MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Programa de Pos-Graduacao em Stricto sensu Medicina Tropical

ESTUDO SOCIOAMBIENTAL DO PARASITISMO INTESTINAL E DA RESPOSTA
IMUNE NA GIARDIASE EM INDIVIDUOS DE AREAS DE VULNERABILIDADE
SOCIAL E SANITARIA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, BRASIL

PHELIPE AUSTRIACO TEIXEIRA

Rio de Janeiro
Marco de 2021



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacado Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de Pods-Graduacdo Stricto sensu em Medicina Tropical

Phelipe Austriaco Teixeira

Estudo socioambiental do parasitismo intestinal e da resposta imune na giardiase
em individuos de areas de vulnerabilidade social e sanitaria do estado do Rio de
Janeiro, Brasil

Tese apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz
como parte dos requisitos para obtencéo do titulo

de doutor em Ciéncias

Orientadora: Dra. Alda Maria Da-Cruz

RIO DE JANEIRO
Marco de 2021



Teixeira, Phelipe Austriaco.

Estudo socioambiental do parasitismo intestinal e da resposta imune na
giardiase em individuos de areas de vulnerabilidade social e sanitaria do
estado do Rio de Janeiro, Brasil / Phelipe Austriaco Teixeira. - Rio de janeiro,
2021.

179 £; il.

Tese (Doutorado) - Instituto Oswaldo Cruz, Pos-Graduagdo em Medicina
Tropical, 2021.

Orientadora: Alda Maria Da-Cruz.
Bibliografia: f. 71-84

1. Parasitoses intestinais. 2. saneamento. 3. giardiase. 4. I-FABP. 5.
ascariase. L. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geracio Automatica de Ficha Catalografica da Biblisteca de Manguinhos/lcict/Fiocraz com oS
dados fornecldos pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Igor Falee Dias de Lima - CRE-7/6930.




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de P6s-Graduacgéo Stricto sensu em Medicina Tropical

AUTOR: PHELIPE AUSTRIACO TEIXEIRA

ESTUDO SOCIOAMBIENTAL DO PARASITISMO INTESTINAL E DA RESPOSTA
IMUNE NA GIARPIASE EM INDIVIDUOS DE AREAS DE VULNERABILIDADE
SOCIAL E SANITARIA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, BRASIL

ORIENTADORA: Dra. Alda Maria Da-Cruz

Aprovado em: 29/03/2021

EXAMINADORES:

Prof. Dr. Filipe Anibal Carvalho Costa (FIOCRUZ) - Presidente
Prof. Dr. Maria Regina Reis Amendoeira (FIOCRUZ)

Prof. Dr. Alexandre Ribeiro Bello (UERJ)

Prof. Dr. Eduardo José Lopes Torres (UERJ) - Suplente

Prof. Dr. Martha Cecilia Suarez Mutis (FIOCRUZ) - Suplente

Rio de Janeiro, 29 de margo de 2021



Mnsuinio da Sadde

Fundagio Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

mmm«mumnm&bmmwam“m
rmuwuuammmmmwmmmmuma
MMMOMMammemmmmWMMom
da tese de douloraso 3cadimeo ratulsds mwmmm
eammmmmw«mamme
mwumamw no Programs de Pés-graduagio em Medens
Tropicai do Fstiule Oswaldo Cruz, come pante d0s fequisitos paea oblengio 6o ko de Doutor
em Ciéngias - meWWWem na linha de pesguisa:
memawmem A ferca examinadors o
constluids peics Profassores: D, Fifpe Anial Carvaho Casts ~ I0CFIOCRUZ (Presidens), Dr.
Alexandre Ribeiro Ballo ~ UERIRY, Dr. Manis Regina Reis Amendtera - |OCFIOCRUZ & cone
suplénas: Dr*. Martha Cecila Sustez Muts - JOCIFIOCRUZ & Dr: Eduanto José Lopes Tomres -
UERIRJ. MMOWQMWOMWWMM
mmMAwawmm auumm
mmupq_w ds cefesa da lese e doutoeado cadimics De scordo
mowﬁmammmnwmmm
Cruz, 8 outorga do tido deDoutor em Ciéncias esté condicionsds & emissio de doaumento
comprabaline 6 conclusBo do curso. Uma vez encenado o exame, o Prescents da Banca atests
& decisio e 8 pentenagio 00 BLNO e de 10005 0 MeNros 48 banca de forms sicrond remota. A
Coordenadaa do Programa Dr*. Vanessa Saiele de Pauls, assinou 8 presente ats tmando
mammmamw Rio 8 Janero, 29 de margo de 2021.

Dr. apemw\ocmmmcamx gﬁ 4

._,_..~

Dr. vmsumhuh(mdokmmx ‘uvu‘.o BT v ot A% Aa

Av. Brasil, 4365 Mangunhaos Rio de Janero RJ Brasi CEP: 21040.350
Contatos: (21) 26621201 / 2562-1293 E-maik sisndmennenacion Soong be Sibe: wiw Socniz befiocansing

iv



Aos meus pais, Elza e José, e aos
meus irmaos, Daniel, Grazielle e
Gleyce.

v



AGRADECIMENTOS

Obrigado a Dra. Alda Maria Da-Cruz (melhor orientadora do mundo) por estar
no lugar certo e na hora certa, me concedendo um espaco para adentrar essa roda
de amigos maravilhosa que esta construida sob sua lideranca. Muito obrigado por

nao desistir de mim!

Agredeco imensamente a Dra.Maria Fantinatti pelo compartilhar de saberes e
pela dedicacdo, paciéncia e investimento nesse trabalho. Sua amizade e parceria
foram cruciais para permitir cada linha escrita nessa tese. Dos desafios a superacao,

nesse mundo que envolve o "cocd", tudo se tornou mais facil e gratificante porque

vocé estava la.

Agradeco ao Dr. Filipe Anibal por toda atencédo e contribuicdo dispensada na

revisao desse trabalho.

Obrigado Monique Pinto por ter sido persistente e ter "segurado na minha
mao" quando eu ja ndo acreditava mais em mim. O futuro dessa linha de pesquisa
no LIPMed conta com a sua contribuicdo. E ndo ha como deixar de parabenizar e
aplaudir o cara mais estudioso que ja conheci nessa vida: Luiz Anténio Pimentel.
Vocé me aturou como ninguém e apesar dos nosses "desastres”, posso dizer que

sem a sua ajuda jamais realizaria esse sonho.

Obrigado Dr. Antbnio Gongalves por ter surgido no momento e lugar certo,

contribuindo com sua sabedoria, cientificidade, genorosidade e amizade verdadeira.

Obrigado Erika Verissimo e Mary pela contribui¢do e apoio técnico, sendo de

grande valia a presenca de VOCés nesse grupo que cresce mais a cada dia.

Obrigado a todos do LIPMed pelo apoio, diverséo e, principalmente, pelo

abraco acolhedor ao longo desses anos.

Muito obrigado aos profissionais, pais, jovens e criangas das instituicbes que

colaboraram para realizacdo desse estudo, sem vocés jamais teria conseguido.
Agradeco ao CNPq e aos membros da Pés-Graduagdo em Medicina Tropical

por todo recurso disponibilizado.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de

Financiamento 001.

Vi



vii

"Se um dia tiver que escolher entre o
mundo e o0 amor lembre-se: se
escolher o mundo ficarA sem o
amor, mas se escolher o amor com

ele vocé conquistard o mundo."

Albert Einstein



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

ESTUDO SOCIOAMBIENTAL DO PARASITISMO INTESTINAL E DA RESPOSTA IMUNE NA
GIARDIASE EM INDIVIDUOS DE AREAS DE VULNERABILIDADE SOCIAL E SANITARIA DO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO, BRASIL

RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Phelipe Austriaco Teixeira

Embora sejam associadas as areas rurais, as enteroparasitoses também constituem um
problema de saude publica nos centros urbanos. Frequentemente, nestas areas, individuos
vivem em condi¢Bes de vulnerabilidade social e a auséncia do poder publico leva a uma baixa
perspectiva de implantagdo de saneamento, fazendo com que as condi¢Bes socioambientais
favorecam a transmisséo de enteroparasitos. Os objetivos desse trabalho foram: a) Caracterizar
a prevaléncia, distribuicdo e perfil etiol6gico do parasitismo intestinal em individuos de areas
urbanas de vulnerabilidade social e sanitéria do estado do Rio de Janeiro, Brasil; b) Identificar se
ha associacdes entre infeccdo por giardia com dano intestinal, de citocinas sistémicas e
comprometimento do desenvolvimento fisico. Foram realizados estudos transversais em duas
localidades: a) Bairro Imbari€é, no municipio de Duque de Caxias; b) Comunidade localizada no
bairro da Tijuca, no municipio do Rio de Janeiro. A taxa de infec¢do por parasitos intestinais
entre pré-escolares de uma creche na Comunidade localizada no bairro Tijuca foi de 41,4%
(36/87). Em Imbarié a frequéncia de parasitoses intestinais foi 23,4% (108/462), e a infec¢éo por
G. intestinlis foi significativamente mais frequente em individuos que consumiam agua de poco
artesiano sem filtragem quando comparados aos individuos que consumiam agua de poco
filtrada [21/65 (32,3%) vs. 3/81 (3,7%)]; razdo de prevaléncia [RP] = 8,7 (2,72-27,96; p <0,001).
Geohelmintos foram detectados em 41 (8,9%) individuos. Observou-se que o uso de agua de
poco sem filtracdo foi associado a maiores taxas de positividade para A. lumbricoides. Nas duas
localidades G. intestinalis e A. lumbricoides foram os parasitos mais frequentes. A analise
qualitativa da percepc¢éo dos profissionais da creche, e dos moradores em Imbari€, constatou
que as parasitoses intestinais sdo problemas recorrentes e habituais nas localidades, sendo
desvelada, principalmente, nos casos de eliminacdo de vermes adultos de A. lumbricoides por
criangas. Foram encontradas duas amostras positivas para G. intestinalis em cées errantes na
comunidade da Tijuca e quatro em Imbarié. Duas amostras de agua de Imbarié foram positivas
para giardia pela técnica de PCR. Esses resultados mostram que tanto a transmissao hidrica
guanto a zoonotica, aliadas a falta de conhecimento sobre os parasitos devem estar impactando
nas altas taxas de prevaléncia de giardia nessas localidades. A infeccdo por giardia nos pré-
escolares foi associada ao aumento dos niveis plasmaticos de proteina ligadora de acidos
graxos intestinais (I-FABP), reducéo dos niveis de IL-8 e tendéncia ao aumento de IL-17. Houve
correlacdo positiva entre os niveis de I-FABP e IL-17, assim como o TNF, sugerindo que o dano
epitelial pode estar relacionado a producéo de citocinas durante a giardiase. Esses resultados
mostram que a ruptura da barreira intestinal também ocorre por dano direto ao endotélio, e
apontam para uma possivel associacdo entre alteracdo de resposta imune e prejuizo do
desenvolvimento fisico. Os resultados salientam a necessidade do fortalecimento de politicas
publicas e melhoramento das condicbes sociossanitarias no enfrentamento das infeccbes
parasitarias para reduzir o impacto na salde das "popula¢des negligenciadas".

