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RESUMO

Apesar de as parasitoses intestinais, serem conhecidas desde muito
tempo e serem estudas desde sua identificacdo, ainda constituem um desafio
guanto ao seu diagnadstico e tratamento. Existe a necessidade de investimentos
em pesquisas para o diagnéstico mais preciso, para a pronta intervencao, para
0S casos existentes. Além da prevencdo dos fatores de risco que favorecem o
surgimento, a manutencao e a propagacao desses agentes. O conhecimento
de que a competéncia imunolégica do hospedeiro é um fator limitante da carga
parasitaria de diversas espécies. Considerando-se que a lectina ligadora de
manose (MBL), componente do sistema do complemento, € uma proteina
chave do sistema imune inato, atuando na primeira linha de defesa contra
0s patdgenos pois é considerada de fase aguda, este estudo com 221
amostras de individuos de ambos os sexos e idades variadas, coletadas em
trés laboratorios distintos, no periodo de janeiro a abril de 2012. Foi
estabelecido o perfil da populacdo do estudo e fez-se a andlise da associacao
entre fatores sociais e demograficos com as entero-parasitoses e avaliada a
influéncia dos niveis séricos da lectina ligadora de manose(MBL) na
susceptibilidade das enteroparasitoses, distribuicdo por faixa etaria e sexo.
Estabelecida também a comparagdo entre as concentragfes sericas de MBL
dos grupos com identificacdo de parasitas. Foram observadas associacdes
estatisticamente significativas quando se relacionou 0s protozoarios

E.histolytica e G.lamblia com a concentragéo sérica da MBL.

Palavras — chave: Entero-parasitoses; Protozoarios; Helmintos; MBL



ABSTRACT

Although the intestinal parasitosis are known since a long time and be
studied since its identification, still constitute a challenge for their diagnosis and
treatment. The delineation of the problem coming up in the necessity of
investments in research for more accurate diagnosis, for the prompt
intervention, to the existing cases and work for the prevention of risk factors that
favor the emergence, maintenance and propagation of these agents. The
knowledge that the host's immune competence is a limiting factor of parasitic
load of various species, stimulated the research considering that the Mannose-
binding lectin (MBL), a component of the complement system, is a key protein
of the innate immune system, acting in the first line of defense against
pathogens because it is considered acute phase. In this study, were colected
221 samples of individuals of both gender and varied ages at three different
laboratories, in the period from January to April 2012. The profile of the
population of the study are made and the analysis of the association between
social and demographic factors with the entero-parasites and evaluated the
influence of serum levels of Mannose-binding lectin (MBL) susceptibility of
enteroparasitoses, distribution by age group and gender. Established also the
comparison between serum concentrations of MBL of groups with identification
of parasites. Statistically significant associations were observed when related

protozoa E. histolytica and G.lamblia with the serum concentration of the MBL.

Keywords: Entero-parasitic infections; Protozoa; Helminths; MBL.
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1. INTRODUCAO

Pode-se dizer que a histéria das enteroparasitoses e parasitas
intestinais humanas acompanha a historia da humanidade. Para ratificar esta
afirmacgéo basta citar a comprovacao de que ovos de enteroparasitas foram
encontrados em mumias e em coprolitos humanos datando mais de 7000 anos.
Contemporaneamente, as enteroparasitoses acometem cerca de 25% da
populacdo mundial (mais de dois bilhGes de pessoas) sendo que a sua
distribuicdo ocorre entre helmintos (macroparasitas) e protozoarios
(microparasitas) levando-se em consideracdo o grau de desenvolvimento de
uma dada regiéao do globo (MELO, 2007).

O parasitismo é uma associacao entre seres vivos com unilateralidade
de beneficios, sendo o hospedeiro, o prejudicado na associacédo, pois fornece o
alimento e o abrigo ao parasita; assim, a parasitose € o estado de infec¢ao cuja
agressao repercute prejudicialmente sobre o hospedeiro. (NEVES, 1997).

Cunha (1993), nos diz que um dos pontos-chave para combater
doencas infectocontagiosas é a educacao, pois pessoas melhores informadas
sobre higiene correm menos riscos de contrai-las. A educacéo para a saude é,
sem duavida, o processo mais eficiente das acdes profilaticas. Na visdo de
Neghme e Silva (1971), uma alta prevaléncia de parasitoses intestinais reflete a
deficiéncia de saneamento basico e da cultura higiénica, juntamente com a
existéncia de fatores ecolégicos naturais favoraveis.

Esta bem elucidado o fato de que as enteroparasitoses sejam mais
frequentes em regibes menos desenvolvidas, considerando o sentido mais
amplo da palavra. Ludwig, (1999), afirma que as enteroparasitoses atingem
cerca de 90% da populacdo em paises ou regifes subdesenvolvidas, sendo
que essa taxa é diretamente proporcional ao agravamento da situacao
socioeconOmica da mesma.

Dias (1988), comenta que um programa de Educacdo Ambiental (EA)
deve promover conhecimentos necessarios a compreensdo do ambiente, de
modo a suscitar uma consciéncia social que gere atitudes capazes de afetar

comportamentos.
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No Brasil, os problemas envolvendo as enteroparasitoses tomam uma
grande proporc¢ao, especialmente por causa das condi¢cdes sécio-econdmicas,
da deficiéncia nos servicos de saneamento bésico, da educacdo sanitaria e
também dos hébitos culturais (LUDWIG, 1999). Contudo, é importante
salientar que as endoparasitoses também apresentam variacdes intra e
interregionais baseadas nas aglomeracdes populacionais, nas condi¢cbes de
uso e contaminacdo do solo, da agua e alimentos; e da capacidade de
evolugéo das larvas e 6vos de helmintos e de cistos de protozoarios em cada
um desses ambientes (LUDWIG, 1999).

Dentre a populagéo infectada, Prado et al (2001) estimam que a maior
prevaléncia ocorre em criangas de ambos o0s sexos. Além dos efeitos
patolégicos diretos desses parasitas, as infeccdes exercem importante
influéncia sobre o estado nutricional, crescimento e fungcdo cognitiva destas
criangas, sendo por isso, consideradas como a maior preocupacéo na atuacéo
da saude publica, nesse setor.

Esses agentes etioldgicos apresentam ciclos evolutivos que contam com
periodos de parasitose humana, periodos de vida livre no ambiente e periodos
de parasitose em outros animais. A infeccdo humana é mais comum em
criangas, por meio da via oral-fecal, sendo aguas e alimentos contaminados os
principais veiculos de transmissao (TOSCANI et al., 2007).

A invasdo ao hospedeiro ocorre através da pele (pelo contato direto
com o solo contaminado) e/ou através da boca (pela ingestdo de agua ou
alimetos contaminados em decorréncia da perversao do apetite — geofagia e/ou
coprofagia). Ressalta-se também que algumas enteroparasitoses sao passiveis
de transmissao sexual (TOSCANI et al., 2007).

Embora apresentem baixas taxas de mortalidade, as enteroparasitoses
ainda continuam representando um significativo problema de saulde publica,
haja vista, o grande numero de individuos afetados e as varias alteracdes
organicas que podem provocar, inclusive sobre o estado nutricional
(COOPER,1992; MACDONALD,1988; STEPHENSON & HOLLAND,1987).

Chehter e Cabeca, (1993), salientam que as manifestagbes
gastrointestinais mais comuns sdo as relacionadas a alteracdes do habito
intestinal (diarréia ou obstipacao intermitentes) acompanhadas de alteracdo do

apetite, nausea, vémito, flatuléncia e dor abdominal ndo caracteristica.
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Ocasionalmente pode ocorrer eliminagdo espontanea de vermes pela boca,
anus, nariz ou juntamente com as fezes.

Do ponto de vista geral, depara-se com anemia, sindrome de ma
absorcéo e suas consequéncias, especialmente nos casos de estrongiloidiase,
giardiase e ancilostomiase. A passagem das larvas de Ascaris, Ancylostoma,
Strongyloides e Schistossoma pelos pulmdes pode determinar a sindrome de
Léeffler, que corresponde ao quadro transitorio de tosse seca, broncoespasmo
e febre, associado a eosinofilia e a alteragcédo radiografica (infiltrado alveolar).
(CHEHTER e CABECA, 1993),

Segundo Ferreira, et al.,(2000), os parasitas intestinais estdo entre os
patébgenos mais frequentemente encontrados em seres humanos. Dentre os
helmintos, os mais freqientes sdo os nematelmintos Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura e os ancilostomideos Necator americanus e Ancylostoma
duodenale. Dentre o0s protozodrios, destacam-se Entamoeba histolytica e
Giardia duodenalis.

Apesar da alta frequéncia de enteroparasitoses causadas a populacao
em geral, ressalta-se a escassez de estudos acerca do problema, visando um
melhor dimensionamento e elaboracdo de medidas de combate por parte das
autoridades sanitarias. (MARQUES et al, 2005).

As parasitoses intestinais sao associadas, por mecanismos nao claros e
até discutiveis, a ranger dos dentes, insbnia, irritabilidade, disturbios de
conduta, manchas na pele, fendmenos urticariformes, que frequentemente
desaparecem apoés o tratamento (CHEHTER e CABECA, 1993). Baseando-se
nesse quadro clinico, é possivel conferir as enteroparasitoses uma parcela de
responsabilidade pelo insucesso de criangcas no inicio da vida escolar: a
sintomatologia se encarrega de desviar totalmente a atengédo prejudicando o
processo cognitivo. (ARAUJO et al, 2009).

Chehter e Cabeca, (1993), observam que tendo em vista que predomina
o multiparasitismo e que ndo h& quadro clinico peculiar, a exibicdo do
espécime espontaneamente eliminado ou a presenca de determinado sintoma
€ insuficiente para o diagndstico, sendo essencial a pesquisa de parasitas. Os
parasitas podem localizar-se em tecidos, sangue e trato digestivo, sendo
geralmente detectados nas fezes.
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O diagnéstico de certeza de um processo parasitologico € dado pela
demonstracao da presenca do parasito ou de seus produtos no organismo do
hospedeiro. Entretanto, nem sempre € possivel ou facil de comprovar a
existéncia do parasitismo (REY, 2001).

Uma forte barreira para o diagnéstico exato do enteroparasita reside na
coleta. Amostras de fezes precisam ser adequadamente coletadas,
conservadas e examinadas. Os pacientes ndo devem receber bario ou enema.
As amostras devem ser cobertas para evitar desidratagdo ou contaminacgao,
nao devem ser refrigeradas e caso ndo possam ser entregues para a analise,
apos uma hora de coleta, devem ser preservada em solucdo de preservacao
como o MIF (mertiolato, iodo e formol) ou PVA (&lcool de polivinila). (MOTA e
PENNA,1998).

Sabendo que todos os esforgos profiladticos s@o insuficientes para o
inicio do ciclo humano dos enteroparasitas, 0s investimentos estdo voltados
para a terapéutica, o que demanda um gasto anual muito grande. Contudo, tal
gasto poderia ser minimizado se mais informacbes sobre o tema fossem
elucidadas.

A competéncia imunoldgica do hospedeiro € um fator limitante da carga
parasitaria, da susceptibilidade do hospedeiro, da disseminacdo do parasita e
até mesmo do diagndstico desse parasita (CHEHTER e CABECA, 1993)

O dominio do conhecimento imunolégico é importante para as
expressdes clinicas das enteroparasitoses. Faz-se referéncia a imunidade inata
representada por um mecanismo denominado “sistema complemento”
responsavel pelo combate direto a patégenos invasores. (FEARON &
LOCKLEY, 1996).

Incluido nesse sistema, encontra-se uma via denominada via da lectina
ligadora de manose ((MBL — Mannose binding lectin) que corresponde a um
mecanismo imune do sistema complemento iniciado por uma colectina,
proteina encontrada no plasma humano secretada pelo figado, dependente de
calcio. Por sua elevada capacidade de opsonizacdo de patdgenos, esta via é
considerada um importante elemento do sistema imune inato, mostrando
eficiéncia em doencas autoimunes e infecto- contagiosas (virais e bacterianas
principalmente) no que diz respeito a susceptibilidade e severidade das
patologias. (ABBAS, 2000).
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A lectina ligadora da manose (MBL — Mannose binding lectin), também
designada por proteina ligadora da manose ou do manano, é um fator
importante na imunidade inata. A MBL pertence a classe das colectinas da
superfamilia da lectina tipo C, cuja funcdo parece ser o reconhecimento do
padrdo na primeira linha de defesa no hospedeiro pré-imune. (TURNER,1996;
GADJEVA, et al 2001; KLABUNDE, et al, 2002)

Este trabalho foi dividido em duas partes: o referencial tedrico e a
metodologia. Na primeira parte, foram abordadados duas secbes: aspectos
imunolégicos do mecanismo do sistema complemento, enfatizando a via das
lectinas e as caracteristicas genéticas da sintese de lectina bem como a

influéncia das concentracdes séricas em outras patologias.
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2. JUSTIFICATIVA

O controle de parasitoses intestinais deve ser estabelecido pelo
diagndéstico e caracterizacao dos quadros epidemiolégicos das mesmas.

O exame parasitologico de fezes ndo detecta com eficiéncia todas as
parasitoses intestinais, sendo necesséria, em certas situacdes, a realizacdo de
outros métodos diagndsticos, como: tamizagdo das fezes (para diagnosticar
teniase), swab anal (oxiuriase), bidépsia de valvula retal (esquistossomose),
biépsia duodenal com analise direta e apds coloracdo pela hematoxilina férrica
das fezes, raspado retal ou do mucoduodenal (giardiase ou amebiase),
intradermorreacdo e determinacdo de anticorpos séricos (esquistossomose,
amebiase e giardiase), pesquisa nas fezes de o6cistos de criptosporideo e de
isospora, através da coloracdo pela safranina e azul de metileno.(CHEHTER &
CABECA, 1993; RODRIGUES, 1983).

O exame de uma Unica amostra pode nao ser suficiente para descartar o
diagndstico. Amostra positiva € diagndstica; porém, casos negativos nao
significam auséncia do parasita. Desta forma, sdo recomendadas trés coletas
seriadas semanais. Técnicas de concentracdo aumentam a sensibilidade dos
testes. (MONTEIRO et al.,1988; FERREIRA et al., 2000; ROMERO-CABELLO
et al.,1995)

O maior problema para se identificar com exatiddo parasitas intestinais €
a falta de microscopistas experientes ou o elevado custo dos primers ou
oligonucleotideos especificos, hoje, mais comuns em diversos laboratérios,
como alternativa a microscopia, para a identificacdo de protozoarios
patogénicos ou ndo. Outros exames complementares (radiograficos,
endoscoépicos, histolégicos e para a avaliacdo de ma absor¢do) ndo visam
primariamente o diagnéstico do parasitismo, mas podem ser importantes na
avaliacdo das complicacdes das parasitoses intestinais. .(CHEHTER &
CABECA, 1993; RODRIGUES, 1983).

