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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca de grande impacto na saude publica dos paises em
desenvolvimento. As principais acdes de controle da transmissdo da doenca sdo através da
educacdo, melhorias no saneamento e campanhas de tratamento em massa. O
desenvolvimento de vacina representa uma importante estratégia para o controle da mesma,
entretanto, ainda néo foi desenvolvida vacina que confira protecdo adequada contra a infecgéo
humana. Por outro lado, ha evidéncias que infecgdes crénicas parasitarias, especialmente pelo
S. mansoni, protegem contra as alergias. Com o objetivo de esclarecer o papel da IgE e IgG4
na inducdo de resisténcia/susceptibilidade a infeccdo pelo Schistosoma mansoni e no risco de
desenvolvimento de asma foi avaliado, em uma grande casuistica, individuos de area
endémica em esquistossomose do interior da Bahia. Foi observado que a razdo entre IgE/IgG4
para antigeno sollvel de verme adulto do S. mansoni (SWAP) foi maior nos individuos nao
infectados ou com baixas cargas, quando comparado aos individuos altamente infectados. A
carga parasitaria de S. mansoni foi positivamente correlacionada com os niveis de IgE total,
de 1gG4 especifico para SWAP e para o antigeno soltvel do ovo do S. mansoni (SEA). Os
valores dos anticorpos e a razao entre eles, ndo interferiram, entretanto, no risco de reinfec¢éo
seis meses apds o tratamento da parasitose. Adicionalmente, os individuos ndo infectados pelo
S. mansoni, apresentaram niveis mais elevados de IgE especifico e da razdo IgE/IgG4 para
antigeno 1 do Dermatophagoides pteronyssinus (Der pl), quando comparado aos infectados,
enquanto que ndo foi observado diferenca significativa nos niveis de 1gG4 especifico entre 0s
dois grupos. Essas diferencas, no entanto, ndo foram observadas quando as andalises foram
ajustados para idade, género e grau de exposicdo a agua contaminada. Estes resultados
ressaltam o papel fundamental da IgG4 especifica para antigenos do S. mansoni e da relacdo
IgE/IgG4 na resisténcia/susceptibilidade a infeccdo por este helminto. Por outro lado, €
possivel que a infeccdo pelo S. mansoni proteja contra o desenvolvimento da asma,
modulando negativamente a producdo de anticorpos que participam da resposta inflamatéria
alérgica. O melhor entendimento do papel da resposta imune humoral na resisténcia a
infeccdo pelo S. mansoni e no controle da asma pode auxiliar no desenvolvimento de novas

estratégias de controle destas doencas.

Palavras-chave: S. mansoni; IgE, 1gG4, resisténcia, susceptibilidade, asma



ABSTRACT

Schistosomiasis is a disease of high impact in the public health in developing
countries. The main measures for transmission control are education, sanitation improvement,
or through mass treatment programs. The development of a vaccine is an important alternative
strategy for the schistosomiasis control; however no suitable vaccine that confers protection
against human infection has yet been developed. On the other hand, there are evidences that
chronic parasite infections, especially by Schistosoma mansoni, protect against allergy. In
order to elucidate the role of IgE and IgG4 in inducing resistance/susceptibility to infection by
S. mansoni and the risk of developing asthma, individuals from a schistosomiasis endemic
area in Bahia were evaluated in a large casuistic. It was observed that the soluble adult worm
of S. mansoni (SWAP)-specific IgE/IgG4 ratio was higher in uninfected or lightly infected
subjects than heavily infected ones. Moreover, S. mansoni parasite load was positively
correlated with the levels of total IgE and with the levels of SWAP and of S. mansoni soluble
egg antigen (SEA) specific-lgG4. Nevertheless, the levels of antibodies and the ratio
IgE/IgG4 six months after anthelminthic treatment did not affect the risk of S. mansoni
reinfection. Additionally, Dermatophagoides pteronyssinus antigen 1 (Der pl)-specific IgE
and IgE/lgG4 ratio were higher in uninfected than in infected individuals, whereas no
significant difference was observed in the levels of parasite-specific 1gG4 between the two
groups. These differences, however, were not observed when the analyses were adjusted for
age, gender and for the level of exposure to the contaminated water. These results highlight
the important role that 1gG4 and IgE/IgG4 ratio specific for S. mansoni antigens play in the
resistance/susceptibility for S. mansoni infection. Furthermore, it is possible that infection
with S. mansoni protects against the development of asthma, by modulating the production of
antibodies which participate in the allergic inflammatory response. The better understanding
of the role of the humoral immune response in the resistance to S. mansoni infection and in
asthma control could be useful for the development of news strategies for controlling these

diseases.

Key words: S. mansoni; IgE, 19G4, resistance, susceptibility, asthma
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. EPIDEMIOLOGIA E IMUNOPATOGENESE NA ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose € uma doenca parasitaria tropical causada por trematddeos do
género Schistosoma. As principais espécies que infectam o homem séo: S. mansoni, causando
esquistossomose intestinal e hepética na Africa, peninsula Arabica e América do Sul; S.
haematobium, causando esquistossomose urinaria na Africa e peninsula Arabica; e S.
japonicum, responsavel pela esquistossomose intestinal e hepatoesplénica na China, Filipinas
e Indonésia. O S. intercalatum e S. mekongi sdo outras espécies que tém apenas importancia
local na Africa ocidental e sudeste asiatico, respectivamente (Hotez et al. 2004).

Diferente de outros trematddeos, os vermes adultos do Schistosoma apresentam
dimorfismo sexual. O corpo do macho forma um canal ginec6foro onde mantém a fémea,
maior e menos espessa. O Schistosoma vive entre o plexo venoso perivesical (S.
haematobium) ou mesentérico (demais espécies). Eles se alimentam de sangue e globulinas
através de glicolise anaerdbica, regurgitando seus residuos no sangue do hospedeiro. Cada
fémea é capaz de produzir centenas a milhares de ovos por dia, cada um dos quais possui um
miracidio ciliado no seu interior. Estes ovos, secretados pela urina (S. haematobium) ou fezes
(demais espécies) podem permanecer vidveis por até sete dias. Em contato com agua, 0s
miracidios sdo liberados dos ovos e, guiados pela luz e por estimulos quimicos, procuram pelo
seu hospedeiro intermediario, o caramujo aquatico do género Biomphalaria (S. mansoni),
Bulinus (S. haematobium) ou Oncomelania (S. japonicum). Quatro a seis semanas apds a
infeccdo do caramujo inicia-se a liberacdo de cercérias, as quais podem permanecer livres na
agua, com longevidade por até 48 horas. Um caramujo infectado por um Unico miracidio pode
liberar milhares de cercarias diariamente. Ao encontrar o hospedeiro definitivo, a cercaria

penetra na pele, transformando-se em esquistossomulo, ganha a circulacdo, realizando o ciclo
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pulmonar e migra para o figado. Os vermes amadurecem de 4 a 6 semanas na regido portal e
migram para o plexo perivesical ou mesentérico, iniciando novamente o ciclo (McManus &
Loukas 2008). A média de vida do verme adulto no hospedeiro definitivo é de 3 a 5 anos,
podendo sobreviver por até 30 anos apos a infeccdo. O potencial reprodutivo tedrico de um
verme adulto chega a 600 bilhdes de ovos.

Alguns autores tém avaliado diferentes formas de aferir o nivel de exposi¢do a agua
do rio contaminada, uma vez que a transmissdo da esquistossomose depende exclusivamente
do contato com &gua onde existam caramujos infectados (Dessein et al. 1988, Friedman et al.
2001, Gazzinelli et al. 2001, Lima e Costa et al. 1987). Existem dois métodos principais
utilizados para tal fim: a observacao direta e 0 uso de questionarios que captam informacées
guanto ao motivo e frequéncia de cada contato. Entretanto, ambos apresentam vantagens e
desvantagens. A observacdo direta costuma alterar o comportamento natural das pessoas
guanto ao contato com a agua devido a presenca de um observador, além de subnotificar
contatos que se ddo fora do campo de visdo ou do periodo de trabalho do observador (Fulford
et al. 1996, Kloos et al. 1998). Por outro lado, a utilizacdo de questionarios pode estar sujeita
a viés de informacdo, principalmente quando se deseja colher dados sobre a frequéncia e
duracéo de cada contato (Sama & Ratard 1994). Aparentemente, a melhor forma de se fazer a
medida do contato com a agua contaminada € através de uma observacdo prévia, para se
conhecer os tipos e motivos de contatos na regido, associado a elaboragdo posterior de um
questionario aplicado aos habitos e costumes da populacdo alvo (Friedman et al. 2001,
Gazzinelli et al. 2001). O nivel de exposicdo a agua do rio contaminada tem sido expresso
tanto em categorias de nivel de exposicdo baixo, moderado e alto (Dessein et al. 1988),
guanto numericamente através de indices que sdo calculados a partir da informacéo sobre o
tipo de contato como lavar roupas, banho, pescar, etc. e a frequéncia em namero de vezes ao

dia, semana ou més (Lima e Costa et al. 1987).
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De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a esquistossomose €
classificada como uma das 15 Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN). As DTN sdo assim
chamadas por terem sido amplamente eliminadas das areas mais desenvolvidas, persistindo
nas comunidades mais pobres e marginalizadas sendo, na maioria das vezes, negligenciadas
pela salude puablica. A esquistossomose é um problema de salde relacionado a pobreza,
altamente prevalente em paises tropicais em desenvolvimento. Entre as doencas parasitarias, a
esquistossomose assume o segundo lugar em termos de importancia socioecondmica e de
salde publica em areas tropicais e subtropicais. Estimativas mais recentes indicam que 200
milhGes de individuos estdo afetados, com mais de 700 milhGes de pessoas em risco de
infeccdo, vivendo em areas com deficiéncia na distribuicdo de agua encanada e com precarias
condicdes sanitarias (Steinmann et al. 2006).

A infeccdo pelo S. mansoni é endémica em 52 paises e territdrios da América do Sul,
Caribe, Africa e Mediterraneo Oriental, além de estar presente também em mais 41 paises da
Africa e Mediterraneo Oriental juntamente com o S. haematobium (WHO 2006). Atualmente,
a esquistossomose no Brasil se distribui em uma ampla area endémica que vai do Maranhao
ao Espirito Santo, incluindo Minas Gerais. Focos isolados da transmissdo ocorrem também no
Distrito Federal e nos estados do Par, Piaui, Goiés, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parang, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Adicionalmente, existem casos importados de areas endémicas
que sdo registrados em quase todo territorio nacional, especialmente em estados considerados
como pontos de migragdo, como € o caso de Rondonia (Coura & Amaral 2004).

O Ministério da Saude criou em oito estados do Nordeste brasileiro, 0 Programa
Especial de Controle da Esquistossomose (PECE) em 1976, com a finalidade principal de
reduzir a prevaléncia da esquistossomose no Brasil. As acGes do programa incluiam
tratamento em massa com Oxamniquine, aplicacdo regular de moluscicida em focos de

transmissdo importantes, educacgéo sanitaria, bem como melhora das condicOes sanitarias e de
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abastecimento de agua. O acompanhamento da eficacia deste programa ndo foi realizado
utilizando a metodologia mais adequada, visto que a prevaléncia de esquistossomose foi
avaliada de forma pontual em determinadas localidades, através da consulta ao Banco de
Dados do Sistema Unico de Saude (DATASUS), a qual representa apenas uma pequena
parcela da populacdo de uma quantidade reduzida de municipios. Apesar disto, os dados
obtidos entre os anos de 1977 e 1979 demonstraram uma reducdo dramatica de 23,3% a 9,0%
na prevaléncia de esquistossomose, a qual continuou a reduzir de forma menos gradativa e
irregular até atingir niveis de 5,4% em 2002. Um dos principais resultados obtidos com este
programa, entretanto, foi a reducédo significativa e continua na mortalidade e no nimero de
hospitalizaces por esquistossomose, provavelmente em funcéo dos repetidos tratamentos em
massa e individuais realizados durante o periodo (Coura & Amaral 2004). Mesmo assim,
ainda existem areas isoladas, mas de grande endemicidade até os dias atuais, com prevaléncia
acima de 50% de individuos infectados (Araujo et al. 2004, Gazzinelli et al. 2006).

O principal impacto da infeccdo cronica pelo S. mansoni na salde publica esta
relacionado ao envolvimento intestinal e hepatoesplénico. Cerca de 5 a 10% dos individuos
infectados por este helminto evoluem para a forma grave da doenca, caracterizada pela fibrose
hepética, hipertensdo periportal e consequente ascite e formacdo de varizes esofagicas e
gastricas, que podem complicar com hemorragia digestiva e morte (Bina 1997). Este quadro
esta associado a impactacdo de ovos nos espagos porta do figado, levando a formacgdo de
granulomas, que sao caracterizados pela reacdo inflamatoria aos antigenos do ovo, seguida da
producéo de colageno, evoluindo com fibrose local (Pearce 2005). Apesar do baixo custo e
eficacia do tratamento, a transmissdo da infeccdo continua elevada, em parte devido aos
indices de reinfeccdo precoces apds quimioterapia curativa.

Trés a sete semanas apds a primeira exposicdo a agua do rio contaminada inicia-se a

fase aguda da doenca, conhecida como sindrome toxémica (de Jesus et al. 2002, Lambertucci
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2010, Rabello et al. 1997). Esta fase é caracterizada principalmente por febre, astenia e
acentuada perda de peso, associadas a elevacdo dos niveis de citocinas pré-inflamatorias
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL) 1 e IL-6. Dispneia e dor
toracica também tém sido descritas em decorréncia da pneumonite e pericardite, relacionadas
com niveis elevados de complexos imunes circulantes e reacdo de hipersensibilidade tipo 11l
(de Jesus et al. 2002, Galvao-Castro et al. 1981 ). Adicionalmente, dor abdominal e diarreia
sdo frequentes nesta fase e coincidem com o inicio da postura dos ovos, causando destruicdes
focais na mucosa e submucosa intestinal. A despeito da elevacdo dos niveis de IgE nesta fase,
ndo ha evidéncia de broncoespasmo e ndo ha associacdo dos niveis de IgE com manifestacbes
respiratorias. Esta fase aguda é raramente encontrada em pessoas residentes em areas
endémicas, sendo mais comum em individuos expostos pela primeira vez a infecgéo,
sugerindo que a modulacdo da resposta imune que ocorre ap0s a fase aguda previne o
aparecimento destas manifestagcdes nos individuos previamente infectados (Lambertucci 1993,
Rabello 1995, Wynn et al. 1998).

A resposta imune na fase inicial da infec¢éo pelo S. mansoni € do tipo T auxiliar (Th) 1,
com producdo de interferon gama (IFN-y) e também de citocinas pré-inflamatdrias, a exemplo
do TNF-a, IL-6 e IL-1 (de Jesus et al. 2002, Montenegro et al. 1999, Wynn et al. 1998). Esta
resposta € entdo modulada de forma que na fase crbnica a resposta é do tipo Th2 regulatoria,
caracterizada pela producédo de IL-4, IL-5 e IL-10, com baixos niveis de IFN-y (Araujo et al.
1996, Finkelman et al. 1997, Mwatha et al. 1998). Esta mudanca no padréo de resposta tem
sido relacionada a producdo de IL-4 e IL-10 induzida por antigenos do ovo, desde que
coincide com o inicio da oviposi¢do (Montenegro et al. 1999, Silveira et al. 2004).

A patologia observada na infeccdo pelo S. mansoni estd intimamente relacionada a
resposta imune aos antigenos parasitarios (Wilson et al. 2007). Do ponto de vista clinico e

imunopatologico, as fases aguda e cronica da doenca sdo bastante distintas (de Jesus et al.



20

2002, Lambertucci 1993). Na fase cronica sdo descritas trés formas clinicas bem
caracterizadas: as formas mais brandas da doenca, chamadas intestinal e hepato-intestinal, e a
forma mais grave ou hepato-esplénica (Bina & Prata 2003). Varios fatores parecem estar
envolvidos na patogénese da esquistossomose e evolugdo para as formas graves da doenca, a
exemplo do tipo de HLA (Secor et al. 1996), pertencer a raca branca (Prata 1988, Tavares-
Neto & Prata 1990), a alta carga parasitaria (Sleigh et al. 1985) e a resposta imune do
hospedeiro (Wynn & Cheever 1995).

A resposta inflamatoria ao redor dos ovos constitui o fator mais importante na
patogénese da esquistossomose mansoni crénica (Abath et al. 2006). Os antigenos liberados
pelos ovos estimulam as células TCD4" a produzirem citocinas que promovem o
recrutamento celular (Finkelman et al. 1997, Grzych et al. 1991). Estas reacfes induzem a
formacdo de granuloma ao redor dos ovos, o qual possui importancia na protecdo do
hospedeiro aos produtos difusiveis dos mesmos, capazes de lesar os hepatocitos. Os
granulomas servem, entdo, como uma barreira de contensdo para 0s antigenos dos ovos do S.
mansoni. Porém, quando ocorre deposi¢do de numerosos ovos, o processo inflamatorio pode
evoluir para fibrose grave, o que leva a interrupcdo do fluxo sanguineo normal do sistema
venoso para os sinusdides resultando em hipertensdo portal e suas complicacfes, a exemplo
de formacdo de varizes gastricas e esoféagicas que podem levar a sangramentos (Cheever et al.
2000). As lesbes mais antigas transformam-se em cicatrizes periportais denominadas fibrose
em “cachimbo de barro” de Symmers, que é particularmente bem demarcada na infecgédo
causada pelo parasito (Cheever & Andrade 1967). Existem alguns trabalhos na literatura que
sugerem ser a infeccdo cronica por helmintos, particularmente pelo S. mansoni, protetora
contra o desenvolvimento de alergias, com a producéo elevada de células e citocinas do tipo
regulatdria, que preveniria o processo inflamatério nestas doencas (Cardoso et al. 2011,

Mpairwe et al. 2011).
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1.2. EPIDEMIOLOGIA E IMUNOPATOGENESE DA ASMA

A asma é uma doenca inflamatoria cronica caracterizada por hiper-reatividade (HR)
das vias aéreas inferiores e por limitacdo varidvel ao fluxo aéreo, reversivel, manifestando-se
clinicamente por episddios recorrentes de sibilancia, dispneia, aperto no peito e tosse,
particularmente & noite e pela manha ao despertar. A inflamag@o brénquica constitui o mais
importante fator fisiopatogénico da asma. O diagnostico da doenca é baseado na historia
clinica do paciente e exame fisico. Alguns exames complementares, a exemplo da prova de
funcdo pulmonar, podem auxiliar no diagnostico e definir a gravidade da doenga
(ASBAI/SBPT/SBP 2006).

Apesar de existir muitos estudos determinando a prevaléncia de asma em
determinadas regides ou paises, a grande maioria dos mesmos ndo pode ser utilizado para
fornecer uma nogé&o da real prevaléncia de asma no mundo, em virtude principalmente da falta
de padronizacgdo na metodologia e nas defini¢cdes de caso. O primeiro estudo a apresentar uma
metodologia mais adequada para este fim foi o “Estudo da Satide Respiratoria na Comunidade
Européia” (ECRHS), o qual avaliou a prevaléncia de asma e rinite alérgica em adultos de 20 a
44 anos de idade de 48 centros localizados em 22 paises, dos quais apenas seis ndo pertenciam
a Europa Ocidental (Burney et al. 1997, Burney et al. 1994, ECRHS 1996). A despeito da
metodologia adequada, os resultados deste estudo ainda ndo foram capazes de gerar
informacBes quanto a prevaléncia mundial de asma, visto que os dados se referem quase que
exclusivamente & Europa. Desta forma, o “Estudo Internacional de Asma ¢ Alergias na
Infancia” (ISAAC) elaborou questionarios padronizados com o objetivo de permitir
comparagGes da prevaléncia de asma, rinoconjuntivite alérgica e eczema atdpico em
populacbes de diferentes paises, além de avaliar a variacdo da prevaléncia com o passar do

tempo (Asher et al. 1995, Ellwood et al. 2005).
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De forma geral, considerando-se importantes excecOes, pode-se afirmar que 0s
maiores indices de prevaléncia de asma sdo encontrados em paises desenvolvidos, como
Australia, Estados Unidos e Canada, enquanto as menores taxas sao encontradas em paises
ainda em desenvolvimento, como a india e Indonésia (ISAAC 1998). De acordo ainda com o
estudo ISAAC a prevaléncia média de sintomas de asma entre criancas de 6-7 e 13-14 anos de
idade no Brasil foi 24,3 e 19,0%, respectivamente (Sole et al. 2006).

O termo alergia refere-se a certas doencgas nas quais ocorrem respostas imunoldgicas a
antigenos ambientais, causando inflamacdo tecidual através da disfuncdo organica. Além
disso, as doencas alérgicas resultam da interacdo de fatores genéticos, ambientais e culturais
que levam a exposicdo aos alérgenos e ao desenvolvimento e manutencdo dos sintomas (Flohr
et al. 2008). Os individuos susceptiveis a reacGes de hipersensibilidade imediata sdo
chamados de atopicos (Johansson et al. 2004). Os niveis séricos de IgE total e especificos para
aeroalérgenos nestes individuos sdo, em média, mais elevados do que naqueles ndo atopicos
(Busse & Lemanske 2001).

No processo de hipersensibilidade imediata, a sequéncia tipica de eventos consiste na
exposicao do individuo a alérgenos do ambiente, interacdo com o sistema inato por meio das
células apresentadoras de antigenos, seguido da ativacdo de células Th2 especificas para esse
antigeno, com a consequente producédo de IL-4, IL-5 e IL-13 (Blackburn et al. 2003). A IL-4
estimula a producédo de IgE, que liga-se a receptores de IgE de alta afinidade presentes nos
mastocitos e basofilos, que em contato subsequente com o alérgeno, promovem a liberacéo de
mediadores da inflamacdo (Haile et al. 1999). As citocinas IL-4 e IL-13 estdo associadas a
estimulacdo da producdo de IgE, expressdo do FceRIl, receptor de IgE de baixa afinidade, e
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) classe Il, regulagdo de
moléculas de adesdo vascular nos eosinofilos, mastécitos e basofilos, além da estimulagéo da

producdo de quimiocinas. A acdo dos mediadores inflamatorios liberados ou ativados pelos
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mastocitos e basofilos, a exemplo da histamina, prostaglandinas, leucotrienos e fator de
agregacdo plaguetaria sao importantes na fisiopatologia das fases imediata e tardia das
doencas atdpicas (Holgate et al. 1985, Platts-Mills & Wheatley 1996).

Apls a inducdo da resposta imunoldgica, muitas células presentes na mucosa
brénquica, como macrofagos, células epiteliais, fibroblastos, células do masculo liso, células
T, mastocitos e eosinofilos, sdo ativadas e envolvidas no processo inflamatorio da asma.
Porém, sdo os basofilos, mastdcitos e eosinofilos ativados, as células de maior importancia na
inflamacéo alérgica devido a liberacdo de proteinas catiénicas granulares de alta carga, como
a proteina basica principal eosinofilica, proteina catiénica eosinofilica e mediadores pro-
inflamatdrios que, juntamente com radicais livres de oxigénio e citocinas, resultam em
aumento da permeabilidade vascular, hipersecre¢do de muco, contracdo da musculatura lisa,
dano epitelial e hiper-reatividade brénquica (Gleich et al. 1993).

Embora o principal fator de patogenia das doencas alérgicas esteja ligado a uma
exacerbacdo da resposta do tipo Th2, com producdo de IL-4, IL-5 e IL-13, observa-se
também, em individuos asmaticos, a producao de IL-17, citocina pro-inflamatoria (Iwakura &
Ishigame 2006, Rutitzky et al. 2005) e INF-y, citocina do tipo Thl, associadas ao
agravamento do quadro clinico (Cho et al. 2005, Smart & Kemp 2002). Isso sugere que na
asma bronquica tanto a resposta Th2 quanto a resposta Thl e Th17 podem coexistir (Araujo &
de Carvalho 2006), o que deve resultar de uma falta de regulacéo do sistema imunolégico.

Dessa forma, a infeccdo por helmintos, particularmente o S. mansoni, ao tempo em
gue induz mecanismos regulatérios da resposta imune pode conter ou minimizar a patogenia

associada as doencas alérgicas (van den Biggelaar et al. 2004).
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1.3. ASSOCIACAO ENTRE ALERGIA E HELMINTIASES

As infecgbes por helmintos, altamente prevalentes em varios paises do mundo, vém
tornando-se objeto de interesse entre os imunologistas, especialmente Schistosoma, por
apresentarem duas caracteristicas dominantes: primeiro, elas sdo indutoras eficientes de
resposta imune do tipo Th2 (Araujo et al. 1996, Correa-Oliveira et al. 1998, Williams et al.
1994), representando um modelo de resposta imunoldgica polarizada deste tipo e segundo,
sendo parasitas bem adaptados ao homem, as infecgdes sdo crbnicas, de longa duragéo,
causando modulagdo da resposta imune. Ocorre producdo elevada de IL-4, IL-5 e IL-13,
citocinas do tipo Th2 e, consequentemente, producdo de altos niveis de IgE, eosindfilos e
mastdcitos, além de I1L-10, uma citocina regulatdria da resposta imune. De um modo geral,
apenas um pequeno percentual de individuos infectados por helmintos desenvolve doenca. Os
sintomas geralmente séo leves e, no caso particular da infec¢cdo por Schistosoma mansoni, 5 a
10% dos infectados evoluem para a forma hepatoesplénica (Bina 1997). Com o tratamento em
massa da populacdo disponivel atualmente, as formas graves da esquistossomose vém se
tornando mais raras, enquanto a prevaléncia tem se mantido elevada em paises em
desenvolvimento (Bina 1997, Butterworth et al. 1994). Recentemente, vem crescendo o
interesse pelo estudo da associacdo entre helmintiases e outras doencas, pois a resposta
inflamatdria ou do tipo Thl, responsavel por lesdo tecidual em muitos casos de doencas
infecciosas e autoimunes, pode ser regulada pela resposta do tipo Th2 induzida por helmintos
(Alcantara-Neves et al. 2012, Yazdanbakhsh et al. 2002). Em estudos experimentais, a
infeccdo pelo S. mansoni previne o desenvolvimento de diabetes tipo | em camundongos
geneticamente susceptiveis (Dunne et al. 1992a), de encefalomielite experimental autoimune
(La Flamme et al. 2003) e de asma (Kitagaki et al. 2006).