Palavras-chave: Parasitoses intestinais, saneamento, giardiase, ascariase, |-FABP.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Phelipe Austriaco Teixeira

Although they are associated with rural areas, intestinal parasites are also a public health
problem in urban centers. Often, in these areas, individuals live in conditions of social
vulnerability and the absence of public authorities leads to a low perspective of implementing
sanitation, causing the socio-environmental conditions to conducive to the transmission of
intestinal parasites.The objectives of this work were: a) To characterize the prevalence,
distribution and etiological profile of intestinal parasitism in individuals in an urban area of
social and health vulnerability in the state of Rio de Janeiro, Brazil; b) Identify if there are
associations between infection by giardia with intestinal damage, systemic cytokines and
impaired physical development. Cross-sectional studies were carried out in two locations: a)
Imbarié, in the municipality of Duque de Caxias; b) Community located in the Tijuca
neighborhood, in the municipality of Rio de Janeiro. The rate of infection by intestinal
parasites among preschoolers in a daycare center in the Community located in the Tijuca
neighborhood, was 41.4% (36/87). In Imbarié the frequency of intestinal parasitosis was
23.4% (108/462), and infection by G. intestinlis was more frequent in people who consumed
water from an artesian well without filtration [21/65 (32.3%) vs. 3/81 (3.7%)]; prevalence ratio
[PR] = 8.7 (2.72-27.96; p <0.001). Geohelminths were detected in 41 (8.9%) individuals. It
was observed that the use of well water without filtration was associated with the highest
rates of positivity for A. lumbricoides. In the two localities G. intestinalis and A. lumbricoides
were the most frequent parasites. A qualitative analysis of the perception of daycare
professionals, and of the residents in Imbarié, found that intestinal parasites are recurrent
and common problems in the localities, being revealed, mainly, in the cases of elimination of
adult worms of A. lumbricoides by children. Two positive evaluations were found for G.
intestinalis in stray dogs in the Tijuca community and four in Imbarié. Two hydro plants of
Imbarié water were positive for giardia by the PCR technigue. These results show that both
water and zoonotic transmission, combined with the lack of knowledge about the parasites,
should be impacting the high rates of giardia prevalence in these locations. Infection with
giardia in preschoolers was associated with increased plasma levels of intestinal fatty acid-
binding protein (I-FABP), reduced levels of IL-8 and a tendency to increase IL-17. There was
a positive correlation between the levels of I-FABP and IL-17, as well as TNF, suggesting
that epithelial damage may be related to the production of cytokines during a giardiasis.
These results show that the rupture of the intestinal barrier also occurs due to direct damage
to the endothelium, and point to a possible association between altered immune responses
and impaired physical development. The results highlight the need to strengthen public
policies and improve socio-sanitary conditions in the fight against parasites to reduce the
impact on the health of "neglected populations".

Keywords: Intestinal parasites, sanitation, giardiasis, ascariasis, |-FABP.
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APRESENTACAO

Esta tese teve seus resultados organizados em dois estudos elaborados de
maneira independentes, mas complementares, sobre parasitoses intestinais, com

destaque para giardiase.

O primeiro estudo tem o titulo de “Estudo socioambiental da infeccédo por
enteroparasitos em areas de vulnerabilidade social e sanitaria do estado do Rio de
Janeiro, Brasil” e tem como objetivo a caracterizagcdo da prevaléncia, distribuicdo e
perfil etiolégico do parasitismo intestinal em individuos de duas localidades com
deficiéncias sociossanitarias no estado do Rio de Janeiro. Dados parciais dessa
parte da pesquisa foram submetidos a revista cientifica Journal of Tropical Medicine
sob o titulo "Water management and intestinal parasitism in a periurban community in

Rio de Janeiro state, Brazil".

O segundo estudo foi intitulado “A giardiase altera os niveis de proteina
ligante de &cidos graxos intestinais (I-FABP) e de citocinas plasméticas em criancas
no Brasil” e objetiva a identificacdo da relacdo entre os danos aos enterdcitos e as
alteracdes nas respostas imunolégicas em criancas infectadas com Giardia
intestinalis que vivem em uma favela urbana do Rio de Janeiro, sendo os resultados
publicados na revista cientifica Pathogens sob o titulo " Giardiasis Alters Intestinal
Fatty Acid Binding Protein (I-FABP) and Plasma Cytokines Levels in Children in

Brazil".



1. INTRODUCAO

As parasitoses intestinais possuem elevada prevaléncia, principalmente er..
paises em desenvolvimento e com baixa cobertura de saneamento. A Organizagao
Mundial da Saude (OMS) recomenda acfes multidisciplinares e intersetoriais para
diminuicdo da prevaléncia de enteroparasitoses. Essas acfes incluem educacédo em
saude, diagnostico e tratamento, que necessitam estar alinhados a melhoria das
condi¢cdes ambientais. Entretanto, a distribuicdo adequada do saneamento bésico
nos paises em desenvolvimento perpassa entraves politicos e governamentais para

atender toda a populacédo (OMS, 2012).

No mundo, estima-se que a infeccdo por parasitoses intestinais atinge 3,5
bilhdes de individuos, desencadeando complicagbes em aproximadamente 450
milhdes. Ascaris lumbricoides possuiu uma estimativa de infeccdo global em torno
dos 819 milhdes (Pullan et al. 2014). Entre os protozoarios, calculam-se cerca de 280
milhdes de casos registrados por ano de infeccdo por Giardia intestinalis e uma
prevaléncia superior a 50% em paises em desenvolvimento (Lane, 2002, OMS, 2005,
CDC, 2021).

Nesse contexto, as parasitoses intestinais ndo devem ser negligenciadas,
apesar da diminuicdo das frequéncias de infeccbes que pode estar associada a
melhorias na qualidade de vida decorrente do processo de urbanizacdo. Entretanto,
existem consequéncias conhecidas e desconhecidas provocadas por essas doencas,
que afetam principalmente os paises em desenvolvimento, uma vez que estes
permanecem vivendo com esse problema néo invisivel, mas que se tornou por vezes

subestimado, em especial nas esferas sociais mais vulneraveis (Alves et al. 2017).

Dessa forma, o elo que envolve a dindmica: pessoa, tempo e lugar, no
contexto das parasitoses intestinais, torna-se relevante de ser compreendido, a fim
de subsidiar a criagdo e implementacdo de politicas publicas efetivas, especialmente
em locais onde opera a vulnerabilidade social e sanitaria, ou seja, onde vivem as

pessoas negligenciadas.



1.1. Parasitoses intestinais: um problema de salde publica de "pessoas

negligenciadas"

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) séo definidas pela OMS como um
grupo de doencas transmissiveis comuns em 149 paises, acometendo mais de um
bilhdo de pessoas e que custam bilhdes de dolares aos paises em desenvolvimento
anualmente. As caracteristicas comuns dessas doencas sdo: um correlato da
pobreza e da desvantagem; afetam populacdes que tém baixa visibilidade e pouca
voz politica; ndo se disseminam amplamente; provocam estigma e discriminacao,
principalmente de meninas e mulheres; tém impacto importante sobre morbidade e
mortalidade; s&o relativamente negligenciadas pelas pesquisas; podem ser
controladas, evitadas e possivelmente eliminadas pelo emprego de solucdes eficazes
e factiveis.Além disso sdo negligenciadas em investimentos e em medidas de
controle como vacinas e medicamentos. Essas doencas afetam principalmente as
populac6es com maior risco de vulnerabilidade social e sanitaria, ou aquelas com

maior contato com animais domésticos ou gado (OMS, 2010).

Nesse contexto, pode-se entender as doencas negligenciadas como doencas
de "pessoas negligenciadas": 'pessoas devastadas pela pobreza', com saneamento
deficitario e com pouca ou nenhuma perspectiva de mudanca sobre suas condi¢cdes

de vida.

Assim, corrobora o entendimento de Oliveira (2018, p. 2300) ao concluir sobre
a necessidade de se olhar para o individuo além da doenca, mas em seu proprio

contexto de realidade:

Portanto, atentar para colagens discursivas entre termos como ‘negligéncia’
e ‘doencgas ftropicais’, fornece meios para pensar criticamente sobre
iniciativas globais e suas tradugbes em politicas nacionais e suas
repercuss6es em vidas humanas. A nocdo de negligéncia tem que ser
assumida, ndo apenas em termos de doengas, mas também de pessoas e
seus corpos. S&o doencas negligenciadas, pois que de pessoas

negligenciadas. Reconhecer a verdadeira dimensdo da negligéncia deve
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pressupor questionar criticamente racionalidades que informam modos de
operar politicas que, a despeito de indiscutiveis avancos em termos de
salide publica, mantém regras e contornos nos marcos da subalternidade e

da dependéncia.