O sistema imunoldgico representa a principal barreira do hospedeiro
contra as infec¢cbes e tem a capacidade de realizar uma resposta rapida e
efetiva contra patégenos invasores, assim como elaborar um outro tipo de
resposta igualmente eficaz, porém mais lenta e duradoura, que é a imunidade

adquirida ou adaptativa.
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A MBL tem um papel central na resposta imune inata, pois se liga a
estruturas de diversos carboidratos presentes em varios agentes infecciosos
levando a opsonofagocitose direta ou ativa a via do complemento da lectina
culminando com a formagdo do complexo de ataque a membrana levando a
lise do patdbgeno (DUMESTRE-PERARD et al., 2002).

O envolvimento da MBL como primeira linha de defesa do hospedeiro foi
observado através de achados em criancas que sofriam com infecctes
recorrentes do trato respiratorio superior e diarréia. Posteriormente, um estudo
in vitro usando Saccharomyces cerivisae revelou um defeito de opsonizacao no
soro desses individuos indicando, assim, uma deficiéncia de algum fator
plasmatico. A MBL é sintetizada principalmente pelos hepatdcitos no figado,
porém estudos em camundongos demonstraram que esta proteina tambem
pode ser sintetizada em outros orgdos como: cérebro, baco, rins e coragéo
(DUMESTRE-PERARD et al., 2002).

Aittoniemi et al., (1998) relataram que a deficiéncia de MBL em
criancas com infeccbes periddicas tem coincidido com a deficiéncia de
subclasses de IgG.

A alteracdo, tanto para mais ou para menos, na concentracdo sérica de
MBL esta envolvida com a maior susceptibilidade a determinados tipos de
infeccbes. Existe também uma relacdo entre a deficiéncia de MBL e a
susceptibilidade a doencas auto-imunes. Ainda, ha evidéncias de que a MBL
pode agir como um modulador da severidade das doencas (JACK;KLEIN;
TURNER, 2001).

Baixas concentragdes de MBL tém como consequéncia a diminuigao ou
auséncia da ativacdo da via das lectinas do complemento, e estdo associadas
a uma maior suscetibilidade a infecgBes por microorganismos. Porém, em
alguns casos, a deficiéncia de MBL parece ser vantajosa, especialmente em
infeccbes causadas por patégenos intracelulares, os quais usam a
opsonizagdo por componentes do complemento e seus respectivos receptores
nos fagécitos para infectar o hospedeiro (TURNER, 2003).

Para Luz (2008), gendtipos de MBL que codificam baixos niveis
sorolégicos da proteina tém sido associados com suscetibilidade a infec¢cbes
causadas por microorganismos extracelulares. Por outro lado, a deficiéncia

pode ser benéfica para o hospedeiro e estd associada com protecdo em



26

infeccbes causadas por alguns microorganismos intracelulares, tais como
Leishmania chagasi (SANTOS et al, 2001) e Mycobacterium leprae
(MESSIAS-REASON et al, 2007).

A correlagéo entre a deficiéncia da MBL e a suscetibilidade a infecgbes
foi avaliada a partir de um valor arbitrario para a deficiéncia (normalmente pela
baixa sensibilidade nos testes utilizados). Ndo ha nenhum dado clinico que
corrobore esta hipétese de deficiéncia de MBL associada a um aumento de
suscetibilidade para diferentes doencas. Outros trabalhos avaliam a frequéncia
dos alelos variante da MBL em estudos de caso controle (GARRED et al.
1997). Entretanto, essa aproximacao é dificil de ser feita, devido a grande
variacdo do nivel de MBL entre individuos de gendtipos idénticos
(STEFFENSEN et al. 2000).

Este estudo apresenta-se com o0 objetivo contribuir para o
conhecimento mais amplo do envolvimento da via da lectina ligadora de
manose (MBL), na identificacdo de reagfes a patdgenos invasores, neste caso
as parasitoses intestinais, na busca de novas alternativas, permitindo um
melhor acompanhamento clinico-laboratorial do individuo, levando a medidas

mais efetivas para a melhoria da qualidade de vida dessas pessoas.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA.

A resposta imune a um agente estranho ou patdgeno é baseada em uma
complexa sequéncia de eventos. Essa resposta se da em dois niveis
basicamente. O nivel mais precoce € conhecido como imunidade inata, ja as

respostas mais tardias e especializadas correspondem a imunidade adaptativa.

3.1 IMUNIDADE INATA

A imunidade inata, também conhecida como imunidade natural, esta
presente desde o0 nascimento em todos os organismos multicelulares.
Caracteriza-se como a primeira linha de defesa do organismo, podendo
eliminar microorganismos invasores, antes mesmo que haja ativacdo da
resposta adaptativa.

Segundo Voltarelli et al, (2008), a resposta imune inata também auxilia
na ativacdo da resposta imune adaptativa e oferece mecanismos efetores
durante essa reposta para a eliminacéo de patdogenos e € composto por:

- barreiras fisicas - (pele e mucosas dos tratos gastrintestinal, respiratério,
genitourinario e conjuntivais), cuja funcdo € impedir a entrada de
microorganismos;

- células imunocompetentes circulantes - (neutréfilos, eosindfilos, macréfagos e
células natural killer — NK) (Figura 1), que atuam fagocitando patdgenos,
promovendo a lise de células infectadas e produzindo citocinas e quimiocinas.
As citocinas sdo moléculas protéicas com acdo principalmente paracrina e
autdcrina, mas podendo exercer pequena atividade endocrina. Ja as
guimiocinas sdo citocinas de baixo peso molecular, com papel marcante no
controle da migracdo (quimiotaxia) e da distribuicdo das células do sistema

imune.
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Celula NK Célula-alvo

Figura 1: Célula Natural killer representacéo gréfica
Fonte: portalsaofrancisco.com.br/alfa/celulas-natural-killer/celulas-natural-
killer.php

3.1.1. Proteinas efetoras circulantes — complemento

O complemento foi descrito na virada do século XX, durante a realizagao
de estudos sobre a natureza das rea¢es imunoldgicas contra as bactérias no
soro. O soro obtido de animais que tinham sido infectados com um
microorganismo podia, a seguir, aglutinar e depois lisar as mesmas bactérias
em tubo de ensaio. A lise, mas ndo a aglutinacdo, é inibida pelo pré
aquecimento do soro a 56°c por 30 minutos. A atividade litica pode ser
reconstituida usando soro fresco de um animal que ndo foi exposto
previamente a bactérias. Em consequéncia disso, um fator termolabil sem
especificidade para um microorganismo € essencial para a sua lise. A
aglutinacdo e a lise eram inibidas pelo pré-aguecimento do soro a mais de
60°c. Varias conclusbes puderam ser tiradas sobre essas evidéncias: (1) ha
um fator sérico induzivel, razoavelmente termoestéavel, especifico para um
microorganismo € capaz de aglutina-lo, mas ndo de mata-lo; (2) um outro fator
sérico , termolabil (sensivel & temperatura), ndo é capaz de identificar um

microorganismo, porém pode auxiliar na sua destruicdo. (ABBAS, 2005).
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Para Hess et al.,, (1998), denomina-se complemento um complexo
sistema multiproteico com mais de 30 componentes, em sua maioria proteinas
plasmaticas, cujas func¢des principais sdo as defesas frente as infeccdes por
microrganismos, a eliminacdo da circulacdo dos complexos antigeno-anticorpo
e alguns de seus fragmentos atuam como mediadores inflamatorios.

Alberts, (2004) e Hess et al., (1998) completam que as proteinas do
sistema complemento (e seus fatores reguladores) participam da imunidade
inata contra microorganismos (defesa do hospedeiro) e auxilia a imunidade
humoral (leséo tecidual mediada por anticorpo).

O grupo de proteinas plasmaticas, o complemento, é ativado por
agentes infecciosos que promovem a destruicdo do patdgeno e estimulam o
processo inflamatério. O complemento pode ser ativado por trés vias distintas
que culminam na clivagem da proteina C3. Essa proteina desencadeia
cascatas enzimaticas que culminam em mecanismos efetores contra o
patégeno, como opsonizacédo, fagocitose, producdo de anafilotoxinas e indugéo
de lise celular, através da formacdo do MAC (complexo de ataque a
membrana). (VOLTARELLI et al, 2008).

O complemento pode estar envolvido nas doencas humanas de
diferentes maneiras. A deficiéncia de qualquer componente protéico pode levar
a padrdes anormais de ativagdo do sistema. Enquanto que a auséncia de um
dos componentes iniciais das diferentes vias ou dos componentes formadores
do complexo de ataque a membrana (MAC) pode levar a ativacdo deficiente, a
deficiéncia dos componentes regulatérios pode causar ativacao exacerbada do
complemento em local e momento indesejados, incrementando 0 processo
inflamatorio.(ABBAS, et al, 2000).

Abbas (2005), primeiro fator (1) foi originalmente chamado de anticorpo,
sendo especifico para o alvo que o induz (o antigeno), nesse caso um
microorganismo estranho. Posto que é capaz de reacdes especificas, o
anticorpo faz parte do sistema imunoldgico adquirido. O fator sérico (2) € o
complemento, um grupo de proteinas séricas termolabeis que complementa a
acao do anticorpo na destruicdo do microorganismo.

Segundo Tizard (1998), nem sempre a interacdo dos anticorpos com
antigenos é eficiente por si s6. Como por exemplo: Revestindo um virus ou

bactéria prevenindo assim sua ligacdo — e invasdo — a uma célula hospedeira;
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Ligando-se a uma toxina (toxina da difteria ou tétano) impedindo assim a
entrada da toxina na célula - neutralizando a toxina. Mas, muitas vezes, a
ligacdo de anticorpos a antigenos ndo produz fungdo Util a menos que ela
possa ativar um mecanismo efetor, seja ele celular ou humoral. O sistema
complemento participa destas fungdes efetoras.

Abbas (2005) relaciona as func¢des totais do sistema complemento da
seguinte forma: (1) participa do processo inflamatério pela geracdo de
fragmentos que promovem a quimiotaxia das células inflamatérias; (2) aumenta
a fagocitose por neutrofilos e macrofagos; (3) participa na ativacdo de
imunocomplexos (IC) circulantes e de células apoptéticas; (4) promove a
opsonizacdo e a lise de microorganismos; (5) as proteinas regulatérias da
ativacdo do complemento, previnem o dano mediado pelo mesmo nas células
hospedeiras.

Vérias proteinas do complemento sdo proteases (enzimas que clivam
proteinas) que se autoativam. Tais enzimas s&o chamadas de zimégenos ou
zimogénio. No sistema complemento, os zimdgenos estdo distribuidos nos
fluidos corporais e nos tecidos. Nos locais de infeccdo eles séo ativados e
induzem uma série de eventos potentes (JANEWAY e TRAVERS, 2002).

Janeway e Travers (2002) afirmam que para que 0 sistema
complemento expresse sua atividade é necessaria sua ativacado prévia. A
ativacado do complemento é feita por uma cascata enzimatica onde uma enzima
ativa do complemento (gerada pela clivagem do zimégeno) quebra seu
substrato (outro zimégeno do complemento) em sua forma enzimaticamente
ativa. Esse, por sua vez, cliva e ativa o préximo zimogeno da via do
complemento.

Dessa forma, a ativacdo de um pequeno numero de proteinas do
complemento no inicio da via é imensamente amplificada por cada reacao
enzimatica sucessiva, resultando na rapida geracdo de uma grande resposta
do complemento(JANEWAY e TRAVERS, 2002). Atualmente sdo reconhecidas
trés vias principais de ativacdo do SC: via classica, via alternativa e a via da
lectina. Alberts, (2004) enfatiza que a maior parte das proteinas do
complemento sdo inativas até o momento inicial da infeccdo e que apos o
estimulo patogénico e inicio das clivagens, ocorre a liberacdo de fragmentos

maiores e menores até aqui referenciados como fatores reguladores.
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O reconhecimento pelo sistema imune inato depende da deteccdo de
padrdes repetidos de moléculas, como o lipopolissacarideo, os glicanos e em
muitos casos o reconhecimento de moléculas de carboidratos presentes em
diversos microrganismos. As células e as proteinas do sistema imune inato
devem entdo demonstrar uma cinética de resposta rapida para efetuar a
eliminacéo do patogeno (JANEWAY, 1992).

Os fragmentos maiores se ligam a membrana do patdgeno auxiliando a
passagem para reacOes subsequentes. Desse modo, a ativagdo do
complemento fica bastante restrita a superficie celular do patégeno. Todas as
propriedades do complemento realizadas através do desenrolar da cascata de
reacOes devem ser rapidamente inativadas para garantir que o ataque nao se
espalhe para as células vizinhas do tecido hospedeiro (ALBERTS, 2004).

Alberts (2004), diz que a desativacdo é assegurada por meio de pelo
menos duas vias. Na primeira, as proteinas inibidoras especificas do sangue
ou da superficie da célula hospedeira interrompem a cascata por clivagem, ou
pela ligacdo de certos componentes que tenham sido ativados via clivagem
proteolitica. A segunda baseia-se na instabilidade de varios componentes da
cascata, a menos que eles se liguem imediatamente ao componente
apropriado desta mesma cascata ou a membrana proxima, eles serdo

inativados.

3.2 ETAPAS DA RESPOSTA IMUNE INATA

A resposta imune inata pode ser dividida em trés fases: reconhecimento,
ativacao e fase efetora.

Segundo Voltarelli et al, (2008), os componentes da imunidade inata
reconhecem estruturas caracteristicas dos microorganismos, mas que nao
estdo presentes nas células do hospedeiro. Essas estruturas de
reconhecimento normalmente estdo associadas a sobrevivéncia do patdgeno, e
0s principais produtos de reconhecimento sdo as moléculas de RNA de fita
dupla, os lipopolissacarideos, os nucleotideos CpG nao-metilados e as
glicoproteinas. Diversos receptores celulares estdo envolvidos no

reconhecimento e na ativagéo celular durante a resposta imune inata, como 0s
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receptores toll-like (TLR), os receptores de manose e receptores para
opsoninas.

Receptores do tipo Toll (TLRs) constituem um importante grupo de
PRRs, expresso por células do sistema imune inato, como macrofagos,
células dendriticas, neutrofilos e NK (natural killer) (WIRA et al., 2005).

A ligacdo entre PRR, e PAMP(Padroes moleculares associados a
patébgenos) inicia uma resposta imune dependente de reacdes
intracelulares para a producdo de citocinas e recrutamento de células do
sistema imune inato para o local da infeccdo (HARTOG et al 2006).

