ELISA, o soro a ser testado é adicionado aos pocos ja revestidos/sensibilizados com
antigenos, além de ja bloqueados, geralmente, com uma solugéo a base de proteinas,
e posteriormente, as placas sao incubadas. Durante essa incubacéo, os anticorpos do

soro testado ligam-se aos antigenos na placa, formando o complexo antigeno-
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anticorpo. Para visualizar este complexo, é adicionado um anticorpo secundario,
também chamado de anti-anticorpo, que € marcado com a enzima. Esse anticorpo
secundario liga-se ao anticorpo que se deseja analisar, no caso de um paciente
positivo. ApOs essa etapa, 0 substrato da enzima e um cromogeno sdo adicionados
ao meio e, devido a reacdo que ocorre, € produzida uma cor, a qual tem sua
concentracdo determinada, geralmente por densidade Optica (Figura 7) (AYDIN,

2015).
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Placa sensibilizada Adigao do soro do
com antigeno e paciente contendo
bloqueada anticorpos, ocorrendo
posteriormente. assim a ligagdo com os
antigenos (Complexo
antigeno-anticorpo).
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Figura 7: Desenho esquematico do método de ELISA indireto. Fonte: O autor

O ELISA, tem sua utilizag&o prejudicada no nosso meio por uma limitagéo de

reagentes comerciais aplicaveis ao diagndstico;

no entanto, por viabilizar a

automacdao, e promover ensaios quantitativos, demonstra-se uma técnica apropriada
2003). Ademais, é

adequado nos casos de baixa carga parasitaria, pois permite distincdo entre

para aplicacdo em estudos populacionais (OLIVEIRA et al.,

individuos na fase aguda e crbnica da doenca e diagnosticar formas ectépicas da
doenca (CAl et al., 2019). Porém, por ainda apresentar algumas limitagdes, o ELISA

ainda ndo é o método de primeira escolha para o diagndstico da esquistossomose em
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areas endémicas; no entanto, surge como uma importante ferramenta complementar
durante levantamentos epidemiolégicos em areas de baixa endemicidade,
configurando um método de boa aplicabilidade no diagnostico da parasitose,
possuindo 6timas perspectivas futuras (SILVA-MORAES et al., 2019).

A lgG4 é um anticorpo que esta relacionado a infec¢cdo da esquistossomose,
indicando que o aumento da reatividade de IgG4 anti-SEA e anti-SWAP amplia o risco
de infeccao por este parasita, tornando os individuos mais suscetiveis a reinfeccoes.
Foi demonstrado que a 1gG4 anti-SEA possui um poder de predicdo da infecgao
significativo, que reduz a medida que o tempo passa ap0s tratamento. Fato esse, que
estd associado com a carga parasitaria (MATOSO, 2012). No entanto, a IlgG4 anti-
SWAP também foi correlacionada positivamente com a carga parasitaria, mostrando,
inclusive, que pode competir com IgE pelo mesmo sitio de ligacdo ao antigeno,
interferindo na degranulacdo dos mastocitos e na protecdo mediada pela IgE
(FIGUEIREDO et al., 2012).

Acerca do tratamento para esquistossomose, a principal estratégia global tem
sido o tratamento em massa com praziquantel. Numa visao geral, o tratamento com
essa droga tem reduzido a prevaléncia e a intensidade da patologia, contribuindo,
assim, para uma reducdo de morbidade e mortalidade da doenca. No entanto, sua
utilizacdo ndo conseguiu eliminar a esquistossomose; além disso, pacientes
comecaram a exibir altas taxas de reinfec¢do, mantendo o ciclo do parasita. Com isso,
€ notdrio que novas abordagens devem ser realizadas e destacar a importancia do
correto diagnostico para o controle da esquistossomose (SILVA-MORAES et al.,
2019). Dessa maneira, nosso estudo propbde a criacdo de um método com a
capacidade de detectar a classe de anticorpo IgG4 anti-SWAP, visto que, a utilizacao
desse biomarcador imunolégico, pode auxiliar no monitoramento de casos de

esquistossomose, em areas endémicas, contribuindo diretamente para seu controle.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método ELISA de deteccado de 1gG4 anti-SWAP em pacientes

infectados com S. mansoni residentes em area endémica de Pernambuco.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Produzir antigenos sollveis a partir dos vermes adultos (SWAP) de S.
mansoni para detectar o isotipo IgG4 em soro de pacientes com Esquistossomose
mansonica;

[l. Padronizar o método de “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA)
para deteccéo de IgG4 especificas para SWAP;

[ll. Correlacionar os niveis de IgG4, a carga parasitaria, sexo e idade em

amostras coletadas de individuos de area endémica com baixa carga parasitaria.