Adentrando especificamente o mundo das parasitoses, a OMS nao
contemplou as doencas protozooses entéricas como negligenciadas, como a
giardiase e a amebiase, se restringindo as helmintiases transmitidas pelo solo:
ancilostomiase, ascaridiase e tricuriase. A estratégia recomendada e difundida pela
OMS no controle dessas geo-helmintiases foi pensada no uso da "medicacéo
preventiva", cujo racional baseia-se na administracdo de anti-helminticos em dose

Unica e em massa, atendendo a grupos prioritarios (OMS, 2010).

Savioli, Smith e Thompson em 2006 ja afirmavam a necessidade da inclusédo
de protozoarios entéricos, como Giardia spp e Cryptosporidium spp, no rol das
doencas negligenciadas com objetivo de aumento e compartihamento de
informacdes que levassem a maior efichcia das estratégias de controle. Os
respectivos autores mencionam que a infeccdo causada por esses protozoarios
foram incluidas em setembro de 2004 na 'Iniciativa de Doencas Negligenciadas', em
uma perspectiva de que os métodos moleculares produzissem informacfes sobre
biologia, epidemiologia e interacdes entre esses agentes infecciosos (Savioli, Smith e
Thompson, 2006).

Para o enfrentamento do problema das enteroparasitoses no Brasil, 0
Ministério da Saude brasileiro publicou em 2005 o Plano Nacional de Vigilancia e
Controle das Enteroparasitoses, tendo como objetivo principal a reducdo da
prevaléncia, morbidade e mortalidade por enteroparasitoses no pais. Entretanto, este
plano ndo contemplou os protozodrios intestinais, como G. intestinalis e Entamoeba

histolytica, nem mencionou outros grupos de protozoarios, como 0s cocideos.



Apesar das infeccbes pelos protozoarios entéricos constituirem causas
significativas de diarreia e distarbios nutricionais em contextos comunitarios de
subdesenvolvimento, o Brasil, encampado pelas recomendacdes internacionais,
desde o ano 2013 vem realizando o "tratamento profilatico" a fim de reduzir a carga
parasitaria das geo-helmintiases. A estratégia vem sendo adotada para a populacao
de 5 a 14 anos de idade, durante as Campanhas Nacionais Integradas que incluem
as verminoses (Brasil, 2018b). Acbes que corroboram o negligenciamento no
enfrentamento das infec¢des pelos protozoérios supracitados.

Destaca-se que o Brasil € um pais de imensos contrastes e desigualdades
sociais, com polos de riqueza e pobreza extrema. Diversas estratégias vém sendo
implementadas ao longo dos anos com o objetivo de mitigar a desigualdade, pelo
menos nas classes econdmicas mais baixas. Como por exemplo os programas de
protecado social e transferéncia de renda iniciados na década de 90, a implementacao
do Programa Bolsa Familia (2003) e Plano Brasil sem Miséria (2011), além da
reestruturacdo da atencdo basica com a Estratégia de Saude da Familia (2006).
Entretanto, esses planos sociais necessitam estar alinhados as melhorias das
condicGes ambientais e investimentos no saneamento, a fim de diminuir a carga
parasitaria no ambiente e mitigar as possiveis rotas de transmissdo. Nesse contexto,
a eliminacao/reducdo das parasitoses intestinais pode ser pensada como uma
esperanca, onde had muito a se desbravar nas estratégias governamentais e
abordagens intersetoriais, multi e transdisciplinares diante das pessoas

negligenciadas.

1.2. Giardiase

A giardiase, doenca causada pelo protozoario entérico Giardia spp que
parasita humanos e diversos outros vertebrados, possui ampla distribuicdo mundial e
afeta principalmente populacdes que residem em areas com deficiéncias sanitérias.
Esta doenca esta entre as principais causas de diarreia aguda, especialmente no

publico infantil ou com comprometimento do estado imunoldgico, sendo referida
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como causa de deficiéncia no crescimento infantil (Thompson e Ash 2019, Certad et

al. 2017, Rogawski et al. 2018, Fantinatti et al. manuscrito em preparacao).

Esse parasito apresenta duas formas: cistos e trofozoitos. A infeccdo é
zoonGtica e ocorre a partir da ingestdo de cistos em &gua ou alimentos
contaminados, assim como pela via fecal-oral direta por meio de méos ou objetos
contaminados. No intestino delgado, apds o desencistamento, ha liberacdo de dois
trofozoitos a partir de cada cisto. Os trofozoitos se multiplicam assexuadamente e
permanecem no intestino delgado. Ocorrerd encistamento quando os parasitos se
deslocarem ao célon, sendo eliminados nas fezes, ja capazes de infectar novos
hospedeiros (CDC, 2021).

;leamlnahcn of water, food, or
{ hands/fomites with infective cysts.

Trophozoiles are also
passed in stool but
they do not survive in
the environment, e
oy

M\ = infective S1age
A= Diagnostic Stage

Figura 1.1: Ciclo de vida de Giardia intestinalis
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Segundo Certad et al. (2017), os resultados do Global Enteric Multicenter
Study (GEMS) demonstram que a giardiase causa diarreia aguda principalmente em
criancas menores de cinco anos. Além disso, G. intestinalis € o protozoério
responsavel por 35,1% dos surtos de diarreia ocasionados por dgua contaminada,
fato que sugere que a disseminacao deste parasito esteja intimamente relacionada a
transmissao hidrica (Baldursson e Karanis 2011). Por tratar-se de uma zoonose, 0
contato com animais também é considerado um fator de risco para a infecgéo por G.

intestinalis.

No Brasil, os estudos da prevaléncia de G. intestinalis sdo realizados de
maneira pontual e, principalmente com o pubico infantil. O parasitismo é
frequentemente relatado, com prevaléncias variando de 4,9% a 96,6% (Matta-Santos
et al. 2013, Lima Junior, Kaiser e Catisti, 2013, Fantinatti et al. 2020). Apesar do
problema de saude publica que apresenta, a giardiase permanece como uma doenca
negligenciada no pais, ndo figurando na lista de doencas de notificacdo obrigatoria,

por exemplo (Coelho et al. 2017).

Os estudos de caracterizagdo molecular de G. intestinalis, espécie que infecta
humanos e outros mamiferos, permitiram ampliar o entendimento do comportamento
desse agente e suas possiveis rotas de transmissdo. Existem diferentes alvos
génicos utilizados para diferenciacdo dos genétipos ou até mesmo de espécie desse
parasito, como 0s genes que codificam as proteinas glutamato desidrogenase (gdh)
e beta-giardina (B-giardina) (Lujan e Svard 2011). Entretanto, ha possibilidade de néo
amplificacdo ou até mesmo discordancia na caracterizacdo dos gendtipos de acordo

com o alvo génico escolhido (Ryan e Caccio 2013).

A espécie G. intestinalis apresenta-se dividida em genotipos classificados de
A a H, de acordo com a especificidade pelo hospedeiro e caracteristicas moleculares
(Monis et al. 1999, Thompson et al. 2000, Lasek-Nesselquist et al. 2010, Feng e
Xiao, 2011).

Os genodtipos A e B infectam humanos e outros hospedeiros mamiferos e séo

considerados potencialmente zoondticos. Embora os gendétipos C, D, E, F, G e H
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sejam considerados hospedeiro-especificos, muitas duvidas pairam sobre a
classificacdo, em virtude da caréncia de estudos de caracterizacdo molecular.
Embora esta divisdo seja a estabelecida até os dias de hoje, a caracterizacao
genotipica de G. intestinalis ainda ndo se encontra totalmente consubstanciada.
Estudos recentes vém demonstrando a infeccdo de alguns gendtipos em
hospedeiros néo identificados previamente. O gendtipo E, por exemplo,
recentemente foi descrito em coelhos e (Qi et al 2015), e o gendtipo F, no entanto, foi
descrito em bovinos (Cardona et al. 2015). Nosso grupo identificou de forma
inequivoca a presenca do genétipo E em criancas de uma creche no Rio de Janeiro
(Fantinatti et al. 2016) e apontou para a possibilidade de um novo ciclo zoonadtico
envolvendo animais biungulados, como cavalos, bois, porcos, entre outros. Este

mesmo gendtipo também foi identificado na Austrélia (Zahedi et al 2017).

A giardiase esta presente em todas as cinco regides brasileiras: Sudeste, Sul,
Nordeste, Norte e Centro-Oeste com achados de maior prevaléncia na regido
Sudeste (Coelho et al. 2017, Fantinatti et al 2020). Embora o Rio de Janeiro esteja
entre os estados mais populosos, faltam estudos avaliando a prevaléncia de

giardiase, revelando uma lacuna epidemioldgica e cientifica.

No contexto antropozoonoético, os estudos de genotipagem de Giardia em
animais com perfil doméstico no Brasil sdo escassos, portanto, esse perfil de
transmissdo ainda € uma realidade desconhecida. Ao realizar revisdo em 2019,
Austriaco-Teixeira, Oliveira e Fantinatti (2019) encontraram apenas nove trabalhos
sobre o estudo de genotipagem em cdes e gatos, em sua maioria realizados na
regido Sudeste brasileira. A figura 1 mostra a distribuicdo dos genotipos relatados em

cdes conforme o local de estudo.
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Figura 1.2: Mapa ilustrativo da distribuicdo dos genétipos de Giardia intestinalis identificados em cées no
Brasil. A: Genotipagem usando o alvo gdh; B: Genotipagem usando o alvo B-gia; C: Genotipagem usando o alvo
tpi. Os balBes sdo identificados por cor de acordo com o gendtipo identificado. Laranja: A; Amarelo: B; Azul: C;
Verde: D; Violeta; E.

Fonte: Austriaco-Teixeira, Oliveira e Fantinatti, 2019.