Apés a fase de reconhecimento ocorre a fase de ativacdo, na qual hi
estimulacdo celular para que ocorram respostas efetoras adequadas. As
células ativadas potencializam a fagocitose, aumentam a producéo de radicais
de oxigénio, secretam citocinas que estimulam o processo inflamatério e a
resposta imune adaptativa, liberam enzimas capazes de degradar produtos
patogénicos, aumentam a expressdo de moléculas co-estimulatérias e as do
complexo principal de histocompatibilidade (“major histocompatibilty complex”
— MHC) na membrana celular. Esse quadro culmina na estimulacdo de
linfécitos T, principais responsaveis pela resposta imune adaptativa.
(VOLTARELLI et al, 2008).

Os componentes da via cldssica, assim como da via terminal, sdo
designados com o simbolo "C" seguidos com o numero correspondente (C1,
C3, etc.). J& os componentes da via alternativa, exceto C3, sdo designados
com nomes convencionais ou simbolos diferentes (exemplo: fator D, fator B,
properdina). A designacdo dos componentes ativados é feita por uma barra
colocada sobre o simbolo da proteina ou do complexo protéico correspondente
(exemplo: C1-C4b2a, fator B, etc.). Os produtos da clivagem enzimatica séo
designados por letras minusculas que seguem o simbolo de determinado
componente (exemplo: C5a, C5b). Quando o componente ou fragmento é
inativado, é adicionada a letra "i" (exemplo: C3bi, Bbi) (RUDDY,1981).

Para Trindade et al (2008) a maior diferenca entre as trés vias consiste
no seu modo de ativagdo. A via classica é ativada quando anticorpos IgG ou
IgM se ligam a antigenos (virus, bactérias ou auto-antigenos) formando
imunocomplexos e fazendo parte da resposta imune especifica. Essa via foi

assim denominada por ser a primeira a ser descrita (FRANK,1989).
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As imunoglobulinas humanas que iniciam a ativagdo do complemento
pela via classica pertencem as classes IgM e as subclasses IgG1, 1gG2, 1gG3.
A ativacdo da via classica se inicia com a ativagdo de C1. Formam parte dela
0s componentes C1, C4, C2 e C3 ativados em cascata. (LAW e REID, 1988;
FRANK,1987).

A via alternativa corresponde a um sistema mais primitivo, que néao
requer a presenca de anticorpos especificos, sendo ativada a partir da hidrolise
espontanea do terceiro componente do complemento (C3) e sua deposi¢cao na
superficie do microorganismo. (TRINDADE et al, 2008)

A presenca de certos agentes como determinados fungos e bactérias,
alguns tipos de virus e helmintos com determinadas caracteristicas,
especialmente a auséncia de &cido sidlico na membrana, sdo suficientes para
ativar a via alternativa, através da ligacdo de uma ou mais moléculas de C3b
na sua superficie (SILVA e KIPNIS, 1984; GOTZE, 1988). A membrana da
heméacia de coelho possui também esta propriedade (PLATTS-MILLS e
ISHIZAKA,1974)

A via alternativa pode também ser ativada por lipopolissacarideos
presentes em membranas de varias bactérias, proteinas da superficie viral e de
parasitas, enzimas tipo tripsina, alguns imunocomplexos e o fator de veneno de
cobra (FRANK, 1989; KLAUS,1988). Ha evidéncias de que alguns constituintes
subcelulares do musculo cardiaco podem ativar a via alternativa (GLICAS et al,
1979).

A terceira via é composta pela lectina ligadora de manose (MBL), uma
proteina da familia das lectinas dependentes de célcio, que tém estrutura
homodloga a Clqg. Essa via é ativada quando a lectina se liga ao terminal
manose existente em diferentes grupos de microorganismos.(TRINDADE et
al.,2008)

Embora o estimulo inicial de ativacdo e os componentes envolvidos
sejam diferentes, todas as vias tém em comum um objetivo central que é a
ativacdo do C3 (TRINDADE et al.,2008). A ativagdo do C3 pela via cléassica é
feita através de Clgrs, C4 e C2, e da via alternativa , através dos fatores B e D.
O fragmento de proteina C3b , parte do C3 sdo necessarias para a ativacao
dos componentes terminais do complemento (C5 e C9). Estes formam o
complexo de ataque a membrana (MAC) que , quando inseridos nas
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membranas celulares, formam poros levando a lise osmética da célula.
(TRINDADE et al.,2008)

VIA CLASSICA VIA DAS LECTINAS

bacteriano

Superficie bacteriana

€ Via Alternativa

Superficie bacteriana

Figura 2. Vias de ativacdo do complemento: (a) via classica, (b) via MBL e (c)
via alternativa
Fonte: (Adaptado de Fujita & Matsushita, 2002)

3.2.1. Aviadalectina.

A MBL reconhece os padrdes de carboidratos que se encontram na
superficie de um grande ndmero de microrganismos patogénicos, incluindo
bactérias, virus, protozoarios e fungos (TURNER,1996; GADJEVA, et al 2001;
KLABUNDE, et al, 2002).

Segundo Thielens et al, 2001 a ligagdo da MBL a um microrganismo
resulta na ativagdo do complemento pela via cldssica, muito antes de se
formarem anticorpos especificos. A MBL possui uma estrutura oligomérica
(400-700 kDa), composta por subunidades que contém trés cadeias peptidicas



35

idénticas, de 32 kDa cada. Embora a MBL possa formar diversos oligdmeros,
existem indicios de que os dimeros e trimeros ndo sdo biologicamente ativos e
que é necessario, no minimo, a forma de tetrdmero para a ativacdo do
complemento.

As cadeias peptidicas sdo compostas por uma parte do tipo colageno e
por uma parte de lectina, liga-se através dos “dominios de reconhecimento de
carbohidratos” (CRDs — carboydrate recognition domains) a diferentes grupos
de agucares como manose, maltose, N-acetilglicosamina, N-
acetilgalactosamina, fucose e glucose . Esta ligacéo possui baixa afinidade (kd
103) e é essencial que mais do que uma parte de lectina de uma molécula MBL
se ligue simultaneamente para se obter uma ligacdo funcional (THIELENS et
al., 2001).

Em circulagédo, a MBL forma um complexo funcional com MASPs
(serina protease associada a lectina ligadora da MBL) 1, 2 e 3, que se torna
enzimaticamente ativa, apos a sua ligacdo a um microrganismo. A MASP-2 é
idéntica & esterase C1 na ativacdo do complemento pela via classica,
provocando a clivagem entre C4 e C2, o que da origem a formacgédo de C4b2a
gue atua como convertase C3 e provoca a clivagem da C3 e a conseqguente
formacéo de C3b, 0 que por sua vez causa a opsoniza¢cdo do microorganismo
(GADJEVA et al.,2001).

Nesse sentido, Gadjeva et al., 2001, também relatam que existem
ainda indicios de que a MBL se liga diretamente aos receptores da colectina
existentes na superficie dos fagocitos, tendo sido sugerido que a MBL se liga
diretamente ao receptor Clg dos granuldcitos, mondcitos, macrofagos e
neutréfilos. A ligacdo as células efetoras pode estimular a producdo de
citocinas pré-inflamatoérias.

A MBL é uma proteina de fase aguda sintetizada pelos hepatdcitos.
Imediatamente apds o parto, a concentracdo de MBL no plasma aumenta de
1000 mg/mL até um méximo de 2500 ng/mL, no espac¢o de algumas semanas ,
diminuindo posteriormente a concentracdo para o nivel de 1700 ng/mL nos
adultos. As concentra¢Oes individuais de MBL variam consideravelmente e
podem aumentar até vinte vezes durante uma reacdo de fase aguda.
(GADJEVA, et al., 2001).
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Segundo os autores Janeway e Travers, (2002), a qualidade de
componente do sistema imunitario inato, a MBL é importante no periodo
subsequente ao parto, quando concentragdes de anticorpos maternos descem
e a autoproducdo de IgG tem que se iniciar. A MBL desempenha ainda um
papel quando do contato primario com microrganismos, antes do aumento das
concentracgdes de IgM.

Como j& fora referenciado anteriormente, essa via € iniciada por
proteinas plasméticas denominadas lectinas ligadoras de manose, que sao
membros da familia das lectinas dependentes de calcio, as também chamadas
colectinas, com similaridade estrutural e funcional com Clg (JANEWAY e
TRAVERS, 2002) .

O envolvimento da MBL como primeira linha de defesa do hospedeiro é
indicado pela descoberta da ocorréncia de deficiéncia de MBL em individuos
com infeccdes severas e repetidas (SASTRY et al., 1991).

Devido a alta freqiéncia de alelos variantes de MBL em diferentes
populacdes, foi especulado se a deficiéncia de MBL poderia conferir algum
grau de protecdo contra certas doencas infecciosas. Quando Garred et al.
(1992) analisaram o nivel de MBL em 56 africanos do Quénia, descobriram que
dez individuos tinham niveis de MBL abaixo do limite de deteccdo do teste.
Baseado nesta elevada frequéncia de deficiéncia de MBL, os autores
sugeriram que 0s baixos niveis circulantes de MBL poderiam proteger contra
infecgbes por microrganismos intracelulares que exibem ligantes para MBL em
sua superficie.

Foi demonstrado que a MBL liga-se a um largo espectro de
microrganismos de importancia clinica - incluindo bactérias, virus, fungos
e parasitas, que exibem em sua superficie moléculas repetidas de
carboidratos (HOLMSKOV et al., 1994; NETH et al., 2000).

Apesar de se ligar a uma larga gama de microorganismos, como ja fora
citado, a MBL néo se liga em condi¢des fisiologicas normais, a superficie das
células do hospedeiro (LEE et al., 1992). Isso se deve principalmente pela
falta de estruturas repetitivas de carboidratos na superficie de células
hospedeiras animais. Isso deve ser em razdo: (i) da presenca de acido
sidlico na terminacdo dos residuos de glicanos da superficie celular ou (ii) da
falta de estruturas repetitivas de carboidratos na superficie de células animais.
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Por outro lado, transformagdes malignas e infecgbes virais modificam a
estrutura de oligossacarideos da superficie celular, assim algumas células
tumorais e glicoproteinas virais expressas na membrana da célula tém
mostrado se fixarem a MBL (FUJITA et al. 1995; YONG et al., 1999).

Além da superficie de bactérias, estudos mostram que a MBL liga-se
também a parasitas, tais como: Trypanosoma cruzi (KAHN et al., 1996) e
Schistosoma mansoni (KLABUNDE et al.,, 2000). A presenca da MBL na
superficie de um parasita pode permitir a captagdo celular tanto pela via direta
do receptor MBL, quanto por receptores para fragmentos do complemento,
depositados no parasita como resultado da ativacdo do complemento pela via
da MBL (GARRED et al., 1994).

3.3. ESTRUTURA MOLECULAR DA MBL

A molécula de MBL é descrita por Monticielo (2008) como um ‘buqué’
semelhante a C1g onde o dominio lectina esta associado com uma estrutura
de colageno. E formada por trés cadeias polipeptidicas de 32 Kda, cada um
com um dominio lectina , uma regido hidrofébica alfa-hélice, uma regido N-
terminal rica em cisteina (Figura 3).

Essas proteinas reconhecem por¢cbes especificas de carboidratos
fucose, glucose, maltose e principalmente a manose, presentes em alguns
patdbgenos como virus, bactérias, fungos e parasitas. Trindade et al., (2008)
evidéncia que a Unica diferenca entre as lectinas e o C1q reside no fato de que
Clq reconhece as imunoglobulinas e ndo a manose. (MONTICIELO, 2008).
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Figura 3. Estrutura e funcdo da Lectina Ligadora de manose (MBL)
Fonte: Kelley's Textbook of Rheumatology, 8th Edition,2008.

As trés cadeias interagem através de suas regifes colagenosas
formando uma tripla hélice. A regido hidrofébica de cada cadeia adota uma
forma espiralada e os DRC (Dominio de reconhecimento de carboidrato)
apresentam caracteristicas de proteinas globulares (TURNER, 2003). O trimero
€ estabilizado por interac6es hidrofébicas e pontes dissulfeto entre as regides
N-terminais ricas em cisteina de cada cadeia e associa-se em oligbmeros de
duas a seis subunidades formando uma estrutura quaternaria com a aparéncia
de um “buqué de tulipas”. A sua estrutura tridimensional é similar a do
componente C1q do sistema complemento. (HOLMSKOV, et al,1994. HANSEN
e HOLMSKOV, 1998).

Estudos recentes mostram que aminoacidos altamente conservados nas
alcas peptidicas externas dos DRCs formam pontes coordenadas com o calcio
e 0s grupos hidroxilas 3 e 4 nos residuos de agucares aos quais a MBL se liga.
A distancia entre os trés dominios lectina € cerca de 45°, o que torna inviavel a
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ligacdo a uma molécula simples de manose e favorece tal interacdo com
padrdes repetitivos de aglcares (WEIS, 1994).

Chen e Walllis, (2001), dizem que embora a afinidade de cada interacéo
lectina-aclcar seja pequena, a oligomerizacdo da MBL permite uma avida
ligacdo aos carboidratos, dada pela presenca de multiplos sitios que se ligam
simultaneamente. Formas com menor grau de polimerizagédo ligam-se menos
avidamente aos acUcares, além de apresentarem falhas na ativagdo do
complemento.

A ativacao do complemento pela via das lectinas possivelmente envolve
a complexacao da MBL, por sua regido colagenosa, com diferentes proteases
denominadas MASP-1, MASP-2, MASP-3 e a proteina de 19K das MASP ou
MASP 194,16,17. A MBL liga-se a residuos de manose e outros agucares que
estdo acessiveis e organizados em um padrdao o que permite sua adesado a
muitos patdégenos e/ou superficies celulares. (BING; ALPER, 1995; JAMES,
1997; WALPORT, 2001a). (Figura 4).

Regido de ligagio Regido s‘imilar Regiio de Dominio de Recouliecintento de
gruzada ao coligeno flexio , Carboidrato 1
. - L] LJ L
v 21aa. 59aa -, 30aa ™. 118aa
NH, SH SH COOH-
c’—ﬂo
0
’7 D
.
X3 -l X6 ©) ol
=
~
Subunidade Estrutural Oligomero da Subunidade Estrutural

Figura 4 — Estrutura da cadeia polipeptidica da MBL madura
Fonte: Adaptado de Petersen et al., 2001

7

Existem dois genes MBL humanos, o MBL-1 é um pseudogene e
somente o MBL-2 codifica a proteina funcional. O gene codificador da MBL se
localiza no cromossomo 10 humano na posicdo qll.2-q21 (SASTRY et
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al.,1989; TAYLOR et al.,1989) e a presenca de polimorfismos na regiao
promotora e no éxon 1 do gene resulta em variagdes consideraveis dos niveis
plasmaticos da proteina (GARRED et al.,1999a).