Considerando a elevada frequéncia de infeccdo por helmintos, é provavel que muitos

dos individuos infectados certamente também sejam expostos a outras infec¢cdes ou doencas.
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O questionamento que se faz, atualmente, € como a infeccdo crénica pelo S. mansoni,
cursando com uma resposta imune altamente polarizada para o tipo Th2, poderia interferir na
resposta imune e no curso clinico de outra doenca concomitante que também induz uma
resposta do tipo Th2. Estudos realizados por Lynch e colaboradores na Venezuela
demonstraram que, em darea endémica para Ascaris lumbricoides, existe diminuicdo da
reatividade aos testes cutaneos de hipersensibilidade imediata para aeroalérgenos, e que o
tratamento com anti-helmintico resulta em aumento da positividade ao teste de alergia e da
producdo de IgE especifica para aeroalérgenos (Lynch et al. 1993, Lynch et al. 1998, van den
Biggelaar et al. 2004). ObservacGes do grupo do Servico de Imunologia (SIM) do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos (HUPES)-UFBA, estudando populagdes residentes em
areas endémicas para esquistossomose, demonstraram que individuos infectados pelo S.
mansoni respondem pobremente aos testes cutaneos de hipersensibilidade imediata para
aeroalérgenos (Araujo et al. 2000) e ndo desenvolvem asma grave (Medeiros et al. 2003). O
mecanismo de inibicdo da resposta inflamatdria alérgica nesses individuos vem sendo
estudado pelo grupo de pesquisadores do SIM/HUPES, e a IL-10 parece participar do
processo. A IL-10 é uma citocina produzida na fase cronica da esquistossomose (Araujo et al.
1996, Correa-Oliveira et al. 1998) capaz de inibir, in vitro, a producdo de citocinas do tipo
Th2 envolvidas na patogénese da asma (Araujo et al. 2004). Adicionalmente, foi demonstrado
por Royer e colaboradores que a IL-10 inibe a liberacdo in vitro de histamina pelo mastocitos
(Royer et al. 2001). Além da producéo de IL-10, outros mecanismos devem estar envolvidos
na modulacdo da resposta em individuos infectados por helmintos como, por exemplo, a

expressdo de CTLA-4, HLA-DR e receptor para IL-10 (Oliveira et al. 2009).
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1.4. RESPOSTA IMUNE HUMORAL ENVOLVIDA NA INFECCAO PELO S. MANSONI
E NA ATOPIA

E conhecida a hip6tese de que a IgE policlonal produzida na infeccdo crénica pelo S.
mansoni poderia inibir a producdo de IgE especifica para aeroalérgenos ou competir com a
mesma pela ligacdo nos receptores de basofilos e mastdcitos (Lynch et al. 1993). Infeccdo
por helmintos esta geralmente associada com altos niveis de IgE policlonal que ndo séo
especificas para os antigenos parasitarios. Se a IgE que ndo é direcionada a nenhum antigeno
especifico, saturar receptores de alta afinidade para IgE da superficie de mastdcitos, pode
ocorrer o bloqueio da ligacdo de IgE especifica direcionada para antigenos parasitarios ou
alérgenos ambientais. Em um editorial na Lancet de 1976, foi proposto uma nova abordagem
tedrica para prevencdo e tratamento de doencas alérgicas na qual poderia ser,
deliberadamente, induzido intensa resposta por IgE, através da infeccdo artificial com
parasitas (Lancet 1976). Em recente ensaio clinico, duplo cego controlado com placebo, Feary
e colaboradores estudaram o efeito da infeccdo experimental de ancilostomideos em humanos
asmaticos. Apesar de a infeccdo ter sido bem tolerada e ndo ter ocorrido aumento da hiper-
responsividade brénquica, ndo houve melhora no controle da asma nos individuos avaliados
(Feary et al. 2010). Outro ensaio clinico semelhante foi realizado para avaliar a eficacia da
terapia com helmintos na rinite alérgica em humanos, por meio da ingestdo de ovos de
Trichuris suis e, da mesma forma, ndo houve alteracGes significativas nos critérios de melhora
da rinite alérgica no grupo de individuos analisados (Bager et al. 2010).

A molécula de IgE é um elemento-chave tanto para a imunidade anti-helmintica
quanto para a reacdo de hipersensibilidade imediata. Embora células que apresentam
moléculas de IgE especifica para alérgenos em sua superficie estejam envolvidas em muitos
dos sintomas de alergia, niveis altos de IgE circulantes, bem como células que apresentam o

receptor de alta afinidade FceRI, encontrados em infec¢des helminticas cronicas, NA0 causam
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efeitos clinicos sistémicos, mesmo gquando os individuos infectados sdo expostos a alérgenos,
como acontece quando o S. mansoni é destruido, in situ, por tratamento com drogas anti-
helminticas (Fallon et al. 1996, Kabatereine et al. 2003).

Um dos modelos mais diretos para explicar a modulacdo da resposta alérgica por
helmintos € que a infeccdo resulta tanto em producdo de IgE especifica para o parasita, quanto
em niveis altos de IgE policlonal. A elevacdo dos niveis de IgE sérica total poderia diluir a
IgE especifica para alérgenos e saturar os receptores FceRI em mastécitos e basofilos (Lynch
et al. 1999). Em pacientes infectados com Loa loa, a degranulacédo de basofilos foi bloqueada
qguando estas células foram sensibilizados com razdo elevada (>500) entre IgE total e IgE
especifica (Mitre et al. 2005), o que € possivel ser encontrado durante infec¢do pelo S.
mansoni, na qual ocorre a producdo de altos niveis de IgE policlonal.

Outra possivel explicacdo para a inibicdo da atopia seria de que a lgG4, também
produzida na resposta imune do tipo Th2, pudesse competir com a IgE pela ligacdo com o
antigeno, prevenindo a reacdo de hipersensibilidade imediata (Mitre & Nutman 2006). Na
esquistossomose, as infec¢bes assintomaticas sdo correlacionadas com altos niveis de 1gG4
especifico para o parasita, 0 que pode inibir a degranulacdo mediada por IgE em células
efetoras (Hussain et al. 1992). Em reviséo realizada por Platts-Mills foi mostrado que alta
exposicdo a alérgenos de gato resulta em titulos elevados de IgG4 e reducdo da atopia,
reforcando o papel do IgG4 na modulacdo da resposta alérgica (Platts-Mills et al. 2004). E
possivel considerar que a perda de reatividade cutanea em individuos parasitados pode ser
devido a presenca de 1gG4 bloqueador. Embora isso ndo tenha sido muito estudado, um
trabalho realizado em area endémica de S. mansoni, relatou evidéncias de correlagcdo inversa
entre 1gG4 e reatividade cutanea (Rihet et al. 1992).

Os poucos estudos publicados sobre o assunto ainda sdo inconclusivos. Aradjo e

colaboradores em 2000, demonstraram niveis elevados de IgE total e tendéncia para niveis
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mais baixos de IgE especifica para aeroalérgenos em individuos infectados pelo S. mansoni
qguando comparado com individuos ndo infectados, apesar do tamanho amostral do estudo ter
sido pequeno (Araujo et al. 2000). Diante desses dados, fica clara a necessidade de avaliacdo
do papel da IgE e da IgG4 na modulacao da resposta alérgica e na infeccao pelo S. mansoni.

Dessein e colaboradores, avaliando a associagdo entre resisténcia humana a reinfeccao
pelo S. mansoni e isotipos de imunoglobulinas especificas para o parasita, observou
correlacdo positiva para IgE e negativa para 1gG4 e 1gG2 (Demeure et al. 1993). Alem disso,
seus resultados reforcaram a ideia de que 1gG4 sérica pode estar envolvida no controle do
reconhecimento antigénico pelo anticorpo IgE e, consequentemente, na regulacdo de reacoes
anafilaticas e da imunidade mediada por IgE (Rihet et al. 1992).

Os resultados sobre estudos de campo sugerem que a resisténcia a reinfeccdo pelo S.
mansoni pode ser desenvolvida naturalmente (Silveira et al. 1998), mas apenas apds varios
ciclos de exposicéo, tratamento e reinfeccdo (Black et al. 2010). Estas observacdes levaram a
um modelo de resisténcia dependente da idade que tém dominado os estudos sobre a
esquistossomose por vérias décadas (Etard et al. 1995, Gryseels 1994). Neste modelo,
criangas abaixo de 15 anos de idade séo altamente susceptiveis a reinfec¢do apos o tratamento
com aumento gradual da resisténcia ao longo do tempo (Butterworth et al. 1985, Etard et al.
1995). Entretanto, este modelo foi questionado, sendo sugerido que, individuos expostos a
agua contaminada durante a atividade ocupacional podem ser classificados em trés grupos
distintos em relacdo a reinfeccdo: resistentes ou susceptiveis imunologicamente,
independentes da idade, e resistentes apos tratamentos (Karanja et al. 2002). Este estudo
sugere que a resisténcia a reinfecdo pode ser desenvolvida em resposta ao tratamento e,
portanto, ndo pode ser estritamente dependente da idade, mas sim da exposicdo. Vale ressaltar
que a idade e a exposicdo em individuos residentes em areas endémicas, sdo proporcionais e

intimamente relacionados.
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O principio geral das estratégias para desenvolver vacinas para Schistosoma €é a
inducdo de imunidade a infeccdo e reinfeccdo apds tratamento. Apesar de trabalhos
interessantes na area ao longo dos ultimos 50 anos, o exato mecanismo envolvido na
resisténcia a reinfeccdo continua sendo debatido. Em estudo realizado com jovens residentes
de uma area endémica em esquistossomose, observou-se que a resisténcia a infeccdo pelo S.
mansoni estava associada a reatividade do anticorpo IgG4 a uma proteina de 37 kDa
constituinte da superficie antigénica do verme adulto, revelando um possivel antigeno
candidato a vacina (Dessein et al. 1988). Outras proteinas a exemplo da Sm22.6, estdo
associadas a inducdo de elevados niveis de IgE e protecdo a reinfeccdo (Fitzsimmons et al.
2007). Entretanto, em modelo experimental, a imunizacdo com Sm22.6, associado ou ndo
com adjuvante hidréxido de aluminio, apesar de resultar em producéo de altos niveis de 1gG1
e 1gG2a, ndo apresentou nenhuma protecao contra a infeccdo (Pacifico et al. 2006).

Avaliando 250 moradores de uma pequena vila rural endémica em S. mansoni no
Brasil foram observados niveis elevados de IgE e reduzidos de IgG4 em resposta a antigenos
do tegumento do esquistossbmulo (STEG) e antigeno solGvel do verme adulto (SWAP),
associados a resisténcia a reinfeccdo apds tratamento (Caldas et al. 2000). Em outro trabalho,
Gomes e colaboradores, estudando a resposta de anticorpos especificos para antigeno soltvel
do ovo (SEA) antes e ap6s tratamento, ndo observaram interferéncia do tratamento neste tipo
de resposta imune (Gomes et al. 2002).

Em uma comunidade de 380 pescadores com idade entre 5 e 59 anos, em Uganda,
regido endémica em esquistossomose mansoni, com alto indice de exposicao e intensidade de
infeccdo, foi observado que a resposta de anticorpos contra antigenos do S. mansoni varia de
acordo com a idade, género e a intensidade da infeccdo do hospedeiro, estando associada com
susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo (Naus et al. 2003). Além da ocorréncia de maior

grau de infeccdo entre individuos do género masculino, a resposta humoral especifica, em
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relacdo a idade, aumentou para SWAP e reduziu para SEA, especialmente apds a puberdade.
Neste mesmo estudo, foi observado que quanto maior a intensidade de infec¢do, maior sdo 0s
niveis de IgG1 e 1gG4 especificos para SWAP e SEA. O padrdo de resposta especifica para
SWAP foi qualitativamente diferente entre IgE e 19gG4, sugerindo mecanismos de regulacao
independentes.

Na Etidpia, foi realizado um estudo sobre a resposta humoral contra SEA, levando em
consideracdo a idade e género antes e ap0s cinco semanas € um ano de tratamento para
esquistossomose. O indice de infeccdo foi significantemente mais alto em adolescentes do
género masculino menor que 12 anos de idade do que em meninas do mesmo grupo. Apés 5
semanas do tratamento, os niveis de IgE e 1gG1 mostraram tendéncia a aumento, embora 0s
niveis de IgM e 1gG3 tendessem a reduzir. Um ano apds tratamento, significante queda foi
observada nos niveis de 1gG1 e 1gG4 e aumento dos niveis de 1gG2 (Abebe et al. 2001).

Outro estudo avaliou o papel dos anticorpos na resisténcia a infeccdo pelo S.
haematobium em 148 criancas em idade escolar, residentes em Camarfes. A intensidade de
infeccdo foi determinada por meio de dosagem da concentracdo sérica de antigenos anddicos
circulantes (AAC). Um més apds tratamento, os niveis dos anticorpos especificos para SWAP
aumentaram, mas um ano ap0s o tratamento esse niveis retornaram aos encontrados no pre-
tratamento. As concentracdes de AAC foram associadas positivamente com niveis de 1gG4
especifico para SEA e SWAP mas ndao com niveis de IgE. A idade correlacionou-se
negativamente com concentragdes de AAC e positivamente com niveis de IgE especificos
para SWAP. O balanco de IgG4 e IgE especifico para SWAP foram correlacionados com
concentracdo de AAC, em particular na faixa etaria de 11 a 13 anos, sugerindo que 0s
mecanismos de protecdo imunologica durante a infeccdo S. haematobium de forma efetiva

ocorre em torno de 12 anos de idade (Naus et al. 1998).
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Investigando a dinamica da resposta humoral contra SWAP e SEA entre comunidades
distintas, foram comparados dados de duas areas endémicas de S. japonicum. Os niveis de IgE
e 1gG4 especificos para SWAP foram significantemente maiores na area que recebeu
repetidos tratamentos em relacdo a uma nova area em uma outra parte da mesma provincia,
sem tratamento (Jiz et al. 2009). Portanto, ha indicios de que multiplos episodios de infeccdo
pelo Schistosoma sp pode levar a secrecdo de determinados niveis de isotipos de anticorpos

que vem sendo associados com resisténcia a reinfeccao.
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2. JUSTIFICATIVA

Em &reas endémicas em esquistossomose, muitos individuos ndo apresentam sinais de
infecgdo ativa, apesar do contato diario com &gua do rio contaminada por cercarias, ou
apresentam diferentes intensidades de infeccdo pelo S. mansoni, indicando presenca de
resposta imunoldgica protetora contra este helminto. Além disso, apesar de pesquisas sobre
esquistossomose e programas de controle colaborarem para maior disponibilidade e
variabilidade de drogas anti-schistosoma (particularmente depois do surgimento de parasitas
resistentes ao Praziquantel), o desenvolvimento de novas vacinas, sdo abordagens adicionais
necessarias para complementacdo da quimioterapia classica. Adicionalmente, dados
publicados pelos pesquisadores do Servi¢o de Imunologia do HUPES, em concordancia com a
literatura, mostram, sistematicamente, que em individuos residentes em areas endémicas em
esquistossomose apresentam diminui¢do da resposta ao teste cutdneo de hipersensibilidade
imediata com &caros da poeira domiciliar e menor gravidade de asma (Araujo et al. 2000,
Lynch et al. 1993, Lynch et al. 1998, Medeiros et al. 2003, van den Biggelaar et al. 2004).

Diante do importante papel da IgE na reacdo alérgica faz-se necessario avaliar 0s
padrdes de resposta imune humoral em asmaticos infectados pelo S. mansoni. A identificacdo
de possiveis mecanismos indutores da modulacdo da resposta a aeroalérgenos abre
perspectivas para a prevencao e novas terapéuticas das doencas alérgicas. Portanto, com o
propdsito de esclarecer o papel da IgE e 1gG4 na inducdo de resisténcia/susceptibilidade a
infeccdo pelo S. mansoni e no risco de desenvolvimento de asma foi avaliado, em uma grande
casuistica, moradores de area endémica em infeccdo pelo S. mansoni do interior da Bahia.
Compreender os mecanismos imunoldgicos de resisténcia/susceptibilidade a reinfeccdo na
esquistossomose pode ajudar no desenvolvimento de vacinas e de estratégias de tratamento

mais eficazes para asma.
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3. HIPOTESE

A elevada producdo de IgE na infeccdo cronica pelo S. mansoni protege contra a
reinfeccdo e previne o desenvolvimento de alergia por competir com a IgE especifica para
alérgenos pela ligacdo em mastocitos. A 1gG4, por outro lado, protege contra alergias e

aumenta a susceptibilidade a infeccéo pelo S. mansoni.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel da IgE e 1gG4 na protecdo e susceptibilidade para infeccdo pelo S.
mansoni e desenvolvimento da asma em individuos residentes em uma area endémica em

esquistossomose.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em individuos de area endémica em esquistossomose:

1. Avaliar os niveis séricos de IgE total e IgE e IgG4 especificos para antigeno
soltvel de verme adulto (SWAP) e antigeno soltvel de ovo (SEA) antes e 6
meses apos o tratamento com anti-helminticos;

2. Correlacionar os niveis desses anticorpos com carga parasitaria, grau de
exposi¢do a dgua contaminada e reinfecgdo pelo S. mansoni ap6s o tratamento;

3. Comparar o0s niveis séricos de IgE total, IgE e 1gG4 especificos para o antigeno
1 do D. pteronyssinus (Der pl) entre asmaticos e ndo asmaticos e entre

infectados e ndo infectados pelo S. mansoni.



35

5. MATERIAL E METODOS

5.1. SELECAO DE INDIVIDUOS DE AREAS ENDEMICAS EM S. MANSONI

O presente estudo é parte de um projeto maior que vem sendo desenvolvido no
Servigo de Imunologia do HUPES, que avalia a resisténcia e susceptibilidade genética para
asma e infecgéo pelo S. mansoni com a colaboracédo e financiamento da Universidade Johns
Hopkins — Estados Unidos.

O estudo sobre resisténcia a infeccdo pelo S. mansoni foi realizado avaliando em
individuos residentes em &rea endémica em esquistossomose, distribuidos em quatro vilas
(Sempre Viva, Jenipapo, Camardes e Buri) pertencentes ao municipio do Conde, localizado a
cerca de 150 km ao norte de Salvador, capital da Bahia. Esta populagdo vem sendo
acompanhada pelo Servigo de Imunologia do Hospital Universitario Professor Edgard Santos
(HUPES) desde o ano 2001, devido a elevada frequéncia de esquistossomose observada
(Araujo et al. 2004). Os individuos destas comunidades possuem em comum a necessidade do
uso dos rios para seus afazeres domésticos, lazer e como fonte de renda, ja que a economia da
regido baseia-se principalmente na pesca. Por ser um local de dificil acesso, no ano de 2001
0s moradores ainda ndo dispunham de cuidados médicos como consultas, exames ou
medicamentos, além de as residéncias ndo possuirem energia elétrica, esgotamento sanitario
ou agua encanada. Para este estudo foi realizado inquérito copro-parasitologico que atingiu
1215 individuos. A partir de entdo, ressalvados os critérios de exclusdo referidos adiante,
todos que concordaram em participar do estudo, inicialmente, foram incluidos, perfazendo um
total de 707 individuos (Figura 1, coluna 1).

Os individuos asmaticos foram identificados utilizando-se 0 questionario
“International study of asthma and allergy in childhood” (ISAAC; ANEXO 1) (Ellwood et al.
2005, Sole et al. 2006), aceito internacionalmente para o diagnostico epidemioldgico de asma

brénquica. Foram selecionados os individuos que responderam positivamente a questdo de
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presenca de sibilos nos ultimos 12 meses. O questionario foi adaptado para, além de
informacdes sobre rinite alérgica, alergia a drogas e alimentos, histéria familiar de atopia e
patologias concomitantes, incluir também questdes basicas abrangendo nivel socioeconémico
e condicbes de habitacdo. No total, 741 individuos aceitaram participar do estudo,
respondendo o questionario ISAAC. Durante a selecdo, os individuos asmaticos foram
submetidos a exame parasitoldgico de fezes, dosagem de IgE total e IgE e 1gG4 séricas
especificas para SWAP, SEA e Der p1 (Figura 1, coluna 2).

Apbs esta avaliacdo, os individuos da area endémica foram tratados com Albendazol
(400 mg, dose unica) e Praziquantel (50 mg/Kg, dose Unica). Aqueles que participaram do
estudo de resisténcia e susceptibilidade a esquistossomose foram reavaliados através de
exame parasitoldgico de fezes e dosagem de IgE e 1gG4 especificas para SWAP seis meses

apos o tratamento.

5.1.1. Critérios de inclusdo

» Residentes na area endémica do Conde que aceitaram participar do estudo

5.1.2. Critérios de exclusao
N&o foram admitidos no estudo:
 Individuos com asma grave;
* Individuos com forma hepatoesplénica da esquistossomose;
* Individuos em uso de drogas imunossupressoras;
» Mulheres gestantes e aqueles que apresentaram alguma condicdo que nao

permitisse estrita colaboracgdo, por ocasido da inclusdo do estudo.
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Figura 1. Fluxograma do Estudo

Exame parasitologico de fezes (Kato-Katz) na populagao das quatro vilas do
Conde-BA (n = 1215)

I Objetivos especificos 1 e 2 I I Objetivo especifico 3 I
Coleta de sangue e aplicagao dos Coleta de sangue e aplicagao dos
questionarios demograficos e de questionarios demograficos, nivel de
nivel de exposigao a agua (n = 707) exposicao a agua e ISAAC (n = 741)
IgE total e IgE e IgG4 especificos IgE total e IgE e IgG4 especificos
para SWAP e SEA para Der p1

U

Tratamento anti-helmintico (n = 385)
Praziquantel (50 mg/kg)
Albendazol (400 mg)

I I 6 meses

Exame parasitologico de fezes
IgE e IgG4 especificos para SWAP
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5.2. AVALIACAO LABORATORIAL E CLINICA

5.2.1. Exame parasitologico de fezes

Os individuos selecionados para inclusdo no estudo foram submetidos a exames
parasitologicos de fezes (trés amostras), pela técnica da sedimentacdo espontdnea de
Hoffmann-Pons-Janer para a determinacdo de infecgdo parasitaria por helmintos (Hoffman et
al. 1934). A quantificacdo da carga parasitaria de helmintos foi realizado pela técnica de

Kato-Katz sendo os resultados expressos em ovos por grama de fezes (opg) (Katz et al. 1970).

5.2.2. Dosagem de IgE total e IgE e 1gG4 especificas para SWAP, SEA e Der pl

Os niveis sericos de IgE total foram medidos por meio da técnica de
qguimioluminescéncia (ADVIA Centaur Bayer Corporation, Salvador, Bahia, Brasil), realizada
pelo laboratorio de analises clinicas da rede privada LEME. As dosagens de IgE e 1gG4
especificas foram realizadas por meio da técnica de ELISA indireto. As placas foram
sensibilizadas com concentracdo de 10pg/ml para Der pl e SWAP e 5ug/ml para SEA e
deixadas a 4°C por uma noite. Para determinacdo de IgE especifico, anticorpos da classe 1gG
foram removidos por fator reumatoide absorvente (RF absorvent, Behring Diagnostics Inc.,
Westwood, Mass) (Souza-Atta et al. 1999). Os soros foram diluidos 1:2 em PBS contendo
0,05% de Tween 20 (PBST) e incubados com RF a temperatura ambiente por uma noite,
sequido de centrifugacdo a 2000 RPM por 10 minutos. As amostras de soro com absorgédo
prévia de IgG foram utilizadas na diluicdo de 1:4. As placas sensibilizadas com os antigenos
foram bloqueadas com PBS contendo 5% de albumina bovina e 100uL das amostras dos soros
foram adicionados. As placas entdo foram incubadas a 4°C por uma noite. Anticorpos de
camundongo anti-IgE e anti-lgG4 humanos (1:500) foram adicionados as placas. Apds

incubagdo por 2 horas a 37° C e seis lavagens com PBST, anti-Imunoglobulina de
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camundongo marcada com peroxidase (1:1000) foi adicionada as placas, sendo as mesmas
incubadas por 1 hora a 37°C (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Em seguida foram feitas seis
lavagens com PBST e a reacdo foi revelada pela adicdo do substrato TMB
(Tetrametilbenzidina, ICN Biomedicals Inc.) e interrompida com o uso de H,SO,4. As placas
foram lidas em espectrofotdmetro a 450nm e os resultados expressos em densidade Optica
(DO). O ponto de corte (cut-off) das dosagens de IgE e 1gG4 especificos para SWAP e SEA
foi determinado utilizando a média mais dois desvios padrbes da absorbancia obtida com o
soro de 10 individuos saudaveis, dentre eles, alguns infectados com outros helmintos, mas
negativos para S. mansoni, e outros individuos negativos para qualquer helminto, inclusive o
S. mansoni e ndo residentes em areas endémicas em helmintiases. O cut-off das dosagens de
IgE e 1gG4 para Der pl foi calculado utilizando 10 individuos saudaveis, sem historia de

doenca alérgica e com teste cutaneo de alergia negativo para acaros.

5.2.3. Avaliagdo do grau de exposicao a &gua contaminada do rio

Durante entrevista, foi aplicado aos participantes do estudo um questionario que leva
em consideracdo os habitos da populacdo em relacdo ao contato com o rio. Para cada uma das
sete atividades observadas (banho, agricultura, lavar roupa, lavar o cabelo, lavar prato, pescar
e lazer), foi solicitado o nome do rio e local, a frequéncia e duracdo de cada atividade
(ANEXO II). Com base nos questionarios preenchidos, os homes das fontes de agua foram
copiados e resumidos em uma lista, sendo coletadas amostras de caramujos destes locais para
pesquisa de cercarias. Naqueles individuos expostos as fontes positivas para cercarias, as
atividades foram classificadas em quatro categorias para refletir o nivel de exposicao:
nenhuma exposicao, baixa exposi¢cdo (menos que 1 hora por semana), exposi¢do moderada (1
a 3 horas por semana) ou alta exposicao (1 a 3 horas por dia) (Araujo et al. 2004, Grant et al.

2008).
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5.3. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram armazenados e analisados estatisticamente pelos programas
“Statistical Package for Social Science” (SPSS®) versdo 9 ou STATA® versdo 11.0 (Stata
Corporation College Station, TX, EUA), sendo os gréficos construidos utilizando GraphPad®
versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As variaveis continuas como idade,
carga parasitaria e as variaveis imunolégicas foram expressas como média e desvio padrdo
(DP). Para as andlises estatisticas, 0 numero de ovos por grama de fezes (opg) foram
transformados em log (log10[opg + 1]) para aproximacédo da distribuicdo normal. A carga
parasitaria de S. mansoni foi classificada em leve (1-99 opg), moderada (100-399 opg) ou
intensa (>400 opg), de acordo com os critérios adotados pela Organizacdo Mundial da Saude
(WHO 2006).