4 METODOLOGIA
4.1 DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo de corte transversal para validar o método de ELISA
para detecc¢ao de imunoglobulinas humanas do tipo IgG4 em amostras de soro de 344
individuos que residem em area endémica para infecgdo pelo S. mansoni. A obtengéo
das amostras utilizadas para realizacdo desse estudo ocorreu a partir de um inquérito

epidemioldgico realizado em Porto de Galinhas, municipio de Ipojuca-PE.

4.2 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo faz parte de um projeto maior (Validacdo de Modelos de Risco para
Transmissdo e Endemizacéo da Esquistossomose: 20 anos de estudo em Porto de
Galinhas - PE) que foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto
Aggeu Magalhdes/Fiocruz-PE, sob o numero CAAE: 02075118.0.0000.5190. Os
procedimentos que envolvem animais de experimentacao foram aprovados no Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o nimero 123/2017.

4.3 AREA DE ESTUDO E LOCALIDADES

O estudo foi desenvolvido na localidade de Porto de Galinhas, no municipio de
Ipojuca, litoral sul do estado de Pernambuco, distando cerca de 60 km do Recife - PE.
O municipio de Ipojuca faz fronteira com os municipios de Cabo de Santo Agostinho,
Escada e Sirinhaém e tem uma éarea territorial de 532 km?, com populacdo de
aproximadamente 94 mil habitantes. A localidade de Porto de Galinhas foi escolhida
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a partir dos registros de criadouros de Biomphalaria glabrata e do elevado numero de
casos de esquistossomose que vem sendo notificados ao longo dos ultimos 20 anos

pelo Laboratoério de Referéncia em Esquistossomose do IAM/Fiocruz.

4.4 INFECTAR CAMUNDONGOS PARA MANUTENCAO DO CICLO
BIOLOGICO DO S. mansoni E PARA OBTENCAO DE VERMES ADULTOS

Foram utilizados camundongos heterogénicos (machos ou fémeas), da
linhagem Swiss Webster, com 7-8 semanas de idade, provenientes do biotério do
Instituto Aggeu Magalhdes - IAM/FIOCRUZ. Os animais experimentais foram
mantidos em gaiolas (10 animais por gaiola), sob condigcbes padronizadas de
temperatura (22 a 23°C), luminosidade (ciclos de 12h de claro e 12h de escuro) e
receberam comida e agua ad libitum. Os camundongos foram colocados em frascos
de vidro individuais de boca larga (capacidade de 300ml), com tampas aeradas
(furadas), contendo agua que cubra as patas e a cauda (aproximadamente 50ml de
adgua desclorada na base, adicionadas 120 cercérias da linhagem LE. Os animais
ficaram em contato com as cercérias por 60 minutos, sob fonte de luz artificial direta,
facilitando a penetracdo do patdgeno, e temperatura de 25 °C. Foi realizada uma
infeccdo por més de 10 camundongos com a linhagem LE. Apds sessenta dias de
infeccdo, os animais foram submetidos a eutanasia por meio da sobredosagem de
anestésicos. Foi utilizada uma dose de 20 unidades da solucdo contendo 0,3 Ul de
Xilazina e 0,6 Ul de Cetamina e posteriormente 10 unidades de Tiopental por animal.
Em seguida, foi realizada perfusdo com Solucdo Tampéao Fosfato (PBS) e foi feita a
coleta dos vermes adultos e figado. Apds a anestesia, foi realizada a perfusdo do
sistema venoso portal, através de incisdo préximo aos 6rgéos genitais indo até a caixa
toracica. Em seguida, cortou-se a veia porta e o ventriculo esquerdo foi perfundido
com PBS para retirada dos vermes das veias mesentéricas.