Dessa forma, a distribuicdo da giardiase esta condicionada as multiplas fontes
de infeccéao, interligadas pela contaminacdo ambiental com fezes, possivelmente de
origem humana e de outro animal, o que remonta a necessidade de saneamento,

acesso ao diagnostico e tratamento adequado de infec¢bes (Coronato-Nunes, 2016).

1.3. Aspectos imunoldgicos na giardiase

A imunidade contra parasitos € estabelecida gradualmente ao longo do tempo
por meio das exposicdes aos seus determinantes antigénicos, ocorrendo
complicacBes especialmente em criancas, pois possuem sistema imunolégico
imaturo (Littman et al. 2010).

Na giardiase, os trofozoitos de G. intestinalis colonizam a superficie luminal do
intestino delgado e se fixam as células epiteliais intestinais (IEC). Acredita-se que a
doenca ocorra devido ao dano a barreira epitelial, mediado tanto pelo parasito quanto

pela resposta imune. O rompimento das jungbes comunicantes estreitas, o



encurtamento das microvilosidades, a permeabilidade epitelial e a alteracdo da

motilidade intestinal tém sido observados (Fink e Singer, 2017).

Na colonizacdo de G. intestinalis do intestino delgado, a permeabilidade
aumenta e pode resultar em translocagdo microbiana. As células imunes inatas
tornam-se ativadas e iniciam as respostas adaptativas. Ndo sédo claros quais
mecanismos estao envolvidos na ativacao das respostas e, além de IL-6, as citocinas
gue impulsionam o desenvolvimento da resposta adaptativa sdo desconhecidas. As
respostas adaptativas incluem a producéo de IgA, IL-17 e ativagéo de células TCD8*,
gue contribuem para protecdo. Em resposta a IL-17, as IECs transportam IgA para o
[imen, impactando na protecdo contra G. intestinalis e na microbiota. A ativacdo de
células TCD8* induzem manifestacbes patolégicas, como encurtamento de
microvilosidades e reducdo da atividade de dissacaridase, enzima responsavel por
romper os dissacarideos nos monossacarideos, como parte do processo da digestao
(Fink e Singer, 2017) (Figura 1.3).
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Figura 1.3: As multiplas fun¢gdes das células epiteliais
intestinais durante as infeccdes por Giardia intestinalis
Fonte: Fink e Singer, 2017, pp.20.



Varios estudos analisaram citocinas na giardiase murina € um consenso se
formou sobre a importancia da IL-17 para a imunidade protetora (Singer 2015). Em
pacientes adultos que se recuperaram da giardiase, a IL-17 foi regulada
positivamente quando as células T CD4* de memoria efetoras foram reestimuladas in
vitro com antigenos de Giardia (Saghaug et al. 2015). No entanto, os papéis de
outras citocinas na patogénese da giardiase ndo sdo claros, e poucos estudos

abordaram essa questdo em humanos (Babaei et al. 2016, Pacheco et al 2019).

Os metabdlitos secretados por Giardia, juntamente com as citocinas e as
respostas de células T citotdxicas estdo relacionados ao dano epitelial e a apoptose
de enterdcitos (Queixo et al, 2002, Liu et al. 2018). No entanto, ndo se sabe se 0s
enterdcitos sdo diretamente danificados. A proteina de ligacdo aos &cidos graxos
intestinais (I-FABP) é uma proteina intracelular que atua no metabolismo dos acidos
graxos de cadeia longa e €& abundantemente expressa no citosol das células
epiteliais da mucosa do intestino delgado. Os niveis plasméaticos aumentados de |-
FABP foram associados a lesdes especificas do intestino em varias doencas (Peoc'h
et al. 2018), no entanto, ndo se conhece associacao entre I-FABP, e, portanto, dano

direto de enterdcito, e giardiase.

1.4. Ascariase

A ascariase € uma geo-helmintiase causada pelo Ascaris lumbricoides, pode
ser uma doenca silenciosa, sem apresentar evidéncias clinicas de infeccéo.
Entretanto, alguns casos, sobretudo os associados a alta carga parasitaria, podem
evoluir com complicacbes graves como a oclusdo intestinal (Brasil, 2018b; CDC,
2021).

A infecc@o por esse parasito ocorre a partir da ingestao de ovos embrionados
presentes que podem ser inalados com a poeira ou ingeridos em agua ou alimentos
contaminados. Ao serem deglutidos, as larvas eclodem dos ovos e invadem a
mucosa intestinal e vao para pulméo por meio da circulacao sistémica. Nos pulmdes,
as larvas amadurecem e ap0s penetrar os alvéolos migram para arvore bronquica,
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onde sao deglutidas. No intestino delgado, as larvas se desenvolvem em vermes
adultos. Cerca de dois meses apés a ingestdo dos ovos, a fémea realiza a
ovoposicao, eliminando aproximadamente 200.000 ovos por dia, que saem junto as
fezes do hospedeiro, ainda néo infecciosos. Em condi¢cdes ambientais favoraveis
(solo umido, quente e sombreado) os ovos se tornardo infecciosos apds 18 dias. Os

vermes adultos podem viver até dois anos (Neves, 2016; CDC, 2021) (Figura 1.4).
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avermes adultos; °Ovos ndo infectantes; oOvos férteis; olngestéo de ovos
férteis; olarvas invadem a mucosa intestinal e sdo transportadas pelo circulagéo portal

e, em seguida, pela circulacao sistémica para os pulmdes; °As larvas amadurecem
ainda mais nos pulmdes (10 a 14 dias), penetram nas paredes alveolares, sobem pela

arvore brénquica até a garganta; ¥ larvas sao deglutidas.

Figura 1.4: Ciclo de vida de Ascaris lumbricoides
Fonte: CDC, 2021.
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A Organizacdo Panamericana da Saude/OMS estima que 820 milhdes de
pessoas estejam infectadas por A. lumbricoides no mundo (OPAS, 2018). No Brasil,
a ascariase possui ampla distribuicdo, ocorrendo principalmente nas zonas rurais e
periferias urbanas que vivem a auséncia ou deficiéncia de saneamento (Brasil,
2018a).

Em revisdo realizada nos anos de 2009 e 2010, acerca da prevaléncia de
parasitoses intestinais em escolares de diferentes cidades brasileiras, os autores
mostraram que as regides Norte e Nordeste possuem as mais elevadas frequéncias
de infeccdo e que o helminto mais encontrado em todas as regides é o A.

lumbricoides (Menezes, Medeiros e Dani, 2012).

O Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e Geo-
helmintoses (INPEG), o primeiro com abrangéncia em todos os estados brasileiros,
realizado em 197.564 escolares de 7 a 17 anos, mostrou uma prevaléncia de 6,0%
de infec¢éo por A. lumbricoides, sendo o parasito encontrado em amostras de 11.531
escolares. Nas regides Norte e Nordeste foram encontradas as maiores taxas de
positividade: Amazonas (19,14%), Maranhao (17,49%), Alagoas (14,26%), Sergipe
(12,86%) e Para (11,78%). Nos outros estados destas regifes, a positividade ficou
em torno de 5%, com excecdo de Roraima (0,71%) e Rondénia (0,88%). No Rio de
Janeiro, Parana, Santa Catarina em torno de 5%, em Minas Gerais 1,43% e, no
Espirito Santo 2,73% (Brasil, 2018b). Na Figura 1.5 estdo representados o0s
municipios examinados e as taxas de positividade para ascariase encontradas no
INPEG.
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Figura 1.5. Distribuicdo da ascariase segundo o INPEG 2010/2015

O INPEG aponta que houve uma expressiva diminuicdo da prevaléncia das
geo-helmintiases quando comparadas as taxas de inquéritos anteriores realizados no
Brasil nos anos de 1916 e 1940-1951, decrescendo mais de 90% em 1947 para

aproximadamente 9% em 2015, uma reducéo superior a dez vezes (Brasil, 2018b).

Apesar da infeccdo pelo A. lumbricoides cursar em muitos casos como
assintomatica, quando ha elevada carga parasitaria, 100 ou mais vermes, pode
ocorrer déficit nutricional do hospedeiro e complicacdes como obstrucdo intestinal.
As oclusdes intestinais sdo quadros graves, que podem culminar com a necessidade
de realizacdo de cirurgias de emergéncia, podendo inclusive levar o paciente ao
Obito (Neves, 2016; CDC, 2019).

Apesar da ascariase ndo ser uma doenga de notificagdo compulséria no
Brasil, os Obitos que possuem como causa a geo-helmintiase podem ser
13



encontrados no Sistema de Informacfes Sobre Mortalidade. No periodo de 1996 a
2016 foram notificados 906 6bitos na Categoria CID-10: B77 Ascaridiase, conforme a
Figura 1.3, o que pode ser considerado alarmante para uma doencga prevenivel e

facilmente tratavel.

Numero de 6bitos notificados

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2008 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Ano de notificacio

Figura 1.3. Obitos por ascaridiase notificados no Sistema de Informagées sobre
Mortalidade, no Brasil, no periodo de 1996-2016.
Fonte: MS/SVS/CGIAE - Sistema de Informacfes sobre Mortalidade — SIM

Como pode ser observado, houve queda no numero de notificacdo de oObitos,
assim como reducao na frequéncia da doenca nas estimativas nacionais. Apesar
dessa reducdao, fica constatado que os Obitos decorrentes da infeccdo ainda fazem
parte da realidade brasileira h4 mais de duas décadas, um legado que corrobora a
implementacéo de acbes nas esferas sanitarias e de acesso aos servicos de saude

para eliminacdo/reducdo desse problema de saude publica.