3.4. CONSIDERACOES GENETICAS E INFLUENCIAS CLINICAS.

3.4.1 Influéncias genéticas nas concentragdes séricas de MBL.

A variacdo da concentracdo de MBL na circulagdo é geneticamente
determinada. Aproximadamente 35% da populagcdo mundial apresenta
deficiéncias na producdo de MBL onde pode-se englobar pessoas que
produzem baixas concentragcdes ou simplesmente ndo produzem (VERDU et
al, 2006).

A concentragdo de MBL no plasma varia entre diferentes individuos e é
determinada geneticamente por polimorfismos de nucleotideos simples (SNP’s)
no primeiro éxon e na regido promotora do gene que codifica a MBL (MBL2).
Os polimorfismos resultam na inibicdo da unido das unidades estruturais
(BERNIG et al, 2004) e gerando falha na fixagdo do complexo C1lr2s2 do
complemento (GARRED et al, 2003). Garred et al (2003) reforgcam, em estudos,
gue os baixos niveis plasmaticos de MBL sdo mais frequentes em casos de
imunodeficiéncia.

Bernig et al, 2004, informam que o nivel da MBL na circulagédo
sanguinea € bastante estavel, apesar dos niveis em diferentes individuos variar
desde 50 ng/mL até acima de 3ug/mL. Os polimorfismos no gene MBL afetam
a concentracdo sérica desta proteina. Estes polimorfismos sdo oriundos
especificamente de quatro albtipos existentes no éxon 1 do gene, assim como
de vérios polimorfismos na regido promotora. Esses polimorfismos resultam
em um numero diferente de gendtipos, alguns dos quais sdo associados ao

decréscimo dos niveis de MBL.
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3.5. A ASSOCIACAO ENTRE MBL E DOENCAS.

Em 1989, Super et al, observaram que a deficiéncia de MBL no soro de
humanos era a base para o defeito na opsonizagcdo de microorganismos. Dois
anos depois, Turner,(1991) demonstrou que baixas concentracdes da proteina
estavam associadas a infecgfes recorrentes na infancia.

A partir dai, uma grande variedade de doencas tem sido associada a
deficiéncia de MBL, tais como a suscetibilidade aumentada para infeccdes
bacterianas e virais (EISEN, 2003), a aterosclerose (RUGONFALVI et al, 2002),
leucemias (SCHMIEGELOW et al, 2002) e baixas concentracdes de MBL tém
sido associadas a abortos espontaneos. Essa relacdo foi evidenciada em
mulheres sadias por Kilpatrick, Bevan e Liston(1995), bem como por
Christiansen et al (1999), os quais sugerem que uma resposta imune alterada
no ambiente fetal seja responsavel pela suscetibilidade aumentada. Nesse
contexto, Dahl et al, 2004, ressaltam aspectos de morbidade e mortalidade
associados a deficiéncia de MBL.

Estudos recentes sugerem que a MBL também é capaz de modular a
gravidade de doencas infecciosas como a AIDS (GARRED et al, 1997; LIAN et
al, 2004) e doencas auto-imunes como artrite reumatoide (IP,2000; GARRED et
al.,2000; GRAUDAL et al.,2000)

O estabelecimento de uma determinada doenca depende diretamente
da opsonizacéo e fagocitose do microorganismo, bem como sua destruicdo ou
sobrevivéncia no interior das células fagocitarias. A MBL desempenha um
papel central na interacdo inicial entre patdgenos e fagdcitos, mediando a
opsonizacgéo e a fagocitose, diretamente, ou ativando o sistema complemento
(SC) (LUZ, 2008).

Esses patdgenos utilizam a MBL ou fatores do complemento ativados
pela via das lectinas , como a opsonizagéo através de C3 e o receptor de C3
presente em mondcitos/macréfagos, para facilitar sua entrada em células alvo.
Messias-Reason et al (2007), ainda sugerem um papel protetor da deficiéncia
de MBL contra o desenvolvimento das formas graves e multibacilares na

hanseniase. Individuos com baixos niveis de MBL teriam uma diminuicdo da
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fagocitose mediada pela MBL, o que dificultaria a internalizacdo destes
patdgenos (TURNER, 2003).

Variagbes da MBL também sdo relatadas na expressdo clinica de
doencas de cunho imunoldgico como a AIDS (VALLINOTO, et al.,2008) e o
LES (Lupus eritrematoso sistémico) (MONTICIELO, 2008).

Os protozoarios também estdo incluidos na ampla diversidade de
microrganismos que se ligam a MBL, dentre os muitos estdo: a Leishmania
major, a Leishmania mexicana e Plasmodium falciparum (GARRED et al.,
1994), porém ainda ndo existem estudos que fazem a correlacdo de co-
infec¢cdes causadas por protozoarios em individuos soropositivos para o HIV e
0s genotipos do gene MBL. (Vallinoto, et al, 2011). Contudo, pouco se sabe
sobre as influéncias das concentragfes de MBL em parasitoses intestinais que

acometem milhdes no mundo todo.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a influéncia dos niveis séricos da lectina ligadora de

manose na susceptibilidade das enteroparasitoses.

4..2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

|. Observar a suposta associacao entre fatores sociais e demograficos

com as enteroparasitoses;

Il. Comparar as concentracdes séricas de MBL entre os diferentes

grupos de parasitoses.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este trabalho constitui-se de um estudo transversal com abordagem

descritiva e analitica.

5.2. POPULACAO DO ESTUDO

Participaram deste estudo individuos de ambos 0s sexos, para 0S quais
foram solicitados exames parasitoldgicos de fezes e hemograma, realizados
nos laboratérios de escolha do trabalho durante os meses de janeiro a maio de
2012.

5.3 LOCAL DE COLETA DE MATERIAL PARA O ESTUDO

No presente trabalho foram avaliados o perfil parasitolégico e sorolégico
de pacientes atendidos em trés laboratorios de andlises clinicas: um publico e
dois privados.

1. Laboratério de analises clinicas da UEPA — Universidade do Estado do
Pard — Centros de Ciéncias Bioldgicas e da Saude — CCBS, localizado
na Trav. Perebebui, 2623, Bairro do Marco. Belém — Para.

2. Laboratorio Bioanalises — pertencente ao setor privado. Localizado na
Travessa Humaita n° 2430 no Bairro do Marco. Belém — Para.

3. Laboratério Diagnosis — pertencente ao setor privado. Localizado em
Ananindeua na Arterial 18 Trav We 70, 2623, CEP: 67140120 Bairro
Coqueiro. Ananindeua — Para.

5.4. COLETA E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra foi composta por individuos, portadores de parasitoses
intestinais e o controle por pacientes com diagnéstico negativo para essas
parasitoses.
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A amostra coletada para o estudo gerou 310 casos de portadores de
parasitoses intestinais ou ndo, incluidos de forma aleatdria simples.

Desse total, foram excluidos aqueles que apresentaram hemdlise
importante ou que ndo assinaram o térmo de consentimento livre e esclarecido
por diversas razGes e também aqueles que, apds avaliacdo dos roteiros das
entrevistas apresentaram patologias inflamatdrias, o que poderia significar viés
para as analises.

Apods essas exclusfes o numero foi reduzido a 221 participantes, que
foram considerados dentro dos padrdes estabelecidos para as analises.
Destes, 86 ndo apresentaram parasitose intestinal e foram alocados como
grupo controle. Esta amostra correspondeu ao nimero de casos necessarios
para a representatividade da populacao do estudo, considerando a margem de
erro de 0,05 ou 5%.

Os pacientes foram contactados no ato da entrega ou coleta de material
para analises, quando foi proposta sua participacdo no estudo, apos
concordancia, foi solicitada a assinatura do Termo de consentimento livre e
esclarecido TCLE (Apéndice A).

Apés a orientacdo de coleta domiciliar do material fezes, por parte da
equipe do laboratério, foi entregue vasilhame para o acondicionamento
apropriado do material, o qual foi devolvido ao laboratério, com o produto
coletado, em dia aprazado. Nessa ocasiao, foi realizada a coleta de sangue
para os testes soroldgicos da pesquisa.

Foram utilizadas amostras de sangue coletadas em sistema de coleta a
vacuo, em tubos contendo EDTA como anticoagulante, delas foi separado o
plasma que foi estocado a -20°C e posteriormente, encaminhadas para
realizacdo das dosagens no Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Para.

O diagnéstico das parasitoses foi feito pelos métodos direto e de
sedimentacdo espontanea conhecido como Método de Lutz ou de Hoffman,
Pons e Janer. (DE CARLI, 2001)

O diagnéstico sorolégico foi feito pelo teste ELISA.

Os dados clinicos e sociais dos pacientes foram obtidos a partir de seus

respectivos encaminhamentos de solicitagdo de exames e em entrevista
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guanto aos aspectos soOcio-econbmicos e ambiente de moradia, foram
observados também os aspectos demograficos como: idade e sexo.

Para efeito de comparacdo os grupos de pacientes foram subdivididos
entre aqueles que apresentarem presenca de Helmintos, presenca de
protozoarios ou poliparasitados para parasitoses intestinais e os de resultados

negativos utilizados como controle.

5.5. CRITERIOS DE INCLUSAO

1. Pacientes com ou sem sintomatologia de parasitoses intestinais
submetidos a exames de fezes com positividade ou ndo para parasitoses
intestinais, nos laboratérios de escolha do trabalho, durante o periodo do
estudo.

2. Pacientes sem antecedentes de doencgas inflamatérias recentes,
de ambos os sexos.

3. Nos casos de sujeitos menores de 18 anos, foram incluidos

apenas individuos que tiveram a autorizacdo do seu responsavel.

5.6. CRITERIOS DE EXCLUSAO

1. Pacientes com historico de doenca infecciosa;
2. Pacientes oriundos de atendimento na rede hospitalar ou com

histérico recente de hospitalizacdo, independente da causa;
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5.7. ANALISES LABORATORIAIS

5.7.1 — Métodos Parasitolégicos

5.7.1.1 - Método Direto - Exame Direto a Fresco

O exame direto a fresco é um procedimento simples e eficiénte para o
estudo das fezes, permitindo observar as formas trofozoiticas vivas dos
protozoarios. Este procedimento coprolégico jamais deve ser omitido. As
preparacbes a fresco s@o obtidas diretamente dos espécimes fecais e
requerem o minimo de material (2 mg) para cada método de exame. Todos 0s
estagios de diagnéstico dos organismos, pelo uso de diferentes solugdes,
podem ser determinados e identificados.

5.7.1.2. — Método de Hoffman

Sedimentagcdo espontanea, Método de Lutz ou de Hoffman, Pons e
Janer (HPJ). O Método de Hoffman, Pons e Janer ou Lutz ou método de
sedimentagcdo espontanea, é um método de concentracdo, consiste
basicamente na mistura das fezes com agua, onde seré filtrada por uma gaze
cirdrgica e deixado em repouso, formando uma consistente sedimentagcédo dos
restos fecais ao fundo do calice. (NEVES, 2000).

5.7.2 — Dosagem sérica

5.7.2.1 — Dosagem da Lectina Ligadora de Manose — MBL

A dosagem sérica da MBL utilizada por meio de um método
imunoenzimatico ELISA (do inglés “Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay),
para teste sorolégico MBL - Human Mannose Binding Lectin Ref. M1990,
efetuados em microrecipientes cobertos com manose (manano), seguindo o

protocolo do fabricante SANQUIN Reagents, Amsterdan, the Netherlands.
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A dosagem da MBL foi feita através da densidade otica informada pelo
ELISA e observada em curva de calibracéo.

Para cada amostra foi captado um valor de Densidade Optica (DO),
que foi utilizado para o célculo das respectivas concentracdes séricas com o

auxilio de uma curva padréo.

5.8. CURVA DE CALIBRACAO

A curva padrdo que teve como nivel minimo de deteccdo um valor de

9,0ng/mL e como ponto maximo o valor de 350ng/mL.Figura 5

Linear Regression

""" 95% Confidence Interval

D.oO

50 100 150 200 20 0 30
MBL (hg/mL)
Figura 5 — Estrutura da curva de calibracdo da concentragdo sérica da

MBL
Fonte: Protocolo de pesquisa

5.9. ASPECTOS ETICOS - COMITE DE ETICA EM PESQUISA.

Os pacientes ou seus responsaveis que concordaram em participar,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, (Apéndice A), em

duas vias impressas, sendo uma via entregue ao participante ou seu
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responsavel, apés o que foi feita entrevista seguindo questionario padronizado.
Os questionarios de avaliagdo receberam codigos com letras e numeros
visando resguardar a identidade dos pacientes durante a analise dos dados.
Foi garantida a confidencialidade dos resultados e autonomia para desistir a
gualquer momento da pesquisa, sem qualquer prejuizo pessoal.

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Nucleo de Medicina Tropical em obediéncia a resolugéo
namero 196/96- CNS/MS (Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude), a
gual trata das Diretrizes e Normas Regulamentares da Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos. Foi aprovado por esse CEP sob o numero de protocolo

056/2011 de 26/10/2011, para o cumprimento dos aspectos éticos (Anexo 1).

5.9.1 Avaliagao de riscos e beneficios

5.9.1.1 Beneficios aos Participantes

Este estudo trara como beneficio aos sujeitos da pesquisa,
esclarecimentos sobre presenca de parasitoses, como também a possivel
relacdo com proteinas que posteriormente poderdo servir de pardmetro para
futuras identificagbes. Desta forma, a familia também se beneficiara, uma vez
gue a pesquisa trara informacdes relevantes para todos os individuos que
continuamente sdo expostos a contaminacao por parasitas.

Apbés o diagnostico, todos os pacientes foram encaminhados a
orientagdo médica e submetidos a tratamento antiparasitario de acordo com a

necessidade.

5.9.1.2 Riscos

Considerando o uso de objeto perfurante para a coleta de amostras de
sangue, O risco gue 0s sujeitos da pesquisa poderiam correr, esta associado a
possibilidade de serem expostos a contaminagdo, porém, o material utilizado
para esse fim foi estéril, descartavel e, feita assepsia do local de retirada de
sangue com algodao contendo alcool, assim como, foram empregados todos
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0S equipamentos de biosseguranca necessarios a seguranga do paciente na
realizacdo desses procedimentos, como também foram tomadas todas as

precaucdes para preservar 0 anonimato do sujeito da pesquisa.

5.10. ANALISES ESTATISTICAS

Todos os resultados foram analisados estatisticamente. Essa analise
constou de observacdo das diferencas encontrada entre os portadores de
parasitoses intestinais por helmintos, por protozoarios e os poliparasitados,
observando-se a relevancia em relagcdo a influéncia da lectina ligadora de
manose (MBL) na expressao clinica dessas parasitoses intestinais. O nivel de
significancia estabelecido foi de 5 %.