O teste de normalidade D" Agostino-Pearson foi usado para designar testes estatisticos
mais adequados para cada avaliacdo. Dependendo do resultado do teste de normalidade, o
teste de Mann-Whitney ou teste t de Student foi utilizado para comparar variaveis continuas
entre dois grupos, enquanto que o teste ndo paramétrico ANOVA (Kruskal-Wallis) foi
utilizado para comparar varidveis continuas entre trés ou mais grupos. O teste do qui-
quadrado foi usado para comparar proporcfes de individuos infectados e ndo infectados,
asmaticos e ndo asmaticos entre os diferentes grupos de idade, géneros e nivel de exposicédo a
agua do rio. As analises univariadas e multivariadas foram realizadas através do modelo de
regressdo logistica, sendo obtida a razdo de chances (Odds Ratio — OR) e intervalo de
confianca (IC) de 95% para cada variavel analisada. A diferenca na carga parasitéaria entre
baixo e alto produtores de 1gG4 foi avaliada por regressao logistica ajustada por idade, género
e nivel de exposi¢do a agua do rio. As correlagbes entre 0s niveis de anticorpos e carga

parasitaria foram realizadas pelo teste de correlagdo de Spearman, considerando que para
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obter valor de p, foi utilizada regresséo linear ajustada por idade, género e nivel de exposicéo.

O nivel de significancia estatistica foi estabelecido como 0,05 para todas as analises.

5.4. CONSIDERACOES ETICAS

O estudo da Imunogenética da Asma e Esquistossomose tem aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira Hospital Universitario Professor
Edgard Santos (Parecer/Resolugdo n° 50/2003, ANEXO IlI). Todos o0s seus participantes
foram voluntarios que, apo6s esclarecimentos sobre o objetivo desta pesquisa, assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). No caso de menores, este foi assinado
por um dos responsaveis. Todos os individuos portadores de parasitoses intestinais ou que

apresentaram queixas de alergia foram devidamente orientados e tratados gratuitamente.
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6. RESULTADOS

6.1. RESULTADOS REFERENTES AOS OBJETIVOS ESPECIFICOS 1 E 2

6.1.1. Caracteristicas da populacao

Os dados demograficos sobre a populagdo estudada estdo resumidos na Tabela 1.
Participaram do estudo sobre resisténcia e susceptibilidade a infeccdo por S. mansoni 707
individuos, sendo pouco mais da metade do género feminino (57%), com faixa etaria de 6 a
85 anos, media de idade de 28 + 19 anos.

Historia de contato com a &gua contaminada do rio foi relatada por 359 (55%)
individuos dos quais, 32% apresentavam baixo nivel de exposi¢do (< 1 h por semana), 27%
nivel moderado (1-3 h por semana) e 41% se expunham a agua do rio diariamente, em alto
nivel de exposi¢do (1-3 h por dia). O grupo com alto nivel de exposi¢do a agua do rio foi
composto principalmente por homens (57%), na sua maioria para lidar com a pesca ou tomar
banho. Além da influéncia do género na exposi¢do a agua do rio, a idade ¢ um fator que
interferiu no nivel de exposicdo dos individuos avaliados. O grupo classificado como
altamente exposto apresentou média de idade de 29 + 16 anos, enquanto que 0s grupos de
médio e baixo nivel de exposicdo apresentaram a mesma média de idade (23 + 17 anos; p <
0,001), respectivamente. Como esperado, o grupo que relatou maior nivel de exposicdo a agua
do rio apresentou também maior intensidade de infeccdo pelo S. mansoni (103 + 174 opg),

guando comparado com o grupo que relatou ndo ser exposto (17 £ 92 opg; p < 0,001).
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas, exposicdo referida a 4gua do rio e infeccbGes por
helmintos em residentes do municipio do Conde-Bahia (n = 707).

Caracteristicas Populacéo (n = 707)
Idade (média + DP)? 28+ 19
Género [n (%)]
Masculino 307 (43,4)
Feminino 400 (56,6)
Exposicao referida a agua do rio [n (%)]
Auséncia de exposicdo 296 (45,2)
Presenca de exposicéo 359 (54,8)
Nivel de exposicao a dgua do rio
Baixo (1 h/semana) 115 (32,0)
Moderado (1-3 h/semana) 96 (26,8)
Alto (1-3 h/dia) 148 (41,2)
Infeccdo por helmintos
S. mansoni [n (%)] 197 (37,7)
Carga parasitaria (média + DP)° 46,7 £148,4
T. trichiura [n (%)] 347 (66,3)
A. lumbricoides [n (%)] 280 (53,5)
Ancilostomideos [n (%)] 150 (28,7)
Nivel de Infec¢do pelo S. mansoni [n(%)]
Infeccdo leve (1-99 opg) 142 (72,1)
Infeccdo moderada (100-399 opg) 42 (21,3)
Infeccdo intensa (> 400 opg) 13 (6,6)
Coinfecgdo® 172 (87,3)

®ldade expressa em anos.
®Carga parasitaria de Schistosoma mansoni expressa em ovos por grama de fezes (opg).
‘Coinfeccio definido como infecgdo pelo S. mansoni associada a um ou mais helmintos.

A prevaléncia de infeccdo pelo S. mansoni foi de 38%, com carga parasitaria media de
47 + 148, variando de 0 a 2100 opg. Entre os individuos infectados pelo S. mansoni, 72%
apresentavam carga parasitéaria até 99 ovos por grama de fezes, 21% apresentava intensidade
de infeccdo moderada (100 — 399 opg) e apenas 7% estavam altamente infectados, com carga
acima de 400 opg (Tabela 1). Além disso, a intensidade de infec¢do pelo S. mansoni foi mais
elevada nos individuos do género masculino (85 + 216 opg) que no feminino (38 + 92 opg; p
< 0,05). Aproximadamente 87% dos individuos infectados com S. mansoni estavam
coinfectados com um ou mais helmintos. O helminto mais encontrado na regido foi Trichuris

trichiura (66%), seguido por Ascaris lumbricoides (54%) e Ancilostomideos (29%, Tabela 1).
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A idade dos individuos foi um importante determinante na carga parasitaria por S.
mansoni, sendo a prevaléncia de infeccdo maior entre os mais jovens (p < 0,01; Figura 2).
Adicionalmente, niveis de infeccdo mais elevados foram observados nas primeiras trés
décadas de vida (0,71 £ 0,91, 0,82 + 0,96, 0,85 + 1,03 logi00pg) quando comparados com as
trés décadas de vida subsequentes (0,56 + 0,85, 0,66 + 0,89, 0,37 + 0,72 log;00pg,) € com 0s

individuos com idade igual ou superior a 60 anos (0,13 = 0,40 logigopg; p < 0,001; Figura 2).
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Figura 2. Prevaléncia e carga parasitaria da infec¢do pelo S. mansoni distribuido por faixa
etaria na populagdo estudada do municipio do Conde-Bahia.

Apesar dos individuos residirem em &rea endémica em esquistossomose, houve
caracteristicas que diferiram entre os infectados ou ndo pelo S. mansoni. A Tabela 2 mostra os
resultados de analises univariada e multivariada da associagdo entre presenca ou ndo de
infeccdo pelo S. mansoni e diferentes varidveis como idade, género, presenca de infecgdo pelo
T. trichiura, A. lumbricoides e Ancilostomideos em 523 individuos, representando todos 0s
que realizaram exame parasitologico de fezes. Ajustando as analises pelo nivel de exposicéo a

agua do rio, 0s mais jovens eram mais susceptiveis a infec¢do pelo S. mansoni (OR ajustado =
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0,98; IC = 0,97-0,99; p < 0,001). Apesar dos homens apresentarem maior carga parasitaria, as

mulheres apresentaram maior frequéncia de infeccdo pelo S. mansoni (OR ajustado = 1,54; IC

= 1,01-2,34; p < 0,05). Os individuos infectados pelo S. mansoni apresentaram maior

prevaléncia de infeccdo pelo T. trichiura (OR ajustado = 2,43; IC 1,44-4,10; p < 0,01) e pelo

A. lumbricoides (OR ajustado = 1,92; IC = 1,23-3,00; p < 0,01), o que ndo ocorreu em relacéo

a coinfeccédo pelo Ancilostomideos (OR ajustado = 1,16; IC 0,73-1,86; p > 0,05).

Tabela 2. Anélises univariada e multivariada da associacdo entre infeccdo pelo S. mansoni e

idade, género e coinfec¢do com outros helmintos em residentes do municipio do Conde-BA (n

= 523).
Sm Negativo ~ Sm Positivo Anélise ndo ajustada Anélise ajustada*
(n = 326) (n=197) OR (95% IC) P OR (95% IC) P
Idade (média + DP) 319+21,1 243+16,0 0,98(0,97-0,99) <0,001 0,98(0,97-0,99) <0,001
Faixa etaria [n (%)]
0 -9 anos 51 (15,7) 35 (18,0) 1,00 1,00
10 — 19 anos 74 (22,8) 63 (32,3) 1,24 (0,72-2,14) 1,54 (0,82-2,90)
20 — 29 anos 43 (13,2) 36 (18,5) 1,22 (0,66-2,26) 0,96 (0,46-2,01)
30 -39 anos 51 (15,7) 26 (13,3) 0,74 (0,39-1,41) 0,75 (0,36-1,60)
40 — 49 anos 37 (11,4) 23(11,8) 0,91 (0,46-1,78) 1,06 (0,48-2,34)
50 — 59 anos 21 (6,5) 6(3,1) 0,42(0,15-1,14) 0,26 (0,08-0,86)
> 60 anos 48 (14,8) 6(3,1) 0,18(0,07-0,47) <0,001 0,22(0,07-0,68) <0,001
Género [n (%)]
Masculino 201 (61,7) 93 (47,2) 1,00 1,00
Feminino 125 (38,3) 104 (52,8) 1,79 (1,26-2,57) <0,01 1,54(1,01-2,34) < 0,05
Infeccdo por helmintos [n (%)]
Trichuris trichiura
Negativo 139 (42,6) 37 (18,8) 1,00 1,00
Positivo 187 (57,4) 160 (81,2) 3,21 (2,11-4,89) <0,01 2,43 (1,44-4,10) <0,01
Ascaris lumbricoides
Negativo 175 (53,7) 68 (34,5) 1,00 1,00
Positivo 151 (46,3) 129 (65,5) 2,20 (1,52-3,17) <0,01 1,92 (1,23-3,00) <0,01
Ancilostomideos
Negativo 241 (73,9) 132 (67,0) 1,00 1,00
Positivo 85 (26,1) 65 (33,0) 1,40 (0,95-2,06) 0,091 1,16 (0,73-1,86) 0,528

*Anélises ajustadas para nivel de exposicdo a agua do rio, Regressdo logistica.

Sm = Schistosoma mansoni

Como observado na Tabela 3, os individuos mais expostos a agua do rio apresentaram

maior frequéncia de infec¢do pelo S. mansoni. Aqueles que afirmavam ter baixa exposicao

apresentaram 1,18 vezes mais chance de se infectarem do que 0s ndo expostos. Os individuos
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que apresentavam exposicao intermediaria tiveram 5,34 mais chances e os altamente expostos
13,96 mais chances de serem infectados pelo S. mansoni do que os ndo expostos (p < 0,0001).
Embora a intensidade de infeccdo esteja de acordo com o0 grau de exposicdo a agua
contaminada, foi detectado 24% de infeccdo pelo S. mansoni entre os individuos que negaram
exposicdo a agua do rio. E uma regifo peculiar ja que em periodos de chuvas o contato com a
agua contaminada ndo se restringe apenas ao rio, mas também em alagamentos que se formam

préximo as casas.

Tabela 3. Analise univariada da associagdo entre infeccdo pelo S. mansoni e niveis de
exposicao a dgua do rio em residentes do municipio do Conde-Bahia (n = 492).

Sm Negativo Sm Positivo Andlise ndo ajustada*
n (%) n (%) OR (95% IC) P
N&o expostos 182 (59,3) 44 (23,8) 1,00
Baixa exposicao 70 (22,8) 20 (10,8) 1,18 (0,65-2,14)
Moderada exposi¢ado 31 (10,1) 40 (21,6) 5,34 (3,01-9,47)
Alta exposicao 24 (7,8) 81 (43,8) 13,96 (7,96-24,49) 0,0001

* Regressao logistica. Sm = Schistosoma mansoni.

6.1.2. Producéo de IgE total e IgE e 1gG4 especificas para o antigeno soltvel do verme
adulto (SWAP) e do ovo (SEA) em individuos infectados pelo S. mansoni

Nos individuos avaliados, o nivel de IgE total foi de 1600 + 1330 U/L (n = 690),
variando de 1 a 9673 U/L. Como esperado, os niveis de IgE total foram mais elevados nos
individuos infectados (1850 + 1274 U/L) pelo S. mansoni quando comparado aos individuos
ndo infectados (1362 + 1251 U/L; p < 0,001). Resultado semelhante foi obtido quando
comparado niveis de IgE total dos individuos infectados (1684 + 1283 U/L) e ndo infectados
por qualquer helminto (1033 £+ 1134 U/L; p < 0,001). Entretanto, ndo foi observado diferenga

significativa nos niveis de IgE total entre os individuos infectados pelo S. mansoni
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coinfectados ou ndo com outros helmintos (1925 + 1242 e 1333 + 1394 U/L respectivamente;
p > 0,05).

Independente dos individuos estarem infectados ou ndo, 0s anticorpos especificos para
SWAP foram detectados em uma elevada porcentagem, com 91% dos individuos (625/687)
respondendo com a producdo de anticorpo da subclasse 1gG4 e 98% (507/517) com a
producdo da classe IgE. Os niveis médios de IgE e 1g4 especificos para SWAP foram de 0,80
+ 0,44 e 1,48 = 1,49 DO, respectivamente (Figura 3A). Enquanto os niveis de IgE especifico
foram distribuidos de forma homogénea em torno da média, os niveis de 1gG4 especifico
tiveram distribuicdo bimodal, o que permitiu separar os individuos em fenétipos de baixo
(abaixo de 0,6 DO, n = 241) e alto (acima de 3,0 DO, n = 120) produtor de 1gG4. Quando a
analise foi ajustada por idade, género e nivel de exposicao a &gua contaminada, os individuos
com niveis mais elevados de 1gG4 eram aqueles que apresentavam maior carga parasitaria
(1,01 + 0,98 logip 0pg), quando comparados ao grupo de baixos produtores de 1gG4 (0,27

0,62 logigopg; p < 0,001, Figura 3B).
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Figura 3. Niveis de IgE e 1gG4 especificos para SWAP (A) e carga parasitaria de S. mansoni
em individuos altos e baixos produtores de 19G4 especifico para SWAP (B), residentes do
municipio do Conde-Bahia (p < 0,001; Teste t ndo pareado).
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A figura 4 representa os niveis de anticorpos IgE e 1gG4 especificos para SWAP
distribuidos de acordo com género, faixa etaria e grau de exposicao referida a agua do rio. Os
individuos do género masculino apresentaram niveis mais elevados de IgE especifico que o
feminino (0,86 + 0,45 e 0,77 £ 0,42 DO, respectivamente; p < 0,05, Figura 4A). Da mesma
forma, os niveis de 1gG4 foram mais elevados no género masculino (1,84 £ 1,56 DO) quando
comparado ao feminino (1,20 + 1,37 DO, p < 0,001; Figura 4B). Nao houve diferenca
significativa entre os niveis de IgE especifico para SWAP nas diversas faixas etarias da
populacdo estudada (Figura 4C), porém os niveis de 1gG4 foram menores na faixa etaria de 0
a 9 anos de idade, quando comparado as outras faixas etarias (p < 0,001, Figura 4D). Os
niveis de 1gG4 também foram reduzidos na faixa etaria de 10 a 19 anos quando comparado a
faixa de 30 a 39 anos (p < 0,05; Figura 4D). Nao foram observados diferencas nos valores de
IgE especifico para SWAP em relacdo aos diferentes graus de exposi¢do a agua do rio (Figura
4E). Porém, em relacdo as dosagens de 1gG4, foi observado que quanto maior o grau de
exposicao a agua do rio relatado pelos individuos, maiores foram os niveis de 1gG4, com
média de 1,10 + 1,37 DO entre 0s que negaram exposic¢do a agua do rio, 0,92 + 1,27 DO no
grupo que afirmava ter baixa exposicdo, 1,71 + 1,44 DO média exposi¢do e 2,48 + 1,41 DO

entre 0s que responderam estarem altamente expostos (p < 0,001; Figura 4F).
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Figura 4. Niveis de IgE e 1gG4 especificos para SWAP de acordo com o género (A e B),
faixa etaria (C e D) e exposicao referida a agua do rio (E e F) em residentes do municipio do
Conde-Bahia. Andlise estatistica utilizando o Teste t ndo pareado para comparacdo de dois
grupos e ANOVA para comparar trés grupos ou mais. As diferencas estatisticas nos niveis de
anticorpos séo indicados por asteriscos: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001.

A producgdo de IgE (n = 701) e 1gG4 (n = 690) para SEA também foi avaliada na
populacdo analisada, sendo detectada em todos os individuos a presenga destes anticorpos. Os
niveis de IgE especifico para SEA apresentaram média de 1,02 + 0,46 DO, enquanto que a

média dos niveis de 1gG4 foi 2,44 + 1,07 DO (Figura 5).
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Figura 5. Distribui¢do dos niveis de IgE e 1gG4 especificos para SWAP e SEA em residentes
do municipio do Conde-Babhia.

As dosagens de IgE e 1gG4 especificos mostraram-se mais elevados para SEA quando
comparados com as dosagens para SWAP (Figura 5). Semelhante as dosagens de IgE para
SWAP, foi observado tendéncia de concentracdo em torno da media dos niveis de IgE
especifico para SEA. No entanto, a distribuicdo dos niveis de 1gG4 especificos para SEA
diferiu da distribuicdo bimodal observada nos niveis de IgG4 para SWAP (Figura 5).

As dosagens de IgE e IgG4 direcionados para SEA foram analisadas em relagéo ao
género, idade e exposi¢do a dgua do rio (Figura 6). Os niveis de IgE foram mais elevados no
género masculino (1,07 £ 0,46 DO) do que no feminino (0,98 + 0,45 DO, p < 0,01, Figura
6A). Da mesma forma, foram encontrados niveis mais elevados de IgG4 no género masculino
qguando comparado ao feminino (2,70 £ 0,93 DO e 2,23 + 1,11 DO; respectivamente, p <
0,001, Figura 6B).

Quanto a distribuicdo por faixas etarias das dosagens de anticorpos especificos para
SEA, os niveis de IgE foram mais elevados nas primeiras duas décadas de vida com reducéo
gradual em relacdo as outras faixa etérias (p < 0,001), sendo que os individuos com idade

entre 10 e 19 anos (1,27 = 0,46 DO) apresentaram niveis mais elevados quando comparados
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aos individuos com faixa etaria de 30 a 39 anos (0,96 £ 0,35 DO; p < 0,05) e aos individuos
com idade igual ou maior que 60 anos (0,79 £ 0,45 DO; p < 0,001; Figura 6C). Os niveis de
IgG4 especifico, foram encontrados mais baixos nas faixas etarias extremas, de 0 a 9 anos
(1,89 + 1,15 DO) e acima de 60 anos (2,13 £ 1,05 DO), quando comparados as outras faixas
etarias (p < 0,0001; Figura 6D).

Em relacdo ao grau de exposicdo a agua do rio referido pelos individuos da area
endémica, ndo foi observado diferenca significativa em relacdo as dosagens de IgE especifica
para SEA nos diferentes grupos de exposicdo (Figura 6E). Entretanto, os niveis de 1gG4
especifico foram maiores de acordo com o aumento da exposicdo a agua do rio referida, sendo
os valores de 2,20 £ 1,09 DO no grupo que negou exposicao, 2,19 = 1,12 DO entre os que
responderam ter baixa exposicao, 2,72 + 0,90 DO exposicdo intermediaria e 2,95 = 0,86 DO

entre os altamente expostos a &gua do rio (p < 0,001; Figura 6F).



52

1.59 3.5+
1.2 *k 3.0 *kk
— e I~ 2.5+
5] o
2 0.9- B il
] i
w
n 0.6 2 1.54
Y o
2 D 1.0
0.3 -
0.0 0.0
Masculino Feminino Masculino Feminino
1.5+ 3.5
3.0
1.2+

1

8 0. 8 0] =
g a 1.5
il 0.6 >4
2 2 1.0
0.3
0.5
0.0 0.0
0-9 1019 20-29 30-39 4049 50-59 > 60 0-9 1019  20-29 30-39 40-49 50-59 > 60
1.5 3.5+
3.04
1.24
= & 2.5
g — — g . —
2 0.9 Q]
& 20
& D
0 0.6- = 1.5+
w (L)
= > 1.0
0.3
0.54
0.0 0.0
0 0 o 0 0 0 0 +0
R R s Réd & & & &
&£ &£ &£ P d o g &
o R & o o o S S
42 d <& 42 ° i
o & & 3 2 & & ¥
& &
«° ~

Figura 6. Niveis de IgE e 1gG4 especificos para SEA de acordo com o género (A e B), faixa
etaria (C e D) e exposicdo referida a dgua do rio (E e F) em residentes do municipio do
Conde-Bahia. Andlise estatistica utilizando o Teste t ndo pareado para comparacdo de dois
grupos e ANOVA para comparar trés grupos ou mais. As diferencas estatisticas nos niveis de
anticorpos sdo indicados por asteriscos: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Quando avaliado a relacéo entre intensidade de infeccdo pelo S. mansoni e niveis de
anticorpos especificos observou-se correlacdo positiva com os niveis de IgE total (r = 0,24; p
< 0,05, Figura 7A), mas ndo houve correlagdo com os niveis de IgE especifico para SWAP (r

= 0,04; p > 0,05; Figura 7B), quando ajustado para idade, género e nivel de exposigéo.
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Analisando da mesma forma, foi observado correlacdo positiva entre os niveis de 1gG4
especifico para SWAP com a carga parasitaria (r = 0,38; p < 0,001; Figura 7C). Quanto aos
anticorpos dirigidos para SEA, houve correlacdo positiva fraca de IgE (r = 0,19; p < 0,001;

Figura 7D) e de 1gG4 especificos (r = 0,42; p < 0,001; Figura 7E) com carga parasitaria.
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Figura 7. Correlacdo entre carga parasitaria e niveis de IgE total (A), IgE (B) e 1gG4 (C)
especificos para SWAP e IgE (D) e 1gG4 (E) especificos para SEA em residentes do
municipio do Conde-Bahia. Andlise ajustada para idade, género e nivel de exposicdo (r =
Coeficiente de correlacio de Spearman)
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A razdo entre IgE e 1gG4 especificos para SWAP foi mais elevada em individuos néo
infectados comparando com individuos com intensidade de infeccdo leve (1-99 opg),
moderada (100-399 opg) e intensamente infectados pelo S. mansoni ( > 400 opg; p < 0,001;
Figura 8A). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre a razdo de IgE/lgG4

especificos para SEA em relacdo as categorias de carga parasitaria (p > 0,05; Figura 8B).
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Figura 8. Razdo de IgE/IgG4 especificos para SWAP (A) e SEA (B) de acordo com categoria
de carga parasitaria em residentes do municipio do Conde-Bahia (***p < 0,001; ANOVA).

A Tabela 4 mostra os niveis de IgE total e IgE e 1gG4 especificos para SWAP e SEA
nos grupos de individuos infectados ou ndo pelo S. mansoni. Os niveis de IgE total foram
mais elevados nos individuos infectados (1850,0 + 1273,6 U/L) que no grupo dos nao
infectados (1362,3 £ 1250,6 U/L, p < 0,001), assim como os niveis de IgE para SWAP foram
mais elevados nos individuos infectados quando comparado aos néo infectados (0,860 + 0,531
DO e 0,780 £ 0,375 DO; respectivamente; p < 0,05) e de IgE para SEA (0,990 + 0,381 DO e
0,862 + 0,368 DO; respectivamente; p < 0,001). Da mesma forma, os individuos infectados
pelo S. mansoni, comparando com 0s ndo infectados, apresentaram niveis mais elevados de
IgG4 para SWAP (2,178 £ 1,430 DO e 1,044 + 1,351 DO; respectivamente; p < 0,001) e de

IgG4 para SEA (2,928 £ 0,894 DO e 2,072 + 1,071 DO; respectivamente; p < 0,001).
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Adicionalmente, ao analisar a razdo de IgE/IgG4 para SWAP ndo ajustada nos grupos de
individuos infectados ou ndo pelo S. mansoni foram observados valores mais baixos no grupo
dos infectados (3,78 * 2,30) quando comparado ao grupo dos ndo infectados (12,94 + 54,09, p
< 0,01), ndo sendo observado diferenca significativa da razdo IgE/IgG4 para SEA entre 0s
grupos analisados.

Os individuos de area endémica infectados pelo S. mansoni, independentemente da
idade, género e nivel de exposicdo a dgua do rio, apresentam niveis mais elevados de IgE total
e de anticorpos especificos para 0s antigenos do S. mansoni quando comparados a individuos
ndo infectados ou com carga parasitaria ndo detectada (Tabela 4). Portanto, a infeccdo pelo S.
mansoni foi associada positivamente aos niveis de IgE total (OR ajustado = 1,00; IC = 1,00-
1,01; p < 0,05), assim como de IgE especifico para SWAP (OR ajustado = 1,65; IC = 1,01-
2,69; p < 0,05), IgE especifico para SEA (OR ajustado = 2,18; IC = 1,21-3,95; p < 0,05),
IgG4 especifico para SWAP (OR ajustado = 1,71; IC = 1,43-2,04; p < 0,001), e 1gG4
especifico para SEA (OR ajustado = 2,12; IC = 1,65-2,72; p < 0,001). Adicionalmente, a
razdo IgE/IgG4 para SWAP foi associada negativamente a infeccdo pelo S. mansoni,
apresentando valores mais elevados os individuos ndo infectados ou com carga parasitaria ndo
detectada (OR ndo ajustado = 0,98; IC 0,97-1,00; p < 0,01), ndo sendo observado, entretanto,
o0 envolvimento da razéo IgE/IgG4 para SEA na presenca de infec¢do ou ndo pelo S. mansoni

(Tabela 4).
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Tabela 4. Andlise univariada e multivariada da associagdo entre infec¢do pelo S. mansoni e
niveis de IgE total e IgE e 1gG4 especificos para SWAP e SEA antes do tratamento com

Praziquantel em residentes do municipio do Conde-Bahia (n = 523).

Anticorpos Sm Negativo Sm Positivo Analise ndo ajustada Andlise ajustada*

(n = 326) (n=197) OR (95% IC) P OR (95% IC) P
IgE Total (U/L) 1362,3 +1250,6 1850,0 £1273,6 1,50 (1,00-2.26) <0,001 1,00 (1,00-1,01) <0,05
IgE anti-SWAP (DO) 0,780 £ 0,375 0,860 + 0,531 1,50 (1,00-2,26) 0,051 1,65 (1,01-2,69) <0,05
IgE anti-SEA (DO) 0,862 + 0,368 0,990 + 0,381 2,48 (1,52-4,05) <0,001 2,18(1,21-3,95) <0,05
1gG4 anti-SWAP (DO) 1,044 + 1,351 2,178 £1,430 1,70 (1,49-1,94) <0,001 1,71(1,43-2,04) < 0,001
1gG4 anti-SEA (DO) 2,072 £1,071 2,928 £ 0,894 2,40 (1,94-2,98) <0,001 2,12 (1,65-2,72) <0,001
IgE/1gG4 anti-SWAP 12,94 + 54,09 3,78 +2,30 0,98 (0,97-1,00) <0,01 0,99 (0,98-1,00) 0,249
IgE/IgG4 anti-SEA 0,630 £ 0,720 0,603 £ 1,825 0,98 (0,84-1,14) 0,809 0,80 (0,60-1,06) 0,124

*Anélises ajustadas para idade, género e nivel de exposi¢do a 4gua do rio, Regressao logistica.
Valores apresentados em Média £ DP. Sm = Schistosoma mansoni.