4.5 METODOLOGIA DO OBJETIVO ESPECIFICO I: PRODUZIR ANTIGENOS
SOLUVEIS A PARTIR DOS VERMES ADULTOS (SWAP) DE S. mansoni PARA
DETECTAR O ISOTIPO 1IgG4 EM SORO DE PACIENTES COM
ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

Aproximadamente 300 vermes adultos machos por lote foram acondicionados
em 1mL de PBS pH 7,2 contendo 1x inibidor de protease (Sigma Aldrich, St. Louis,
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EUA). Em seguida, foram submetidos a sonicacdo para quebra das moléculas. O
homogeneizado foi clarificado por centrifugacdo a 40.000 x g, por 2,5 h, a 4°C seguido
de recuperacao do sobrenadante contendo antigenos soluveis. O teor de proteina foi
determinado usando o kit de ensaio de proteinas BCA (Thermo Scientific, Rockford,
EUA). Realizou-se também uma eletroforese em gel de poliacrilamida para
comparacao das porcOes proteicas de cercarias, ovos e vermes adultos machos e

fémeas, para analise em estudos posteriores (Resultados ndo mostrados).

4.6 METODOLOGIA DO OBJETIVO ESPECIFICO II: PADRONIZAR O
METODO DE “ENZYMELINKED IMMUNOSORBENT ASSAY” (ELISA) PARA
DETECCAO DE IgG4 ESPECIFICAS PARA ANTIGENOS DE VERMES ADULTOS

DE S. mansoni

O ELISA indireto foi utilizado para deteccédo de anticorpos IgG4 total especifico
para vermes adultos (SWAP) de S. mansoni. As placas de 96 pocos (Nunc MaxiSorp,
Roskilde, Denmark) foram sensibilizadas com os antigenos na concentracdo de
10ug/mL diluidos em tampéo Carbonato-Bicarbonato (100uL/pog¢o) e incubando-se
overnight a 4°C. No dia seguinte, realizou-se trés lavagens com solu¢do PBS-Tween
0,05% e bloqueio com a adicdo de 150uL de PBS-Tween-Leite 3% em cada poco e
incubacao por 1h a 37 °C. Em seguida, realizou-se trés lavagens com PBS-Tween
0,05% e adicionou-se 100puL por poco do soro dos individuos, em duplicatas, diluidos
nas proporc¢des de 1:10 e incubacgdo por 1h a 37°C. Posteriormente, nova etapa com
trés lavagens foi realizada e adicionou-se 100uL/poco do anti-lgG4 humano,
biotinilado, produzido em ratos (555882-BD Pharmingen), diluido 1:5.000 (ApOs testes
comas diluigbes de 1:5000, 1:10000 e 1:50000), em PBS-Tween-Leite 1% e incubacé&o
por 1h a 37°C. Apds nova etapa com trés lavagens, adicionou-se 100uL/poco da
solucéo de Streptavidin Peroxidase diluida em PBS-Tween-Leite 1% na proporcéo de
1:1.000 e incubacao por 1h a 37°C. Apos trés lavagens, adicionou-se 100uL/pocgo da
solucéo de revelagcdo com OPD (Orthophenylenediamine, Sigma Chemical, St. Louis,
Mo, USA) dissolvido em tampao tris-citrato 0,1M (pH 5,5) e H202, e incubou-se em
camara Umida escura por 20 minutos. Para leitura, utilizou-se filtro de 450nm sem
solucdo de parada para obtencdo da densidade oOptica (D.O.), e, ap6s adicdo da
solucao (50pL de H2SO4 a 3N), realizou-se uma segunda leitura com o filtro de 492nm.

Soros de individuos de area ndo endémica e negativos para S. mansoni pelo Kato-
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Katz e Nested-PCR foram utilizados para célculo do ponto de corte (Cut-Off), obtido

por meio da média dos soros controle adicionados de duas vezes o desvio padréo.

4.7 METODOLOGIA DO OBJETIVO ESPECIFICO Ill: CORRELACIONAR OS
NIVEIS DE IgG4, A CARGA PARASITARIA, SEXO E IDADE EM AMOSTRAS
COLETADAS DE INDIVIDUOS DE AREA ENDEMICA COM BAIXA CARGA
PARASITARIA

Foi realizada uma analise de correlacdo entre os niveis de anticorpos IgG4 e o
sexo, idade e carga parasitaria dos individuos por meio de analise univariada dos
resultados positivos e negativos para IgG4 pelo Chi-quadrado. Inicialmente, foi
realizada uma apresentacao descritiva dos dados. Em seguida, os resultados obtidos
com o ELISA foram apresentados em gréafico do tipo dot plot e descricdo da média e
desvio padrdo (xDP). Realizou-se o teste t ndo paramétrico Mann-Whitney para
verificar diferencas significativas. A curva ROC foi utilizada para verificar a
sensibilidade e especificidade da técnica. Os testes estatisticos foram considerados
significativos quando o valor de p<0,05. O software GraphPad Prism 8.0 foi utilizado

para realizacdo das andlises e gréficos.