As analises comparativas das médias das variaveis quantitativas (de
idade, sexo, e outras apresentadas no estudo) foram realizadas através do
teste T. Todas as analises foram executadas utilizando o programa BioEstat
5.0, considerando o nivel de confianca estatistico pré-definido de 95%.

A avaliacéo das associagdes entre a prevaléncia das parasitoses e 0s
outros aspectos como 0s sociais e demais abordados nas entrevistas foram
estudados pelo teste de x* usando-se o programa BIOSTAT 5.0 (AYRES et al.,
2007).

A andlise estatistica das diferencas de proporc¢des entre portadores de
parasitoses intestinais foi identificada pelo teste do Qui-Quadrado para uma
amostra, Teste T binomial e foi utilizado também o teste Mann Whitney. O nivel
de significancia estabelecido também foi de 5 %.

Os dados foram registrados em um banco e as analises estatisticas
foram realizadas por estatisticas descritivas (graficos e tabelas), utilizando o
programa BioEstat 5.0. (AYRES et al., 2007).

A concentracdo da MBL foi determinada com o auxilio do programa
Graphpad Instat v. 3.01
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6. RESULTADOS

Participaram deste estudo 221 individuos portadores ou nao de
parasitoses intestinais, atendidos nos laboratérios selecionados para coleta de
amostras no periodo estabelecido do estudo. Foram identificadas 134 amostras
parasitadas e 87 com resultados negativos, estas ultimas foram utilizadas como

controle.

6.1 PERFIL DA POPULACAO ESTUDADA

6.1.1 Faixa etaria dos participantes da pesquisa

Foram investigados individuos portadores ou ndao de enteroparasitoses
com idade entre 01 a 80 anos. A faixa etaria predominante deste estudo ficou
entre 01 a 10 anos (33,48%), nesta faixa etaria, foram encontradas 64,86%
amostras parasitadas, entretanto o intervalo que apresenta maior percentual
parasitado é de 11 a 20 anos, com 81,48% positivas, assim como, a faixa etaria
de 21 a 30 apresentou um percentual de positividade das amostras (66,67%)

bastante elevado.

Tabela 1: Faixa etéria dos participantes da pesquisa e enteroparasitose

Frequénc % Parasita- % N&o para- %

Faixa etaria ia dos sitados

0-10 anos 74 33,48% 48 64,86 26 35,14
11 - 20 anos 27 12,23% 22 81,48 05 18,52
21 - 30 anos 30 13,57% 20 66,67 10 33,33
31 -40 anos 30 13,57% 16 53,54 15 46,46
41 — 50 anos 28 12,66% 12 42,86 16 57,14
51 — 60 anos 17 7,69% 09 52,94 08 47,08
Acima de 60 07 46,67 09 53,53
anos 15 6,80%

Fonte: Protocolo de pesquisa
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6.1.2 Dados estatisticos relacionados ao género dos participantes

Em relacdo ao género observa-se, a predominancia do sexo feminino
com 61% de participacdo, contra 39% de individuos do sexo masculino.
Quando relacionou-se 0 género com a frequéncia de parasitados 0 mesmo

percentual para ambos os géneros foi observado, conforme tabela 2.

Tabela 2: Participantes agrupados por género/enteroparasitoses.

Parasita- Nao para-
Género Frequéncia % dos % sitados %
Masculino 77 34,85 47 61 30 39
Feminino 144 65,15 88 61 56 39

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.1.3 Presenca de sintomatologia no momento da consulta.

Quando questionou-se sobre o motivo da consulta em relacdo as
gueixas que foram levadas ao médico, a maioria (55,20%) informou que
apresentava sintomas sugestivos de parasitoses intestinais e 40,72% nao
apresentavam queixas, destes 81( 61,83%) estavam parasitados. Alguns
pacientes (4,07%) compareceram a consulta para controle de doencgas pré-
existentes, essas doencas eram cronicodegenerativas como hipertenséo
arterial e diabetes, a solicitagdo do exame parasitologico foi feita para
complementar a consulta, estes pacientes foram incluidos entre os
assintomaticos para as analises estatisticas. Observa-se que dentre aqueles
gue néo apresentaram sintomas, 54,44% estavam parasitados (Tabela 3).



53

Tabela 3: Presenga de sintomas relatados na consulta / enteroparitose

Parasita- Nao para-
Género Frequéncia % dos % sitados %
Sintomatico 131 55,20 81 61,83 50 38,17
Assintomatico 90 40,72 49 54,44 41 45,58

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.1.4 Dados sobre indicacdo de solicitagdo do exame
parasitoldgico.

Em algumas situacdes, o proprio paciente sugere a solicitagdo do
exame parasitologico das fezes ao médico, em relacdo a esse fato, a Tabela 4
mostra que 193 entrevistados (87%) informaram que o exame foi solicitado
pelo médico sem sua interferéncia e apenas 27 (12%) deles sugeriu ou
solicitou o exame ao médico. Estes dados demonstram que apesar de se
sugerir exames aos médicos, ainda é esse profissional quem realmente

observa a necessidade da solicitagao.

Tabela 4: Dados estatisticos sobre indicagdo de solicitagdo do exame
parasitoldgico

Medidas sobre indicagcdo do exame parasitolégico Frequéncia %

Médico 193 87,33
Paciente/Responsavel 27 12,22
N&o sabe/N&o lembra 01 0,45

Fonte: Protocolo de pesquisa
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6.1.5 Uso recente de medicamentos antiparasitérios.

O uso recente de medicamentos antiparasitarios foi um dos itens do
roteiro de entrevistas e 87,33% (193/221) dos entrevistados responderam de
forma negativa quando questionados se haviam usado medicamentos h&
menos de um més. Dentre estes, 58,03% encontravam-se com algum tipo de
enteroparasitas somente 9,05% (20/221) dos pesquisados, informaram ter
tomado o medicamento recentemente com positividade para enteroparasitose
em 40% das amostras e apenas 3,62% (6/221) responderam desconhecer ou
nao lembrar o periodo aproximado do uso de medicamentos antiparasitarios,

observa-se, nesse grupo, positividade em 66,67% das amostras. (Tabela 5

Tabela 5: Uso recente de medicamentos antiparasitarios

Frequén Parasi- % Nao para- %
-cia % tados sitados

N&o tomou

medicamento ha

menos de um més 193 87,33 112 58,03 81 41,97

Tomou medicamento
h& menos de um més 20 9,05 08 40,00 12 60,00

N&o lembra ou ndo
sabe 06 3,62 04 66,67 02 33,33

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.1.6. Renda familiar dos participante

O perfil econbmico dos 221 individuos participantes do estudo, esta
descrito na Tabela 6. Aproximadamente, 59,28% (131/221) dos pacientes
atendidos possuiam renda de até um salario minimo. A renda no intervalo de
um salario minimo até 1,9 salarios era recebida por 39% (86/221) e 2%
(05/221) dos pacientes recebiam renda na faixa de dois salarios minimos até
menos de cinco salarios, ndo sendo detectada renda superior a esse intervalo.

A faixa de renda que apresentou maior numero de positividade para
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enteroparasitas foi aquela que incluiu recebimento de até 01(hum) salario
minimo com frequéncia de 82(62,60%) pacientes. Se observarmos a faixa de 2
a 4,9 salarios veremos que a frequéncia de individuos parasitados também
encontra-se bastante elevada com 75% dos pacientes. Como o n é muito
pequeno, ndo se pode afirmar que essa enteroparasitose esteja relacionada

com o nivel s6cio econdmico dos individuos.

Tabela 6: Renda familiar dos participantes

Frequén- %  Parasita- % Nao para- %
cia dos sitados
Até um salario 131 59,28 82 62,60 49 37,40
>1 a 1,9 salarios 86 38,91 47 54,65 39 45,35
2 a4,9 salarios 04 1,81 3 75,00 1 25,00

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.1.7 Escolaridade

Quanto a escolaridade (Tabela 7), Pode-se constatar que a maioria
(72,97%) dos individuos nao alfabetizados(37/221), apresentavam resultados
positivos para enteroparasitas, assim como, dentre as amostras de individuos
(86/221), com escolaridade com ensino fundamental apresentarma positividade
em 58,14% , apenas 2,27% dos individuos pesquisados possuem nivel
superior(5/221), estes apresentam enteroparasitoses em todas as amostras. O
ensino médio (93/221) nos pesquisados também apresentou indice alto de

parasitoses intestinais (63,44%).
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Tabela 7. Dados sobre escolaridade dos pacientes estudados

Frequén- %  Parasita- % Nao para- %
Escolaridade cia dos sitados
Nao alfabetizado 37 16,74 27 72,97 10 27,03
Ensino
fundamental 86 38,91 50 58,14 36 41,86
Ensino médio 93 42,08 59 63,44 34 36,56
Ensino superior 05 2,27 05 100 0 0

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.1.8 Dados estatisticos sobre aspectos de moradia dos participantes

Com relacdo a moradia a Tabela 8 mostra que 81% (179/221) dos
participantes relataram residir em casa propria enquanto que 13% (29/221)
informaram morar em casa alugada, 6% dos participantes moram com

familiares ou amigos.

Tabela 8: Moradia dos pacientes estudados

Medidas sobre moradia dos pacientes estudados Frequéncia %
Reside em casa prépria 179 81%
Reside em casa alugada 29 13,12%
Reside em casa de parentes ou amigos 13 5,88%

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.1.9 Abastecimento de agua nas residéncias dos participantes.

A Tabela 9 mostra a situacdo de abastecimento de &gua das
residéncias dos participantes, 126 (57,01%) possuem Aagua encanada
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proveniente de rede publica, enquanto que 85 (38%) dos individuos da
pesquisa, informaram que ndo possuem esse beneficio, utilizando agua de
poco para as necessidades da familia. Outras fontes, como rios ou igarapés,
também sdo usadas por 10 (5%) participantes e suas familias para suprir as
necessidades diarias. Observando-se a relacdo entre aqueles que possuem
abastecimento publico de agua representado pelo item “possuem &agua
encanada” (126/221) e parasitoses intestinal constata-se o indice de parasitose
de 57,14% de positividade. Os entrevistados que informaram néo ter agua
encanada em suas residencias e que utilizam para os servigcos domesticos
agua de outras fontes como: rios, igarapés e pog¢os, somaram juntos 95
(42,99%) individuos, que apresentaram enteroparasitoses em 63,32% dos

casos analisados pelos métodos do estudo.

Tabela 9: Abastecimento de agua nas residéncias dos participantes.

Parasi- Nao para-
Frequéncia % tados %  sitados %

Possuem agua

encanada 126 57,01 72 57,14 54 42,86
Utilizam agua de

poco e outras

fontes (rios e

igarapés) 95 42,99 63 63,32 32 36,68

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.1.10 Dados estatisticos sobre a fonte de agua para ingestao.

A qualidade da agua ingerida é um fator importante quando se trata de
parasitose intestinal, entdo questionou-se quanto aos cuidados com a ingestao
de agua, (Tabela 10). Dos entrevistados, 63,35 % (140/221) informaram que
adquirem agua engarrafada para ingerir e utilizam agua de outras fontes para o
cozimento dos alimentos e demais servigpos domeésticos.

O uso de filtro de barro doméstico ou industrializado, de papel de filtro
ou mesmo pano e aqueles que informaram ferver a agua, para melhorar a

gualidade da &gua ingerida foi indicado por 63 (28,51%) dos participantes e



58

agueles que nao processam nenhum desses meios, ingerindo a agua
diretamente da fonte somam 18 (8,14%) dos pesquisados. Dentre estes, 0s
gue nao utilizam nenhum tratamento para a dgua ingerida em sua residencia,
55,56% encontravam-se parasitados, ndo apresentando diferenga significativa
dentre aqueles que ingerem agua fervida ou filtrada por pano ou papel de filtro
(57,14%). Aqueles que referiram ingerir dgua engarrafada apresentaram

amostras com maior frequencia de enteroparasitas (63,58%).

Tabela 10: Fonte de agua para ingestao dos participantes.

Nao %
Frequén %  Parasita %  parasita
- cia dos dos

Utilizadas sem

tratamento 18 8,14 10 55,56 08 44,44
Fervida ou filtrada por

filtro de barro, filtro de

papel ou pano antes

do uso 63 28,51 36 57,14 27 42,86
Engarrafadas 140 63,35 89 63,58 51 36,42

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.1.11 Presenca de esgoto sanitario nas residencias dos individuos da
pesquisa.

A presenca de esgoto sanitario como outro fator importante para a
transmissao das parasitoses intestinais foi avaliada e constatou-se (Tabela 11),
que do total de 221 entrevistados, 181 (81,90%) possuem algum tipo de
esgoto, enquanto que 24 (10,86%) declararam ndo possuir esgoto de nenhum
tipo em suas residencias. Aqueles que nao souberam informar foram 16
(7,24%) dos entrevistados. Os individuos cujas amostras se encontravam
positivas para enteroparasitas e que declararam possuir algum tipo de esgoto
em suas residencias apresentaram-se em 64,64% parasitados. Ja aqueles

cuja residéncia ndo possui esgoto sanitario ndo indicaram diferenca entre
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parasitados e ndo parasitados. Os individuos que ndo informaram a presenca
ou ndo de esgoto em suas residencias apresentarma maior proporgao entre

agueles nao parasitados (68,75%).

Tabela 11: Presenca de esgoto sanitario nas residéncias dos individuos da
pesquisa

Parasi- N&o
Frequén- % tados %  parasi- %
cia tados
A residéncia possui
esgoto sanitario 181 81,90 117 64,64 64 35,36

A residéncia ndo
possui esgoto sanitario 24 10,86 12 50,00 12 50,00

N&o sabe 16 7,24 05 31,25 11 68,75

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.1.12 Cuidados de higiene das maos antes das refei¢cdes.

Na Tabela 12 apresentam-se os dados relacionados a higiene das
maos antes das refeicfes. Esse cuidado € muito importante para a prevencgao
de enteroparasitoses, sendo indicada como uma das maneiras de transmissao
dos parasitas. Cerca de 87,79% (194/221) declararam lavar as maos antes da
ingestao de alimentos, destes 56,19% estavam parasitados, enquanto que 9%
(21/221) foram taxativos em informar ndo ter esse habito e na comparacéo
entre parasitados ou ndo o resultado nao apresentou diferenca com 50% para
cada situacdo. Os participantes que informaram fazer a higiene das maos as
vezes ou raramente foram 16% (35/221). Alguns pesquisados informaram lavar
as maos "as vezes” ou "quando lembram” (23/221), a maioria destes (69,57%)

apresentaram enteroparasitoses, nas analises.
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Para- % N&o %
Frequén- %  sitados para-
cia sitados

Lava as maos antes
194 87,79 109 56,19 85 43,81

N&o lava as maos
antes 04 1,81 02 50,00 02 50,00

As vezes lava as
maos 23 10,40 16 69,57 07 30,43

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.1.13 Higiene das méaos ap0s 0 uso de vaso sanitario.