6.1.3. Producdo de IgE e 1gG4 especifica para antigeno de verme adulto (SWAP) em
individuos infectados pelo S. mansoni apds tratamento com Praziquantel

O tratamento geral da populacdo das vilas do municipio do Conde, Bahia atingiu
60,3%, sendo que, dos 707 individuos que aceitaram participar do estudo, 61,7% (n=385)
usaram Praziquantel. Analisando as caracteristicas dos individuos que receberam ou nao o
tratamento, foi observado que a carga parasitaria foi mais elevada nos individuos tratados
(67,0 + 178,8 opg) quando comparado a carga dos individuos que ndo receberam medicacéo
(13,0 + 65,3 opg; p < 0,001). Os individuos tratados eram mais expostos a 4gua contaminada,
sendo que 28,4% deles estavam altamente expostos, enquanto que dentre os individuos nédo
tratados, 7,7% apenas apresentavam alto nivel de exposicdo (p < 0,001). O grupo que recebeu
medicacdo era composto por mais jovens (24,4 £ 16,2 anos) comparando aos que ndo foram
tratados (35,0 + 21,4 anos; p < 0,001) e moravam em vilas mais proximas ao local onde foi
oferecido o tratamento.

Ap0s seis meses, 101 individuos dos 385 que receberam tratamento com Praziquantel
e eram positivos para S. mansoni antes do tratamento, aceitaram que fosse examinada pelo

menos uma amostra de fezes. Estes individuos estavam infectados antes do tratamento com
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Praziquantel com carga de 118,2 + 236,6 opg, variando de 6 a 2100 opg. Seis meses apos 0
tratamento, cerca de 24% (24/101) foram reinfectados (Figura 9A). Embora a frequéncia de
reinfeccdo pelo S. mansoni tenha sido elevada, a carga parasitaria foi baixa, com média de
3,15 = 6,9 opg, variando de 0 a 42 opg (Figura 9B). Interessante notar que entre os avaliados,
destacou-se um individuo pela elevada carga parasitaria de 2100 opg antes do tratamento, do
género masculino, 10 anos de idade, com exposi¢do moderada a dgua do rio e que, apos 0 UsoO
do Praziquantel, apresentou as duas amostras de fezes examinadas negativas para ovos de S.
mansoni. Além dos individuos serem moradores de area endémica, € provavel que no periodo
de tempo avaliado ndo tenha ocorrido modificagfes em relacdo a exposicdo a infeccdo por

helmintos.
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Figura 9. Frequéncia de reinfeccdo pelo S. mansoni (A) e carga parasitaria (B) antes e seis
meses apos tratamento com Praziquantel em residentes do municipio do Conde-Bahia.

Dos 101 individuos que foram avaliados com exame parasitologico de fezes apos seis
meses, 86 aceitaram coletar sangue para a analise dos niveis de IgE e 1gG4 especificos. Com
relacdo aos niveis de IgE especificos, houve reducédo dos niveis seis meses ap0os o tratamento,
passando de 0,78 = 0,55 para 0,27 + 0,28 DO (p < 0,001; Figura 10A). Antes do tratamento,

os individuos investigados apresentaram médias elevadas de 1gG4 especifico para SWAP
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(1,99 £ 1,47 DO). Seis meses ap6s tratamento, os niveis destes anticorpos aumentaram

significativamente (2,38 £ 1,52 DO, p < 0,001, Figura 10B).
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Figura 10. Niveis de IgE (A) e 1gG4 (B) especificos para SWAP antes e seis meses apos
tratamento com Praziquantel em residentes do municipio do Conde-Bahia (***p < 0,001;
Teste t pareado).

Os individuos entdo foram divididos em grupos que se reinfectaram e que ndo se
reinfectaram seis meses apos o tratamento (Tabela 5). Independente do nivel de exposicao, a
reinfeccdo apds o tratamento ndo se mostrou associada a idade (OR ajustado = 0,93; IC =
0,92-1,01; p > 0,05), género (OR ajustado = 1,69; IC = 0,59-4,80; p > 0,05) e carga parasitaria
antes do tratamento (OR ajustado = 1,00; IC = 1,00 — 1,01; p > 0,05; Tabela 5). Além disso,
ndo houve diferenca significativa entre os que reinfectaram ou ndo de acordo com o nivel de

exposicao a agua do rio e regido do domicilio (dados ndo mostrados).
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Tabela 5. Andlise univariada e multivariada da associagdo entre reinfec¢do pelo S. mansoni
seis meses apos o tratamento com Praziquantel e idade, género e carga parasitaria para S.

mansoni em residentes do municipio do Conde-Bahia (n = 86).

Nao reinfectado Reinfectado Anélise ndo ajustada Analise ajustada
?;j'g gg)‘ ?;j'g gg)‘ OR(95%IC) P OR (95% IC) P

Idade* 23,0151 21,4+10,7 0,96 (0,92-1,000 <0,05 0,93(0,92-1,01) 10,1292
Faixa etaria [n (%)]

0-9anos 12 (18,2) 6 (30,0) 1,00 1,00

10 — 19 anos 22 (33,3) 9 (45,0) 0,82 (0,23-2,86) 0,93 (0,25-3,43)

20 — 29 anos 13 (19,7) 2(10,0) 0,31 (0,05-1,83) 0,35 (0,06-2,17)

30 -39 anos 9 (13,6) 2 (10,0) 0,44 (0,07-2,74) 0,49 (0,07-3,17)

40 — 49 anos 7 (10,6) 1(5,0) 0,29 (0,03-2,89) 0,36 (0,03-3,91)

50 — 59 anos 1(1,5) 0 - -

> 60 anos 2 (3,0) 0 - 0,532 - 0,505%
Género [n (%)]

Masculino 35 (53,0) 8 (40,0) 1,00 1,00

Feminino 31 (47,0) 12 (60,0) 1,69 (0,61-4,68) 0,306 1,69 (0,59-4,80) 0,2672

Carga Sm pre- 136,1+278,8 119,8+1461 1,00 (1,00-1,01) 0,793 1,00 (1,00-1,01) 0,321
tratamento (opg)

Nivel de infec¢do pelo Sm [n (%)]

199 opg 46 (69,7) 12 (60,0) 1,00 1,00
100 a 399 opg 15 (22,7) 7(350) 1,79 (0,60-5,37) 1,51 (0,44-5,22)
> 400 opg 5 (7.,6) 1(50) 0,77 (0,08-7,20) 0,544 0,26 (0,02-2,95) 0,138"

®Analises ajustadas para nivel de exposicdo a 4gua do rio, Regressdo logistica.
®Anélises ajustadas para idade, género e nivel de exposicéo & 4gua do rio.
*Valores apresentados em media £ DP. Sm = Schistosoma mansoni.

Analisando os niveis de anticorpos antes e seis meses apds o tratamento, nao foi
observado associacdo da presenca de reinfeccdo com os niveis de IgE total e IgE e IgG4
especificos para SWAP e SEA, independente da idade, género e nivel de exposicao a agua do
rio (Tabela 6). A reinfeccdo pelo S. mansoni, portanto, ndo se mostrou associada a niveis de
IgE total antes do tratamento (OR ajustado = 1,00; IC = 0,99-1,00; p > 0,05) ou apds o
tratamento (OR ajustado = 1,00; IC = 0,99-1,00; p > 0,05), assim como de IgE especifico para
SWAP antes e apo6s tratamento (OR ajustado = 1,65; IC = 0,53-5,11; p > 0,05 e OR ajustado =
2,37; 1C =0,31-17,98; p > 0,05, respectivamente) e 1gG4 especifico para SWAP antes e apds
tratamento (OR ajustado = 1,12; IC = 0,68-1,85; p > 0,05 e OR ajustado = 1,17; IC = 0,76-
1,81; p > 0,05, respectivamente). Da mesma forma a reinfeccdo pelo S. mansoni ndo esteve

associada a niveis de IgE e 1gG4 para SEA antes do tratamento (OR ajustado = 4,46; IC =
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0,99-20,13; p > 0,05 e OR ajustado = 1,18; IC = 0,59-2,37; p > 0,05, respectivamente).

Adicionalmente, a razdo entre IgE/IgG4 para SWAP nao interferiu no risco destes individuos

de se reinfectarem, tanto no que diz respeito a razdo antes do tratamento (OR ajustado = 1,06;

IC =0,96-1,16; p > 0,05) quanto em relacdo a razao apos o tratamento com Praziquantel (OR

ajustado 0,99 IC = 0,95-1,04; p > 0,05; Tabela 6). Os valores da razdo IgE/IgG4 especifico

para SEA antes do tratamento também ndo interferiram na presenca ou ndo de reinfeccao pelo

S. mansoni seis meses apos o tratamento (OD ajustado = 1,24; IC 0,47-3,27; p > 0,05, Tabela

6).

Tabela 6. Analise univariada e multivariada da associagdo entre reinfeccéo pelo S. mansoni e

niveis de IgE total, IgE e 1gG4 especificos para SWAP e SEA antes e ap0s o tratamento com

Praziquantel, em residentes do municipio do Conde-Bahia (n = 86).

N&o . Anélise ndo ajustada Anélise ajustada®
Anticorpos® reinfectado Ri:enlf(;e(gr?]do
pelo Sm _ OR (95% IC) P OR (95% IC) P
- (n=20)
(n=66)

IgE Total (U/L)

Pré-tratamento 1843,3 £1437,7  1976,9+856,8 1,00 (0,99-1,00) 0,708 1,00 (0,99-1,00) 0,973

Pés-tratamento 2859,0 +29984 3015,1+2014,8 1,00 (0,99-1,00) 0,826 1,00 (0,99-1,00) 0,896
IgE anti-SWAP (DO)

Pré-tratamento 0,847+0,588 0,846 +0,644 1,00 (0,41-2,41) 0,993 1,65 (0,53-5,11) 0,386

Pés-tratamento 0,262 +0,248  0,301+0,315 1,74 (0,27-11,31) 0,567 2,37 (0,31-17,98) 0,403
IgE anti-SEA (DO)

Pré-tratamento 1,011 +0,345 1,215+0,392 4,16 (1,11-1561)  <0,05 4,46 (0,99-20,13) 0,052
1gG4 anti-SWAP (DO)

Pré-tratamento 1,866+1469  1,761+1,601 0,95 (0,65-1,40) 0,804 1,12 (0,68-1,85) 0,666

Pés-tratamento 2,184+1,641 2,050 £1.549 0,95 (0,67-1,34) 0,767 1,17 (0,76-1,81) 0,485
IgG4 anti-SEA (DO)

Pré-tratamento 2,906 + 0,878 3,029 +0,980 1,18 (0,64-2,18) 0,593 1,18 (0,59-2,37) 0,390
IgE/IgG4 anti-SWAP

Pré-tratamento 1,480 + 2,927 11,057 £31,175 1,05 (0,95-1,17) 0,058 1,06 (0,96-1,16) 0,259

Pés-tratamento 4,852 + 30,980 1,895 +4,630 0,99 (0,96-1,03) 0,683 0,99 (0,95-1,04) 0,767
IgE/IgG4 anti-SEA

Pré-tratamento 0,478 £ 0,581 0,532 +0,503 1,17 (0,50-2,74) 0,720 1,24 (0,47-3,27) 0,663

®Valores apresentados em média + DP.
®Analises ajustadas para idade, género e nivel de exposic&o & 4gua do rio, Regressao logistica.
Sm = Schistosoma mansoni
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A figura 11 apresenta os niveis de IgE e 1gG4 especificos para SWAP nos individuos
que se reinfectaram ou ndo seis meses apos o tratamento com Praziquantel. Os niveis de IgE
especifico ndo apresentaram mudancas significativas entre os individuos que se reinfectaram e
0s que ndo se reinfectaram (0,301 + 0,315 DO e 0,262 + 0,248 DO; respectivamente; p >
0,05). Da mesma forma, ndo houve variacao significativa dos niveis de 1gG4 especifico entre
os individuos que se reinfectaram (2,050 £ 1,549 DO) e aqueles que ndo se reinfectaram apds

o tratamento (2,184 + 1,641 DO, p > 0,05).
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Figura 11. Niveis de IgE (A) e 1gG4 (B) especificos para SWAP entre os individuos que se
reinfectaram e ndo se reinfectaram ap0ds tratamento com Praziquantel (Teste t pareado).
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6.2. RESULTADOS REFERENTES AO OBJETIVO ESPECIFICO 3

6.2.1. Caracteristicas demogréficas e infeccbes helminticas nos individuos asmaticos e
ndo asmaticos da area endémica em infeccédo pelo S. mansoni

Com o objetivo de avaliar o papel da IgE e 1gG4 na susceptibilidade e protecéo para o
desenvolvimento da asma, 741 individuos que aceitaram participar do estudo, responderam o
questionario ISAAC. A prevaléncia de asma nesta populacdo foi de 11,7%, quando adotado
como parametro para definir casos de asma a questdo numero 2 da primeira parte do
questionario ISAAC (asma auto referida nos ultimos 12 meses). As caracteristicas dos
individuos da area endémica avaliada, asmaticos e ndo asmaéticos, estdo detalhados na Tabela
7. N&o houve diferenca significativa na frequéncia dos géneros masculino e feminino entre 0s
grupos de individuos asmaticos e ndos asmaticos. A média de idade no grupo de asmaéticos foi
de 26,1 £ 19,7 anos e no grupo de ndo asmaticos foi de 26,9 + 18,6 anos (p > 0,05). Néo
houve diferenca significativa também em relagdo a frequéncia de individuos nas diferentes
faixas etarias entre os dois grupos. Comparando individuos asmaticos com os individuos nao
asmaticos, ndo houve diferenca estatistica na prevaléncia e intensidade de infeccdo pelo S.
mansoni. Da mesma forma, ndo foi observada diferenca estatistica em relacdo ao grau de
exposicao a agua do rio entre os grupos analisados (dados ndo mostrados).

As frequéncias de infeccdo pelo T. trichiura, A. lumbricoides e Ancilostomideos foram
semelhantes nos dois grupos. Ajustando as analises para idade e género, a presenca ou nao de
infeccdo por qualquer helminto ndo esteve associado ao desenvolvimento de asma (OR
ajustado = 0,99; IC 0,52-1,88; p > 0,05). De todas as infeccOes testadas neste modelo, apesar
de ndo atingir significancia estatistica, a ascaridiase foi a que apresentou maior nivel de
associacdo positiva com a presenca de asma (OR ajustado = 1,54; I1C 0,92-2,59; p = 0,099),

apos realizacdo de anélise multivariada.



63

Dos 87 asmaticos incluidos no estudo, 74 (85,1%) realizaram exame parasitologico de

fezes e ndo houve diferenca na distribuicdo entre os géneros e faixa etaria ao comparar o

grupo de asmaticos infectados ou nao pelo S. mansoni, independente da idade, género e nivel

de exposicdo a agua do rio.

Tabela 7. Analises univariada e multivariada da associacdo entre asma e idade, género e

infecgdo por helmintos em residentes do municipio do Conde-Bahia (n = 741).

Anélise ndo ajustada

Andlise ajustada®

N&o Asmaético Asmatico
(n=654) (n=187) OR (95% IC) P OR (95% IC) P
Idade* 26,9 £ 18,6 26,1 £19,7 1,00 (0,98-1,01) 0,688
Faixa etaria [n (%)]
0 -9 anos 110 (16,8) 19 (21,8) 1,00
10-19 anos 200 (30,6) 25 (28,7) 0,72 (0,38-1,37)
20 — 29 anos 99 (15,1) 11 (12,6) 0,64 (0,29-1,42)
30 — 39 anos 99 (15,1) 11 (12,6) 0,64 (0,29-1,42)
40 — 49 anos 65 (9,9) 9 (10,3) 0,80 (0,34-1,88)
50 — 59 anos 27 (4,1) 3(3,4) 0,64 (0,18-2,33)
> 60 anos 54 (8,3) 9 (10,3) 0,96 (0,41-2,27) 0,893
Género [n (%)]
Masculino 275 (42,0) 35 (40,2) 1,00
Feminino 379 (58,0) 52 (59,8) 0,93 (0,59-1,46) 0,104
S. mansoni [n (%)]
Negativo 228 (56,4) 42 (57,5) 1,00 1,00
Positivo 223 (43,6) 31 (42,5) 0,95 (0,58-1,56) 0,850 0,95 (0,57-1,59) 0,856
Carga Sm (opg)* 51,2 + 156,5 44,6 £ 96 1,00 (0,99-1,00) 0,726 0,99 (0,99-1,00) 0,749
Nivel de infec¢do pelo Sm [n (%)]
Negativo 288 (56,4) 43 (58,1) 1,00 1,00
1a99 opg 154 (30,1) 21 (28,4) 0,91 (0,52-1,60) 0,92 (0,52-1,62)
100 a 399 opg 58 (11,4) 8 (10,8) 0,92 (0,41-2,07) 0,92 (0,41-2,08)
> 400 opg 11 (2,2) 2(2,7) 1,22 (0,26-5,68) 0,977 1,26 (0,26-5,98) 0,953
Infeccdo por helmintos [n (%)]
Trichuris trichiura
Negativo 156 (30,5) 24 (32,9) 1,00 1,00
Positivo 335 (69,5) 49 (67,1) 0,90 (0,53-1,51) 0,685 0,86 (0,50-1,48) 0,587
Ascaris lumbricoides
Negativo 236 (46,2) 26 (35,6) 1,00 1,00
Positivo 275 (53,8) 47 (64,4) 1,55 (0,93-2,58) 0,091 1,54 (0,92-2,59) 0,099
Ancilostomideos
Negativo 356 (69,7) 49 (67,1) 1,00 1,00
Positivo 155 (30,3) 24 (32,9) 1,12 (0,67-1,90) 0,659 1,12 (0,66-1,90) 0,587
Qualquer helminto
Negativo 97 (19,0) 14 (18,9) 1,00 1,00
Positivo 414 (81,0) 60 (81,1) 1,00 (0,54-1,87) 0,990 0,99 (0,52-1,88) 0,969

®Andlises ajustadas para idade e género, Regressdo logistica.

*Valores apresentados em média £ DP. Sm = Schistosoma mansoni.
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6.2.2. Niveis de anticorpos em asmaticos de area endémica em infeccao pelo S. mansoni

A Tabela 8 mostra os niveis de IgE total, IgE e 1gG4 especificos para Der pl em
individuos asmaticos e ndo asmaticos de area endémica em esquistossomose. Os niveis de IgE
total foram mais elevados nos asmaticos em relacdo aos ndo asmaticos (1903 + 1500 U/L e
1579 + 1316 U/L, respectivamente, p < 0,05). Da mesma forma, os niveis de IgE especifico
para Der p1 foram mais elevados no grupo de asmaticos (0,683 + 0,420 DO) comparando aos
ndo asmaticos (0,570 £ 0,390 DO; p < 0,05). Ja em relacdo as dosagens de 1gG4 especifico
para Der pl ndo houve diferenca significativa entre os asmaticos (1,380 + 0,957 DO) e nédo
asmaticos (1,289 + 0,818 DO; p > 0,05). Ao analisar a razdo entre IgE e 1gG4 especifico para
Der pl, ndo foi observada diferenca significativa entre os niveis dos individuos asmaticos e
ndo asmaticos (0,746 + 0,687 DO e 0,708 + 0,853 DO, respectivamente; p > 0,05).
Independente da idade e do género, foram associados positivamente a presenca de asma, 0s
niveis elevados de IgE total (OR ajustado = 1,00; IC 1,00-1,001; p < 0,05) e especifico para
Der pl (OR ajustado = 2,00; IC 1,14-3,53; p < 0,05), 0 que ndo ocorreu com 0s niveis de

19G4 para Der pl.

Tabela 8. Andlise univariadas e multivariada da associacéo entre asma e niveis de IgE total,

IgE e 1gG4 especificos para Der p1 em residentes do municipio do Conde-Bahia (n = 741).

. a N&o Asmatico Asmatico Andlise ndo ajustada Andlise ajustada®
Anticorpos
(n =654) (n=87) OR (95% IC) P OR (95% IC) P
IgE Total (U/L) 1578,7 +1316,1 1902,9 + 1500,3 1,00 (1,00-1,01) <0,05 1,00 (1,00-1,01) <0,05
IgE anti-Der p1 (DO) 0,570 + 0,390 0,683+0,420 1,93 (1,10-3,37)  <0,05 2,00 (1,14-3,53) <0,05
1gG4 anti-Der p1 (DO) 1,289 + 0,818 1,380 £ 0,957 1,13 (0,86-1,50) 0,378 1,12 (0,84-1,50) 0,452
IgE/IgG4 anti-Der p1 0,708 + 0,853 0,746 + 0,687 1,05 (0,80-1,39) 0,715 1,07 (0,81-1,41) 0,646

#Valores apresentados em média + DP.
®Analises ajustadas para idade e género, Regressao logistica.
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Foram tambem avaliados a frequéncia de asma e 0s niveis de anticorpos especificos
para o alérgeno Der pl nos grupos de individuos infectados e nédo infectados pelo S. mansoni
(Tabela 9). De forma semelhante, a frequéncia de asma entre os individuos infectados pelo S.
mansoni foi de 12,6% e no grupo de individuos sem a infeccao, 12,7%. Os niveis de IgE para
Der pl foram mais baixos no grupo de individuos infectados que nos individuos néo
infectados (0,600 + 0,353 DO e 0,698 + 0,371 DO, respectivamente; p < 0,01), enquanto que
ndo houve diferenca significativa nos niveis de 1gG4 especifico entre os dois grupos. Foi
também observado que a razdo IgE/IgG4 para Der pl foi mais baixa no grupo de individuos
infectados, comparando com os ndo infectados pelo S. mansoni (0,762 + 0,913 e 0,941 £

1,003, respectivamente; p < 0,05).

Ao analisar a influéncia dos anticorpos especifico para alérgeno de acaro (Der pl), na

presenca de infeccdo ou ndo pelo S. mansoni em individuos de &area endémica em

esquistossomose, foi observado que tanto os niveis de IgE (OR ndo ajustado = 0,48; IC
0,29-0,79; p < 0,01) quanto a razéo IgE/IgG4 para Der pl (OR néo ajustado = 0,81; IC =
0,65-0,99; p < 0,05) foram associados negativamente a presenca de infec¢do pelo S. mansoni
na populacdo estudada, embora essa associacdo ndo tenha sido observada quando as analises
foram ajustadas pela idade e género (Tabela 9). Nao foi observado associacdo entre os niveis

de 1gG4 para Der pl e presenca ou ndo de infeccdo pelo S. mansoni (Tabela 9).
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Tabela 9. Andlise univariada e multivariada da associagdo entre infecgdo pelo S. mansoni e
frequéncia de asma, niveis de IgE e 1gG4 especificos para Der pl em residentes do municipio
do Conde-Bahia (n = 523).

Sm Analise ndo ajustada Andlise ajustada*

. Sm Positivo
NeGAVO n=197) OR(®%IC) P OR(%IC) P
(n = 326) B (% 1C) oo

Frequéncia de Asma

42/330 (12,7 32/255 (12,6 0,98 (0,60-1,61 0,949 1,29 (0,73-2,27 0,381
[n/total (%)] /330 (12.7) ~ 32/255(12.6) 098 (0,60-161) O, 29 (0,73-2,27) ,

IgE anti-Der p1 (DO)** 0,698+0,371 0,600+0,353 0,48 (0,29-0,79) <0,01 0,82 (0,44-1,52) 0,523
1gG4 anti-Der p1 (DO)** 2,243+0,893 1,258 +0,768 1,02 (0,83-1,26) 0,839 0,91(0,70-1,19) 0,492
IgE/1gG4 anti-Der p1** 0,941+1,003 0,762+0,913 0,81 (0,65-0,99) <0,05 0,97 (0,76-1,23) 0,775

*Anélises ajustadas para idade, género e nivel de exposicao a agua do rio, Regressao logistica.
**Valores apresentados em Média + DP. Sm = Schistosoma mansoni.

A comparacéo dos niveis de IgE e 1gG4 especificos para SWAP e SEA dos individuos
asmaticos e ndo asmaticos de area endémica em S. mansoni sdo mostrados na Tabela 10. N&o
foi observada diferenca significativa nos niveis de IgE para SWAP entre asmaticos (0,747 +
0,480 DO) e nao asmaéticos (0,651 + 0,450 DO; p > 0,05) de éarea endémica em
esquistossomose. N&o houve diferenca significativa também nos niveis de 1gG4 para SWAP,
entre 0s asmaticos e nao asmaticos (1,465 + 1,486 DO e 1,377 £+ 1,466 DO, respectivamente;
p > 0,05). Da mesma forma, os niveis de anticorpos especificos para SEA ndo diferiram de
forma significativa, entre os grupos de asmaticos e de individuos sem asma. As médias das
concentracOes de IgE para SEA no grupo dos asmaticos foi de 1,000 + 0,412 DO e no grupo
dos individuos sem asma 1,017 + 0,463 DO, (p > 0,05) e de 1gG4 para SEA nos grupos de
asmaticos e ndo asmaticos foram 2,488 + 1,093 DO e 2,435 + 1,083 DO, respectivamente (p >
0,05; Tabela 10). A presenca de asma nos individuos de area endémica ndo se mostrou
associada aos niveis de anticorpos especificos para S. mansoni, mesmo quando ajustando as
analises para idade e género, embora tenha ocorrido uma tendéncia a associagao positiva dos
niveis de IgE para SWAP com a presenca de asma (OR ajustado = 1,64; IC 0,98-2,74; p =

0,061).
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Tabela 10. Anélise univariadas e multivariada da associacdo entre asma e niveis de IgE e
IgG4 especificos para SWAP e SEA em residentes do municipio do Conde-Bahia (n = 741).

Anticorpos® (DO) N&o Asmatico Asmatico Andlise ndo ajustada Anélise ajustada®
(n = 654) (n=87) OR (95% IC) P OR (95% IC) P
IgE anti-SWAP 0,651+0450  0,747+0480 1 55(0,94-2,58) 0,093 1,64 (0,98- 2,74) 0,061
IgG4 anti-SWAP 1377+£1,466  1465+1,486 104 (0,89-1,22) 0,626 1,07 (0,90-1,27) 0,464
IgE anti-SEA 1,017 £0,463 1,000+£0412 0,92 (0,54-1,57) 0,765 0,88 (0,51-1,52) 0,641
IgG4 anti-SEA 2435+1,083  2488+1,093 1 05(0,84-1,31) 0,693 1,06 (0,84-1,33) 0,632

®Valores apresentados em média + DP.
®Analises ajustadas para idade e género, Regressao logistica.