5 RESULTADOS

A obtencdo das amostras utilizadas para realizacdo desse estudo ocorreu a
partir de um inquérito epidemioldgico realizado em Porto de Galinhas, municipio de
Ipojuca-PE. Amostras de 344 individuos foram utilizadas nesse projeto, contando com
participantes com média de idade de 32,46 anos (1 —84), com 48,55% de participantes
de sexo masculino e 51,45% do sexo feminino. Para realizacdo do ELISA, foram
testadas algumas diluicbes para o 1gG4, cuja diluicdo de 1:5.000 apresentou o0s
melhores resultados. A leitura dos resultados das placas foi realizada em leitor de
ELISA com absorbéancia de 450nm e 492nm, para dessa forma calcular a densidade
optica (D.O.). Os resultados apresentados na figura 8 abaixo demonstram a
comparacdo dos niveis de IgG4 anti-SWAP entre individuos infectados por S.

mansoni, detectados no método Kato-Katz, e individuos ndo infectados.
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A leitura realizada com filtro de 450nm (Fig. 8A) ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa (p=0,5560) entre individuos que eram positivos para
Schistosoma mansoni e o grupo dos néo infectados. O grupo dos infectados pelo S.
mansoni apresentou média de D.O.: 0,172 (DPz 0,173), enquanto os nao infectados
exibiram média de D.O.: 0,175 (DP+ 0,1842). No entanto, a leitura realizada com filtro
de 492nm (Fig. 8B) demonstrou diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001),
em que o grupo dos infectados pelo S. mansoni apresentou média de D.O.: 0,676
(DP+£0,731), enquanto o grupo dos nédo infectados apresentaram média de 0,330 (DP+
0,6519).
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1.6- 44 - ;
. o Schistosoma mansoni
o
* o Nao infectado
P & ‘E 3—' o o
E 1.04 c E
3 : S 3
< R = 24 % é
S 0.5- 2 i S <5 g
=] o 14 £
0.0~ 0-

Schistosoma mansoni  Nao Infectado

Figura 8: Comparacao dos niveis de IgG4 entre individuos infectados pelo S. mansoni e
nao infectados. Fonte: O autor

Na figura 9 esta apresentada a curva ROC realizada para as duas leituras,
posteriormente utilizadas para verificagdo da area abaixo da curva e testar a
sensibilidade e especificidade. Na leitura de 450nm (Fig. 9A), a area obtida foi de
0,518, com valor de p= 0,555 (IC95% 0,457 - 0,579), sendo nao significativa. A leitura
de 492nm (Fig. 9B) demonstrou uma area com valor de 0,715, com valor de p<0,0001
e (IC95% 0,660 - 0,769).
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Figura 9: Comparacao das Curvas ROC realizadas na leitura de 450nm e 492nm.
Fonte: O autor.

O teste do Chi-quadrado com teste exato de Fisher foi realizado tanto na leitura
de 450nm como 492nm, para verificar a associacao dos niveis de anticorpos IgG4 nos
grupos de pacientes infectados pelo S. mansoni e o grupo néo infectado e para
avaliacdo da sensibilidade e especificidade. Além disso, também foi avaliado o Odds

Ratio (OR), IC95% e o valor de p obtido nas duas leituras apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Comparacao da positividade no ELISA indireto para anticorpos 1gG4 nos
grupos de pacientes infectados pelo S. mansoni detectados por meio do Kato-Katz e
0 grupo dos ndo infectados e avaliagdo do Odds Ratio (OR), intervalo de confianca de

95% (IC95%), sensibilidade, especificidade e valor de p, obtidos nas leituras de 450nm
e 492nm.