Outro fator importante considerado foi a higiene das maos apds o uso

de vaso sanitario (Tabela 13). A maioria dos entrevistados (171/221) cerca de

77,38%, declarou lavar as maos apés o uso de vaso sanitario, com negativa

de 14,48% (32/221) que informaram ndo procederem a essa higienizacao.

Aqueles que as vezes ou raramente lavam as maos ap0s o0 uso do sanitario

correspondem a 18 (8,14%) dos pesquisados. Em relacdo a parasitose

relacionado com a higiene das maos apds uso de sanitario verifica-se que

dentre aqueles que tém o habito de lavar as maos, 68,42% apresentaram

parasitos nas analises coproldgicas pelos métodos do estudo, enquanto que

0S que nado lavam as maos 78,13% se encontravam parasitados e 0s que

lavam as maos as vezes e que se encontravam parasitados atingiram 55,56%.
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Tabela 13 : Higiene das méos ap6s uso de sanitario

Frequén Parasita- N&o para-
-cia % dos %  sitados %

Sim, lava as maos 171 77,38 117 68,42 54 31,58

Nao 32 14,48 25 78,13 07 21,87
Lava as maos as 18 8,14 10 55,56 08 44 .44
vezes

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.1.14 Higiene de alimentos antes do preparo e/ou da ingestao; frutas,

verduras e legumes.

Ao questionamento de habito de lavar alimentos antes do preparo e
frutas, verduras e legumes antes da ingestdo, os pesquisados responderam
que 93,21% (206/221), que lava as vezes ou raramente os alimentos, destes,
62,14% (128/206) encontravam-se parasitados. Dentre os entrevistados que
responderam ter o habito de fazer a higienizacdo de frutas, verduras e
legumes e outros alimentos antes do preparo ou da ingestdo 14/221 (6,33%),

com 42,86% das amostras parasitadas. (Tabela 14).

Tabela 14 : Higiene de alimentos antes do preparo; frutas, verduras e legumes
antes da ingestéao.

Parasi- N&o para-
Frequéncia %  tados %  sitados %
Sim, lava alimentos 14 6,33 06 42,86 08 57,14
Nao 01 0,46 1 100 0 0

Lava as vezes ou
raramente 206 93,21 128 62,14 78 37,86

Fonte: Protocolo de pesquisa
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6.2 ANALISES LABORATORIAIS

6.2.1 Exames parasitologicos

O indicativo de individuos parasitados considerou 0s exames
realiazdos pelo método a fresco e pelo método de Hoffman, uma vez que todas
as amostras foram analisadas pelos dois métodos. Essa abordagem indicou
que 135/221 (61%) das andlises protoparasitologicas detectaram presenca de

enteroparasitose, em um método ou nos dois. Tabela 15.

6.2.1.1 Presenca de enteroparasitas no grupo de estudo

Tabela 15: Dados estatisticos sobre presenca de enteroparasitas no grupo de
estudo

. A : Frequéncia 0
Medidas de frequéncia de parasitas (amostras) )
Presénca de parasitas nas amostras 135 61,08
Auséncia de parasitas 86 38,92
Total 221 100

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.2.1.2 Presenca de protozoarios ou helmintos como classe identificada
isoladamente nas amostras.

Na Tabela 16 observam-se nos resultados das analises laboratoriais de
coprocultura protozoarios como unica presenca de parasitas identificada, com
um percentual de 68,58% (93/135) e amostras com helmintos identificados
isoladamente em 17 (12,50%) amostras. Os individuos que apresentaram-se
poliparasitados foram 25 (19,12%). Nas amostras poliparasitadas foram
encontradas associagbes somente entre protozoarios ou somente entre
helmintos, com mais de uma espécie pertencente ao mesmo grupo, coOmo
também amostras em que identificaram-se tanto protozoarios como helmintos

conjuntamente.
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Tabela 16: Frequéncia de classes de parasitas nas amostras parasitadas
(61,0%)

Frequéncia %
Protozoarios com espécie Unica por amostra 93 68,38
Helmintos com espécie Unica por amostra 17 12,50
Poliparasitado 25 19,12
Total 135 100

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.2.1.3 Frequéncia de grupos parasitados por protozoarios quanto a
patogenicidade.

Quando selecionaram-se todos os parasitas identificados por espécie
nas amostra e, incluindo aqueles presentes nos individuos poliparasitados
encontramos 138 amostras com protozoarios, dos quais, 99 eram
comensais/saprofitas e 39 patogénicos. (Tabela 17).

Esses dados sdo alertas importantes para a orientacdo do médico na

indicacao do uso de medicamentos para o tratamento do paciente.

Tabela 17 : Dados estatisticos sobre frequéncia de grupos de protozoarios
guanto a patogenicidade

E.hist G. E.col E. LlLbutshil B.himinis
Frequé % olytica lambli I nana i
n-cia a
Protozoarios - - - -
Patogénicos 39 28 17 22

Protozoéarios - -
comensais 99 72 33 42 16 08

Total 138 100

Fonte: Protocolo de pesquisa
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6.2.1.4 Espécies de protozoarios encontrados na pesquisa e respectivas
frequéncias.

As distintas espécies de protozoarios estdo apresentados na Tabela
18, considerando todos o0s microorganismos encontrados na pesquisa,

identificados em monoparasitose e/ou em amostras poliparasitadas.

Tabela 18: Espécies de protozoarios encontrados na pesquisa

Protozoério Frequéncia %
E.nana 42 30,43
E.coli 33 23,91
G. lamblia 22 15,94
E. histolytica 17 12,32
. butshilli 16 11,59
B.hominis 08 5,80

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.2.1.5 Frequéncia de protozoarios de importancia clinica, encontrados na
pesquisa.

Os protozoarios (Tabela 19), capazes de causar doencas e
consequentemente incapacidades no individuo, presentes nas analises foram a
G.lamblia com 22 casos (56%) e E.histolytica que foi identificada em 17
amostras (44%).
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Tabela 19: Protozoarios de importancia clinica encontrados nas amostras.

Protozoério Frequéncia %
G. lamblia 22 56,41%
E. histolytica 17 43,59%
Total 39 100

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.2.1.6 Presenca de helmintos encontrados em monoparasitose e em
amostras poliparasitadas.

Os helmintos encontrados (27/221), estdo apresentados na Tabela
20, que representa a somatoria daqueles identificados em monoparasitose e
em amostras poliparasitadas. O T.trichiurus com 13 (48,15%) amostras
positivas e a A.lumbricoides com 12 (44,44%) e em apenas 02 amostras
(7,41%) o E.vermiculares.

Tabela 20: Helmintos encontrados na pesquisa

Protozoério Frequéncia %
Trichuris trichiurus 13 48,15%
Ascaris lumbricoides 12 44,44%
Enterobios vermiculares 02 7,41%
Total 27 100

Fonte: Protocolo de pesquisa
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6.2.1.7 Presenca de enteroparasitose, considerando-se a patogenicidade das
espécies nas diversas faixas etarias.

Na Tabela 21, estdo indicados os participantes que apresentaram algum
tipo de enteroparasitose, observadas a patogenicidade das espécies nas
diversas faixas etarias sendo a faixa de 0-10 anos a que apresentou infestacao
maior, com 73 individuos portadores. Foram considerados todos os parasitas
identificados, inclusive em individuos multiparasitados, no total foram

encontrados amostras parasitadas por 212 parasitas.

Tabela 21: Frequéncia de enteroparasitas patogénicos e comensais por
idade.

ldade Patogénicos % Comensais % Total %

0-10 anos 26 44,83 47 30,52 73 34,43
11 — 20 anos 05 8,62 19 12,34 24 11,32
21 - 30 anos 09 15,52 21 13,64 30 14,15
31 - 40 anos 06 10,34 24 15,58 30 14,15
41 — 50 anos 05 8,62 19 12,34 24 11,32
51 - 60 anos 04 6,9 12 7,79 16 7,55
> 60 anos 03 5,17 12 7,79 15 7,08
Total 58 100 154 100 212 100

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.2.1.8 Presenca de enteroparasitose de importdncia médica, nas diversas
faixas etarias.

A observacdo das Enteroparasitose de importancia clinica por faixa
etaria confirma a predominancia de parasitose em individuos na faixa etéria até
10 anos. (Tabela 22).
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Tabela 22: Enteroparasitose de importancia clinica por faixa etaria

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 >60

Parasitas
anos anos anos anos anos anos  anos
G.lamblia 13 0 03 01 02 01 02
E.histolytica 06 02 03 02 02 02
A.lumbricoides 05 04 02 0 01 0
T.trichiurus 04 02 01 01 0 01 02
Total 28 08 09 04 05 04 04

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.2.1.9 Presenca de enteroparasitose por género dos participantes.

Das 134 pessoas do sexo feminino participantes da pesquisa 65,67%
(88/134) estavam parasitadas por enteropararitas patogénicos (57,14%) e
comensais (42,86%) (Tabela 23). O sexo masculino apresentou um total de
50,17% (48/87) participantes parasitados, destes 50,00%  apresentaram
parasitas patogénicos e o mesmo valor para comensais conforme indicado na

mesma tabela 23.

Tabela 23: Dados estatisticos sobre presenca de parasitas intestinais por
género dos participantes

Género Patogénicos % Comensais %
Feminino 32 57,14 56 42,86
Masculino 24 50,00 24 50,00
Total 56 80

Fonte: Protocolo de pesquisa
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6.2.1.10 Enteroparasitose por sintomas relatados pelos individuos da pesquisa.

Quando relacionamos enteroparasitose e sintomas apresentados pelos
individuos, observamos na Tabela 24 que, do total de 221 participantes da
pesquisa, 131 (59,28%) relataram sintomas como dor abdominal, flatuléncia,
diarréia ou constipagdo intestinal. Quando feita a andlise parasitoldgica,
verificou-se que 61,83% (81/131) dos sintomaticos eram portadores de
parasitose intestinal e apresentaram patogenicidade em 62 (76,54%) amostras
e aquelas com comensais somaram 19 (23,46%).

Considerando os 90 participantes assintomaticos somados aqueles que
foram consultados para avaliacdo de doencas cronico-degenerativas e sem
gueixas sugestivas de enteroparasitoses, verificou-se, que 49 (54,44%) deles
apresentavam algum tipo de parasita, destes, 18/49 (36,73%) eram
patogénicos e 31(63,27%) foram identificados como comensais/saprofitas.
(Tabela 24)

Tabela 24: Dados estatisticos sobre individuos parasitados relacionados
aos sintomas.

Patogenicos % Comensais %
Sintomaticos 62 76,54 19 23,46
Assintomaticos 18 36,73 31 63,27
Total 80 50

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.2.1.11 Frequéncia de grupos de parasitas relacionados aos sintomas.

Ao distinguir-se os tipos de parasitas, verifica-se na tabela 25, que entre
as 62 amostras de sintomaticos com patogénicos, encontraram-se 38
(61,29%) com protozoarios e 24 (38,71%) helmintos.
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Tabela 25: Grupos de parasitas relacionados aos sintomaticos

Frequéncia %
Protozoérios 38 61,29
Helmintos 24 38,71
Total 62 100

Fonte: Protocolo de pesquisa LaboVir/UFPA

6.2.1.12. Individuos assintomaticos - Frequéncia de grupos de parasitas.

Na Tabela 26 estdo os dados relacionados as amostras de individuos
assintomaticos que apresentaram-se parasitados. Observou-se o predominio

de 61,11% de protozoarios com 38,89% de helmintos.

Tabela 26: Grupos de parasitas relacionados aos assintomaticos

Frequéncia %
Protozoérios 11 61,11
Helmintos 07 38,89
Total 62 100

Fonte: Protocolo de pesquisa

6.2.2. Andlises soroldgicas

6.2.2.1. Andlises comparativas com a MBL - Relagdo entre amostras de
individuos parasitados ou ndo e a média de concentracdo de MBL

A Tabela 27 apresenta a relagédo da avaliacao feita entre presenca ou
nao de enteroparasitoses nos individuos da pesquisa, verifica-se que nao foi

significativa essa relagdo com o valor de p= 0,45. Observa-se na Figura 6.
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Tabela 27: Relagao entre amostras parasitadas e nao parasitadas e a MBL

N X MBL VARIANCIA VALOR p
Parasitados 135 111.94 12390.0893
P=0,45
Nao
parasitados 86 100.43 1322.0771

Fonte: Protocolo de pesquisa

Wary
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A - amostras parasitadas
e nao parasitadas

B- concentracao da MBL

Figura 6: Relagdo entre amostras parasitadas e ndo parasitadas e a

concentragéo da MBL
Fonte: Protocolo de pesquisa

6.2.2.2. Andlises comparativas com a MBL - Relagdo entre presenca de
Helmintos e Protozoarios e a média de concentragdo de MBL

Quando relacionou-se Helmintos e Protozodrios presentes nas amostras

e a concentracdo sérica da MBL verifica-se que também néo é significativo

com p= 0,53 (Tabela 28)
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Tabela 28: Relacdo entre presenca de Helmintos e Protozoarios nas
amostras parasitadas e a concentracao sérica da MBL

N X MBL VARIANCIA  VALORDp

Helmintos 24 129.12 13472.5669
p=0,53

Protozoarios 38 111.51 10515.5071

Fonte: Protocolo de pesquisa

Na Figura 7, apresenta-se grafico com a relacdo entre presenca de
Helmintos e Protozoarios nas amostras parasitadas e a MBL.

War 'y A — Helmintos e protozoérios
Uridade 5
B — Concentracao MBL

a00

400

300

200

100

0 - -

Figura 7: Relagdo entre presenca de Helmintos e Protozoarios nas
amostras parasitadas e a MBL
Fonte: Protocolo de pesquisa LaboVir/lUFPA

6.2.2.3. Andlises comparativas com a MBL - Relacdo entre espécies de
helmintos mais frequéntes e a concentracdo da MBL sérica.

Procederam-se as andlises estatisticas relacionando espécies de

helmintos mais frequéntes e a concentragdo da MBL e com o p= 0,53,
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constata-se que nao ha resultado significativo (Tabela 29). Na Figura 8,
apresenta-se o grafico relativo a essa analise estatistica.

Tabela 29: Relacdo entre espécies de Helmintos nas amostras parasitadas e
a concentragéo da MBL

N X MBL VARIANCIA  VALORDp
A.lumbricoides 12 129.12 13472.5669
p= 0,53
T. trichiurius 10 111.51 10515.5071

Fonte: Protocolo de pesquisa
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Figura 8: Relacdo entre presenca entre espécies de Helmintos nas
amostras parasitadas e a MBL
Fonte: Protocolo de pesquisa LaboVir/lUFPA

6.2.2.4. Andlises comparativas com a MBL - Relacdo entre espécies de
protozodérios mais frequéntes e a concentracdo da MBL sérica.