Mesmo com ampla distribuicéo e elevadas frequéncias do parasito nos paises
em via de desenvolvimento, os estudos de epidemiologia molecular sobre
A. lumbricoides sé@o escassos. S&o recentes as informacdes genéticas completas do

seu genoma mitocondrial depositados no GenBank (Nejsum et al. 2017).
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Cabe destacar que na literatura ha discusséo sobre o potencial zoondtico da
ascariase. Portanto, as ferramentas moleculares podem ajudar no entendimento das
caracteristicas genéticas e ampliar o conhecimento para subsidiar estratégias de
controle desse agente infeccioso (Criscione et al. 2007, Scott, 2008, Sadaow et al.
2018).

Por sua vez, ha numeros significativos de estudos sobre ascariase no Brasil,
entretanto a epidemiologia molecular do parasito ainda é pouco explorada. Estudos
recentes tém colocado em pauta a discussao sobre as diferencas genéticas entre A.
lumbricoides e A. suum (lfiguez et al. 2012, Silva-Alves et al. 2016, Monteiro et al.
2019).

Diferentes alvos génicos tém sido utilizados no estudo molecular de Ascaris
sp., como a regido ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1), cytochrome c oxidase
subunit 1 (cox1) e NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl) (Zhu et al. 1999; Peng et
al. 2003; Peng et al. 2005). Entretanto, Leles et al. (2010) apontam problemas no
trabalho com o alvo da regido ITS1, pois encontraram alta variabilidade intra-
individuo em isolados de Ascaris sp. do Brasil.

Portanto, estudos epidemiologicos e moleculares de A. lumbricoides podem
fortalecer o entendimento e dinAmica de dispersédo desse helminto e servir de base
para criacao de planos estratégicos de controle ambientais, que somados aos planos

recomendados atualmente, facilitaria a eliminacdo/reducédo da ascariase.

1.5. Prevencéo e Controle das Enteroparasitoses

A prevencdo e o controle das enteroparasitoses sdo condicionadas a trés
elementos principais: saneamento, tratamento dos individuos infectados e educacao

em salde.

O tratamento, ainda que direcionado aos individuos infectados, por si s6, ndo
elimina o problema da perpetuacao da transmissao, tendo em vista a dispersao dos

enteroparasitos no ambiente e em outros animais. Portanto, ainda que se tenha uma
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correlacdo inversa entre a distribuicio de medicamentos e a prevaléncia do
parasitismo intestinal, os individuos em éareas de vulnerabilidade sanitaria podem
estar sujeitos a reinfeccdo, ou seja, viver uma condicdo ciclica de infecgéo-
tratamento-cura-nova infecgéo (Frei, Juncansen e Ribeiro-Paes, 2009). Assim, nem
sempre um comprimido, como ocorre no enfrentamento das geo-helmintiases, pode
ser a solucdo de um problema que estad além de "ter ou ndo ter o parasito” em

determinado momento.

Nesse contexto, quando ndo héa perspectiva de mudangas, principalmente em
relacdo as condicdes de moradia, nas quais se inclui o acesso a agua potavel,
regular coleta de lixo e esgotamento sanitario, a educacdo em saude representa uma
ferramenta eficiente na difusdo de praticas higiénicas. A educacdo em saude pode
mitigar o risco a infeccdo por parasitoses intestinais, mas tratar-se-a de medida
paliativa se os investimentos nas demais esferas (saneamento e acesso a saude)
nao forem contemplados também como medidas prioritarias no enfrentamento das

enteroparasitoses (Austriaco-Teixeira, 2016, Austriaco-Teixeira et al. 2020).

Cabe destacar que as acbes educativas em salde necessitam olhar as
"pessoas negligenciadas" em seus diferentes contextos socioculturais, respeitando
as peculiaridades locais e individuais, além do grau de instrucédo e formacao escolar
da populacdo. Abordagens educativas eficientes proporcionardo, além da mudanca
nos habitos do individuo assistido, o disseminar das informa¢Bes dentro do seu
nucleo familiar e estendido ao grupo no local onde vive (Neto et al. 2009, Uchoa et

al. 2009).

O controle de agentes infecciosos em animais € outro fator a ser considerado
no controle da disseminacdo de enteroparasitos. Sabendo do potencial zoondético
dessas infeccdes, torna-se salutar a vigilancia epidemiolégica com diagndstico e
tratamento dos animais que podem servir como disseminadores das parasitoses

intestinais aos humanos.

Com caracteristica de pais em desenvolvimento, o Brasil € um local que
comporta fatores que dificultam o controle desse potencial zoonatico, nos quais estao
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incluidos: dificuldade econbmica da populacdo para acesso aos médicos
veterinarios, principalmente as com baixa renda; conscientizacéo da populacao sobre
0 problema que representam as parasitoses intestinais e o préprio desconhecimento
sobre o carater antropozoonotico dessas infeccdes; inexisténcia de programas
governamentais de controle para animais, e o grande nimero de animais errantes e
com estreito vinculo humano (Serra et al. 2003, Vasconcelos et al.2006, Fiuza et al.
2008, Balassiano et al. 2009).

O saneamento aparece como um dos elementos chaves ndo s6 no
enfrentamento das parasitoses intestinais, mas diante de tantas doencas infecciosas
relacionadas a agua e esgotamento sanitario. A deficiéncia desse servico é
mencionada como grave ameaca a saude humana pela OMS, pois causa a morte de
milhdes de pessoas anualmente. Estima a OMS que aproximadamente 90% das
mortes por diarreia sdo causadas pelo saneamento inadequado, sendo 80% em
criancas (OMS, 2017).

No Brasil, as sindromes diarreicas e as verminoses sao as duas doencas
citadas com maior frequéncia pelos municipios como causas de endemias
relacionadas ao saneamento. Estas estdo associadas a ingestdo de agua e de
alimentos contaminados com fezes e, portanto, fortemente vinculadas as condi¢cdes

de saneamento basico (IBGE, 2018).

Apesar do impacto das enteroparasitoses nas populacdes sob risco, 0s
estudos sobre aspectos sociais, epidemioldgicos, clinicos e terapéuticos das
parasitoses intestinais sédo insuficientes, especialmente no Brasil (Andrade et al.
2010).

Este fato, aliado a falta de padronizacdo ou indisponibilidade de um exame
coproparasitolégico que seja sensivel o suficiente para detectar as diferentes formas
evolutivas de helmintos e protozoarios, dificulta o reconhecimento da dimensao
destas infec¢des na populagcdo. Por meio do Plano Nacional de Vigilancia e Controle
das Enteroparasitoses, o Brasil tracou em seus objetivos a identificacdo dos

principais fatores de risco associados as parasitoses intestinais, assim como o0
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conhecimento sobre o comportamento epidemiolégico das doencas quanto ao
agente etiologico, pessoa, tempo e lugar, agente, hospedeiro e meio ambiente
(Brasil, 2005). Aliado ao plano, no ano de 2011, o Ministério da Saude definiu um
conjunto de doengas para acles estratégicas de enfrentamento e controle com a

criacao do Plano Integrado de Acdes Estratégicas.

Entretanto, as acdes elencadas nos respectivos projetos privilegiam o
tratamento populacional em massa e sdo direcionadas exclusivamente as
helmintiases, desconsiderando o impacto das parasitoses intestinais provocadas por
protozoarios (Brasil, 2005, Brasil, 2013, Brasil, 2015, Brasil, 2017).

1. 6. Parasitoses Intestinais e Saneamento Basico no Brasil

O saneamento basico possui marco regulatério no Brasil por meio da Lei do
Saneamento (Lei N° 11.445/2007), sendo o saneamento definido em uma visdo
ampla associada aos aspectos de salude e do meio ambiente natural e construido:
servicos de abastecimento de agua, esgotamento sanitario e tratamento dos
efluentes, coleta e destinacéo final dos residuos sélidos, drenagem urbana e controle
de vetores (Brasil, 2007).

Existem grandes diferencas relacionas a cobertura do saneamento basico nas
regides brasileiras. As regides Norte e Nordeste sdo as que possuem localidades
com mais baixo indice de desenvolvimento humano, sendo as mais necessitadas de
investimentos na area (Brasil, 2018; Paiva e Souza, 2018), "coincidentemente"
também sdo as regibes com as mais elevadas prevaléncias de parasitoses

intestinais.

Estudo realizado na Bahia mostrou o impacto positivo de um programa de
saneamento na reducdo da prevaléncia das parasitoses intestinais. Houve uma
reducédo de 24,4% para 12,0% na frequéncia da infeccdo por A. lumbricoides e de

14,1% para 5,3% da frequéncia de G. intestinalis, resultados que evidenciam a
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necessidade de investimentos em esgotamento sanitario e politicas de promocéao da
saude (Barreto et al. 2010).

Ha uma estreita associacao entre 0 saneamento e as internacdes por doencas
de veiculagdo hidrica no pais. Paiva e Souza (2018) mostraram uma relacdo
significativa entre a cobertura por coleta de esgoto e o numero de internacdes. No
mesmo sentindo, o IBGE menciona que os 0Obitos por diarreia na infancia estao
relacionados com a precariedade do servico de esgotamento sanitdrio do pais
(Brasil, 2010).

Os principais temas discutidos nas producdes cientificas sobre a relacédo entre
saneamento e parasitoses intestinais no Brasil incluem: vulnerabilidade de grupos
minoritarios, condicbes de moradia, falta de agua e qualidade da 4gua usada para
beber, auséncia de rede de esgoto e solos contaminados (Austriaco-Texeira, 2020).

A vulnerabilidade sanitaria de grupos minoritarios foi principalmente
relacionada nos estudos realizados em assentamentos, quilombos e areas indigenas
(Damazio et al. 2013, Simdes et al. 2015, Silva et al. 2018).

As éareas rurais também merecem destaque na relacdo saneamento versus
enteroparasitoses, pois aparecem como locais desprovidos de investimentos em
saneamento, o que favorece a infec¢cdo por parasitos intestinais nessas regides
(Mati, Pinto e Melo, 2011).