S. . . Nao Total - e Valor
mansoni infectado N (%) OR IC95% Sensibilidade  Especificidade de p*
N (%) N (%) 0 P
I9G4+ g6 (58,18) 27 (15,08) (3152?5)
IgG4 - 221
450nm 69 (41,82) 152(84.92)  (gyo5 7833 4688-1316 58,18% 84,92% <0,0001
Total 165 (100) 179 (100) (fgé)
9G4+ g5 (57,57) 37 (20,67) (3183327)
IgG4 - 212
492nm 70 (42,43) 142(1933) ()& 5208 3225 8,270 57,58% 79,33% <0,0001
Total 165 (100) 179 (100) (igg)

* Diferenca significativa quando valor de p<0,05 pelo teste do Chi-quadrado com
teste exato de Fisher. Fonte: O autor.
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Para correlagdo dos niveis de IgG4 com sexo, idade e carga parasitaria, foi
realizada andlises por meio do teste Chi-quadrado com teste exato de Fisher. A leitura
de 492nm foi escolhida para essa analise pois apresentou melhor resultado, exibindo
diferencas entre os infectados e néo infectados pelo teste de Mann-Whitney. Os dados

obtidos das correlagcbes estao apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Correlacéo entre os individuos positivos para o IgG4 anti-SWAP e 0 sexo,
idade e carga parasitaria de infectados e ndo infectados por meio de andlise
univariada pelo Chi-quadrado na leitura de 492nm.

Variaveis socio-demografia e S. mansoni Total OR Valor N&o infectado Total OR Valor de
carga parasitaria N (%) N (%) 1C95% de p* N (%) N (%) (1C95%) p*
19G4+  1gG4 - 19G4+  1gG4 -
Masculino 69 36 105 15 47 62
(72,63)  (51.43) (63,63) (4054)  (33,10)  (34,64)
Sexo Feminino 26 34 60 36,37 2,506 00057 2 o 17 1,378 04400
(27,37) (48,57) ' (1,310 - 4,668) (59,46)  (66,90)  (65,36) (06364 - 2,786)
Total 37 142 179
95(100) 70 (100) 165 (100)
(100) (100) (100)
<19 anos 20 24 12 46 58
44 (26,67) - -
(21,05)  (34,29) (3243)  (32,39)  (32,40)
20 <59 anos 0,525? 0,8132
65 41 106 25 78 103
(0,267 - 1,078) @ 0,102 (0,366 - 1,714) 2 0,698 ¢
(6842)  (58,57) (64,24) (6757)  (54,93)  (57.,55)
Idade a
> 60 anos 10 0,792° 0 18 18
5(7,14) 15 (9,09) 0,782°
(10,53) (0,286 - 2,380) (0) (12,68)  (10,05)
Total 37 142 179
95(100)  70(100) 165 (100) - -
(100) (100) (100)
Carga <99 OPG 51 47
98 (59,39)
Parasitaria (53,69) (67,14)
100 > 399 OPG 28 13 0,503 ¢
41 (24,85) 0,092°¢
(29,47) (18,57) (0,236 -1,117) ©
>400 OPG 16 10 1,346 9
26 (15,76) 0,605 ¢
(16,84)  (14,29) (0,496 - 3,517) ¢
Total 95(100)  70(100) 165 (100)

* Diferenca significativa quando valor de p<0,05 pelo teste do Chi-quadrado com teste exato de
Fisher.

acomparacdo em relagéo a faixa etaria menor ou igual a 19 anos. ® comparagdo em relacéo a faixa
etéria de 20 a 59 anos.

¢ comparagao em relagao a carga parasitaria de < 99 OPG

d comparagdo em relag&o a carga parasitaria de 100 = 399 OPG

Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

Diante da dificuldade na diferenciacdo de pacientes verdadeiramente
infectados com baixas cargas parasitarias, sobretudo em regiées endémicas, é
necessario a formulacéo de novas metodologias que auxiliem o diagnostico correto e
preciso. Dessa forma, novos métodos serviriam como complemento do método Kato-
Katz, suprindo, assim, limitagbes inerentes ao método. As técnicas soroldgicas
surgem como uma boa alternativa para isso; no entanto, devido as questdes
imunolégicas do organismo, como a prépria memoria celular e humoral, esses testes,
como ELISA, podem falhar devido a este fato.