Analisando os niveis de anticorpos entre asmaticos de area endémica, infectados e ndo
infectados pelo S. mansoni, ndo foi observado diferenca significativa em relacdo as
concentracdes de IgE total (1959 + 942 U/L e 1859 + 1876 U/L, respectivamente; p > 0,05,
Tabela 11). Em relacdo aos anticorpos especificos para o alérgeno, os niveis de IgE para Der
pl dos asmaticos infectados foram mais baixos comparando com asmaticos nao infectados
(0,553 £ 0,400 DO e 0,820 £ 0,393 DO, respectivamente; p < 0,01) e ndo houve diferenca
significativa nos niveis de 1gG4 para Der pl entre os dois grupos analisados (1,155 + 0,797
DO e 1,372 + 0,978 DO, respectivamente; p > 0,05). A razdo entre IgE/IgG4 para Der pl nos
asmaticos infectados foi de 0,724 + 0,773 e 0,891 + 0,670 nos asmaticos ndo infectados (p >
0,05). Analisando as concentracBes sericas dos anticorpos especificos para SWAP, nao foi
observada diferenca significativa entre os valores encontrados de IgE nos asmaticos
infectados (0,754 £ 0,567 DO) e ndo infectados (0,860 + 0,400 DO, p > 0,05; Tabela 11) e
também em relacdo aos niveis de IgG4 nos asmaticos infectados (1,798 + 1,375 DO) e no
grupo dos ndo infectados pelo S. mansoni (1,295 + 1,523 DO). Entretanto, os niveis de IgE
especificos para SEA foram mais elevados no grupo de asmaticos infectados (1,142 + 0,516
DO) do que no grupo dos asmaticos ndo infectados pelo S. mansoni (0,843 + 0,278 DO, p <
0,001), o que ndo ocorreu quando comparado os niveis de IgE para SEA entre os dois grupos

analisados (2,730 £ 1,073 DO e 2,244 + 1,106 DO, respectivamente; p > 0,05, Tabela 11).
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Ao analisar a influéncia dos niveis de anticorpos na presenca ou nao de infeccao pelo
S. mansoni em asmaticos residentes em area endémica em esquistossomose, foi observado
que individuos asmaticos infectados apresentam niveis de IgE especifico para alérgeno de
acaro (Der pl) mais baixos quando comparado ao grupo dos asmaticos nao infectados (OR
ndo ajustado = 0,18; IC 0,04-0,72; p < 0,01), embora quando as analises sdo ajustadas para
idade e género, foi observada apenas uma tendéncia a associacao negativa (OD ajustado =
0,26; IC 0,06-1,23; p = 0,09, Tabela 11). Por outro lado, a infeccdo pelo S. mansoni nos
asmaticos esta associada positivamente aos niveis de IgE para SEA com OR (ndo ajustado)
10,94 (IC 1,56-76,80; p < 0,001). Além disso, ha tendéncia a associacao positiva entre niveis
de 1gG4 para SWAP e presenca de infeccdo pelo S. mansoni em asmaticos, ajustando as
analises para idade e género (OR ajustado = 1,55; IC 0,99-2,43; p = 0,056; Tabela 11). Os
demais anticorpos, como IgE total, IgE para SWAP, 1gG4 para Der pl e SEA, assim como a
razdo IgE/IgG4 para Der pl ndo mostraram envolvimento na presenca ou nao de infeccdo

pelo S. mansoni entre os asmaticos analisados (Tabela 11).

Tabela 11. Analises univariadas e multivariada da associacdo entre infec¢do pelo S. mansoni

e niveis dos anticorpos em asmaéticos residentes do municipio do Conde-Bahia (n = 73).

Asméticos (. Anélise ndo ajustada Anélise ajustada®
~ Asmaticos
nao infectados
Anticorpos® infectados
pelo Sm OR (95% IC) P OR (95% IC) P
pelo Sm (n=31)
(n=42) -
IgE Total (U/L) 1859,1 +1876,6 1959,5+9429 1,00 (0,99-1,00) 0,792 1,00 (0,99-1,00) 0,766

IgE anti-Der p1 (DO) 08200393  0,553+0,400 0,18 (0,04-072) <001 0,26 (0,06-1,23) 0,090
lgG4 anti-Der p1 (DO)  1,372+0,978  1,155+0,797 0,76 (0,41-1,38) 0,349 0,66 (0,33-1,33) 0,248
IgE/IgG4 anti-Der pl 0891+0670  0724+0,773 070(0,32-1,51) 0,355 115(0,47-282) 0,757
IgE anti-SWAP (DO) 0860+0400  0754+0567  0,60(0,19-1,90) 0,379 052(0,15-1,78) 0,298
IgG4 anti-SWAP (DO)  1,295+1,523  1,798+1375  126(0,89-179) 0192 155(0,99-243) 0,056
IgE anti-SEA (DO) 08430278  1,142+0,516 10,94 (156-76,80) <0,001 4,36 (0,63-29,99) 0,135
IgG4 anti-SEA (DO) 2244+1106  2730+1073  154(093-254) 0081 1,75(099-308) 0,054

#Valores apresentados em média + DP.
®Analises ajustadas para idade e género, Regressdo logistica. Sm = Schistosoma mansoni.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliados o papel da IgE e IgG4 e fatores de risco na protecdo e
susceptibilidade a infeccdo pelo S. mansoni e ocorréncia de asma em uma grande coorte de
individuos que vivem em area endémica em esquistossomose, no municipio do Conde-BA. Os
resultados demonstraram que a resposta imune associada com resisténcia a infeccéo pelo S.
mansoni foi associada ao balango positivo na producdo de IgE/IgG4 especificos para SWAP.
Altos niveis de 1gG4 especifico foram também associados com elevada carga parasitaria.
Estes achados, ressaltam o papel fundamental da 1gG4 e da relacdo IgE/IgG4 especificos para
0 antigeno parasitario na resisténcia a infeccdo pelo S. mansoni. Por outro lado, a associagdo
negativa entre a presenca de infeccdo pelo S. mansoni e a razdo IgE/IgG4 e niveis de IgE
especifico para alérgeno de &caro, Der pl, sugere que a infeccdo pelo S. mansoni protege
contra o desenvolvimento da asma, modulando a resposta inflamatoria alérgica.

A prevaléncia de infeccdo pelo S. mansoni, bem como a carga parasitaria sdo
influenciados por varios fatores nas comunidades endémicas, como exposi¢do aos antigenos
do ambiente, caracteristicas comportamentais e aspectos associados a susceptibilidade ou
resisténcia do hospedeiro a infeccdo; neste caso, relacionados a resposta imunoldgica
intrinseca e predisposicdo genética. Embora estudos em modelos experimentais possam ser
rigidamente controlados, os estudos em popula¢bes humanas sdo mais complexos por se
tratarem de individuos altamente heterogéneos, variando de acordo com caracteristicas
demograficas, antecedentes genéticos e grau de exposicdo a infecgdes (Pinot de Moira et al.
2010).

Neste trabalho, as cargas parasitarias mais elevadas de S. mansoni foram observadas
entre os individuos do género masculino e entre criancas e adultos jovens. Outros autores j&
haviam documentado diferencas na prevaléncia de infecgdo pelo Schistosoma sp ou na

intensidade de infeccdo, relacionadas a idade e género em comunidades rurais endémicas,
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mostrando grau de infeccdo mais elevado entre os individuos jovens do género masculino (de
Lima e Costa et al. 1993, Kabatereine et al. 2004, Kahama et al. 1999, Klumpp & Webbe
1987, Matthys et al. 2007, Wu et al. 1993). As diferencas de prevaléncia ou intensidade de
infeccdo relacionada ao género sdo frequentemente atribuidas a fatores socioculturais ou
comportamentais (Kabatereine et al. 2004, Matthys et al. 2007, Wu et al. 1993). No entanto,
evidéncias em modelos experimentais indicam possivel relagcdo destas diferencas com fatores
imunolodgicos envolvidos na susceptibilidade a infeccdo pelo S. mansoni (Eloi-Santos et al.
1992). Apesar dos homens apresentarem maior carga parasitaria neste estudo, foi observado
que as mulheres foram mais frequentemente infectadas pelo S. mansoni. Aparentemente, a
melhor forma de se fazer a medida de contato com a agua é através de uma observacéo prévia
para se conhecer 0s tipos e motivos de contato na regido, com a elaboracao posterior de um
questionario que possa ser aplicado aos habitos e costumes da populacdo alvo (Gazzinelli et
al. 2001). Neste estudo, ndo foi possivel realizar a avaliacdo da exposicdo a agua do rio
através da observacdo direta, tendo sido utilizado questionario contendo perguntas sobre o
local, tempo de exposicdo a dgua do rio e o tipo de atividade realizada. Apesar disso, neste
estudo, o risco de infeccdo pelo S. mansoni aumentou de acordo com a frequéncia de
exposicdo a dgua contaminada. Estes dados comprovam a eficicia do questionério aplicado
para analise de exposicao a agua do rio, sem tanta interferéncia de viés de informacdo. Mesmo
assim, a fim de neutralizar a influéncia do nivel de exposicdo a 4gua dos individuos avaliados,
as andlises foram ajustadas também para os niveis de contato com a agua do rio.

A intensidade de infeccdo pelo S. mansoni foi mais elevada nas trés primeiras décadas
de vida e, independente do nivel de exposicdo a dgua do rio, os mais jovens foram mais
susceptiveis a infeccdo pelo S. mansoni. De acordo com outros estudos, o pico de infecgédo
pelo parasito ocorre geralmente na puberdade, seguido de redugcdo nos anos seguintes,

sugerindo resisténcia a infeccdo relacionada a idade em areas endémicas de esquistossomose
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(Grant et al. 2008, Kabatereine et al. 1999). A observacdo de que anticorpos, principalmente
da classe IgE dirigidos para SWAP, podem desempenhar papel importante na protecao contra
infeccdo pelo S. mansoni, e que tende a aumentar com a idade, levou a hipdtese de que a
resisténcia a infeccdo relacionada a faixa etaria pode ser mediada por IgE especifica aos
antigenos parasitarios (Webster et al. 1997). Neste estudo, ndo houve diferenca nos niveis de
IgE especifica para SWAP associada a idade, mas os niveis de IgE especifica para SEA foram
mais elevados nas primeiras duas décadas de vida, com reducdo gradual em relacdo as outras
faixa etérias.

Foi observada correlacdao positiva entre carga parasitaria de S. mansoni e niveis de IgE
total. Isso também foi encontrado por outros autores (Dunne et al. 1992a, Hagan et al. 1991) e
poderia resultar da ativacdo policlonal presente em algumas infec¢des parasitarias cronicas
(Souza-Atta et al. 1999). O papel que a IgE exerce na resposta imune in vitro contra
Schistosoma spp. tem sido demonstrado (Hagan et al. 1991, Viana et al. 1995, Zhang et al.
1997), sugerindo que o aumento dos niveis de IgE pode representar uma tentativa de controlar
a infeccdo. Cabe salientar que os niveis de IgE total foram mais elevados nos individuos
infectados por qualquer helminto, quando comparando com individuos ndo infectados na
referida populacdo. Embora os individuos infectados pelo Schistosoma apresentem uma
frequéncia maior de infeccdo pelo T. trichiura e pelo A. lumbricoides, ndo foi observado
diferenca significante nos niveis de IgE total entre os individuos infectados pelo S. mansoni
coinfectados ou ndo com outros helmintos.

Apesar da evidente associacdo entre IgE total e intensidade de infeccdo, ndo foi
encontrada correlacdo entre IgE especifica para SWAP e carga parasitaria, contrariando o que
ja foi descrito na literatura (Dunne et al. 1992b). Quanto a IgE dirigida para SEA, houve
correlagéo positiva, mesmo que fraca, com a carga parasitaria, apos ter sido controlado alguns

fatores confundidores como idade, género e nivel de exposicdo a 4gua do rio. Trabalhos do
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grupo de pesquisa do Servico de Imunologia do HUPES também ja havia demonstrado alta
hereditariedade para os niveis de IgE total, sugerindo que ha genes que controlam a producéo
de IgE total, independente da relativa propor¢do de IgE especifico para antigeno do S.
mansoni (Grant et al. 2008). Adicionalmente, nesta mesma populagdo do estudo, foi
demonstrado anteriormente que polimorfismos no promotor da citocina regulatéria 1L-10
estdo associados com niveis elevados de IgE total (Grant et al. 2011).

Embora a IgE total possa ndo estar associada com resisténcia contra infeccOes por
helmintos, altos niveis de IgE total em detrimento de IgE especifico para Schistosoma sp,
pode resultar em resposta imune com menor capacidade protetora. De fato, foi observada
supressdo in vitro da liberacao de histamina por basofilos em infec¢do por helmintos quando a
razdo IgE policlonal e especifica foi maior que 500:1 (Mitre et al. 2005).

Neste estudo, em concordancia com outros trabalhos, foi encontrado associacao positiva
entre nivel de 19gG4 especificos para SWAP e SEA e carga parasitaria para S. mansoni (Hagan
et al. 1991, Jiz et al. 2009, Li et al. 2001, Satti et al. 1996). Especula-se que a 1gG4 possa
competir com a IgE especifico pela ligacdo com o antigeno, interferindo na degranulacdo dos
mastécitos mediada por IgE. Assim, a producdo de 1gG4, prejudicaria o provavel papel

protetor de IgE especifico na resisténcia a infeccdo pelo S. mansoni (Jiz et al. 2009).

Apesar da falta de correlacdo entre IgE especifico para SWAP e carga parasitaria
observada neste estudo, a razdo IgE/IgG4 foi menor em individuos infectados pelo S. mansoni
guando comparado com os individuos ndo infectados, apesar de ndo ter sido encontrado
diferenca significativa entre a razdo de IgE/IgG4 para SEA em relacdo as categorias de carga
parasitaria. Altos niveis de IgE especifico para antigenos parasitarios tem sido associados com
resisténcia a infeccdo (Demeure et al. 1993, Dunne et al. 1992a, Hagan et al. 1991, Satti et al.
1996). Entretanto, parece que a expressdo da imunidade protetora ndo depende

exclusivamente dos niveis de IgE ou 1gG4 especificos mas também do balango favoravel para
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producdo de IgE (Demeure et al. 1993, Hagan et al. 1991). A razdo elevada de IgE/IgG4
especificos para SWAP foi associada com reducdo da taxa de reinfeccdo dois anos apds
tratamento anti-helmintico (Li et al. 2001). Além disso, tem sido demonstrado também a
influéncia da elevada relacdo IgE/IgG4 especificos para antigenos S. mansoni (Demeure et al.
1993) e S. haematobium (Mutapi et al. 2011) na protecédo contra infec¢do. No presente estudo,
a resisténcia a infeccdo pelo S. mansoni esteve associada ao balango positivo na producédo de
IgE/1gG4 especificos para SWAP, enquanto que os niveis elevados de 1gG4 especifico foram
associados com elevada carga parasitaria. Estes achados ressaltam o papel fundamental da
relacdo IgE/IgG4 especificos na resisténcia a infeccdo pelo S. mansoni. Essa informacéo pode
ser util em futuros estudos sobre os antigenos candidatos a vacina na esquistossomose.

No intuito de investigar a resisténcia/susceptibilidade a reinfeccdo pelo S. mansoni,
foram analisados aspectos demogréaficos e niveis de anticorpos na populacdo estudada, seis
meses apds o tratamento com Praziquantel. Os pesquisadores do Servico de Imunologia do
HUPES vém acompanhando a reducdo da prevaléncia e intensidade de infeccdo pelo S.
mansoni desde o inicio dos estudos no municipio do Conde, Bahia. Em 2001, avaliando 216
individuos desta regido, foi observada prevaléncia de infeccdo pelo S. mansoni de 90,2%
sendo que 40% dos individuos estavam altamente infectados, com carga parasitaria acima de
400 ovos por grama de fezes (Araujo et al. 2004). Apos dez anos, a prevaléncia desta infeccao
reduziu para 37,7%, sendo que apenas 6,6% dos moradores avaliados da regido apresentavam
carga parasitaria acima de 400 ovos por grama de fezes. E provavel que as melhorias nas
condicgdes sanitarias e de habitacdo, acesso facilitado aos servicos de saude e tratamentos
repetidos com anti-helminticos, estejam envolvidos na reducao da frequéncia das helmintiases
em geral.

Embora a carga parasitaria tenha sido baixa apds seis meses do tratamento neste

estudo, a frequéncia de reinfecg@o pelo S. mansoni nas comunidades avaliadas foi elevada ja
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que, nos primeiros doze meses, pouca ou nenhuma reinfec¢do costuma ser encontrada (Dunne
et al. 1992b). Ndo foi possivel avaliar se a resisténcia a reinfecdo pode ser desenvolvida em
resposta ao tratamento, como anteriormente foi demonstrado (Karanja et al. 2002). Apds seis
meses do tratamento, de modo geral, houve reducédo dos niveis de IgE e aumento de 1gG4
para SWAP, comparando com 0s niveis destes anticorpos antes do tratamento. Além dos
individuos serem moradores de area endémica, € provavel que no curto periodo de tempo
avaliado ndo tenha ocorrido modificacbes imunologicas suficientes para interferir na
producdo ou ndo dos anticorpos.

Entre aqueles individuos que se reinfectaram e que nao se reinfectaram apos o tratamento,
ndo houve diferenca significativa em relacdo a regido de localizagdo do domicilio e nivel de
exposicdo a agua do rio. Além disso, a reinfecgdo apds o tratamento ndo se mostrou associada
a idade, género e carga parasitaria antes ou apos o tratamento, independente do nivel de
exposicao. Adicionalmente, ndo foi observado associacdo com os niveis de IgE total e IgE e
IgG4 especificos para SWAP e SEA, independente da idade, género e nivel de exposicao a
agua do rio, entre os que se reinfectaram e 0s que ndo se reinfectaram, indicando que os niveis
destes anticorpos ndo interferiram no risco de reinfeccdo a curto prazo. Dunne e
colaboradores, encontraram correlacdo negativa entre os niveis de IgE para SWAP e taxa de
reinfeccdo pelo S. mansoni, seis meses ap0Os o tratamento, embora ndo tenha sido encontrado
correlacdo entre IgE para SWAP e carga parasitaria antes do tratamento e entre IgE para
SWAP antes do tratamento e reinfec¢cdo apos o tratamento (Dunne et al. 1992b). Em coorte de
individuos infectados pelo S. haematobium, Hagan e colaboradores também demonstraram
associacdo positiva entre IgE para SWAP e SEA e resisténcia a reinfeccdo (Hagan et al.

1991).

Por fim, na avaliacdo realizada apds seis meses de tratamento, ndo foi encontrado

maior frequéncia de reinfeccdo nos individuos com a razdo IgE/IgG4 para antigenos



75

parasitarios mais baixa, o que seriam considerados mais susceptiveis a infeccdo pelo S.
mansoni. Provavelmente, sejam necessarios estudos prospectivos de maior tempo de
seguimento, para melhor avaliacdo da influéncia da resposta humoral na
resisténcia/susceptibilidade a reinfeccdo pelo S. mansoni, apds o tratamento com Praziquantel.

A supressdo da resposta imediata a aeroalérgenos que ocorre em individuos infectados
por helmintos tem sido bem demonstrada na literatura. Entretanto, os mecanismos desta
supressdo ndo estdo ainda totalmente esclarecidos. De acordo com observacbes de
pesquisadores do Servico de Imunologia do HUPES, a gravidade da asma tende a ser menor
nos individuos residentes em areas endémicas em S. mansoni (Medeiros et al. 2003). Um
levantamento realizado por este mesmo grupo, em uma pequena amostra de individuos
residentes no Conde mostrou inibi¢do da resposta cutanea aos testes de leitura imediata com
alérgenos intradomiciliares (Araujo et al. 2004). Estes dados estdo de acordo com trabalho
publicado pelo mesmo grupo em outra area endémica em esquistossomose na Bahia (Araujo
et al. 2000, Medeiros et al. 2004). No presente estudo, foi observado que os niveis de IgE e a
razdo IgE/IgG4 especificos para alérgeno de acaro (Der pl) estdo associados negativamente a
presenca de infeccdo pelo S. mansoni em individuos residentes em area endémica em
esquistossomose, embora essa associa¢do ndo tenha sido observada quando as andlises foram
ajustadas pela idade e género. Adicionalmente ndo foi observado envolvimento dos niveis de
IgG4 para Der pl na presenca ou ndo de infec¢do pelo S. mansoni. Portanto, o encontro dos
niveis reduzidos de IgE para Der pl em individuos infectados pelo S. mansoni apoia a
hipdtese de que esta infeccdo cronica protege do desenvolvimento de asma, e é possivel que
esta modulacdo da resposta inflamatoria alérgica seja devida, dentre outros mecanismos, a
competicdo entre IgE especifica para antigenos parasitarios e para alérgenos do ambiente pela

ligag&o aos receptores em superficie de celulas efetoras como mastdcitos.
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Ainda na segunda parte deste estudo, com o objetivo de estudar o papel da IgE e 1gG4
na protecdo e susceptibilidade para ocorréncia de asma, foi observada a prevaléncia de asma
local de apenas 11,7 %, muito abaixo da frequéncia observada nas zonas urbanas da Babhia,
nos municipios de Salvador (24,6%), Feira de Santana (21,5%) ou Vitoria da Conquista
(30,5%), quando utilizado o mesmo critério para definicdo de casos de asma (Sole et al.
2006), apesar de as caracteristicas geogréaficas, climaticas e até mesmo a base genética dessas
populacdes poderem diferir entre si. Desta forma, é clara a existéncia de algum fator protetor
para o desenvolvimento da asma em comunidade endémica em esquistossomose. Comparando
individuos asmaticos com os individuos ndo asmaticos da regido endémica, ndao houve
diferenca estatistica no que diz respeito ao género, faixa etaria, prevaléncia e intensidade de
infeccdo pelo S. mansoni e nivel de exposicdo a agua do rio. Ao comparar asmaticos
infectados ou ndo pelo S. mansoni, também ndo houve diferenca na distribuicdo entre os
géneros e faixa etaria.

A hipétese que infecgdes por helmintos podem proteger contra doencas alérgicas
levanta a possibilidade de que a erradicacdo das helmintiases possa aumentar as
manifestacdes de asma e de outras doencas alérgicas. No presente estudo, observou-se que a
presenca ou ndo de infeccdo por qualquer helminto ndo esta associado diretamente ao
desenvolvimento de asma, independente da idade e género, sendo que, dentre todas as
infeccOes avaliadas, a ascaridiase foi a que apresentou maior nivel de associagdo positiva com
a presenga de asma. Em concordancia com este dado, uma recente de revisdo sistematica
concluiu que infecgdo por qualquer helminto, incluindo S. mansoni, ndo estd associada ao
risco de asma e que, especificamente, infeccdo pelo A. lumbricoides estd associada com
aumento da ocorréncia de asma, enquanto infeccdo pelo ancilostomideos estd associado a
certa protecdo ao desenvolvimento de asma, estando diretamente relacionado com a

intensidade da infeccdo (Leonardi-Bee et al. 2006). Outro estudo mostrou que niveis elevados
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de IgE e eosinofilia resultam na reducdo da fecundidade de vermes adultos de Necator
americanus e nas taxas de reinfeccdo apds quimioterapia, sugerindo que o estado atdpico
pode conferir resisténcia a infeccao por helmintos (Quinnell et al. 2004). No presente estudo,
a presenca ou ndo de asma, ndo interferiu na prevaléncia e na intensidade de infeccédo pelo S.
mansoni. Considerando que a regido é endémica em esquistossomose e que um estudo recente
mostrou que em apenas em 5% dos individuos desta regido ndo foram detectados ovos de S.
mansoni nas fezes durante um periodo de avaliacdo de 10 anos (Oliveira et al. 2012), é de se
esperar auséncia de diferenca na frequéncia de asma entre infectados e ndo infectados pelo S.
mansoni, observada no presente estudo.

Entre os individuos de area endémica em esquistossomose com ou sem asma, nao foi
observado diferenca nos niveis de IgE total. E provavel que por serem moradores de area
endémica em esquistossomose, mesmo apresentando carga parasitaria baixa ou ndo
detectavel, os asmaticos ndo infectados produzam niveis elevados de IgE policlonal ou
inespecifica (Lynch et al. 1993). De acordo com estes dados, em estudo publicado
anteriormente por pesquisadores do Servigco de Imunologia do HUPES, foram avaliados
individuos de outra regido da Bahia, endémica em esquistossomose, com historia de sibilancia
nos ultimos 12 meses, comparando com individuos de area rural, endémica em outras
helmintiases exceto S. mansoni e de &rea urbana, ndo sendo observado diferencas
significativas em relacdo aos niveis de IgE total e especifica para Der pl entre 0s trés grupos
(Medeiros et al. 2004). Um dos modelos mais aceitos para explicar a modulacdo da resposta
alérgica por helmintos é que a infeccdo resulta tanto em producédo de IgE especifica para o
parasita, quanto em niveis altos de IgE policlonal. A elevacdo dos niveis de IgE seérica total
poderia diluir a IgE especifica para alérgenos e saturar os receptores FceRI em mastdcitos e
basofilos (Lynch et al. 1999). Em pacientes infectados com Loa loa, por exemplo, a

degranulacdo de basofilos foi bloqueada quando estas células séo sensibilizadas com razéo
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entre IgE total e IgE especifica elevada (Mitre et al. 2005), o0 que € possivel ser encontrado
durante infeccdo pelo S. mansoni, onde ocorre a producéo de altos niveis de IgE policlonal.

Como esperado, a presenca de niveis elevados de IgE total e especifica para Der pl foi
associada ao desenvolvimento de asma, 0 que ndo ocorreu com os niveis de 1gG4 para Der p1,
independente da idade e do género. Portanto, diante desses dados, ndo foi possivel confirmar a
hipdtese de que a perda de reatividade cutanea e reducdo das manifestacdes clinicas da asma
em individuos parasitados, pode ser devido a presenca de 1gG4 blogueador. Embora este tema
ainda ndo tenha sido amplamente explorado, trabalho realizado em area endémica de S.
mansoni, relatou evidéncias de associacdo negativa entre 1gG4 e reatividade cutanea (Rihet et
al. 1992). Adicionalmente, ndo houve associacdo dos niveis de anticorpos especificos para S.
mansoni com a presenca de asma, embora tenha ocorrido uma tendéncia a associacdo positiva
dos niveis de IgE para SWAP com a ocorréncia de asma.