Quando relacionaram-se espécies de protozoarios e concentracdo de

MBL pelo teste Mann Whitney constatou-se importancia significativa com o
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valor de p = 0,044, conforme pode-se observar na Tabela 30. Na Figura 9,

observa-se graficamente essa analise estatistica.

Tabela 30: Relagéo entre espécies de Protozoarios e concentragdo de MBL

N Mediana MBL VALOR p

E. histolytica 17 127.03
P =0,044

G. lamblia 21 59.85

Fonte: Protocolo de pesquisa

A - Protozoarios
400 B - Concentracédo de MBL
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Figura 9: Relacdo entre espécies de Protozoarios e concentracao de
MBL
Fonte: Protocolo de pesquisa LaboVir/lUFPA
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7- DISCUSSAO

A populacdo amostral deste estudo foi constituida prioritariamente por
pessoas do sexo feminino (134/221), o que pode ser compreendido pelo fato
de que culturalmente as mulheres e as criangas procuram mais atendimento
médico que os homens.

A idade de maior frequéncia foi de 1 a 10 anos (74/221) e com
escolaridade com maior participacdo entre os nao alfabetizados e o ensino
médio, levando-se em conta o0s locais de coleta terem usuéarios
predominantemente das classes de renda de até 1(hum) salario minimo (59%),
por essa razao pode-se considerar como esperado o nivel de escolaridade da
populacdo de estudo que ficou com percentual de 16% para 0S né&o
alfabetizados e 38% para aqueles que apresentaram o ensino fundamental
completo ou ndo como escolaridade e 43% possui ensino médio e com apenas
3% (6/221) dos individuos pesquisados possuem nivel superior.

A indicacdo de sintomas como possivel causa das solicitacbes de
exames parasitolégicos apresentou-se com 55,20%, a maioria das solicitacdes,
pedidos de exames para aqueles que ndo apresentavam sintomas sugestivos
de enteroparasitoses foi proxima de 41%, o que esta em desacordo com Alves
(1990) que ressalta que, apesar de a maioria dos casos de parasitoses
intestinais ser assintomatica, eles se mantém como um dos principais motivos
da procura pelos servi¢os de saude nas regides de baixo poder aquisitivo.

Albonico et al.,(2003), afirmam que grande parte dos casos de
enteroparasitoses nao € diagnosticada, visto serem muitas vezes
assintoméaticos, o que dificulta a determinacéo de sua prevaléncia e o controle
de sua transmisséo.

O fato, das enteroparasitoses serem muito frequente, principalmente em
criangas, faz com que as maes sugiram ao médico o exame das fezes, em
muitos casos atendidos, como demonstrado neste estudo em que 12% das
requisicdbes foram decorrentes de solicitacdo do préprio paciente ou seu
responsavel.

O uso de medicamentos para parasitoses intestinais dias antes das

analises coprolégicas pode alterar o grau de detec¢do de enteroparasitoses e
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neste estudo, ndo apresentou relevancia uma vez que a maioria 88% (195/221)
nao fez uso de medicamentos em até um més antes dos exames. Segundo
Albonico et al, 2003, que fizeram estudo sobre frequéncia de
enteroparasitoses, criangcas sem nenhum tratamento prévio apresentam
prevaléncias maiores quando comparado ao grupo com algum tratamento
anterior.

Na avaliacdo epidemiolégica do grupo, neste estudo, observa-se que a
maioria (81%) reside em casa proépria, o que pode indicar estabilidade quanto a
permanéncia no mesmo local, podendo sugerir que o ambiente esta
influénciando seu estado de saude.

Constatou-se que o0s participantes da pesquisa possuem, em suas
moradias, agua encanada publica (57%) e apenas 38% ndo desfrutam desse
beneficio sendo a ingestdo de agua provinda de agua engarrafada (46%), o
gue causa um questionamento quanto ao poder aquisitivo dessa populacéo
uma vez que trabalhou-se com pessoas de baixa renda.

Indica-se também a presenca de esgoto sanitario em 82% das
residéncias dos entrevistados para o destino dos dejetos humanos. Esses
esgotos foram descritos como fossas biolégicas preparadas proximas aos
sanitarios, o que necessitaria de melhor avaliagdo quanto a qualidade dos
mesmos e a proximidade de lencois fluviais subterraneos. Marcondes et al
(2003) enfatizaram que a eliminacdo adequada dos dejetos humanos e a agua
servida para consumo guardam relacdo com o nivel de saude de uma
populacéo, especialmente no grupo infantil.

A fonte de abastecimento é significativa para as parasitoses intestinais
pois segundo diversos autores os parasitos apresentam-se também como de
transmissao hidrica, nessa direcéo Freitas et al., (2001), indica que nos paises
em desenvolvimento o uso de 4gua de m& qualidade econdi¢des precéarias de
saneamento, tém sido responsaveis pelos altos indices de mortalidade infantil e
casos de doencas de veiculagdo hidricas, como surtos de doengas parasitérias
gue causam diarréia.

Quanto aos habitos higiénicos, verificou-se que 75% dos participantes
indicam lavar as maos antes das refeicbes e 77% apoOs o uso do sanitario.
Relacionando com os cuidados de higiene no preparo dos alimentos 79% dos

pesquisados afirmou lavar alimentos ingeridos crus antes do consumo,
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principalmente frutas, verduras e legumes. Na visdo de De Carli e Candia,
1992, o desconhecimento de principios de higiene pessoal e de cuidados na
preparacdo dos alimentos facilita a infec¢éo e predispde a reinfeccdo em areas
endémicas. Sendo esse cuidado um bom indicativo para se evitar as
enteroparasitose, segundo Pedrazzani et al.,, 1989, que orienta sobre os
habitos relacionados a lavagem das maos antes da alimentacdo e apds a
evacuagao, lavagem dos alimentos para consumo, 0 uso, ou néo, do calc¢ado, o
banho em rios que recebem esgotamento sanitario, como exemplos de fatores
predisponentes ao acometimento de infec¢des parasitérias.

Nessa direcdo este estudo est4d de acordo com De Carli e Candia,
1992, que concordam que o nivel sécio-econdmico e cultural influenciam
diretamente e indiretamente as condi¢cOes de higiene pessoal e cuidados
com a 4gua e os alimentos, podendo-se prever que em familias de classes
menos favorecidas estes fatores ndo sdo  satisfatérios. De Carli e
Candia, 1992, dizem ainda que a prevaléncia de parasitoses é alta em locais
nos quais as condi¢des de vida e de saneamento béasico sdo insatisfatorias ou
inexistentes.

O desconhecimento de principios de higiene pessoal e de cuidados na
preparacdo dos alimentos facilita a infec¢éo e predispfe a reinfeccdo em areas
endémicas. Concordando também com Prado et al, 2001 que em estudos
anteriores relata que os paises subdesenvolvidos séo os mais afetados por
estas infecgBes, pois suas condicbes sanitarias sdo inferiores se
comparadas as dos paises desenvolvidos.

Alguns parasitas representam grave problema de saude publica, sendo a
morbidade na maioria das vezes relacionadas a ma-nutricdo e responsaveis
por deficiéncia no aprendizado e no desenvolvimento fisico de criancas.
(HERNANDES-CHAVARRIA F. 2000; YAMAMOTO, et al., 2000).

As analises laboratoriais indicaram que 39% das amostras apresentaram
resultado negativo para enteroparasitose, as demais (61%) apresentaram-se
parasitadas isoladamente por protozoarios (68,58%) e helmintos (12,50%) e
conjuntamente 19,02%. Dentro desse contexto, De Carli, Tasca & Machado,
2006, destacam as infec¢gBes por protozoérios e helmintos, que ocorrem pela

ingestdo de agua e alimentos contaminados com cistos, 00cCiStos ou esporos.
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O indice de resultados negativos foi satisfatério, porém remete a
possivel influéncia do ciclo reprodutivo dos parasitos nos resultados, uma vez
gue foi realizada apenas uma coleta de amostra. A possibilidade de encontrar
parasitos nas fezes aumenta pelo exame de amostras multiplas, em razao da
intermiténcia da passagem de certos parasitos no hospedeiro, da eliminacdo
nao uniforme dos ovos de helmintos, dos diferentes estagios dos protozoarios e
das limitagdes dos métodos de diagndstico (DE CARLI, 2001).

Quando foi feita a identificacdo de todos o0s parasitas presentes nas
amostras levou-se em conta o total daqueles parasitas identificados como
unicos em algumas amostras somados aqueles encontrados em associagao,
inclusive com grupos mistos (helmintos+protozoarios em uma mesma amostra).

Ao pesquisar-se o fator patogenicidade, essas associacoes
(poliparasitados) foram analisadas sob o ponto de vista do interésse médico,
prevalecendo para a analise os considerados importantes causadores de
patologias, entendendo-se que 0s comensais ndo causariam alteragcbes na
reacdo imune do organismo.

Ainda relacionado com o0s resultados parasitoldgicos positivos para
protozoarios observou-se a maior incidéncia foi de Endolimax nana com
30,43% de frequéncia e 24% para Entamoeba coli o que néo representa
interésse do ponto de vista clinico, visto que sao protozoarios
enterocomensais, que sdo transmitidos por ingestdo acidental de agua e
alimentos contaminados com cistos provenientes de fezes humanas,
sendo portando, bons indicadores sanitarios, porém néo necessitam de
tratamento medicamentoso, segundo Saturnino et al.,2003.

Os protozoérios de importancia clinica presentes nas analises foram a
G.lamblia (56,41%) e E.histolytica (43,59%) e os helmintos encontrados o
T.trichiurus (48,15%) amostras positivas, A.lumbricoides (44,44%) e em apenas
7,41% o E.vermiculares, uma vez que os métodos utilizados nesta pesquisa
nado sdo os mais indicados para a pesquisa desse parasita (FERREIRA e
ANDRADE 2005; SADJJADI et al.,2001; OKYAY et al., 2004) e em acordo
com um levantamento parasitolégico realizado por Pittner et al. (2007) em
creches e escolas da comunidade de Guaratu no municipio de
Guarapuava-PR, em criancas com idades de 0 a 15 anos, revelou que
60,59% apresentavam-se positivas para pelo menos um parasito, sendo
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0S parasitos mais prevalentes Giardia intestinalis (50,73%) e Ascaris
lumbricoides (15,27%)

Na analise da relacdo entre a faixa etaria de individuos parasitados este
estudo apresentou incidéncia maior em individuos na faixa etaria de 0 a 10
anos o que corrobora com estudos anteriores de autores como Prado et al.,
2001, que afirmam que uma das desordens que mais afetam criangcas sé&o
as infecgcbes  parasitarias e exercem  alarmantes efeitos  no
desenvolvimento escolar, estado nutricional e crescimento pondero
estatural.

Nessa mesma faixa etaria (0 a 10 anos) foram encontrados, como citado
anteriormente, enteroparasitas como a G.lamblia, parasitando maior nimero de
amostras, o que condiz com estudos de Ferreira et al 1996, que confirma que
em relagdo as faixas etarias, as criangas menores de cinco anos sdo as que
apresentam maior prevaléncia de enteroparasitoses causadas por Giardia sp e
semelhante ao estudo de Costa-Macedo, 1998, que identifica os parasitas que
mais comumente sdo encontrados nas criangas préescolares e escolares, em
nosso meio, compreendendo entre outros a Giardia lamblia (giardiase), que
também é compartilhado por Morrone et al (2004).

Segundo, Crompto & Savioli (1993), parasitas como Giardia lamblia,
Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiurus  sdo mais faceis de transmitir
(via oral) e os mais encontrados nas investigacdes de populacdes
urbanas residentes em areas faveladas. Porém, no presente estudo a
prevaléncia de Ascaris lumbricoides baixa e a positividade para Giardia
lamblia se mostrou mais elevada.

A sintomatologia apresentada como causa de solicitacdo de exames
mostra que, do total de 221 participantes, 131 apresentaram sintomas
sugestivos de enteroparasitose e nos resultados apresentados nesta pesquisa,
verifica-se que 62,30% dos sintomaticos eram portadores de parasitose
intestinal e apresentaram patogenicidade em 76,54% das amostras e 23,46%
com comensais. Considerando os 90 participantes assintomaticos somados
inclusive aqueles que foram consultados para avaliacdo de doengas crbnico-
degenerativas e sem queixas sugestivas de enteroparasitoses, constatou-se
que 49 apresentavam algum tipo de parasita, destes, 18 (36,73%) eram
patogénicos e 31 (63,27%) comensais/saprofitas, 0 que esta em consonancia
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com WHO,1999, o qual indica que as parasitoses devem ser consideradas
como doengas de potencial morbidade e merecem atencdo quanto ao
diagndstico laboratorial, uma vez que podem ser encontradas no individuo de
forma assintomatica ou com sintomas inespecificos.

A se relacionar parasitoses intestinais com o género masculino ou
feminino observa-se que o0 sexo feminino apresenta-se parasitado com 65,67%
dos participantes dos quais enteropararitas patogénicos com 57,14% e
comensais com 42,86% dos casos.

Do total de individuos do sexo masculino, 55,17% participantes
apresentaram-se parasitados, destes 30% apresentaram parasitas
patogénicos e 70% comensais.

Esta analise ndo condiz com diversas pesquisas de autores como
Ferreira et al, 2000; Machado et al, 1999; Gurgel et al,. 2005 e Pengsaa et al,.
2002 que afirmam que ndo foram encontradas diferencas significativas nas
prevaléncias entre 0s sexos para as parasitoses avaliadas (FERREIRA, et al.
2000; MORRONE, et al., 2004; GURGEL, et al., 2005; PENGSAA, et al. 2002).

Portanto, tem-se que considerar que essa questdo pode estar
relacionada a outras razdes, de acordo com os autores Cardoso et al., 1995;
Malloy et al., 1995; Nimri, 1994; Torres et al., 1991 que afirmam que a
influéncia de outros fatores na determinagéo de parasitose intestinal, como por
exemplo, o sexo do individuo e o contato com animais domésticos, ndo esta
totalmente estabelecida.

A parasitologia € uma importante area de estudo, destacando-se no
desenvolvimento de métodos diagndsticos que possam contribuir para
estabelecer adequadamente a etiologia da infeccdo para a correta intervencéo
terapéutica; avaliar a frequéncia de determinadas parasitoses em diferentes
areas, auxiliando no direcionamento de medidas de intervencéo local e avaliar
a eficiéncia de medidas profilaticas e terapéuticas ao longo do tempo (DE
CARLI et al.,1997; VAZ, 2001).