Neste estudo, foi realizada a padroniza¢gao de um ensaio de ELISA indireto para
deteccdo 1gG4 anti-SWAP, como uma alternativa para o diagnostico da
esquistossomose. O método obteve uma sensibilidade de 57,58% e especificidade de
79,33%. Esses valores foram obtidos na leitura de 492nm, que apresentou diferenca
estatisticamente significativa nos niveis de anticorpos 1gG4 anti-SWAP de individuos
infectados pelo S. mansoni, detectados pelo método Kato-Katz e individuos néo
infectados. Na curva ROC realizada para leitura de 492nm, obteve-se uma area abaixo
da curva com valor de 0,715 e valor de p<0,0001 (IC95% 0,660 - 0,769).

A lgG constitui aproximadamente 75% do total das imunoglobulinas séricas,
podendo ser subdividida em quatro subclasses, da IgG1l a IgG4. Cada uma delas
possui propriedades estruturais e bioldgicas que as diferenciam, desde a capacidade
de ativacéo do sistema complemento ao bloqueio de agentes enddgenos e exdgenos.
A 1gG4 é a subclasse encontrada em menor concentracdo no soro, podendo
corresponder a cerca de 0,7 até 4,2% das IgGs em adultos clinicamente normais
(SARNAGO et al., 2018). Outro aspecto importante a se destacar sao as variagoes
nos valores da IgG4 de acordo com a faixa etéria, se estabilizando na idade adulta
com uma concentracao aproximada de 0,052 - 1,250 g/L (TIAN et al., 2020).

A IgG4 também pode sofrer alteracdes em seus niveis de acordo com a etnia
e 0 sexo dos individuos. Os individuos asiaticos e negros possuem maiores
concentracbes de subclasses de IgG4 em comparacdo aos individuos brancos,
enguanto os pacientes do sexo masculino tém concentracdes de IgG4 mais altas do
gque as de pacientes do sexo feminino. Essas observacdes podem afetar a
interpretacdo de resultados baseados em niveis de 1gG4 tanto nas andlises clinicas
guanto em pesquisas (HARKNESS et al., 2020).
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Apesar disso, foi demonstrado que essa classe pode ser responsavel por 50%
da IgG total em infec¢des parasitarias e respostas alérgicas, o que a torna um bom
alvo para diagnosticos imunolégicos. Além disso, a IgG4 especifica para os antigenos
do verme adulto de S. mansoni diminui algumas semanas ou meses depois do
tratamento, o que, possivelmente, a torna uma excelente candidata para diferenciar
infeccdes ativas de tratadas anteriormente (DUVALL et al., 2014). Outro aspecto
relevante sobre sua utilizacdo € que a mesma foi correlacionada com a carga
parasitaria de espécies de Schistosoma em diversos estudos, sendo a carga
parasitaria um dos fatores que mais interferiram na reatividade de 1gG4 anti-SEA e
SWAP (FIGUEIREDO et al., 2012; JIZ et al., 2009; LI et al., 2001; MATOSO, 2012);
no entanto, nosso trabalho ndo demonstrou correlagdo entre os niveis de 1gG4 anti-
SWAP e intensidade de infeccdo, o que pode ser atrelado a utilizacdo de antigenos
mais puros em outros trabalhos ou até mesmo metodologias mais sofisticadas da
técnica de ELISA.

A relacado IgE/IgG4 especificas também néao foi analisada no nosso estudo; no
entanto, trabalhos ja demonstraram que o equilibrio dessa relacéo esta associado a
susceptibilidade e resisténcia a reinfeccdo pelo S. mansoni e S. haematobium
(FIGUEIREDO et al., 2012; ZHAO et al., 2019; CALDAS et al., 2000). A elevacéo dos
niveis de IgE especifica foram associados a resisténcia a infec¢cdo (DUNNE et al.,
1992; COLLEY et al., 2014; DESSEIN et al., 1993); enquanto o balanco favoravel ao
lgG4 especifico para SWAP foi associado ao aumento da taxa de reinfeccdo em um
estudo de acompanhamento pos-tratamento de 2 anos (LI et al., 2001).

ZHAO e colaboradores identificaram que a 1gG4 € especifica para SWAP,
assim como a IgE podem ser utilizadas como bons biomarcadores para identificar a
infeccdo por S. japonicum. Além disso, gerou modelos com base nos anticorpos
especificos para avaliacao da capacidade discriminativa da infeccdo em duas coortes
e utilizaram a idade e sexo como covariaveis para essa formatacdo. Entretanto, ndo
avaliaram a correlacdo dessas variaveis com niveis de anticorpos. No nosso estudo,
realizamos essa avaliacdo e ndo foi encontrada diferencas significativas entre os
sexos nem entre os grupos de idade avaliados como demonstrado na tabela 2.