Vale salientar que no Brasil existe uma omissao flagrante do poder publico em
relagdo as populagfes vulneraveis social e sanitariamente, onde é alta a transmissao
e persisténcia das parasitoses intestinais. Revelam-se incongruéncias no Plano
Nacional e Controle de Enteroparasitoses, onde as estimativas nacionais e regionais

podem estar subestimadas (Moraes-Neto et al, 2010).
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1.7. Justificativa

No estado do Rio de Janeiro, ha registros de alta prevaléncia de parasitismo
intestinal, especialmente em areas de vulnerabilidade social e sanitaria (Fantinatti et
al. 2016, Ignacio et al. 2018, Barbosa et al. 2018). Neste estudo, a integracdo de
dados parasitoldgicos, epidemiolégicos e imunolégicos — obtidos de pessoas—
permitird a identificacdo do perfil de infeccdo de parasitos intestinais como
G. intestinalis e, assim como a elucidacdo dos mecanimos envolvidos no dano ao

hospedeiro.

Visto que a transmissdo das parasitoses intestinais pode ser favorecida em
ambientes de concentracdo demografica, os aglomerados urbanos subnormais do
estado do Rio de Janeiro representam locais estratégicos para novos estudos. Neste
sentido, a abordagem socioambiental nas comunidades do Imbarié e Salgueiro aqui
proposta tem o potencial de integrar dados gerando um diagndstico de situacdo e
contribuindo para a compreensdao de ciclos de transmissdo. Pesquisas em
comunidades urbanas do Rio de Janeiro tém alertado para a possibilidade de
transmissdo zoonética de G. intestinalis, que pode ser favorecida por fatores

socioambientais e pela falta de politicas publicas de saneamento.

Inquéritos  epidemiolégicos associados ao estudo das variaveis
sociodemogréficas de risco para infeccdo parasitarias permitem o aprimoramento de
estratégias de controle e formulacdes de politicas publicas, especialmente na

atencao primaria em saude, no cenario brasileiro.

Especificamente, na giardiase, um estudo que avalie a resposta imunoldgica
pode ajudar a elucidar a relacdo entre a ruptura da barreira da mucosa intestinal e as
manifestacdes clinicas em individuos infectados. Tanto o parasito quanto o dano
epitelial imunomediado foram observados in vitro e em modelos animais. No entanto,
se os enterdcitos sdo diretamente danificados durante a infeccdo ainda € uma lacuna

a ser preenchida. Por outro, lado o impacto dessas alteracées, que ocorrem em
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decorrencia do parasitismo intestinal, no desenvolvimento fisico e cognitivo das

criancas parasitadas também ainda € um campo pouco explorado.

Esse estudo aborda fatores socioambientais como determinantes de infeccéo
por parasitos intestinais e o impacto dessas infec¢cdes na saude humana, mais
especificamente, avaliando alteracfes que a giardiase pode induzir na funcionalidade
intestinal e a provavel influencia no desenvolvimento das criancas. Neste sentido, o
conhecimento sobre a prevaléncia, fatores associados e alteracoes
imunopatogénicas poderdo contribuir para o aperfeicoamento das medidas de
controle do parasitismo intestinal, e no entendimento de que essas infec¢coes podem

ser causa relevante de distUrbio sistémicos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais:

1) Caracterizar a prevaléncia, distribuicdo e perfil etiolégico do parasitismo intestinal
em individuos em uma area de vulnerabilidade social e sanitaria do estado do Rio de

Janeiro, Brasil;

2) Identificar se o dano aos enterdécitos esta relacionado a alteracfes nas respostas
imunoldgicas em criancgas infectadas com Giardia intestinalis que vivem em uma area

de vulnerabilidade social e sanitaria do estado do Rio de Janeiro, Brasil.

2.2. Objetivos especificos:

e Realizar o diagnéstico de situagdo quanto a prevaléncia de protozoarios e

helmintos intestinais na populacdo e em amostras ambientais;

e Caracterizar a distribuicdo e os fatores sociodemograficos associados as

parasitoses intestinais;

e Avaliar a percepgdo dos moradores sobre a problemética das parasitoses

intestinais na comunidade;
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e Avaliar se ha dano de enterocitos na infecgcdo por giardia e se esta esta

associada com alteracéo de citocinas sistémicas.

3. METODOLOGIA

3.1. Estudo socioambiental da infeccdo por enteroparasitos em areas de

vulnerabilidade social e sanitaria do estado do Rio de Janeiro, Brasil

3.1. 1. Locais de estudo

Com desenho transversal, o estudo foi realizado em duas localidades do
estado do Rio de Janeiro: a) Comunidade do Salgueiro, localizada no bairro da
Tijuca, no municipio do Rio de Janeiro; b) Bairro Imbarié, no municipio de Duque de
Caxias. As duas regibes apresentam vulnerabilidade social e sanitaria,
predominando populagfes de baixa renda, em um ambiente de seguranca publica

deficiente, saneamento basico precario e caréncia no acesso aos servi¢os de saude.

3.1.1.1. Comunidade do Salgueiro

Com base no Censo 2010 do IBGE (Brasil, 2010), o Salgueiro € uma
comunidade urbanizada que possui uma populacédo estimada em pouco mais de trés
mil moradores, 869 domicilios, com uma densidade demografica elevada de 177,8
habitantes/hectare. Na comunidade em questéo, 31% da populagéo se inclui na faixa
etaria entre zero e 14 anos e apenas 4% na faixa etéria acima de 65 anos de idade,
0 que indica um padrdo baixo de envelhecimento da populacdo. O cenario da
comunidade reflete pobreza econdmica, incluindo auséncia de rede de esgoto, falta
de pavimentacdo, abastecimento de agua parcial e irregular, coleta de lixo
regionalizada.
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O estudo na Comunidade do Salgueiro foi realizado tendo como referéncia a
creche municipal que atende aos moradores locais. A respectiva creche é cenario de
estudo da linha de pesquisa de Parasitoses Intestinais do Laboratério Interdisciplinar
de Pesquisas Médicas desde o ano de 2014. Entretanto, o estudo foi interrompido
nos anos de 2016 e 2017 por falta de seguranca publica, sendo retomada a coleta de

amostras no ano de 2018.

A creche possuiu 125 e 120 pré-escolares de um a quatro anos matriculados,
nos anos de 2018 e 2019 respectivamente, e conta com 30 funcionarios distribuidos
nas funcdes de cozinheiro, merendeiro, auxiliar de limpeza, professor, recreador,

coordenacao e direcao.
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Figura 3.1. Localizagdo da Creche Municipal Raizes do
Salgueiro, no bairro da Tijuca, no municipio do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil, 2018
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3.1.1. 2. Bairro de Imbarié

O estudo no bairro surgiu de uma parceria estabelecida entre a Secretaria
Municipal de Saude de Duque de Caxias e o Laboratério Interdisciplinar de
Pesquisas Médicas/IOC-FIOCRUZ juntamente com a Disciplina de Parasitologia da

Faculdade de Ciéncias Médicas/Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Imbarié € um bairro localizado no 3° distrito (distrito Imbarié) do Municipio de
Duque de Caxias/RJ. O respectivo distrito é responsavel por 15% do territorio e,
apesar de também ser classificado como area urbanizada, apresenta mais de um
terco (35%) definido como zona rural, inclusive aglomerado rural, configurando uma

situacéo de transigdo em termos de urbanizacéo (Brasil, 2010).

Em 2010, a populagéo do bairro foi estimada em 34.157 habitantes. Cerca de
93,7% dos moradores vivem em condicdo semi adequada de saneamento, com
91,9% dos domicilios tendo poco ou nascente como fonte de agua, e pouco mais de

73% abastecidos com rede geral de esgoto ou pluvial (Brasil, 2010).

A unidade de saude da familia de Imbarié (Estratégia de Saude da Familia -
ESF Imbarié), localizada no bairro possui 846 familias cadastradas para
atendimento, sendo assistidos aproximadamente 3.000 individuos e conta com uma
equipe multidisciplinar para prestar assisténcia ao nivel da atencdo basica no cédigo

de &rea 24 (Prefeitura Municipal de Duque de Caxias).

No ano de 2018, a ESF Imbarié contou com oito profissionais: uma
enfermeira, um médico, um dentista, uma técnica de enfermagem, uma técnica

administrativa e 3 agentes comunitarios de saude (ACS).
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3.1. 2. Amostragem e coleta de informacdes socioeconémicas

3.1. 2.1. Salgueiro

Para o estudo socioambiental foram incluidas no estudo todas as criancas da
creche nos anos de 2018 e 2019, além de funcionarios e contactantes que aceitaram
participar do estudo e forneceram amostra fecal. Antes do inicio da realizacdo do
estudo, foram realizadas reunides com os funcionarios da creche e com os pais e/ou
responsavel para explicacdo da pesquisa. No total, foram incluidas 84 criancas,
sendo 55 amostras coletadas em 2018 e 29 em 2019. Além disso, 17 contactantes

forneceram amostras no ano de 2018 e trés em 2019.
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3.1. 2. 2. Imbarié

Nesta comunidade, foi realizada uma estratégia de recrutamento e
amostragem diferente da desenvolvida no Salgueiro. Foi selecionada para estudo
uma area assistida pela Unidade de Estratégia de Saude da Familia (ESF), que
divide seu atendimento em seis microareas. Todas as familias das 6 microareas na
ESF foram incluidas no estudo. Estimou-se uma taxa de retorno das amostras fecais

de 30%, de modo que se obteve a inclusao de 462 moradores.

Os domicilios foram visitados na presenca de pelo menos um membro da
ESF, havendo posteriormente explicacdo sobre o projeto, convite para a participacao
no estudo e preenchimento de questionario socioeconémico (Apéndice 1) e do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3. 1. 3. Deteccéo de infeccdo por parasitos intestinais

Foram entregues coletores sem adi¢cdo de conservantes para os participantes
da pesquisa ou seus respectivos responsaveis, com informacdo sobre a forma

correta de coleta no momento da entrega.