Em estudo realizado também por pesquisadores do Servico de Imunologia do HUPES,
ndo foram encontradas diferencas significativas, apesar de ter sido observado uma tendéncia
de niveis mais elevados de IgE total e IgE para SWAP em individuos infectados pelo S.
mansoni com alta carga parasitaria e de niveis mais elevados de IgE para Der pl entre
individuos ndo infectados pelo S. mansoni ou com baixa carga parasitaria (Araujo et al. 2000).
Neste trabalho, realizado em outra regido endémica, utilizando uma casuistica maior, ndo foi
observado diferenca significativa em relacdo as dosagens de IgE total entre asmaticos
infectados ou ndo pelo S. mansoni. A infeccdo pelo S. mansoni nos asmaticos foi, entretanto,
associada positivamente aos niveis de IgE para SEA e houve uma tendéncia de niveis mais
elevados de IgG4 para SWAP nos asmaticos infectados pelo S. mansoni.

Adicionalmente, neste estudo, os individuos asmaticos infectados apresentaram niveis
de IgE para alérgeno de acaro (Der pl) mais baixos quando comparado ao grupo dos

asmaticos ndo infectados, embora quando as analises foram ajustadas para idade e género,
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observou-se apenas uma tendéncia de associacdo. Portanto, a presenca de infeccdo pelo S.
mansoni pode interferir nos niveis de IgE especifico para Der pl em asmaticos de area
endémica em esquistossomose. Niveis reduzidos de IgE para o alérgeno Der p1 nos asmaticos
infectados esta de acordo com a hipétese de que a infeccdo pelo S. mansoni pode prevenir o
desenvolvimento de alergia, uma vez que a reacdo de hipersensibilidade imediata envolvida
nesta patologia estd associada aos niveis de IgE para alérgenos (Lynch et al. 1993). Em
concordancia com estes dados, em uma recente revisdo sistematica e metanalise, foi
demonstrado que infeccdo por geohelmintos reduzem o risco de sensibilizacdo cutanea a
aeroalérgenos, sendo encontrado um consistente efeito protetor nas infec¢bes pelo S. mansoni

e também pelo A. lumbricoides, T. trichiura e ancilostomideos (Feary et al. 2011).

As principais limitagbes deste trabalho foi o desenho de estudo ser, de forma
preponderante, do tipo corte transversal, com excecdo dos dados relacionados a reinfec¢do
apos seis meses do tratamento, e 0 uso de questionario para obter informagdes sobre presenga
de asma. Apesar de em estudos transversais a razdo de prevaléncia (RP) ser a principal
medida de associacdo entre duas variaveis, foi demonstrado que as estimativas de OR obtidas
através de regressao logistica se aproximam muito da RP quando a prevaléncia do desfecho é
baixa (Coutinho et al. 2008), como no caso da frequéncia de asma na populacdo de 11,7%.
Entretanto, a interpretacdo dos resultados de OR nestes estudos continua fornecendo apenas
razdo de prevaléncia de determinado desfecho entre os diferentes grupos avaliados, nao
fornecendo informac6es sobre causalidade ou sequéncia de fluxo entre fatores de risco e
condicdo estudada. Além disso, o uso de questionarios para o diagnostico de asma deixa o
estudo sujeito a viés de informacao, uma vez que dependem da resposta do entrevistado, por
ndo serem medidas objetivas como, por exemplo, infeccdo por helmintos e carga parasitaria.

Uma vez que este estudo € de base populacional, seus resultados se aplicam e podem ser
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generalizados apenas para populagdes tropicais de zonas rurais endémicas em helmintiases,
incluindo o S. mansoni, do Brasil ou areas similares da América latina.

Portanto, diante das observacbes prévias do grupo do Servico de Imunologia do
HUPES, que vem estudando populacdes residentes em areas endémicas para esquistossomose,
de que individuos infectados pelo S. mansoni respondem pobremente aos testes cutaneos de
hipersensibilidade imediata para aeroalérgenos (Araujo et al. 2000) e ndo desenvolvem asma
grave (Medeiros et al. 2003), uma das possiveis hipoteses, testadas neste estudo, sugere que a
infeccdo pelo S. mansoni resulta tanto em producgdo de IgE especifica para o parasita, quanto
em niveis altos de IgE policlonal, e isto poderia diluir a IgE especifica para o alérgeno e
saturar os receptores em celulas efetoras envolvidas na resposta inflamatoria alérgica. Além
desta hipotese, outros mecanismos de inibicdo da resposta alérgica nesses individuos vém
sendo estudado pelo grupo de pesquisa do Servico de Imunologia do HUPES. Dentre eles,
destaca-se a participacdo da citocina regulatoria IL-10 (Araujo et al. 2004) e de outras
moléculas regulatorias, a exemplo de CTLA-4 e CD40L, possam participar do processo

(Oliveira et al. 2009).
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8. SUMARIO DOS RESULTADOS

A frequéncia de infeccdo pelo S. mansoni na area endémica estudada foi de 38%, com
carga média de 47 + 148, variando de 0 a 2100 opg.

A intensidade de infecgdo pelo S. mansoni foi mais elevada nas trés primeiras décadas
de vida e, independente do nivel de exposicdo & agua do rio, 0s mais jovens sdo mais
susceptiveis a infecgdo pelo S. mansoni.

Apesar dos homens apresentarem maior carga parasitaria, as mulheres sdo mais
susceptiveis a infecgdo pelo S. mansoni.

O helminto mais encontrado na regido foi T. trichiura, seguido por A. lumbricoides e
ancilostomideos e 87% dos individuos infectados com S. mansoni estavam
coinfectados com um ou mais helmintos. Os individuos infectados pelo Schistosoma
apresentam uma frequéncia maior de infeccdo pelo T. trichiura e pelo A. lumbricoides.
Os niveis de IgE total foram mais elevados nos individuos infectados por qualquer
helminto quando comparando com individuos ndo infectados. Entretanto, ndo foi
observado diferenca significativa nos niveis de IgE total entre os individuos infectados
pelo S. mansoni coinfectados ou ndo com outros helmintos.

Houve correlacdo positiva da carga parasitaria com os niveis de IgE total e também
com 1gG4 especifico para SWAP, ndo havendo correlacdo com os niveis de IgE
especifico para SWAP, quando as analises foram ajustadas para idade, género e nivel
de exposicdo. Apesar disso, a razéo entre IgE e 1gG4 especificos para SWAP foi mais
elevada em individuos ndo infectados ou com intensidade de infeccdo leve
comparando com individuos intensamente infectados pelo S. mansoni.

Quanto aos anticorpos dirigidos para SEA, houve correlacdo positiva de carga
parasitaria com IgE e com IgG4, poréem ndo houve diferenca significativa entre a razéo

de IgE/IgG4 para SEA em relagéo as categorias de carga parasitaria.
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A infeccdo pelo S. mansoni foi associada positivamente aos niveis de IgE total e niveis
de IgE e 1gG4 para SWAP e SEA, ajustando as andlises para idade, género e nivel de
exposicao a agua do rio.

A razdo IgE/lgG4 para SWAP foi associada negativamente a infeccdo pelo S.
mansoni, apresentando valores mais elevados os individuos ndo infectados (OD nao
ajustado), ndo sendo observado, entretanto, o envolvimento da razdo IgE/IgG4 para
SEA na presenca de infeccdo ou ndo pelo S. mansoni.

Embora a frequéncia de reinfeccdo pelo S. mansoni ap6s seis meses do tratamento com
Praziquantel tenha sido elevada, a carga parasitaria manteve-se baixa.

Apds o tratamento, houve reducdo dos niveis de IgE para SWAP e aumento de 1gG4
para SWAP.

Os niveis de IgE e 1gG4 especificos para SWAP e SEA antes e apds o tratamento néo
interferiram no risco de reinfeccao.

A razdo entre IgE/IgG4 para SWAP ou para SEA ndo interferiu no risco destes
individuos de se reinfectarem seis meses ap0s tratamento, tanto no que diz respeito aos
niveis antes do tratamento quanto em relacdo aos niveis apds o tratamento com
Praziquantel.

Comparando os grupos de individuos asmaticos com os individuos ndo asmaticos,
residentes em &rea endémica estudada, ndo houve diferenca estatistica no que diz
respeito ao género, faixa etaria, prevaléncia, intensidade de infeccéo pelo S. mansoni e
nivel de exposi¢do a agua do rio. Ao comparar asmaticos infectados ou nédo pelo S.
mansoni, também ndo houve diferenca na distribuicéo entre os géneros e faixa etéaria.
A presenca ou ndo de infeccdo por qualquer helminto ndo foi associado ao

desenvolvimento de asma, independentemente da idade e género. De todas as
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infeccdes testadas neste modelo, a ascaridiase foi a que apresentou maior nivel de

associagdo positiva com a presenca de asma.

Os niveis de IgE e a razdo IgE/IgG4 para Der pl foram associados negativamente a
presenca de infeccdo pelo S. mansoni na populacédo estudada, embora essa associacao
ndo tenha sido observada quando as analises foram ajustadas pela idade e género.
Adicionalmente ndo foi observado envolvimento dos niveis de 1gG4 para Der pl na
presenca de infeccdo ou ndo pelo S. mansoni.

A presenca de niveis elevados de IgE total e especifica para Der pl foi associado ao
desenvolvimento de asma o que ndo ocorre com o0s niveis de 1gG4 para Der pl,
independente da idade e do género.

A presenca de asma nos individuos de area endémica ndo se mostrou associada aos
niveis de anticorpos especificos para S. mansoni, mesmo quando ajustando as analises
para idade e género, embora tenha ocorrido uma tendéncia a associacdo positiva dos

niveis de IgE para SWAP com a presenca de asma.

Ao analisar a influéncia dos niveis de anticorpos na presenca ou ndo de infeccéo pelo
S. mansoni em asmaticos residentes em area endémica em esquistossomose, foi
observado que individuos asmaticos infectados apresentam niveis de IgE especifico
para alérgeno de &caro (Der pl) mais baixos quando comparado ao grupo dos
asmaticos ndo infectados, embora quando as andlises sdo ajustadas para idade e

género, foi observada apenas uma tendéncia de associacao.
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9. CONCLUSAO

A resposta imune associada com resisténcia a infeccao pelo S. mansoni, neste estudo,
foi o balango positivo da relacdo IgE/IgG4 especificos para SWAP. Adicionalmente, altos
niveis de 1gG4 especifico foram associados com elevada carga parasitaria. Estes achados,
utilizando uma coorte com grande numero de individuos que vivem em uma area endémica de
esquistossomose no Brasil, ressaltam o papel fundamental da 1gG4 e da relacdo IgE/IgG4
especificos na susceptibilidade e resisténcia a infeccao pelo S. mansoni.

Por outro lado, a associacdo negativa dos niveis de IgE especifico e da razdo IgE/IgG4
para alérgeno de acaro, Der pl, com a presenca de infeccdo pelo S. mansoni na populacédo
estudada, sugere que a infeccdo pelo S. mansoni protege contra o desenvolvimento da asma,

modulando a resposta inflamatdria alérgica.
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ISAAC
Familia Individuo
1. Nome: Idemificaa;z‘lo:l | |
2. Comunidade:
3. Data de Nascimento: / / 4. Idade:
5. Género: () Masculino ( ) Feminino

QUESTIONARIO 1

1. Alguma vez na vida teve chiado no peito ou falta de ar (cansago) ?

( ) Sim ( ) Nio

caso a resposta seja NAQO. passe para a pergunta numero 6.

[

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito ou falta de ar (cansago) ?
() Sim ( ) Nao
3. Nos ultimos 12 (doze) meses, voce teve quantas crises de chiado no peito ou de falta de ar ?
() nenhuma crise ( )4al2crises
() mais de 12 crises () 1as3crises
4. Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé acordou a noite com chiado no peito ou com falta de ar?
() nenhuma
() menos de uma noite por semana
() uma ou mais noifes por semana
5. Nos tltimos 12 (doze) meses, seu chiado no peito ou falta de ar, foi tao forte, a ponto de impedir que
voce falasse normalmente ?
( ) Sim ( ) Nao
6. Alguma vez na vida vocé ja teve asma?
() Sim ( ) Nao
7. Nos tultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito ou falta de ar, apds exercicios fisicos?
() Siun ( ) Niao
8. Nos tultimos 12 (doze) meses, voce tem tido crises de tosse seca, a noite, sem estar gripado ou com
mfeccdo respiratoria ?

() Sim ( ) Nio
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Familia

Individuo

2

LS

QUESTIONARIO 1I

Qual a freqiiéncia de suas gripes ou resfriado ?

(
(
(

) uma ou duas por ano.

) uma vez por mes.

) mais de uma vez por mes

Alguma vez na vida vocé teve problema de espirros, coriza (corrimento nasal), coceira ou obstrugao

nasal, quando ndo estava resfriado ou gripado ?

(

) Sim ( ) Nio

Em qual dos ultimos 12 (doze) meses este problema ocorreu ?
) Janeiro ( ) Maio () Setembro
) Fevereiro () Junho () Outubro
) Marco () Julho () Novembro
) Abril () Agosto () Dezembro

(
(
(
(

4. Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes suas atividades diarias foram atrapalhadas por esses

3

6. Quando isso acontece vocé tem coceira nos olhos ou coceira na garganta ?

sintomas nasais (espirros, coriza, coceira ou enfupimento) ?

(
(
(
(

) nenhuma

) pouco (alguns minutos ou poucas horas do dia)

) moderado (uma parte do dia — manha, tarde ou noite)

) muito (sintomas diarios e constantes)

Quando vocé tem contato com poeira, mofo ou cheiro forte, vocé tem coceira, espirros ou coriza ?

(

(

) Sim (

) Sim (

) Nio

) Néo
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Familia Individuo

QUESTIONARIO IIT

I. Alguma vez na vida vocé teve irritacdes ou coceira na pele (eczema), que apareciam e
desapareciam por pelo menos, mais de uma vez por ano ?

() Sim () Nao

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

() Sim () Nao

Quando bebé, vocé apresentava brotoejas ou assaduras de dificil controle em pescoco, bochechas,

(V5]

atras das orelhas. ou na area das fraldas?

() Sim (....) Nao

QUESTIONARIO IV

1. Alergia a medicamentos, bebidas ou alimentos ?

() Sim () Nao Qual:

58]

Algum familiar direto ( PAL, MAE, IRMAO. FILHOS. AVOS OU TIOS ) apresenta alguma
manifestacio alérgica ( ASMA, RINITE, URTICARIA OU DERMATITE ) ?
() Sim ( )Nao Qual:

3. Nos ultimos 15 dias fez uso de algum tipo de medicamento para a sua doenca ?

() Sim ( )Niao Qual:

4. Voce tem alguma outra doenca que necessita uso de medicamentos ?

() Sim () Nio Qual:

OBSERVACOES:

Responsavel pela entrevista: Data:
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ddéd SERVICO DE IMUNOLOGIA
‘& HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. EDGARD SANTOS Sj‘“"‘""'
=AL UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA a? [ Timciogia
CONTATO COM A AGUA
Familia Individuo
1. Nome: Ideutiﬁcagﬁo.l | ” | |
2. Comunidade:
3. Data da avaliagdo: / /
Atividade Rio Tempo
(a) Esporadicamente (b) 01 h/semana
Lavoura (c) 01-03 h/semana, 01-02 vezes/semana
(d) 01-03 h/dia (e) = 03h/dia
(a) Esporadicamente (b) 01 I/semana
Pesca (¢) 01-03 /semana, 01-02 vezes/semana
(d) 01-03 h/dia (e) = 03h/dia
(a) Esporadicamente (b) 01 h/semana
Lavar pratos (c) 01-03 h/semana, 01-02 vezes/semana
(d) 01-03 h/dia (e) = 03h/dia
(a) Esporadicamente (b) 01 h/semana
Lavar roupas (c) 01-03 h/semana, 01-02 vezes/semana
(d) 01-03 h/dia (e) = 03h/dia
(a) Esporadicamente (b) 01 h/semana
Banho (c) 01-03 h/semana, 01-02 vezes/semana
(d) 01-03 h/dia (e) = 03h/dia
(a) Esporadicamente (b) 01 h/semana
Lazer (c) 01-03 h/semana, 01-02 vezes/semana
(d) 01-03 h/dia (e) = 03h/dia
(a) Esporadicamente (b) 01 h/semana
QOutros: (c) 01-03 h/semana, 01-02 vezes/semana
(d) 01-03 h/dia (e) = 03h/dia
(a) Esporadicamente (b) 01 l/semana
Outros: (c) 01-03 h/semana, 01-02 vezes/semana
(d) 01-03 h/dia (e) = 03h/dia
(a) Esporadicamente (b) 01 h/semana
Total de contato — RIO1 (c) 01-03 h/semana, 01-02 vezes/semana
(d) 01-03 h/dia (e) = 03h/dia
(a) Esporadicamente (b) 01 h/semana
Total de contato — RIO2 (c) 01-03 h/semana, 01-02 vezes/semana
(d) 01-03 h/dia (e) = 03h/dia
(a) Esporadicamente (b) 01 h/semana
Total de contato — RIO3 (c) 01-03 h/semana, 01-02 vezes/semana
(d) 01-03 h/dia (e) = 03h/dia

HISTORIA DE TRATAMENTO CONTRA HELMINTOS
(a) Sim (b) Nao
Caso Sim, meés e ano dos ultimos tratamentos: 1) /0 2) )
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Servigo Publico Federal
Comité de Etica em Pesquisa
Maternidade Climério de Oliveira -UFBA

PARECER/ RESOLUGAO N.° 50/2003

Registro CEP: 50/03.

Projeto de Pesquisa: “Imunogenética da Asma e Esquistossomose”.

Pesquisadora Responsével Local: Doutora Maria lima Andrade Santos Arajo,
Bioquimica, Médica do Servigo de Imunologia do Hospital Universitério Professor Edgar
Santos. "Curriculum Vitae” anexo.

Pesquisadora Principal, Coordenadora: Doutora Katlhen Carole Barnes, Professora
Associada de Medicina, Divisdo de Imunologia Ciinica, Escola de Medicina da
Universidade Johns Hopkins.

Instituicdes: Servigo de imunologia do Hospital Universitario Professor Edgar Santos e
Universidade Johns Hopkins, Baltimore, Maryland, Estados Unidos.

Area do Conhecimento: 2.11, Nivel E, Grupo 1.8

Data de entrada: 23.09.2003

Objetivos: principal - testar a hipétese de que existe base genética para a relagio
inversa entre resisténcia a infecgdo por helmintos e gravidade da asma atépica;
secundarios - identificar genes candidatos comuns que controlem resisténcia a
infecgéo pelo S. mansoni e a gravidade da asma, (hipotese A, testar genes associados
com resisténcia a infecgdo pelo S.m., e hipétese B, verificar se 0s genes associados
com a gravidade da asma s80 0s mesmos associados com a resisténcia a infecgéo pelo
S.m.) e determinar o efeito interativo da exposigdo parasitéria, tratamento da parasitose
e gravidade de doenga, asma e esquistossomose.

Estudo académico, observacional, bi-nacional (em verdadeira colaboragao
estrangeira), “baseado em outro anterior desenvolvido pela mesma Pesquisadora local
e que objetiva estudar 60 familias-nuclear residentes em area de polihelmintiases
endémicas, mediante: 1 — um levantamento populacional transversal para determinar a
prevaléncia da asma e a captacdo de “sujeitos de pesquisa” pés “Consentimento
Livie e Pré-Esclarecido”, 2 — um estudo de caso-controle entre asmaéticos
selecionados e outro grupo-controle selecionados - randomizadamente com
caracteristicas previamente estabelecidas e testes realizados e 3 — um estudo
longitudinal para avaliar mensalmente a exposi¢do a aeroalérgenos por um ano”. Esta
proposto um “Desenho- Expénméﬁtal” gue objetiva sintetizar a pesquisa & sua
execugdo. Exame de fezes, testes cutdneos com 13 aeroalérgenos e de fung:ao
pulmonar, exame fisico e questionario para avaliagdo da asma compde as
“ferramentas™ investigatoriais. Havera obtengdo de sangue para o devido
processamento laboratorial-genético, extenso, intrinsecamente externo, complexo e
bem exposto. Estéd firmado o compromissc de ambas as Pesquisadoras para
destinacdo exclusiva de material genético. // @)g

Rua Padre Feijé 240, Canela ~ Ambulatério Magalhfies Neto 3.° andar, Curso de Pés-Graduagiio em Medicina e Saide.
Cep.: 40.160-170 - Salvador, BA.  Telefax.: (71)203-2740 E-mail.: cep.mco@zipmail.com.br
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Servigo Piiblico Federal
Comité de Etica em Pesquisa
Maternidade Climério de Oliveira -UFBA

Ndao existe orcamento posto que a pesquisa serd suportada por verbas
remanescentes do estudo anteriormente referido. O “Termo de Consentimento Livre
e Pré-Esclarecido” esta correto. Extensos, muitiplos e valiosos “Curricula Vitae”
estdo anexados, certamente de “colaboradores outros” relacionados no-fim deste
Parecer./Resolucdo. Inexiste maleficéncia. E de se esperar beneficios pessoais e
populacionais, face aos novos conhecimentos certamente trazidos sobre ambas
patologias. Pesquisa com colaboragéo estrangeira, devendo subir a CONEP. Projeto
aprovavel.

Salvador, =2< de outubro de 2003

Relator: (et ielic ’Jéu@
Projeto aprovado. . ;

7 /:,
A Z/J - T
S i // W v Kt Jm.)ammb.t.u.
Coordenador:. = =~ .- mdenadordoCovmédeEuca
- em Pesquisas Humana
’ 1 . Universin--+2 Fearg) da Bahic

Observacdao importante: toda a documentagao anexa ao protocolo proposto e
rubricada pelo Pesquisador, arquivada neste CEP, e também a outra devolvida com a
rubrica da secretdria deste ao Pesquisador, faz parte intrinseca deste
Parecer/Resolugéo.

Relagdo dos Colaboradores: Terri Hagan Beaty, Ph.D, Professora de Epidemiologia
na Escola de Higiene e Salde Pulblica do Johns Hpkins Bloomberg e geneticista
estatisitco e epidemiologista com especial interesse na analise de complexos genéticos
que influenciam na susceptibilidade a doenga humana; Alkis Togias, M.D.,Professor
associado e investigador clinico no campo de rinosinusite e asma focalizando modelos
humanos da doenca; Kathryn Barnard Held, Ph.D., Investigadora associada da
Divisdo de Alergia e Imunologia Clinica, antropdloga, médica, com experiéncia em
antropometria a avaliagdo de-crescimento e epidemiologia, estilo de vida e interago
materno-fetal em assuntos relacionados a asma e doengas alérgicas; Daniela N.
Baltadzhieva, Ph.D., Cientista visitante no Centro de Asma & Alergia do Johns HOpKins
no laboratério da Doutora Barnes. Experiente imunologista que tem atuado em
diferentes aspectos de mecanismos imunes envolvendo a patogénese da atopia a
asma.

Rua Padre Feij6 240, Canela - Ambulatério Magalhiies Neto 3.° andar, Curso de Pés-Graduagdo em Medicina ¢ Saude.
Cep.: 40.160-170 - Salvador, BA.  Telefax.: (71) 203-2740 E-mail.: cep.meo@zipmail.com.br
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SUMMARY

Strategies to control schistosomiasis focusing on mass chemotherapy with praziquantel
have significantly reduced severe pathology; however, reinfections with consequent
morbidities persist despite repeated treatments. Field studies have suggested an immune-
mediated mechanism associated with resistance to S. mansoni infection. The aim of this
study was to evaluate serum levels of anti-SWAP specific IgE and IgG4 in relation to
resistance to infection in individuals living in an endemic area of schistosomiasis in Bahia.
The overall prevalence of S. mansoni infection was 37.7% and the mean parasite burden
was 46.7 + 148.3 epg/feces. There was no significant difference in levels of specific IgE in
individuals with different parasite burden, whereas high producers of specific IgG4 (>3.0
OD) presented higher parasite burden when compared to low 1gG4 producers (<0.6 OD).
Additionally, S. mansoni parasite load was positively correlated with levels of specific
IeG4 or total IgE. No significant correlation was observed between parasite burden and
specific IgE. Nevertheless, the SWAP-specific 1gE/IgG4 ratio was higher in heavily
infected individuals (=400 epg/feces) than in uninfected or lightly infected ones (1-99
epg/feces). These findings highlight the important role of IgE/1gG4 ratio in the resistance to

infection, which could be useful for further studies in schistosomiasis vaccine candidates.
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INTRODUCTION

Schistosomiasis remains a major public health concern and according to recent estimates,
approximately 200 million individuals are infected, with a further 700 million people living
at risk of infection (1). Control strategies focusing on mass chemotherapy with praziquantel
(PZQ)) have significantly reduced severe pathology. However, post-treatment reinfection
and accompanying morbidities such as anemia, malnutrition, and cognitive impairment
persist despite subsequent rounds of treatment (2). Although repeated drug administration
is necessary, chemotherapy alone does not seem to be sufficient for long-term control (3).
Several other factors have been related to susceptibility or resistance to infection, such as
genetic predisposition, host immune response, and environmental or behavioral factors (4-

7).

Although human immune responses to Schistosoma mansoni have been extensively studied,
mechanisms by which human hosts resist to schistosome infection are still unclear. Results
from longitudinal field study suggests that resistance to reinfection can be naturally
developed (8), or induced after multiple rounds of exposure, treatment and reinfection (9,
10). These observations have led to the conception of an age-dependent model of resistance,
which has been the main accepted model over the last several decades (9, 11). This theory
states that children under 15 years of age are highly susceptible to post-treatment
reinfection, with a gradual increase in resistance over time (11, 12). Nevertheless, an
important study suggested that resistance to reinfection could be developed in response to

curative chemotherapy and thus may not be strictly age-dependent, but rather exposure-
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dependent (13). It is worth noting, however, that age and exposure are inversely

proportional and closely related.

Resistance to reinfection has been associated with a Th2 immunity and consequent high
level of IgE, as well as recruitment and activation of eosinophils and mast cells (14-20).
Many authors have reported correlations between levels of anti-schistosome IgE and 1gG4
and protection against reinfection. High levels of IgE against soluble adult worm antigen
preparation (SWAP) have been associated with resistance to reinfection (16, 17, 21-23),
whereas high levels of IgG4 against adult worm and egg antigens have been associated with
susceptibility to reinfection (16, 21, 24, 25). The balance between levels of IgE and 1gG4
tends towards the production of IgE in a Th2 milieu with low levels of IFN-y and IL-10
(26). On the other hand, an environment rich in IL-10, as seen in S. mansoni infection, is
associated with high levels of 1gG4 (27). A recent study demonstrated that the blockage of
IL-10 signaling during PZQ treatment enabled the development of protective immunity in

the experimental mouse model of S. manseoni infection (28).