A correlacdo negativa pode ter ocorrido por conta da alta miscigenagao no
estado de Pernambuco (MOURA, 2018), o que pode interferir na analise dos niveis
de anticorpos, além disso, as condi¢cOes sanitarias e o déficit no saneamento basico

onde residem os participantes do estudo propiciam quadros de reinfeccbes (GOMES
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et al., 2022; FIGUEIREDO et al., 2012). Todavia, ja foi demonstrado que o nivel da
IgG4 pode variar ao passar do tempo de infeccdo ao longo de anos; no entanto
também ndo foi encontrada diferencas significativas entre os grupos de idade
selecionados. Além disso, foi demonstrado que a IgG4 anti-SEA possui um melhor
poder de distinguir a infeccdo (MATOSO, 2012); no entanto, no Nnosso estudo nao
realizamos a andlise de anticorpos especificos para antigenos de ovos.

Dessa forma, muitas técnicas surgem como auxilio para o diagnostico da
esquistossomose, como PCR, LAMP, POC-CCA e o ELISA. No entanto, as técnicas
moleculares, em sua maioria sdo bem mais caras em relacdo as outras técnicas,
apesar de possuirem uma boa eficacia. Assim, o método do ELISA surge como uma
opcao de destaque para sanar esse problema. E uma técnica mais barata comparada
aos métodos moleculares e que nao demanda de equipamentos tdo custosos em
relacdo as técnicas moleculares para sua realizacao (CAl et al., 2019). Além disso, é
indicada para estudos populacionais e para o diagnéstico de baixa carga parasitaria,
tendo como vantagem, também, a diferenciacéo de individuos de fase aguda e crénica
e a possibilidade de deteccéo de casos ectopicos da esquistossomose.

As limitagbes encontradas na utilizacdo do SWAP podem ter acontecido devido
ao extrato utilizado possuir diversas proteinas do verme que podem prejudicar a
precisdo do teste, assim como reacdes cruzadas com antigenos de outros parasitas,
uma vez que quadros de coinfec¢cdes sdo comuns em areas com problemas sanitarios
(FIGUEIREDO et al., 2012); no entanto, ndo averiguamos esse tipo de relacdo no
estudo, pois nao foi analisado nenhum soro de paciente coinfectado. Esses fatos
podem ter repercussao direta na sensibilidade e especificidade do teste, ainda que
tenha sido utilizado apenas vermes machos para evitar reacbes cruzadas com
proteinas dos ovos produzidos pelas fémeas. Por fim, ressalta-se a importancia da
realizacdo de pesquisas acerca de metodologias melhores para purificacdo de
antigenos, assim como estudos longitudinais para uma melhor averiguagdo dos
discriminantes sociais e demograficos que podem se correlacionar com niveis de

anticorpos nos pacientes.
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7 CONCLUSAO

Métodos de diagnosticos mais assertivos, que possibilitem, de maneira pratica,
a diferenciagéo dos individuos infectados pelo S. mansoni dos néo infectados, séo de
extrema importancia para o0 acompanhamento mais exato da situacéo epidemiologica
da esquistossomose, além de permitir um diagnostico mais eficiente para o paciente,
fato esse que tem contribuicdo direta no seu prognédstico futuro. Diante disso,
evidencia-se a urgéncia de novos estudos que abordem o melhoramento e criagéo de
novos testes, sobretudo porque o método de Kato-Katz, em areas de baixa
endemicidade, apresenta baixas sensibilidades, gerando resultados falso-negativos e
dados subestimados acerca da parasitose que confundem muitas vezes a conduta
médica para 0 caso em estudo. Aqui, conseguimos realizar uma técnica capaz de
detectar IgG4 anti-SWAP capaz de identificar a infeccdo ativa.

Nesse estudo, foi observada uma diferenca nos valores de densidade Optica
de individuos infectados pelo S. mansoni e nado infectados quando a leitura foi
realizada com filtro de 492 nm utilizando-se o SWAP, assim, foi possivel obter um
teste de ELISA para o IgG4 anti-SWAP usando a diluigcdo de 1:5.000, que apresentou
sensibilidade de 57,58%% e especificidade de 79,33%. No entanto, na analise das
correlagdes dos niveis de IgG4 com sexo, idade e carga parasitaria ndo foi observada
associacao nesse estudo.