Em Imbari€, as amostras foram recebidas no préprio domicilio do participante
ou na Unidade Basica de Saude, conforme conveniéncia para o participante da
pesquisa. As amostras foram armazenadas em isopor com gelo e imediatamente
transportadas para o Laboratério de Praticas da Disciplina de Parasitologia/FCM-
UERJ e Laboratério Interdisciplinar de Pesquisas Médicas/FIOCRUZ, onde foram
retiradas duas aliquotas para realizacdo de diagndstico molecular e criopreservadas
a -20°C em microtubos de 2,0 mL até o processamento. O restante da amostra foi
submetida ao exame parasitologico de fezes (EPF), sendo utilizados os métodos

parasitolégicos Ritchie e Kato-Katz, a fim de detectar cistos de protozoarios e
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também ovos de helmintos. Para cada amostra foram confeccionadas trés laminas,

sendo a leitura no microscoépio realizada por pelo menos trés profissionais.

Na comunidade do Salgueiro, as criangas que usavam fralda tiveram as
amostras coletadas na propria creche, apds autorizacado do responséavel. As demais
amostras, coletadas no domicilio, foram recebidas na creche. Posteriormente,
seguiam o mesmo acondicionamento e transporte aos laboratérios supracitados para

0 processamento e realizagao do EPF.

Os pacientes com diagnostico parasitoldégico positivo foram referenciados a
unidade basica de saude, onde foram tratados com drogas preconizadas pelo

Ministério da Saude.

3.1. 4. Andlise estatistica

As variaveis incluidas no questionario foram: sexo, idade, numero de
moradores, renda familiar mensal, origem da &gua utlizada para consumo,
tratamento realizado na agua antes do consumo, destino das fezes e a presenca de

animais na residéncia.

Os resultados sédo apresentados como estatisticas descritivas (frequéncias),
para definir a prevaléncia da infeccdo por parasitoses intestinais nos locais de
estudo. Posteriormente foram calculadas as frequéncias de positividade distribuidas
por sexo, faixa etéria, nivel socioecondbmico, nimero de moradores na casa,
tratamento das fezes e origem de agua. Andlises estatisticas foram realizadas com
Epi Info 2000® (CDC, Atlanta, Georgia, EUA) como taxas de prevaléncia de
diferentes espécies de parasitos em categorias sociodemograficas distintas. Foram
calculadas as razdes de prevaléncia e respectivos IC95%. A significancia estatistica
das associacdes foi avaliada pelo teste exato de Fisher, com um limiar de

significancia de p <0,05.
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3.1. 5. Avaliacdo da contaminacdo ambiental em amostras de animais errantes

e de agua para consumo

O diagnostico ambiental foi realizado pela andalise parasitolégica de amostras
fecais de animais errantes e analise molecular de agua (para G. intestinalis). As
amostras ambientais foram coletadas por conveniéncia, ou seja, em areas de acesso
comum e com grande circulagdo de pessoas, como 0s parques infantis, locais com
acesso livre de animais e fonte de agua para as comunidades, bem como amostras

do peridomicilio de individuos parasitados.

As amostras de fezes de animais errantes foram coletadas em pontos
estratégicos das comunidades em parceria com os Agentes Comunitarios de Saude
(ACS) e os moradores das comunidades, tendo em vista a dificuldade no
deslocamento dentro de alguns espacos em virtude do poder do trafico de drogas
ilicitas. Estas também foram acondicionadas em coletores sem adicdo de
conservantes e foram utilizados os métodos parasitolégicos de Kato-Katz e Ritchie, a
fim de detectar ovos de helmintos e cistos de protozoarios. Foram coletadas dez

amostras de cées no Salgueiro e 34 em Imbarié.

As amostras de agua foram coletadas e acondicionadas em frascos estéreis
de um litro, no volume total de dois litros para cada ponto de coleta. As amostras
foram coletadas em fontes que abastecem as localidades, em residéncias de
individuos infectados por G. intestinais, mais precisamente a agua de torneira
utilizada para consumo, além de amostra de demanda espontanea a partir do
interesse do participante do estudo. Para o diagnostico de G. intestinalis, as
amostras de agua foram distribuidas em tubos de 50mL e centrifugadas para
obtencdo de um sedimento. O sedimento foi submetido a extracdo de DNA com o
uso do KIT “stool QIAGEN mini kit" e a reacdes em cadeia da polimerase (PCR) e
Nested-PCR.

Foram coletadas 22 amostras de agua em Imbarié no periodo de novembro de
2018 a janeiro de 2019. Destas, dez foram amostras de agua do domicilio dos
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individuos positivos para G. intestinalis, trés amostras coletadas de “bicdes” que
funcionam como fonte de abastecimento para muitos moradores e as nove restantes
sdo decorrentes de analises solicitadas pelos moradores no momento da entrega da
amostra de fezes. Na comunidade do Salgueiro foram coletadas 10 amostras de
agua, no més de junho de 2018, todas em locais de abastecimento comum para 0s

domicilios.

3.1. 6. Diagndstico e caracterizacdo molecular de Giardia intestinalis

As amostras de fezes ou sedimentos das amostras de agua tiveram seu DNA
extraidos com “stool QIAGEN mini kit” e foram submetidos a reacdes em cadeia da
polimerase (PCR) e a Nested-PCR, para 0 gene conservado que codifica a proteina
Beta-giardina (-gia) e Glutamato desidrogenase (gdh). A eficiéncia das reacdes de
amplificacéo foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%. Foram utilizados
como controle positivo o DNA extraido do cultivo axénico da cepa de G. intestinalis
(C6 WB ATCC50803) e como controle negativo o DNA extraido do cultivo

axénico de Trichomonas vaginalis.

Os produtos obtidos na PCR, foram purificados usando o NucleoSpin® Gel
and PCR Clean-up, segundo as instrucfes do fabricante. Os produtos purificados
foram submetidos a reacdo de sequenciamento com utilizacdo do BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). As etapas seguintes
de precipitacdo e eletroforese foram realizadas no servico de sequenciamento da
Plataforma de Sequenciamento de DNA da FIOCRUZ (Otto et al. 2007).

Os eletroferogramas serdo analisados por meio do programa Chromas, a
caracterizacdo das sequéncias foi realizada por meio da Basic Local Alignment
Search Tool usando nucleotideo (BLASTn) e a montagem dos contigs foi realizada
pelo CAP3 Sequence Assembly Program. As sequéncias nucleotidicas da Glutamato
Desidrogenase (gdh) e da B-giardina (8-gia) de G. duodenalis foram alinhadas pelo

software CLUSTAL W (Thompson et al. 1994) no pacote do programa Molecular
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Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) 7.0 (Kumar et al. 2016). A analise
filogenética foi desenvolvida no MEGA e para estimativa de distancia foi utilizada a
equacdo de JIN & NEI (1990) (modelo Kimura 2-pardmetros). As arvores
filogenéticas foram construidas utilizando o algoritmo de neighbor-joining (Saitou &
Nei 1987). Para a construcao, a veracidade de cada ramo é conferida por analise de
bootstrap (1000 repeticdes). Para o alinhamento dos novos isolados foram utilizadas
sequéncias de referéncia pertencentes aos gendtipos (A-H) de G. duodenalis

disponiveis no GenBank.

Tabela 3.1. Sequéncias de oligonucleotideos dos iniciadores e condi¢cdes para
a reacdo em cadeia da polimerase empregada na amplificacdo do DNA
extraidos das amostras clinicas e dos controles

MgCl2 Produto
Locus Nome Sequéncia (5'—3’) Desnaturacdo Hibridizacdo  Extens@o  Ciclos Referéncias
(mm) (bp)
GDH1 TTCCGTRTYCAGTACAACTC Caccid et al.
PCR Gdh 3 94°C/30s 55°C/30s 72°C/1min 35 754
GDH2 ACCTCGTTCTGRGTGGCGCA 2008
Nested. GDH3 ATGACYGAGCTYCAGAGGCACGT Caccio et al.
Gdh 3 94°C/30s 55°C/30s  79°c/imin 35 532
PCR GDH4 GTGGCGCARGGCATGATGCA 2008
AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC
) G7 . . Caccio et al.
PCR  PB-gia GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGA 3 94°C/30s 62°C/30s  7z°c/imin 35 753 2002
G759
c
Nested- B-GIAF GAACGAACGAGATCGAGGTCCG Lalle et al.
B-gia 3 94°C/30s 55°C/30s 72°C/1min 35 511
PCR B-GIAR CTCGACGAGCTTCGTGTT 2005

3.1. 7. Diagnéstico e caracterizacdo molecular de Cryptosporium spp.

O DNA extraido das amostras foi submetido ao diagnostico molecular por

PCR para Cryptosporidium spp. a partir da amplificacdo do gene conservado SSu
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rRNA (Xiao, 1999). Todas amostras foram submetidas a amplificacdo de toda a

extensdo do gene SSu rRNA através da PCR convencional.

Para o MIX da PCR foram utilizados: Tampé&o (-MgClI2) em uma concentracéo
final de 1x; 5mM de MgCI2; 200 mM de cada Desoxirribonucleotideo Fosfatado
(dNTP’s); 1.0 U de Tag DNA polimerase (todos da Invitrogen Life Technologies,
Sé&o Paulo, SP-Brasil); 100 nM de cada iniciador (Exxtend, SP-Brasil) e 2.5 puL

de amostra de DNA em volume final de 25 pL da reagéo.

As condigbes da PCR foram as mesmas descritas por Xiao et al. 1999,
sendo a hibridizacdo dos iniciadores a 61°C por 45 segundos e extensdo final
a 72°C por 7 minutos. O DNA obtido de cultura de trofozoitos G. intestinalis foi

utilizado como controle negativo da reacao.