Considerable evidence suggests that the balance between IgE and IgG4 might determine
resistance or susceptibility to S. mansoni infection (16, 25, 29) and that [gG4 might
attenuate the protective effect of IgE (24). However, most of the previous studies
evaluating resistance to S. mansoni infection have been developed in small cohorts.
Therefore, we wondered whether anti-SW AP IgE and IgG4 production would be associated
with parasite burden in an endemic area of Bahia, Brazil. To address this question, we
conducted a large casuistic study, measuring levels of total IgE and SWAP-specific IgE and

I2G4, and correlated levels of these isotypes with parasite burden and degree of exposure to
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contaminated water. Moreover, we were able to assess the effect of age and gender on

infection status and antibody production.

MATERIALS AND METHODS

Study population

This study was conducted in Conde, a city located 200 km north of Salvador, the capital of
Bahia, Brazil. It includes four small villages (Sempre Viva, Jenipapo, Camardes and Buri),
with approximately 800 inhabitants. They live in poor sanitary conditions and fishing is the
predominant occupation.

Pregnant women and individuals using immunosuppressive drugs or with evidence of
hepatomegaly were not included in this study. All adults provided written informed consent.
Children gave written assent, and written consent for children’s participation was obtained
from a parent or guardian. The research protocol was approved by the Ethical Committee of
Maternidade Climério de Oliveira at the Federal University of Bahia. All study participants

were treated with PZQ in a split dose of 50 mg/kg of body weight.

Water contact surveys

An interview-administered questionnaire, which was previously developed, was
administered to each participant (4). This environmental questionnaire was modified based
on previous studies conducted in the same area, taking local water usage habits into
consideration. For each of the 7 activities observed (farming, bathing, washing clothes,
washing hair, washing dishes, fishing, and playing), each subject was asked to provide a

local name for the water source along with the frequency and duration of each activity.
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Water source names were compiled from all questionnaires and reduced to a nonredundant
list, and snails sampled at these sites were tested for cercariae. For water sources positive
for cercariae, subjects were classified across all activities into 4 categories to reflect the
level of exposure: no exposure, low exposure (1 h/week), medium exposure (1-3 h/week),

or high exposure (1-3 h/day) (4, 30).

Parasite exams

Stool samples from a total of 707 subjects were tested by using the Kato-Katz method (31)
to estimate the number of S. mansoni eggs per gram of fecal matter from 3 subsamples
taken from 2 independent samples per individual, and the arithmetic mean was calculated
for each subject. Parasite burden was expressed as average eggs per gram (epg) of feces.
The presence of Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, and hookworm eggs was also

determined.

Antibody determination

Blood was collected through venipuncture using Vacutainer serum separation tubes (Becton
Dickinson, Franklin Lanes, NJ). Serum was obtained by centrifugation and stored at -20°C
in single-use aliquots. Total serum IgE level was measured using Chemiluminescence
(ADVIA Centaur; Bayer) in Salvador, Brazil. Specific IgE antibodies against S. mansoni
were investigated by indirect ELISA performed on wells of polystyrene microtiter plates
coated with 10 pg/ml of SWAP, obtained as previously described (32). Plates were blocked
by 5% bovine serum albumin (BSA) solution followed by | hour incubation at room
temperature. Given that IgE specific response is not always detected in S. mansoni infected

patients, lgG was removed by using RF absorbent (Behring Diagnostics, Marburg,
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Germany) (33). Immunoprecipitates were removed by a 10 minutes centrifugation at 4°C.
Reactions were developed with 100 ul of supernatants incubated overnight at 4°C, followed
by addition of peroxidase-conjugated mouse monoclonal anti-human IgE (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) for 1 hour at 37°C. Immunoassay was revealed with 100 p1 of sodium
acetate buffer containing TMB (3,3",5,5" tetramethylbenzidine) and H,O; for 15 minutes at
room temperature. The reaction was stopped with 50 pl of 2M sulphuric acid and the

absorbance immediately measured at 450 nm.

Immunoglobulin G4 against SWAP was measured in serum of recruited subjects using a
previously described ELISA method (17, 34). Briefly, microtiter plates were coated 100 pl
per well with 10 pg/ml of SWAP and incubated overnight at 4°C. A monoclonal
biotinylated mouse anti-human IgGG4 was used as detection antibody (Sigma-Aldrich St.
Louis, USA). Finally, streptavidin horse-radish peroxidase (BD Biosciences Pharmigen)
was used to amplify the signal. The revelation and stop phases of the reaction were

identical to those described for specific IgE.

Specific antibody response was expressed as optical density (OD), which was recorded into

a data file in DeltaSOFT 1I (BioMetalics, Inc USA) microplate analysis software.

Statistical analysis
Data was entered into STATA statistical package version 11.0 (Stata Corporation, College
Station, TX, USA) for statistical analysis and GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA) was used to build graphs.
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Continuous variables, such as age, parasite load and immunological variables were
expressed as the mean and standard deviation (SD) of observed values. S. mansoni parasite
load was classified into light (1 - 99 epg/feces), moderate (100 - 399 epg/feces) or heavy-
intensity of infection (=400 epg/feces) (35). For statistical analysis egg counts per gram of
feces were log-transformed (logg[epg+1]) to approach the Normal distribution. Cutoff
points for specific IgE and [gG4 were obtained by adding two SDs to the mean absorbance

of results from 10 healthy individuals (IgG4 cutoff = 0.11 OD;, IgE cutoff = 0.14 OD).

The d’ Agostino-Pearson omnibus normality test was used to designate the most appropriate
statistical test for each evaluation. Depending on the result of the normality test, the Mann-
Whitney or Student’s t test was used to compare continuous variables between two groups,
whereas a nonparametric ANOVA (Kruskal-Wallis test) was used to compare continuous
variables between three or more groups. The chi-square test was used to compare counts of
infected and uninfected subjects among gender or groups of age. The difference in parasite
load between low and high IgG4 producers was assessed by logistic regression adjusted for
age, gender and level of exposure to contaminated water. Correlations between antibody
levels and parasite load were performed using the Spearman’s rank test. Linear regression
models adjusted for age, gender and level of exposure were fitted and the Wald test for the
parasite load variable was used to obtain the P value. The alpha level for statistical

significance was established as 0.05 for all analyses.
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RESULTS

Baseline characteristics

A total of 707 individuals were included in the study. The mean age of the population was
28 + 19 years, ranging from 6 to 85 years of age, and slightly more than half of studied
individuals were female (56.6%). A high proportion of subjects had no exposure to fresh
water in the region (45.2%). Among those who reported water contact, 32.0% were
exposed up to 1 hour per week (low exposure), 26.8% were exposed to 1-3 hours/week

(medium exposure) and 41.2% were exposed to infested water daily (high exposure; Table

1).

The overall prevalence of S. mansoni infection was 37.7%, and the parasite load was 46.7 +
148.3 epg/feces, ranging from 0 to 2100 epg/feces. Among those who were infected, 72.1%
had a parasite burden up to 99 epg/feces, 21.3% had moderate intensity of infection (100 -
399 epg/feces), and only 6.6% were heavily infected, with a parasite load equal to or
greater than 400 epg/feces (Table 1). The prevalence and intensity of S. mansoni infection
was significantly higher in males (45.4% and 70.0 + 203.4 epg/feces, respectively) than
females (31.6% and 28.0 + 79.6 epg/feces, respectively; P < (0.001). Additionally, patients’
age was important in determining S. mansoni parasite load, since higher levels of infection
were observed for the first three decades of life (P < 0.01; Figure 1). Parasite burden was
also higher among those individuals with 0 to 9, 10 to 19 and 20 to 29 years old (52.6
116.7,76.1 £205.5 and 93.6 + 195.1 epg/feces, respectively), when compared to the
following three decades of life (47.0 £ 130.5, 43.1 £ 105.1 and 15.1 + 28.1 epg/feces), as

wells as to subjects over 60 years old (12.0 £ 53.4 epg/feces; P < (0.001; Figure 1). In
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addition to increased prevalence of infection and parasite load, younger individuals were
also more exposed to infested water than older individuals (data not shown).
Approximately 87% of S. mansoni infected patients were coinfected with one or more
helminths. The most common helminth found in the region was Trichuris trichiura
(66.3%), followed by Ascaris lumbricoides (53.5%) and hookworm infection (28.7%;

Table 1).

Total IgE and SWAP-specific IgE and IgG4 in infected subjects

The mean level of total IgE in the whole population was 1600.9 + 1335.5 U/L, ranging
from 1 to 9673 U/L. As expected. total [gE level was higher among those currently infected
with §. mansoni (1850.0 + 1273.6 U/L) as compared to S. mansoni uninfected subjects
(1362.2 + 1250.6 U/L; P < 0.001). Higher IgE levels were also observed in subjects
infected with any helminths (1684.1 + 1283.3 U/L) compared to non-infected individuals
(1032.9 £ 1134.0 U/L; P < 0.001). However, we observed no significant difference in total
IgE levels among S. mansoni infected subjects whether or not they were coinfected with

other helminths (1925.2 £ 1241.7 and 1332.8 + 1394.4 U/L respectively; P > 0.03).

Independent of current S. mansoni infection status, SW AP-specific antibody isotypes were
detected in a large proportion of individuals. Anti-SWAP [gG4 was positive in 91% of the
tested samples, while 98% of the samples were positive for anti-SWAP IgE. The mean
levels of SWAP-specific IgE and [gG4 in the overall population were 0.81 + 0.44 and 1.48
+ 1.49 OD, respectively (Figure 2a). Regarding S. mansoni infection status, similar levels
of SWAP specific IgE were observed among infected (0.86 + 0.53 OD) and uninfected

individuals (0.78 + 0.38 OD; P > 0.05), whereas higher levels of SWAP IgG4 was found in

110



10

11

12

13

14

15

111

those infected (2.18 + 1.43 OD) when compared to uninfected ones (1.04 + 1.35 0D; P <
0.001). Moreover, while levels of specific IgE were uniformly distributed around the mean,
levels of IgG4 had a bimodal distribution, allocating subjects into phenotype of low (below
0.6 OD, n= 241) or high (above 3.0 OD, n = 120) IgG4 producer. When adjusted by age,
gender and level of exposure to contaminated water, those subjects considered as high [gG4
producers presented a higher parasite burden (1.01 + 0.98 log,gepg) as compared to low

[eG4 producers (0.27 + 0.62 logeepg; P < 0.001, Figure 2b).

Additionally, S. mansoni parasite load was positively correlated with levels of SWAP
specific IgG4 (P < 0.001; Figure 3a) or total IgE (P < 0.05; Figure 3b), whereas no
significant correlation was observed between parasite burden and SW AP specific IgE (P >
0.05; Figure 3c) when adjusted by age, gender and level of exposure. Despite this lack of
association between specific IgE and intensity of infection, the SW AP specific IeE/1gG4
ratio was higher in uninfected and light-intensity infected individuals (1-99 epg/feces)

compared to heavily infected ones (=400 epg/feces; P < 0.0001; Figure 4).
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DISCUSSION

Prevalence of S. mansoni infection as well as parasite load is influenced by several factors
within endemic communities, which includes exposure-related factors such as local
environment and behavior, and aspects associated with host susceptibility or resistance to
infection, specifically intrinsic immune response and genetic predisposition. While animal
studies can be tightly controlled, human populations are highly heterogeneous, varying
according to demographic characteristics, genetic background and exposure to infection
(36). In the current study, we examined whether anti-adult worm IgE and IgG4 production
is associated with S. mansoni parasite burden in four villages situated in the northeast of

Bahia, Brazil.

Higher intensity of infection was observed in males compared to females and among
children and young adults compared to older adults. Other authors have also documented
differences in Schistosoma prevalence or intensity of infection according to gender and age
in rural endemic communities, similarly showing heavier infection among males and
younger individuals (37-42). Gender-related differences in infection prevalence or intensity
of infection are frequently attributed to sociocultural or behavioral factors (39, 41, 42),
however experimental evidence shows that they may also be related to differences in
susceptibility to infection (43). The higher prevalence and intensity of infection observed in
males in our study could not be attributed to differences in levels of exposure, since we did
not observe differences in water exposure by sex despite differing activities linked to water
exposure. The main reason for men in these communities have contact with the

contaminated water is fishing, for females is to perform household activities such as
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washing clothes and dishes. It has been discussed the possible bias in water exposure
determination methods, however, in order to remove variability caused by differences in

exposure to water, the analyses were adjusted for levels of water contact.

Consistent with other studies, the prevalence and parasite load was higher in the first three
decades of life, demonstrating that the peak of infection burden usually occurs in puberty
and decreases thereafter, suggesting an age-related resistance to infection in schistosomiasis
endemic areas (4, 44). The observation that antibodies, particularly IgE may play a role in
protection against schistosomiasis and tends to increase with age in endemic areas led to the
hypothesis that age-related resistance to infection may be mediated by parasite-specific [gE
(34). In the present study we did not observe differences in SWAP-specific IgE levels in
different age groups; however levels of this antibody did differ among individuals with

different parasite burden.

A positive correlation between S. mansoni parasite load and total IgE levels was found in
this study. This has also been found by other researchers (16, 17) and could result from the
polyclonal activation seen in some parasite infections (33). An in vifro role for IgE in the
immune response to Schistosema spp. has been demonstrated (16, 45, 46), suggesting that
increased levels of this isotype may represent an attempt to control the infection. Our
research group also demonstrated, in the same population enrolled in this study, that

polymorphisms in the IL-10 promoter were associated with high total IgE levels (47).

Despite the notable association between total IgE and intensity of infection, no correlation

between SW AP specific-IgE and parasite load was found. We showed previously a high
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heritability to total IgE levels implying that there are genes controlling total IgE production
regardless of the relative proportion of schistosome antigen-specific IgE (4). While total
IoE seems not to be associated with resistance against helminth infections, high levels of
total IgE production in detriment of schistosome-specific IgE, may result in a less
protective immune response. Indeed, in helminth infection suppression of basophil
histamine release in vitre was observed when polyclonal to antigen-specific IgE ratios were

greater than 500:1 (48).

Levels of SWAP specific 1gG4, however, were positively associated with 8. mansoni
parasite load in this study and this is in agreement with other studies (16, 21, 24, 25). Itis
speculated that parasite-specific 1gG4 can compete with specific IgE for the antigen
binding, interfering in the IgE-mediated mast cell degranulation. Thus, [gG4 production
would impair the protective role of specific IgE in the resistance to S. mansoni infection

(24).

Despite the lack of correlation between SWAP-specific IgE and parasite 1oad, specific
[gE/TgG4 ratio was lower in infected individuals when compared to non-infected ones.
High levels of specific IgE has been associated with resistance to infection (16, 17, 21, 29),
however it seems that the expression of protective immunity does not depend exclusively
on the levels of specific-IgE or -IgG4, but rather on the favorable balance toward IgE
production (16, 29). Elevated SWAP-specific [gG4/IgE balance was associated with
increased rate of reinfection in a two-year post-treatment follow-up study (25). Moreover,
the influence of high specific-IgE/IgG4 ratio in the resistance to S. mansoni (29) and §.

haematobium infection (49) has been demonstrated by other authors.
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Consistent with previous studies, we showed, in a large casuistic study, that reduction in
schistosome intensity of infection observed amongst adults in endemic community may be
mediated by acquired immunity. Specifically, the immune response associated with
resistance to S. mansoni infection in this study was a positive balance of SW AP-specific
IgE/1gG4 production. On the other hand, high levels of parasite-specific eG4 were
associated with high parasite burden. These findings, using a large cohort of individuals
living in an endemic area of schistosomiasis in Brazil, highlight the key role of parasite-
specific 1gE/1gG4 ratio in resistance to §. mansoni infection. This information could be
useful for further studies of schistosomiasis vaccine candidates. Ongoing prospective
studies are being conducted to determine whether the level of reinfection after treatment
will be greater in those subjects with a lower IgE/IgG4 ratio, considered to be more

susceptible to infection.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Prevalence of S. mansoni infection and parasite load according to categories of
age in subjects from an endemic area for schistosomiasis. Horizontal black lines above each
bar represent the standard error of the mean (SEM). Difference in parasite load and
frequency of infection between clusters of age was statistically significant (P < 0.0001 and

P < 0.01, respectively).

Figure 2. SWAP-specific IgE and [gG4 (a) and parasite load according to categories of
IgG4 production (b) in subjects from an endemic area for schistosomiasis. Figure a — Each
point represents one individual. Horizontal black lines indicate the mean, whereas
discontinuous horizontal black line represent the Cutoff level for anti-SWAP IgE (0.14 OD)
and [gG4 (0.11 OD). Figure b — First bar shows S. mansoni parasite load of low anti-SWAP
IeG4 producers; the second bar represent parasite load of high IgG4 producers. Horizontal

black lines above each bar represent the standard error of the mean (SEM). Difference in

parasite load between low and high IgG4-producers was statistically significant (P < 0.001).

Figure 3. Correlation between parasite load and SW AP-specific IgG4 (a), total IgE (b) and
SWAP-specific IgE (c) in subjects from an endemic area for schistosomiasis. Each point
represents one individual. Positive correlation, assessed by Spearman’s rank test and linear

regression adjusted by age, gender and level of exposure to contaminated water, was found
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between parasite load and specific [gG4 (a; P <0.001) and total IgE (b; P < 0.05), whereas

no correlation was observed between parasite load and specific IgE (c; P > 0.05).

Figure 4. SWAP-specific IgE/1gG4 ratio according to intensity of infection in subjects
from and endemic area for schistosomiasis. Horizontal black lines above each bar represent
the standard error of the mean (SEM). Difference between specific IgE/IgG4 ratio and

intensity of infection was statistically significant (P < 0.0001).
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TABLE
Table 1. Baseline characteristics of the population (n=707)
Variables Values
Age in years
Mean (SD) 28+19
Median (min-max) 23 (6-85)
Gender [n (%)]
Male 307 (43.4)
Female 400 (56.6)
Water contact |n (%)]

No reported exposure
Reported exposure
Low exposure (1 h/week)
Medium exposure (1-3 h/week)
High exposure (1-3 h/day)
Helminth infections |n (%)]
Schistosoma mansoni
Epg/feces (mean + SD)
Trichuris trichiura
Ascaris lumbricoides
Hookworm
S. mansoni parasite load categories [n (%)]
Light-intensity infection (1- 99 epg/feces)
Moderate-intensity infection (100 - 399 epg/feces)
Heavy-intensity infection (= 400 epg/feces)
Coinfection™ [n (%)]

296 (45.2)
350 (54.8)
115 (32.0)

96 (26.8)
148 (41.2)

197 (37.7)
46.7 +48.4
347 (66.3)
280 (53.5)
150 (28.7)

142 (72.1)
42 (21.3)

13 (6.6)
172 (87.3)

*Coinfection defined as infection with 5. mansoni plus one or more helminths
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Factors Associated with Resistance to Schistosoma mansoni Infection in an
Endemic Area of Bahia, Brazil

Ricardo R. Oliveira,* Joanemile P. Figueiredo, Luciana §. Cardoso, Rafael L. Jabar, Robson P. Souza, Martin T. Wells,
Edgar M. Carvalho, Daniel W. Fitzgerald, Kathleen C. Barnes, Maria Ilma Araijo, and Marshall J. Glesby
Sewigo de Imunologia, Hospital Universitrio Professor Edgard Santos, Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brazil;
Departamento de Ciéncias da Vida, Universidade do Estado da Bahia, Salvador, Bahia, Brazil; Department of Biological Statistics and
Computational Biology, Cornell University, Ithaca, Mew York: Escola Bahiana de Medicina ¢ Sande Publica, Salvador, Bahia, Brazil;
Instimuto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Doengas Tropicais, Salvador, Bahia, Brazil; Center for Global Health,

Division of Infectious Diseases, Department of Medicine, Weill Cornell Medical College. New York, New York:

Division of Allergy and Clinical Immunology, Department of Medicine, Johns Hopkins University, Baltimore, Maryland

Abstract.

Detailed knowledge of factors associated with resistance to Schistosoma mansoni infection in endemic

areas might facilitate more effective schistosomiasis control. We conducted a cross-sectional study of persons resistant
to schistosomiasis and found no association between socioeconomic status and resistance to infection. Mononuclear cells
of resistant subjects produced higher levels of interleukin-5 (IL-5), IL-13 and interferon-y upon stimulation with soluble
ege antigen (SEA) compared with infected persons. When stimulated with Sm21.6 or Sm22.6, levels of IL-10 were
higher in cell culture of resistant persons. Levels of IgE againg soluble adult worm antigen (SWAP) and against interleukin-
4-inducing principle from S. mansoni eggs (IPSE) and levels of IgG4 against SWAP, SEA, and Sm22.6 were lower in the
resistant group compared with the susceptible group. Our data suggest that socioeconomic status could not fully explain
resistance to S. mansoni infection observed in the studied area. However, a mixture of Th1 and Th2 immune responses and
low levels of specific Ig(G4 against parasite antigens could be mediating resistance to infection.

INTRODUCTION

Schistosomiasis is a tropical disease caused mainly by the
blood flukes Schistosoma mansoni, S. haematobium, and
5. japonicum. It is estimated that the disease affects 200 million
persons worldwide, and is endemic to 74 countries in tropi-
cal regions of Africa, Asia, and South America.' The spe-
cies that causes most infections in Brazil is S. mansoni. Soon
after infection and before the egg-laying phase, the immune
response is predominantly the T helper 1 (Thl) inflammatory
immune response, with high levels of tumor necrosis factor-a,
interleukin-1 (IL-1), IL-6 and interferon-y (IFN-y) character-
izing the acute phase of schistosomiasis® The natural progress
of the disease leads to liver and intestinal injury caused mainly
by the immune response against S mansoni eges deposited in
these sites. In the chronic phase of the disease, there is a pre-
dominance of the Th2 immune response to egg antigens, with
low production of IFN-y, and high levels of TL-4, TL-5, TL-13,
and IL-10.*

Current strategies of schistosomiasis control programs
include use of molluscicides to eliminate the intermediate
host, education of the population with respect to improve-
ment in sanitation, and mass treatment programs.” The devel-
opment of a vaccine is an important alternative strategy for
the control of schistosomiasis. However, no suitable vaccine
has yet been developed that confers more than partial protec-
tion against infection.” Membrane proteins including recep-
tors, ion-binding proteins, immunomodulatory molecules, and
enzymes accessible to the human immune system likely rep-
resent suitable vaccine targets ® Recently investigators have
demonstrated that some recombinant Schistosoma spp. anti-
gens, such as Sm22.6, 5m29, Sm21.6, and Sml4, are associated
with resistance to infection and/or reduction of m-:}rbiq-.iil},(.“"'12

* Address corespondence to Ricardo R. Oliveira, Servigo de Imunologia,
Haspital Universitdrio Professor Edgard Santos, Universidade Federal
da Bahia, Rua Jodo das Botas s/n. Canela, Salvador, BA 40110-160,
Brazil. E-mail: ricardoriccioi®gmail.com
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These particular proteins are found mainly in the tegument of
8. mansoni, and induce high levels of IL-4, IL-10, and IFN-y
production that exert partial protection against experimental
S. mansoni infection.”* Additionally, a fraction of S. mansoni
soluble adult worm antigen (SWAP) known as PITT is able to
induce protection against a challenge infection after immuni-
zation in a murine model of schistosomiasis."* Egg antigens
are also able to induce a Thl or Th2 immune response in
murine models.”® The most abundant proteins in the egg, the
interleukin-4-inducing principle from S. mansoni eggs (IPSE),
by inducing L4 production is associated with a shift to a Th2
immune response.'®!

In schistosomiasis-endemic areas, resistance to reinfection
after spedfic chemotherapy has been correlated with a Th2
immune response, with the presence of specific [gE™ " and pro-
duction of IL4 and IL-5' Conversely, susceptibility to infec-
tion has been correlated with high levels of specific TgG4.2*
An appropriate high IgE:IgG4 ratio against egg or adult worm
antigens is associated with development of resistance to rein-
fection."™* This type of resistance to reinfection has been
strongly correlated with the immune response as opposed to
physiologic or behavioral alterations observed at different
ages or with the level of exposure to infested water =2

Correa-Oliveira and others reported a group of persons liv-
ing in schistosomiasis-endemic areas who had multiple egg-
negative stools despite exposure to infested water; this group
was called endemic normal {'EN}.”Z‘" The immune response of
these persons differs from that of infected persons and those
resistant to reinfection after specific chemotherapy. They pro-
duce higher levels of IgE against schistosomula tegument and
IgG against paramyosin than infected persons.”® Moreover,
when stimulated with Schisiosoma antigens, peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) of EN persons proliferate vigor-
ously and produce higher levels of IFN-y than those of per-
sons currently infected and those resistant to reinfection ™01
On the basis of this evidence, it appears that Thl and Th2
immune response are involved in protection against the infec-
tion in this naturally resistant group of persons.
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In this cross-sectional study, we used previously collected
data from persons residing in the schistosomiasis-endemic
area of Conde-BA to identify schistosomiasis-resistant per-
sons. These persons had multiple egg-negative stools in all
parasitologic surveys performed, despite exposure to infested
water. We assessed epidemiologic data and collected blood
samples for identifying possible risk factors for infection, and
to evaluate the immune response of schistosomiasis-resistant
persons living in an endemic area in Bahia, Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Schistosomiasis-endemic area and selection of resistant and
susceptible persons. This study was carried out in Conde, a
city 200 km north of Salvador, the capital of Bahia, Brazil. Tt
includes four small villages named Sempre Viva, Jenipapo,
Camardes, and Buri, which have approximately 800 inhabitants.
These inhabitants live in poor sanitary conditions, and fishing
is the predominant occupation.