Segundo Rey, 2001, os métodos imunolégicos diretos e indiretos tém
sido muito empregados, para detectar antigenos, anticorpos ou
imunocomplexos relacionados com a existéncia da infec¢do parasitaria. Esses
métodos se caracterizam pela simplicidade e rapidez de execucéo,
possibilidade de automac&o e baixo custo operacional. Podem ser aplicados
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em pacientes para o diagnoéstico diferencial entre as doencas com quadros
clinicos semelhantes que possam estar sendo causa do processo patolégico,
bem como nos inquéritos epidemiolégicos.

O diagnéstico de certeza de um processo parasitologico € dado pela
demonstracao da presenca do parasito ou de seus produtos no organismo do
hospedeiro. Entretanto, nem sempre € possivel ou facil de comprovar a
existéncia do parasitismo (REY, 2001).

Ao se considerar a imunidade do individuo como fator de protecéo levou-
se em consideracgdo, neste estudo, que a imunidade inata € amplamente aceita
como primeira linha de defesa contra infec¢gbes e possui papel fundamental na
inducdo da resposta adaptativa. Sendo assim a familia das colectinas
despertou grande interesse como moléculas inatas de reconhecimento
(EPSTEIN et al.,1996).

Como em estudos de Matsushita et al.,2000; Van de Wetering et
al,.2004 que explicam que um componente da familia das colectinas é a lectina
ligadora de manose (MBL), que se liga a arranjos de carboidratos na superficie
de patégenos e ativa o sistema complemento (via da lectina). A especialidade
da MBL € considerada ampla por reconhecer D-manose, N-acetilglucosamina e
L-fucose, presentes na superficie de varios microorganismos como Virus,
bactérias, fungos e outros parasitas, mas esses carboidratos ndo sao
encontrados na superficie das células de mamiferos (EZEKOWITZ et
al.,1981;LEE et al.;1991) o que faz com que a MBL seja capaz de diferenciar o
préprio do ndo proprio (FRASER et al.,1998).

Considerando esses autores, este trabalho se dispds a pesquisar a
relacdo possivel entre a presenca de enteroparasitoses com 0s niveis séricos
da lectina ligadora de manose.

Comparando a relacdo entre presenca ou nao de enteroparasitoses nos
individuos da pesquisa, com a concentracdo sérica da MBL observou-se
relacdo ndo sugestiva estatisticamente de correspondéncia nessa relacdo com
o valor de p= 0,45.

Semelhante resultado foi encontrado quando selecionou-se para analise
apenas as amostras parasitadas com Helmintos e Protozoarios comparando-se
com os niveis de MBL. Na continuacdo da pesquisa, 0S parametros
abordados foram relacionados as de helmintos mais frequentes encontrados na
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pesquisa e a concentracdo da MBL e com o p= 0,53, constata-se que também
nado foram encontrados resultados significativos do ponto de vista estatistico.

Diferentes autores demonstraram gendétipos/altos concentracdo seérica
de MBL podem estar envolvidos na patogénese da complicacdo micro e
macrovascular no diabetes mellitus tipo 1 (HANSEN et al. 2004; HOVIND et al.
2005), da lesao cardiaca em pacientes com febre reumatica (SCHAFRASNKI
,2004, MESSIAS et al, 2006) das manifestacdes renais da purpura de Henoch-
Schonlein (Endo et al. 2000), da nefropatia por IgA (ENDO et al,1998), e de
outras formas de glomerulonefrites humanas (LHOTTA et al.1999).

Outra avaliacdo realizada por Araujo, 2009, diz respeito a um grupo
estratificado de pacientes com Tuberculose Multi Drogas Resistentes (TBMR),
que ndo apresentaram variacfes alélicas significativas para as variantes do
éxon 1 do gene MBL, quando correlacionados com o grupo controle.

Ainda citando Vallinoto et al., em 2011 foi publicado artigo desses
autores, relacionado a caracteriza¢do dos polimorfismos genéticos e dos niveis
plasmaticos da lectina ligante de manose em individuos infectados pelo HIV-1 e
os resultados do estudo ndo apoiaram a hipétese de que baixa concentracao
plasmatica de MBL poderia ter uma influéncia direta sobre a infeccéo pelo HIV-
1.

Neste trabalho, quando realizou-se a andlise estatistica do estudo
comparativo entre as espécies de protozoarios, E.histolytica e G.lamblia, e
concentracbes plasmaticas de MBL de amostras com esses parasitas,
constatou-se importancia significativa estatisticamente com p = 0,044.

Carmolli M et al, 2009, avaliaram a associacdo entre polimorfismos no
gene (MBL2) MBL, deficiéncia MBL soro e infec¢cdo por Cryptosporidium,
Entamoeba histolytica e Giardia intestinalis, em estudos de coorte em criangas
pré-escolares maiores de 3 anos de Bangladesh. Os resultados clinicos, niveis
séricos de MBL e polimorfismos MBL2 e hapl6tipos foram determinados. Nao
foram encontradas associagcOes estatisticamente significativas com E.
histolytica e G. lamblia.

Entretanto, Frei F. et al, 2008 apresentam a primeira evidéncia de que G.
lamblia ativa o complemento pela via da lectina auxiliando assim a
erradicacdo do parasita, pela ligacdo da lectina ligadora de manose, H-ficolin
e L-ficolin na superficie de trofozoitos. Outros pesquisadores, apresentam as
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mesmas evidéncias de que a G. lamblia ativa a via da lectina de complemento
demonstrando, a participagdo, dessa via, na erradicagdo do parasita.
Detectaram ligacao rdpida da lectina ligadora de Manose, H-ficolin e L-ficolin na
superficie de trofozoitos de g. intestinalis e observaram que o soro humano
com deplecdo destas moléculas ndo conseguiram matar os parasitas. Essa
constatacao fornece insights sobre o papel da via da lectina no controle de g.
intestinalis e sobre a natureza dos componentes de superficie do parasita.
Evans-Osses | et al, 2010.

Em 1984, D. R. Hill et al. mostrou que o efeito letal do soro humano
contra a G. lamblia foi dependente da presenca da via classica do
complemento. Estudos realizados in vitro com soro humano normal (NHS)
contendo anticorpos anti- trophozoite de G. lamblia mataram mais de 98% dos
parasitas. Quando o NHS foi quelado com EDTA ou calor ndo ativado ou 56°C
por 30 min, o efeito do NHS foi eliminado.

Os resultados desta pesquisa indicam a hipétese de que a baixa
concentracdo plasmatica da MBL poderia ter influéncia direta sobre a infec¢éo
por enteroparasitoses, embora um estudo com namero maior de pacientes seja

necessario.
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CONCLUSOES

v O perfil da populagdo estudada foi constituido, por pessoas do sexo
feminino, com idade entre predominante na faixa de 1 a 10 anos, as familias
investigadas vivem, em sua maioria, com um a dois salarios minimos e
possuem baixa escolaridade;

v Constatou-se que 0s mesmos residem em casa prépria, com
abastecimento publico de 4gua e utilizando para a ingestdo agua engarrafada.
As moradias apresentam algum tipo de esgoto sanitario para o destino dos
dejetos humanos.

v Nas consultas com o profissional médico as solicitagbes de exames
coproparasitogicos foram orientadas preferencialmente pela presenca de
sintomas sugestivos de enteroparasitoses. Nas andlises laboratoriais a
predominancia de achados parasitarios correspondeu a presenca de sintomas,
porém foram encontrados patdgenos entre 0s assintomaticos;

v As amostras que mais apresentaram enteroparasitoses foram de
criancas na faixa etaria de 0 a 10 anos, do sexo feminino, com predominancia
de protozoarios.

v Na comparacdo entre presenga ou ndo de enteroparasitoses, com a
concentracdo sérica da MBL observou-se relagdo ndo sugestiva
estatisticamente de correspondéncia, com resultados semelhantes para as
analises das amostras parasitadas com Helmintos e Protozoarios comparandas
com os niveis de MBL.

v A avaliagdo estatistica das amostras com helmintos mais frequentes
encontrados na pesquisa, comparando com a concentragdo da MBL
correspondente, os resultados encontrados também n&o foram significativos.

v Quando a avaliacdo foi feita com o comparativo entre as espécies de
Protozodarios (G.lamblia e E.histolytica) e concentracdo de MBL constatou-se a
possivel relagdo importante do ponto de vista estatistico.
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APENDICE A — TCLA — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL - DEPARTAMENTO DE POS-
GRADUACAO - MESTRADO EM DOENCAS TROPICAIS

TCLE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INFLUENCIA DA LECTINA LIGADORA DE MANOSE (MBL) NA
EXPRESSAO CLINICA DAS PARASITOSES INTESTINAIS

Esclarecimentos sobre a Pesquisa

O Sr(a) estd sendo convidado(a) a participar de forma voluntaria desta
pesquisa que tem como objetivo verificar se a lectina ligadora de manose, que
€ um elemento de defesa natural do organismo, exerce influéncia sobre a
expressao clinica das enteroparasitoses em pessoas e quais as concentragcdes
séricas(no sangue) determinantes para a manifestacdo de uma maior
susceptibilidade a enteroparasitoses. Este estudo apresenta um aspecto que
envolve a genética tipo I, entretanto asseguramos que todo o material utilizado
para a analise sera apenas para este estudo e descartado apés as analises,
nao havendo armazenamento para utilizacao futura.

Caso vocé concorde em participar, sera coletado um pouco do sangue do
hemograma, que seu médico solicitou, onde serdo tomados todos os cuidados
necessarios para que nao haja complicacdes, durante e apdés a coleta.
Posteriormente, nessa amostra de sangue, sera investigada a presenca do
elemento ja citado. A analise sera realizada em laboratério especializado da
UFPA.

No momento da coleta vocé poderd ter algum desconforto quando
receber uma picada para colher o sangue do seu braco, porém essa coleta é
necesséria para que possamos fazer as anélises. O material utilizado sera todo
descartavel.

A pesquisa tera duracado de 10 meses, com término previsto para Junho
de 2012.

Suas respostas serdo tratadas de forma anénima e confidencial, isto €&,
em nenhum momento sera divulgado o seu nome em qualquer fase do estudo.
Os dados coletados serdo utilizados apenas NESTA pesquisa e os resultados
divulgados em eventos e/ou revistas cientificas.

Sua participacdo é voluntéria, isto €, a qualqguer momento vocé pode
recusar-se a responder qualquer pergunta ou desistir de participar e retirar
seu consentimento. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em relagdo com o
pesquisador ou com a instituic&o.

Sua participagdo nesta pesquisa consistira em responder as perguntas a
serem realizada sob a forma de questionério, além da coleta acima exposta.
N&o tera nenhum custo ou quaisquer compensacfes financeiras. O
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beneficio relacionado a sua participagdo sera de aumentar o conhecimento
cientifico para a &rea da saude.

Sr(a) receberda uma coépia deste termo onde consta celular/e-mail do
pesquisador responsavel, podendo tirar suas davidas sobre o projeto e sua
participacdo. Desde j& agradecemos.

Consentimento:

Declaro que li e compreendi as informagfes sobre a pesquisa e estou de
acordo em participar da mesma, sabendo que dele poderei desistir a qualquer
momento, sem sofrer qualquer punigdo ou constrangimento.

Belém, / /2012.

Assinatura do participante:

Assinatura de testemunha:

Assinatura do sujeito que colheu o TCLE

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste representante legal para a participacao nesse estudo.

Maria de Nazaré Costa Santos Alencar
(Pesquisadora responsavel)
Endereco da pesquisadora: Conj. Médice Il, Tv. Vizeu, 124. Bairro Marambaia
Belém —Pa,. Celular: (91) 9992-1999 . e-mail: nazaresalencar@gmail.com
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APENDICE B — QUESTIONARIO APLICADO NA PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL - DEPARTAMENTO DE POS-
GRADUACAO - MESTRADO EM DOENCAS TROPICAIS
ROTEIRO DA ENTREVISTA

PERFIL DO ENTREVISTADO

Data: [

NUMERO DE IDENTIFICACAO:

NASCIMENTO:__ [/ [/ IDADE:

ENDERECO BAIRRO:

ETAPA 1: SELECAO

1.

~

Qual a razéo da consulta?
( ) Paciente sintomatico ( ) Rotina-sem sintomas

( ) Controle de doencga pré-existente

. O exame parasitolégico foi sugerido pelo paciente ou solicitado pelo

médico?

( ) Responsavel ( ) Médico ( ) N&o sabe

Tomou medicamentos para vermes recentemente?(menos de hum més)
( ) SIM ( ) NAO

Renda familiar é:

) Até um salario minimo ( )1 a 1,9 minimo ( ) de 2 a4,9 minimos

) De cinco a dez salarios minimos.
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5. Escolaridade: () nédo alfabetizado () ensino fundamental
( ) ensino médio () ensino superior

6. Reside em casa proépria?
( )Sim ( ) Nao () Com parentes

() Outros

7. A casatem &gua encanada?
() Sim

() N&o, utiliza outro tipo de fonte. Qual?

8. A agua utilizada é:
( ) Fervida antes do uso ( ) Filtrada por pano ou papel filtro.

( ) Usada diretamente do local de coleta () Mineral engarrafada.

9. A casa tem esgoto sanitario?

( )Sim ( ) Néao () Nao sabe

10.Vocé lava as maos antes de se alimentar?

( ) Sim ( ) Nao ( ) Asvezes

11. Vocé lava as maos apoés o uso do vaso sanitario?

( ) Sim ( ) Nao ( ) Asvezes

12.Vocé lava alimentos antes do cozimento ou as frutas antes de comé-las?

( ) Sim ( ) Nao ( ) As vezes
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ANEXO 1.
APROVACAO NO CEP — NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

I

o

&

UHIVERSDENE FENFERAL N 2 AR
MIEL FRIDE MEDICINA TROPCAL
FAANITE NE ETCA BV PESGUISA ENVILVENDO SERES HUMANDS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES
HUMANDS

_ Protocnin: NeOSE2071-CERINMT
. Projetn de Pesquiss- INFLUENCIA DA LECTINA LIGADORA EE MANUJSE (MBL)

NA  EXPRESSAD CLINICA DAS PARASITUSES
INTESTINAIS

Pesquisader Responsavel: Maria da Nazare Costa Sanios Alrnrar
Instituigiie | Unidada: NMTICEMHLIIBB

Data de Entrada: 111102011,

Dala do Parecer: 261072011,

PARECER
O Comite de Ctica em Pesguisa do NMTAUFPA apreciou ©

ooiocoio e tele durants a reunido realizade no da  26M0/2011. Consicerando que
foram stendias as exigénias da Resougdo 190/90-CNGIMS, manfestcu-ae pola
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