Dessa forma, ressalta-se a importancia da continuidade do trabalho para
preencher as lacunas identificadas, visando a padronizacdo de um método de ELISA
para deteccao dos anticorpos citados, auxiliando de maneira efetiva no diagndstico
desta parasitose. Além disso, 0 emprego de novas metodologias de purificacdo de
antigenos e a utilizacdo do SEA podem se destacar como perspectivas futuras para
esse estudo, para, assim, obter um teste que possa ser utilizado como confirmagéo
nos inquéritos epidemioldgicos, uma vez que pode detectar a fase da infeccdo com os
devidos ajustes, além de auxiliar no diagnéstico preciso e precoce da
esquistossomose, corroborando, assim, para um melhor prognéstico dos individuos

infectados.
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ANEXOS

ANEXO A

Cépia do parecer do Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da UFPE

p— . -

Esqueceu 3 senh

Woc estd em: Poblico > Buscar Pesquisas Aprovadas > Detalhar Projeto de Pesquisa
DETALHAR PROJETO DE PESOLNSA

Titulo Pablico: IMUNODIAGHAOSTICD PARA ESOLISTOSSOMOSE: SELEGAD DE NOVOS ANTIGENDS E DESENYOLVIMENTO DE KIT PARA APLICACAD EM AREAS
DE BALLA ENDEMICIDADE fﬁm\_
Pesquisador Responsdvel: Constanga Clara Gayoso Simdes Barbosa .‘ef"_""'&'\
Contato Publico: Constanga Clara Gayoso Simdes Barbosa hd
Condighes de sadde ou problemas estudados:
Descritores CID = Gerais:

Descritores ClD - Especificos:

Descritores ClD = da Intervencao: -
Diata de Aprovagio Etica do CEF/CONEP: 1311/2018 SATDESD S

—  DADODS DA INSTITUIGAD PROPONENTE

HNome da Instituigdo: FUNRDACAD OSWALDD CRUZ
Cidade: RECIFE

- DADOS DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA.

Comité de Etica Responsdvel: 5190 - Instituio Aggeu Magahies (LAM)
Enderego: Av. Prof. Maraes Rego, sin®

Telefone: [81)2101-2839

E-miail: cap iami@iiocnus br

- CEMTRO[S) PARTICIPANTE[S) DO PROJETO DE PESGUISA

— CENTRO[S) COPARTICIPANTE|S) DO PROJETO DE PESQLNSA

Suporte a sistemas: 136 - opgSo B
Fale conosco: Clique pd i

FATHIA AMADA




ANEXO B

Copia do parecer do Comité de Etica no uso de animais do Instituto Aggeu
Magalh&es/Fiocruz-PE (CEUA/IAM)

Mirwatdiio da Saode

FOCRUZ
3 Fundagho Oswaldo Crus

Instituto Aggeu Magainbdes

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS -

Certificado de Aprovacdo

Certificamos que 0 projeto intitulado “Manutengido de cepas de Schistosoma
mansoni para uisas cientificas™ protocolado sob n® 123/2017 pelo (a)

pesquisador (a) n¢a Simdes Barbosa estd de acordo com a Lei
11.794/2008 e do pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
do Instituto uisas ' Aggeu Magalhdes / Fundagdo Oswaldo Cruz
(CEUA/IAM). versao, este projeto esta licenciado e tem validade .
até 22 de ma 2022 com a finalidade de pesquisa cientifica. Esses
animais sao do Biotério de criagdo do Instituto de Pesquisas Aggeu
Magalhaes/Fi E responsabilidade do coordenador do projeto notificar
a CEU isquer em relagAo ao projeto. O coordenador
co nenhuma des! serao implementadas antes de
se| s pela CE

Quantitativo ais Aprovados

agem/Racga N° de Animais/Pesol/ldade/Sexo

i 2.880 (30-40gr/ 7-8 semanas/ machos e
( ebster) fémeas)
1 2880
Recife (PE, Bra de
Dra Edile nto
Vice- a CE
Maria de
Usode

Av mmm s/n - Cidade Universitica ~ Campus da UFPE
- PE - CEP. 50 670420
Tesefona: (01)2!01 -2500/2101-2600 Fax: (81) 3453-1911
Www cpqam Socrue br
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