Cross-sectional parasitologic surveys were conducted in
2001 and 2004, and stool specimens were examined for 5. man-
soni, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, and hookworm
eges. Also, the intensity of exposure to S. mansoni infection
was assessed by a previously developed questionnaire, which

provides four categories of level of exposure to infested water:
no exposure, low exposure (< 1 hour/week), medium exposure
(1-3 hours/week), or high exposure (1-3 hours/day)

The Immunology Service of the Federal University of Bahia
has been studying these villages irrespective of the prevalence
of schistosomiasis since 2001. At that time, the prevalence of
8. mansoni infection was appraximately%.n A schistosomi-
asis mass treatment program was implemented and the popu-
lation was followed-up until 2004, when another parasitologic
survey was conducted. This second survey showed an overall
schistosomiasis prevalence of 44%, which preceded the sec-
ond treatment of this pt;:pu]aliun."‘2 following the World Health
Organization recommendations for areas with high or moder-
ate schistosomiasis prevalence.™

The subject selection strategy was performed in two steps
(Figure 1). First, 2001 and 2004 databases were checked to select
exposed persons from those 10-60 years of age whose previ-
ous parasitologic results were all negative for Schistosona. In
the second part of the selection procedure, which was con-
ducted in 2009, pre-selected persons were asked to provide
two stool samples and answer a questionnaire, which included
information about exposure to fresh water. Each person who
was still negative for schistosomiasis in 209 and who had a
history of exposure to the infection was invited to be included

Resistant DB04 Query Infected
Group {n=431) Group
¥
Subjects from 10 to 80 years old, Subjects frem 10 to 60 years old
with any level of water exposure tive for Schisto !
and negative for Schistosoma posi n= 18333 sema
(n=79) l
DBO1 Query Parasitological examination
1 ) ¥ v 4
Positive for Negative for Mo result in Megative for Positive for Schistosoma,
Sc{wmuma Sc!usimma 2001 Schistosoma or did Matched by gender and
in 2001 in 2001 (n=33) not met the age (+/- 9 years) with the
{n=17) [n= 29) matching criteria Resistant group
(n = 46) (n=57)
Selected for
Excluded 1% phase Excluded Interview-administered
{n=62) guestionnaire
| Parasitological examination Selected for
1 1% phase
¥ £ (n =57}
Schisfosoma positive Schistosoma negative
(n=27) {n=15)
‘ + I 3 Selection of the infected
| - subject who had the
Excluded | | Refuse to participate (n = 3) . d'::fﬁ';;'gé ' closest level of water
Moved from the area (n = 2 : exposure lo each resistant
: (=2 q"es“ﬂl""‘a'r@ individual
+ ¥ ) l
No watar Met Inclusicn Criteria
Excluded exposure n = 7) in= 23) Infected Group
T 1 (n=23)
Excluded Resistant Group DBO4 - Database of the ysar 2064
(n=23) DBAT - Database of the year 2001

Fisure 1. Flowchart of study participant selection strategy,

Bahia, Brazil.
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in a group of putative resistant persons. The infected group
was composed of persons matched to the resistant persons by
age (+Y years), sex, and level of exposure to infested water.
To compose the infected group, the 2004 database was que-
ried for persons from those 10-60 years of age who were
positive for 8. mansoni. These participants were asked to pro-
vide one stool sample. Four infected persons who met the
matching criteria were then selected per resistant subject. All
four potential controls per persons were asked to answer the
same exposure questionnaire. Afterward, the infected person
who had the closest level of water exposure to each resistant
person was invited to participate in this study. An additional
group of 10 persons with no helminth infections and who were
living outside the schistosomiasis-endemic area was invited to
be included in a healthy group to provide baseline information
on cytokine and antibody levels.

Ethies. All adults provided written informed consent.
Children gave written assent, and written consent for children’s
participation was obtained from a parent or guardian. The
research protocol was approved by Institutional Review
Boards at Weill Cornell Medical College and at the Federal
University of Bahia.

Socioeconomic and waler contact surveys. An interview-
administered questionnaire was developed for the purpose
of this study and administered to each participant. This
questionnaire was divided into 3 sections: A) schistosomiasis-
related questions, which included the water contact informa-
tion and questions regarding the last schistosomiasis treatment;
B) demographic and socioeconomic information, which in-
cluded age, sex, housing conditions, sanitation, occupation,
and income; and C) health-related questions, which included
information about other related diseases, the CAGE ques-
tionnaire, and questions 1 and 7-9 of the Housechold Food
Insecurity Access Scale. This scale is used to assess food
insecurity information and was developed by the Food and
Nutrition Technical Assistance project on the basis of validation
studies™ The CAGE questionnaire is a four-item alcohol-
screening instrument, an acronym indicating cut down on
drinking; annoyed by complaints about drinking; guilty about
drinking; had an eye-opener first thing in the morning.®

The water contact questionnaire obtained information
about the reasons for and frequency of each contact. This
questionnaire was modified on the basis of previous stud-
ies conducted in the same area and took into consideration
the population habits. The reasons (R) and frequency (F) of
contact were scored on the basis of previous work to obtain
the Water Contact Index (WCI), a numeric coefficient that
reflects the level of water exposure.™ The reason for contact
was scored from 2 to 5 as follows: 2 = crossing the streams;
3 = collecting water for the household and dish-washing;
4 = laundering and watering agricultural fields; and 5 = bathing,
swimming, and playing in the streams and fishing. The fre-
quency of contact was scored as follows: 1 = < 2 contacts/
month; 2 = > 2 contacts/month; 4 = > 1 contact'week: and
28 = = 1 contact/day. The WCI was obtained by the sum of
each reason score multiplied by the respective frequency score
acoording to the equation WCI = X (R x F).

Fecal examinations for parasites. To evaluate the intensity
of 5 mansoni infection and the presence or absence of
A. lumbricoides, T. trichiura, and hookworm eggs, each person
received one plastic container for fecal samples at two time
points 2-30 days apart. Participants were instructed to deposit

the stool sample and return the container immediately to the
collection point, where the samples were stored at 4°C. Each
stool sample had two slides prepared and tested by using the
Kato-Katz method to estimate the number of 8. mansoni eggs
per gram of feces.™

Cell culiure and laboratory investigations. Blood was
collected by venipuncture. Serum was separated and stored at
~A¥C for evaluation of spedfic IgE and [gG4. The PBMCs
were obtained for cell cultures and cytokine measurements.

The PBMCs were isolated from venous blood collected
into heparin-treated tubes by Ficoll-Hypaque gradient sedi-
mentation and adjusted to a concentration of 3 x 10F cells/mL
in RPMI 1640 medium containing 10% normal human serum
(AB positive and heat-inactivated), 100 U/mL of penicillin,
100 mg/mL of streptomydn, 2 mmol/L of L-glutamine, and
30 mmolL. of HEPES (all from Life Technologies GIBCO
BRL, Gaithersburg, MS). We added 10 pg/mL of SWAP, SEA,
Sm21.6, Sm226, PIII, IPSE, or phytohemagglutinin (PHA)
to each well and incubated the plates at 37°C in an atmo-
sphere containing 5% CO,. Supernatanis were removed after
72 hours of incubation and maintained at —2(0FC for measure-
ment of cytokines by enzyme-linked immunosorbent assay.
Levels of IFN-y, IL-5, TL-13, TL-10), and IL-21 were determined
by using Duoset (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN), and
results were expressed as picograms per milliliter on the basis
of a standard curve.

Recombinant proteins Sm21.6, Sm22.6, and IPSE were pro-
duced in Escherichia coli and tested for lipopolysaccharide
(LPS) by using a commercially available chromogenic LAL
end-point assay kit (Cambrex, Charles City, IA). Levels of
LPS in Sm21.6, Sm22.6, and IPSE were less than 1.2 endotoxin
units/mg of protein. To neutralize potential effects of the LPS
present in low levels on the S. mansoni recombinant antigens,
polymyxin B was added to cell cultures every 12 hours accord-
ing to an established protocol.™

I2Gi4 specific for SWAP, SEA | IPSE, and Sm22.6 was mea-
sured by using an indirect enzyme-linked immunosorbent
assay as described. ™' Briefly, microtiter plates (Immulon 2:
Dynatech, Geneva, Switzerland) were coated overnight
with the antigens at a concentration of 5 pg/mL for SEA,
IPSE, and Sm22.6 and 10 pgimL for SWAP in carbonate-
bicarbonate buffer, pH 9.6. Plates were washed with
phosphate-buffered-saline, 0.05% Tween 20 (Sigma, St. Louis,
MO) and non-specific attachment sites were blocked with
phosphate-buffered saline, 0.1% Tween 20 and incubated at
37 C for 2 hours. Samples were diluted 1:4 and distributed into
the wells of the plates. Biotin-conjugated anti-human [pG4
and streptavidin horseradish peroxidase (BD Bioscience, San
Jose, CA) were used to amplify the signal. Specific antibody
responses were expressed as the mean optical density (OD).
Conditions for the specific IgE measurement were the same as
those described for IgG4 except for the plates used (Maxisorb;
Nunc, Roskilde, Denmark), the specific antibodies, and the
sample dilution (1:32). Given that the IgE-specific response is
not always detected in S. mansoni-infected patients, total IgG
was removed by using rheumatoid factor absorbent (Behring
Diagnostics Inc., Westwood, MA) 142

Data analysis. Statistical analysis was performed by using
the STATA statistical package version 100 (Stata Corp.,
College Station, TX). GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA) was used to construct graphs.
Continuous variables, such as WCI, age, and immunologic
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variables, were expressed as median and interquartile range
(IQR) of observed values. A random effects logistic regression
model was used to test for association between 5. mansoni
infection and covariates. Lincar regression was used to
compare cytokine and antibody levels between groups. All
analyses took into account the matched design. Given that the
water exposure was not well-matched within groups, statistical
analyses were adjusted for WCI. The alpha level for statistical
significance was established as 0.05 for all analyses.

For the random effects model, the villages of Sempre Viva
and Jenipapo were analyzed as only one region (region A),
and Buri and Camardes were analyzed as Region B. This pro-
cedure was conducted because the grouped villages share geo-
graphic proximity and similar population habits.

The CAGE questionnaire was composed of four ques-
tions, each of which yielded an answer in the form of binary
responses as yes or no. Each yes answer accounted for one
point and each no answer accounted for no points. The CAGE
score was the resulting total point and varied from () to 4. For
this study, the CAGE score was grouped in two categories: 1)
score (Jor 1, which has no clinical significance; and 2) score = 2,
which indicates alcoholism or problem -:1rinl:ing.‘*3""’4

RESULTS

Study compliance and baseline characteristics. A total of
431 persons were evaluated for resistance to Schistosoma
infection. The strategy to identify possible resistant persons
living in Conde-BA was used initially with 62 persons who
were exposed to but negative for Schistosoma in 2004, of
whom 29 (46.8%) were also Schistosoma negative in 2001;
33 (53.2%) had no parasitologic results in 2001. In the
parasitologic survey that was performed for this specific
study, we found that 27 (43.5%) of 62 persons were currently
Schistosoma positive, and 35 (56.5%) were still negative for
8. mansoni infection. The guestionnaire was then adminis-
tered to 30 of these putative resistant persons; 2 of them had
moved from the area and 3 did not consent to participate. Of
these 30 persons, 7 were no longer exposed to the infection
and were not included in the study. Therefore, the estimated
prevalence of putative resistant persons living in the area was
53% (23 of 431 screened persons; 95% confidence interval =
34-79%). Age and sex did not differ between included and
excluded persons.

Approximately 50% of the resistant persons had at least one
stool sample analyzed in 2001 or 2004. They had > 6 stool sam-
ples analyzed since the first survey and most (65%) provided
5 or 6 stool samples in all parasitologic surveys. In 2004, 57%
of resistant persons had an intermediate (1-3 hours/week) or

Taste 1
Baseline characteristics of study participants, Bahia, Brazil
Characterstics Resitant jn =23)  Infected (n=23)
Age, median (IQR) 24 (26) 24(24)
Male sex (%) 26.1 26.1
Water Contact Index, median (1QR)* 48 (61) 86 (188)
No. stool samples provided, median 5(2) 301
(1O0R)*

Schistosoma mansoni parasite load 0 48 (96)

(EGF), median (IOR)

* P o (S, by linear re gress on.
IR = mterguartile mange; BGF = eggs per gram of feces

high (1-3 hours/day) level of exposure to infested water. Only
2 (9% of the resistant persons were not treated in 2004 during
the schistosomiasis mass treatment.

The infected group was composed of 23 persons of similar
ages and sex (Table 1). However, exposure to infection esti-
mated by the WCT was slightly higher in the infected group
than in the resistant group (P = (L025). Despite this significant
difference in the WCI, 12 of 23 pairs were well maiched regard-
ing the WCI, with a difference in WCI between matched pairs
= 15%. We akso included a group of healthy persons who lived
outside the schistosomiasis-endemic area. The median age of
these persons (26.5 years) was similar to what was observed in
the resistant and infected groups. The healthy control group
had a higher proportion of men (60%).

Factors associated with S, mansoni infection. As shown
in Table 2, none of the demographic or other covariates
assessed by the questionnaire were statistically associated
with infection status in this population. Although persons
from region B (75%) appeared more likely to be infected
than persons living in region A (41.2%), this association was
not statistically significant by matched analysis. Moreover, all
participants reported an average income = $250.00 per month,
which could be explained by the fact that most of them were
students or unemployed. Nine persons were fisherman, maostly
(88.99%) from the infected group. However when we adjusted
for WCTI in the random effects model, we found that there was
no statistically significant association between this occupation
and infection status.

The prevalence of other helminth infections among persons
in the resistant and infected groups is summarized in Table 3.
The frequency of A. lumbricoides andfor T. trichiura infection
was significantly lower in resistant persons (47.6% and 52.4%,
respectively) than in infected persons (73.9%; P = 0.047 and
95.6%; P = 0.008, respectively). This trend was not observed
for hookworm infection, which was slightly less frequent in the
resistant group than in the infected group (28.6% and 43.5%,
respectively). However, this small difference was not statis-
tically significant. When the presence of any helminth infec-
tion (A. lumbricoides, T. wrichiura, or hookworm) was tested
for an association with S. mansoni infection, we found that
the Schistosoma-resistant persons were less likely to have any
other helminth infection than persons from the Schistosoma-
infected group (66.7% and 95.6%, respectively; P = 0.046).

Cytokine prolile and humoral immune response. Levels of
IL-5, IL-13, IL-10, IL-21, and IFN-y measured in supernatant
of PBMCs cultures unstimulated or stimulated with SWAP,
SEA, Sm21.6, Sm22.6, PII1, IPSE, or PHA are shown in Fig-
ure 2. Levels of IL-5 and IL-13 were similar in both resistant
and infected groups when cells were stimulated with all tested
antigens, except for SEA. After stimulation with SEA, celk of
resistant subjects produced significantly higher levels of IL-5
and IL-13 (median = 1342 [IOR = 1.832| and median = %4
[IOR = 132] pg/mL) than cells of infected persons (median =
266 [IOR = 556], P = 0.007; and median = 94 [IQR = 0]
pg/mL, P = 0.022). We also demonstrated that the recombi-
nant antigens Sm21.6, Sm22.6, and IPSE were unable to stimu-
late the production of IL-53 or IL-13 because their levels
were similar to those found in unstimulated cultures in both
groups tested.

After antigen stimulation, levels of IL-10 increased in cul-
tures of cells of all tested persons independent of the specific
antigen or infection status. However, when compared with
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TapLe 2
Random-effects model adjusted by Water Contact Index for the association between Schistosema mansoni infection and covariates, Bahia, Brazil
Charactenstic Resistant, no. (%) (n =23) Infected, no. (%) (n =23) OR (%% CI) F

Place of residence

Region A 20(87.0) 14 (60.9) 1L.00

Region B 3(13.0) 9(39.1) 4.45 (0.42-47.53) 0217
Sanitation at home

MNone 5(21.7) 10 (43.5) 1.00

Outhouse 18(783) 13 (56.5) 0.40 (0.11-1.50) 0.175
Frequency of piped water

Not daily 2(87) T(30.4) 1.00

Daily 21(91.3) 16 (69.6) 0.30 (0.05-2.00) 0214
Water intake treatment

None 9(30.1) 10 (43.5) 1.00

Any 14 (60.9) 13 (56.5) 0.96 (0.28-3.24) 0.946
Education

None 2(87) 4(174) 1.00

Some 21(91.3) 19 (82.6) 0,63 (0.09-4.26) 0.635
No. of persons per room

5(21.7) 2(87) 1.00

2 13 (56.5) 13 (56.5) 245 (037-16.20) 0354

3 3(13.1) 5(21.7) 430 (0.45-41.00) 0.205

=4 2(87) 3(13.1) 4.06 (0.34-49.20) 027
Occupation

Student/none 17(73.9) 15(65.2) 1.00

Fisherman 1i4.4) B(348) 6.91 (0.73-65.63) 0.092

Agriculture 3(13.0) 0 - 0.998

All others 2(87) 0 - 0,990
Drinks alcoholic beverages

No 19 (86.4) 16 (69.6) 1.00

Yes 3(138) T(30.4) 286 (0.62-13.20) 0.178
CAGE score

Dorl 21(954) 20 (87.0) 1L.00

=2 1{4.6) 3(13.0) 328 (031-34.71) 0323
Past smoker

No 18 (81.8) 18 (783) 1.00

Yes 4(182) 5(21.7) 0.98 (0.21-4.064) 0.982
Food insecurity®

No 200 (90.9) 22 (95.6) 1.00

Yes 2(9.1) 1i4.4) 0.55 (0.05-46.65) 0.638

*Ouestion no. 9 of the Household Food Intecunty Access Scale (Did you or any bouseho ld member go a whole day and ndght without eating anything because there wis not enowgh food?).

OR = oiks matio; Cl = confidence interval; CAGE = Cut down, annoyed, guilty, eye opener.

levels of IL-10 produced by celks of infected or resistant persons,
we found that IL-10 was significantly higher in Sm21.6 or
Sm22 6-stimulated culture of celk from resistant persons
(median = 2,126 [IQR = 405] and median = 2,103 [IQR = 412]
pe/mL) than in cells from infected persons (median = 1514
[IOR = 875] pg/mL, F = 0002, and median = 1,490 [IOR = %40]
pg/mL, P = 0.001). Conversely, levels of IL-10 after stimulation
with PIIT were lower in the resistant group than in the infected

group (median = 393 [IOR = 476] versus median = 886 [IOR =
488] pg/mL, P = 0.017). Another cytokine with regulatory
properties that was tested (IL-21) was produced in low levels
by cells of persons from the schistosomiasis-endemic area.
Levels of IFN-y were similar in both resistant and infected
groups when cells were stimulated with the different antigens,
except for SEA. After stimulation with SEA, the concentra-
tion of IFN-y was higher in cultures of celk from resistant

TanLe 3

Random-effects model adjusted by Water Contact Index for the association between Schistosoma mansoni infection and other helminth infections,

Bahia, Brazil

Ohgantim Resistant* no. (%) (n=21) Infected, no. (%) (n = 23) OR (95% CT) P

Ascaris lumbricoides

Negative 11 (52.4) 6(26.1) 1.00

Positive 10 (47.6) 17(73.9) 403 {1.02-15.99) 0.047
Trichuris trichiura

Negative 10 (47.6) 104.4) 1.00

Positive 11 (52.4) 22 (95.6) 19.95 (2.16-184.45) 0.008
Hookworm

Negative 15(71.4) 13 (56.5) 1.00

Positive 6 (28.6) 10(43.5) 1.96 (0.55-7.08) 0.302
Any helminth

Negative T(33.3) 1i4.4) 100

Positive 14 (66.7) 22(95.6) 9.57 (1.04-87.85) 0.046

*Diata were not available for two reslanl personi.
OR = oabids matie; Cl = confidence interval.
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**P <001, and ***P < 0.001).

persons (median = 2,407 [IOR = 715] pg/mL) than in cells
from infected persons (median = 1,117 [[QR = 2,128] pg/mL,
P = 0.034).

Regarding the cytokine response in the health control
group, we found that levels of IFN-v, IL-5, TL-13, and IL-21
were below the detection limits and were detected in response
to PHA (median = 1461 [IOR = 1,135], 3274 [814], 978
[1,749], and 31 [50] pg/mL, respectively). However, IL-10 was
produced in response to 8. mansoni antigens Sm21.6, Sm22.6,
IPSE and to PHA (median = 1,140 [TOR = 485], 1,481 [849],
1,193 [835], and 1,792 [455] pg/mL, respectively).

Levels of specific [gE and IgG4 against SWAP, Sm22.6, SEA
and IPSE are shown in Figure 3. IgE against SWAP and IPSE
were lower in the resistant group (median OD units = (.64
[IOR = 0.25] and median OD units = 1.33 [IQR = 1.36]) than

in the infected group (median OD units = 0.9 [IOR = 0.50],
P =0.013; and median OD units = 1.82 [IOR = 0.66], P = 0.048).
Conversely, there was no significant difference in the levels of
IgE against Sm22.6 and SEA between groups. As expected,
levels of specific IgE in both groups were higher than the
median levels of healthy persons, except for IgE against
Sm22.6, in which approximately half of the persons from the
schistosomiasis-endemic area had lower or similar levels com-
pared with healthy persons.

Regarding specific 1gG4 levels, we demonstrated that
infected persons had higher levels of IgG4 against SWAP
(median 3.17 OD units [IQR = 2.11]), Sm22.6 (median = 0.06
OD units [IQR = (.13]), and SEA (median = 3.09 OD units
[IOR = 0.53]) than resdstant persons (median = (189 OD units
[IOR = 2.10], P = 0.013; median = 0.04 OD units [IQR = 0.11],
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Fioure 3. Levels of specific IgE (A-D) and IgG4 (E-H) in the study groups, Bahia, Brazil. Minimum and maximum values, and 25th, 50th, and
75th percentiles are indicated by horizontal lines. Discontinuous horizontal lines indicate median antibody levels of healthy persons. 0.D. = optical
density. Statistical differences between resistant (O) and infected (B) persons are highlighted by asterisks (*F < (L05).

P = 0047, and median = 2.68 OD units [[QR = 0.90], P = 0.0d44),
and leveks of IgG4 against [PSE were dmilar in both groups.

DISCUSSION

The present study describes factors associated with resis-
tance to S. mansoni infection in an endemic area of Bahia,
Brazil. None of the environmental aspects evaluated, such as
place of residence, sanitation at home, occupation, income,
and education, was associated with resistance to infection.
However, we observed a significantly higher Thl and Th2
immune response when PBMCs of resistant persons were
stimulated with S. mansoni antigens such as SEA. Unexpect-
edly, we found that IgE against SWAP and [PSE was lower in
the resistant group than in the infected group. Conversely,
levels of Ig(G4 against SWAP, Sm22.6, and SEA were higher
in susceptible persons.

The risk of acquiring schistosomiasis has been directly asso-
ciated with exposure to infested water, and direct observation
and survey administration are the most efficient methods for
estimating the level of exposure.*® The WCT was obtained for
all participants in this study by an interviewer-administered
questionnaire, which was modified on the basis of observa-
tion of the main activities of the population in previous stud-
ies.**** Although in the study design resistant persons were
matched to infected persons by age, sex, and WCI, it was not
always possible to match closely by WCI. However, = 12 pairs
of persons were well matched and showed a W difference
= 15%, which was reflected in similar WCI ranges observed
in both groups. Furthermore, to reduce the potential effect of
confounding by differences in exposure to water, all analyses
performed were adjusted for WCL

Our results showed no association between infection and
housing parameters, such as number of persons per room or
sanitation, in contrast to what has been reported by other
authors.** Differences in study design may explain these dis-
crepant findings because in this study we selected persons who
were persistently negative for schistosomiasis over time and
compared them with matched infected controlks. Most other

studies have considered resistant persons to be those who had
negative parasite examination results in a small number of
surveys over a short period of follow-up.

We found no association between resistance to infection
and education status or income. This finding is consistent with
other studies that have demonstrated that income was not
an independent factor associated with infection, which sug-
gests that improving income alone may not reduce the rate
of infection.®*' Other studies have shown an inverse corre-
lation between education or income with presence of infec-
tion, *®474*32 bt gur ability to detect such an association was
limited because levels of education and income were relatively
homogeneous in our overall population.

Consistent with our data, studies of host genetics have
demonstrated a low contribution from environmental fac-
tors to the variance of parasite burden* Moreover, = 66% of
the variation in S. mansoni worm burden is caused by a few
host genes™ Therefore, our findings of stronger associations
between resistance to infection and the immune response
against Schistosoma antigens rather than environmental fac-
tors are not unexpected.

Interestingly, the §. mansoni-infected group had a higher
prevalence of other helminth infections, which could not be
explained by their behavior or socioeconomic status. These
results are consistent with what was found in another study*!
which suggested that resistance to Schistosoma infection could
be conferring cross-resistance against other helminth infec-
tions, or that there is a genetic factor associated with resistance
to helminth infections in general. However, we cannot rule out
that the lack of association between epidemiologic data and
resistance to Schistosoma infection could be caused by the
small number of resistant persons found in the schistosomiasis-
endemic area or by geographic factors.

Others factors related to resistance to reinfection in
schistosomiasis-endemic arcas are age and prior treatment for
schistosomiasis. It is hypothesized that drug-dependent kill-
ing of worms in sifu might induce protective immunity against
reinfection by immunizing with newly exposed tegument anti-
gens released from dying worms. The mean life span of
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8 mansoni worms is estimated to be 6-10 years.”” Thus, exposure
to antigens from naturally dying worms in untreated populations
could explain the age-dependent resistance to reinfection. Age
was unlikely to be a confounder in this study because the age of
the resistant persons ranged from 10 to 60 years, and infected
persons were matched by age. Some of the tegument antigens that
are released during parasite death, such as Sm21.6 and Sm22.6,
were tested in this study for a correlation with resistance to infec-
tion. Additonally, SEA and IPSE that are obtained from the
Schistosoma eggs were also tested.

The PBMCs of resistant persons produced higher levels of
IL-5, IL-13, and IFN-v after stimulation with SEA than those
of infectcdzgpersons. as has been found in naturally resistant
persons.”™* Although the resistant persons studied had no
prior history of schistosomiasis and were negative by mul-
tiple screenings, 21 of 23 persons previously received schis-
tosomiasis treatment. This treatment was given in a mass
schistosomiasis treatment program conducted because of the
high prevalence of infection detected in our previous surveys.
Thus, it is plausible that some of these Schistosoma-negative
persons had a low intensity infection by the time they were
treated with praziquantel. Another possible explanation of
this intense immune response detected in the resistant per-
sons compared with infected persons would be the absence of
immune suppression that is mmmcr;lg],' observed in patients
chronically infected with helminths ™ However, it scems not
to be the case in this study because cells from resistant per-
sons were able to produce similar or higher levels of the regu-
latory cytokine IL-10 than celk from infected individuals.

A positive correlation has been described between resis-
tance to reinfection and a high IgE:1pG4 ratio, suggesting that
resistant persons have higher levels of IgE and lower levek of
IgG4 than infected persons.'® 241 Although levels of spe-
cific IgE have been correlated with resistance to infection in
putatively resistant persons,” in the present study, levels of
IgG4 were more likely to be correlated with susceptibility
to infection than IgE with resistance to infection, given that
leveks of specific [gG4 were higher in the infected group and
levels of specific IgE were similar or lower in the resistant
group. Because this was not a prospective study, we cannot
rule out the possibility of IgG4 levels were higher in infected
persons exclusively because of their infection stams, as sug-
sested in epidemiologic studies. ™™ However, it is reasonable
to believe that the presence of specific [pG4 might block a
protective role of IgE in infected persons, which causes them
to be more susceptible to infection than persons with lower
levels of IgG4.

Overall, our data suggest that resistance to Schisiosoma
infection in the studied area is associated with a mixture of
Thl and Th2 cytokine responses and low levels of IgG4 against
5. mansoni tegument and egg antigens. This finding is consis-
tent with available data, which gives support to the idea that
the antigens tested for a schistosomiasis vaccine should be
able to induce Th1 and Th2 responses and some level of regu-
latory molecules to reduce morbidity.
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