As amostras positivas na PCR foram submetidas a analise por PCR RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism). Inicialmente foi realizada uma PCR
primaria a fim de amplificar um produto de PCR com cerca de 1.325 pb de
comprimento, conforme iniciadores da reacao ja descritos por Xiao et al. (1999). Na
PCR priméria foram utilizados: tampé&o (-MgCI2) em uma concentracéo final de 1x;
6 mM de MgCI2; 2.5 U de Tag DNA Polimerase; 200 uM de dNTP (Invitrogen Life
Technologies, Sado Paulo, SP-Brasil); 500 nM de iniciador (Exxtend, SP-Brasil); e
2 UL de amostra de DNA em um volume total de 50 yL da mistura da reacdo. A
amplificagéo foi executada em total de 35 ciclos, cada um consistindo em 94°C por
45 segundos de desnaturagéo, 58°C por 45 segundos de hibridizacéo e 72°C por 1
minuto de alongamento, com uma desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos e uma

extensao final a 72°C por 7 minutos.

Na Nested PCR objetivou-se amplificar um produto de PCR de 819 a 825 bp
de comprimento usando 2 uL do produto da PCR primaria a partir dos iniciadores de
reacdo descritos anteriormente (Xiao, 1999). A mistura da PCR foi a mesma
utilizada anteriormente, com excecéo da concentragdo de MgCl2 que foi de 3 mM,
100 nM de cada iniciador e 1.0 U de Taqg DNA Polimerase. A amplificacdo ocorreu
em um total de 25 ciclos, sendo cada um composto por desnaturacéo (94°C por 45
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segundos), hibridizacdo (59°C por 30 segundos) e extensdo (72°C por 45
segundos). Foi realizada uma desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos e uma
extensdo final a 72°C por 7 minutos. A tabela 3.2 mostra as sequéncias de
oligonucleotideos dos iniciadores e condi¢cbes para a PCR, PCR-RFLPe Nested
PCR utilizadas na amplificacdo do DNA extraidos das amostras clinicas e dos

controles.

Todas amplificacdes foram feitas usando o Termociclador Mastercycler®
gradient de 96 pocos (Eppendorf AG, Hamburg-Germany).

Tabela 3.2. Sequéncias de oligonucleotideos dos iniciadores e condicdes
para a reacdo em cadeia da polimerase empregada na amplificacdo do DNA
extraidos das amostras clinicas e dos controles

MgCl2 Produto
Locus Nome Sequéncia (5'—3’) Desnaturacdo Hibridizacdo  Extens@o  Ciclos Referéncias
(mM) (bp)
AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTC Xiao et al.
PCR 5 94°C/45s 61°C/45s 72°C/60s 35
TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACG 1999
PCR- TTCTAGAGCTAATACATGCG Xiao et al.
6 94°C/45s 58°C/45s 72°C/60s 35 1325
RFLP CCCTAATCCTTCGAAACAGGA 1999
Nested- GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 819 a Xiao et al.
3 94°C/45s 59°C/30s 72°Cl45s 25
PCR AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 825 1999

A caracterizacdo de Cryptosporidium foi realizada por RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), na qual a identificacdo de espécie foi ocorreu a
partir da digestdo com a enzima Sspl e a identificacdo de genétipo com a enzima
Asel. Para a andlise dos fragmentos resultantes da digestdo enzimatica, 20 pyL do
produto da Nested PCR foi digerido em um total de 50 yL da mistura da reagao,
sendo em 10 U da enzima Sspl (New England BioLabs® inc. Beverly, Mass) para o
diagnoéstico da espécie e 10 U de Asel (NewEngland BioLabs® inc. Beverly, Mass)

para a genotipagem de espécies de Cryptosporidium e 5 pL do tampdo da
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respectiva enzima de restricdo a 37°C por 1 hora, conforme especificacbes do
fabricante (Xiao et al. 1999).

Os produtos digeridos foram fracionados em gel de agarose a 2,0% agarose
(Invitrogen Life Technologies, Aukland, New Zealand) e visualizados em um
transluminador (BioRad, Milan lItaly) sob luz Ultravioleta apds e coloragcdo com
GelRed a 3x (Biotium, Glowing Products for Science TM, Hayward) segundo as

instrugdes do fabricante.

3. 1. 8. Relato sobre parasitoses intestinais no cotidiano

Na creche do Salgueiro e em Imbarié, os profissionais da creche e os
moradores foram solicitados a responder um questionario com perguntas abertas
sobre parasitoses intestinais no seu cotidiano de trabalho. Os participantes foram
guestionados sobre: se algum profissional de saude ja havia conversado sobre
parasitoses intestinais com eles; se ja haviam presenciado algum fato no leu local de
trabalho ou na comunidade relacionado as enteroparasitoses (Apéndice 1).

3. 2. A giardiase altera os niveis de proteina ligante de acidos graxos intestinais

(I-FABP) e de citocinas plasmaticas em criancas no Brasil

3. 2. 1. Amostragem e diagndéstico de giardiase

Estudo transversal foi realizado em fevereiro a dezembro 2015 em uma
creche na favela urbana do Salgueiro, localidade ja descrita no item anterior. Para a
selecdo de pré-escolares infectados por G. intestinalis (Giardia-positivo) ou nao
(Giardia-negativo), amostras de fezes foram obtidas de 105 criangas (idades
variando de 10 meses a quatro anos) e utilizadas em ensaios parasitologicos e PCR

para a deteccao de DNA de Giardia. Foi fornecido um dispositivo de coleta
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acompanhado de instrucbes aos responsaveis pelas criancas e voluntarios da

creche.

Uma amostra de fezes de cada participante foi examinada para protozoarios e
helmintos intestinais por trés métodos: Ritchie, Kato-Katz e sedimentagdo
espontanea. Criancas infectadas ou coinfetadas por outros protozoarios intestinais
patogénicos ou helmintos foram excluidas. Foram incluidas no estudo trinta e uma

criancas (19 Giardia - positivo e 12 Giardia-negativo).

3. 2. 2. Avaliacdes antropométricas

As afericbes foram realizadas na propria creche, em um Unico momento. As
afericOes foram realizadas com o apoio da equipe de enfermagem do Programa de
Saude da Familia do Centro Municipal de Saude Heitor Beltrdo. Os sujeitos foram
avaliados quanto aos parametros antropométricos. Os escores de desvio padrao
(escores Z) de peso para altura (WHZ), comprimento para idade (LAZ) e peso para
idade (WAZ) foram calculados de acordo com o gréfico de crescimento de 1978 da

Organizacdo Mundial da Saude.

3. 2. 3. Coleta de amostras de sangue

Para a avaliacdo dos parametros hematimeéricos e leucocitarios foi realizado o
exame hemograma completo. Os participantes do estudo foram submetidos a
puncdo venosa, em tubo de 5mL heparinizado, para a realizacdo do exame, que
foram realizados pelo Laboratorio Bronstein Medicina Diagndéstica — Diagnosticos da
América SA (DASA), localizado na Unidade da Praca Saens Pena, n°45, Loja 326,
shopping 45, Tijuca, Rio de Janeiro - RJ. As amostras de plasma foram separadas e

as aliguotas armazenadas a -70 ° C para analise imunoldgica.
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3. 2. 4. Quantificacdo da proteina de ligacdo aos acidos graxos intestinais (I-

FABP) e citocinas no plasma

Os niveis de I-FABP foram determinados por ELISA (Duo Set; R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA). Os resultados foram expressos em pg / mL e o limite minimo

de deteccéo foi de 31,2 pg / mL.

Para a medicéo de citocinas, foi utilizado um imunoensaio biométrico multiplex
contendo micropérolas coradas com fluorescéncia (BioRad Laboratories, Hercules,
CA, EUA). As seguintes citocinas foram quantificadas: IFN-y, TNF, IL-1B, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL- 13, IL-17, MCP-1 e MIP-1B. Os niveis de
citocinas foram calculados pela tecnologia Luminex (Bio-Plex Workstation; Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA). A andlise dos dados foi realizada por meio de
software fornecido pelo fabricante (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Uma
faixa de 0,51-8000 pg / mL de citocinas recombinantes foi usada para estabelecer as
curvas padrdo e a sensibilidade do ensaio. Os resultados foram expressos como a
intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) (Breen, Polaskova, Khan, 2015).

3.2.5. Andlise estatistica dos dados

As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism
(verséo 7.0, San Diego, CA, EUA). Os testes de Mann-Whitney foram realizados para
comparacdes entre dois grupos. Um teste t de Student foi usado adicionalmente
guando os testes de Mann-Whitney indicaram uma tendéncia e os dados estavam
normalmente distribuidos. O teste de Spearman foi usado para analise de correlacao
e o teste de Pearson foi usado para analise de matriz de correlagdo. As variaveis
continuas foram expressas como medianas e intervalos interquartilicos (IQRs). As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor p era
igual ou inferior a 0,05. Andlises de regressao linear multivariada (software IBM

SPSS, versdo 22.0, IBM, EUA) foram utilizadas para determinar a influéncia das
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variaveis intervenientes nos niveis de I-FABP. Infeccdo por Giardia e niveis de

citocinas no MFI foram considerados como variaveis independentes.

3.3. Aspectos Eticos

A equipe da pesquisa informou aos participantes do estudo que as fezes
cedidas seriam utilizadas para fins de diagndstico e pesquisa, e que seria obtido o
material genético (DNA) unicamente para pesquisa. A equipe esteve a disposicao
para esclarecer duvidas sobre o estudo e as enteroparasitoses, bem como sobre a

utilizacdo do material biolégico e os resultados obtidos com o estudo.

Aqueles que aceitaram participar do estudo foram incluidos na pesquisa apos
assinatura prépria ou do responsavel (menores de 18 anos) do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, além do Termo de Assentimento Livre e
Esclarecido, quando necessario, consubstanciados pelos pareceres do Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz CAAE:19705613.9.0000.5248 e
90779017.7.0000.5248 (Anexo 2 e 3).

O projeto foi desenvolvido em parceria com as unidades de saude e
assisténcia sociais locais, e 0s pacientes que necessitaram de atendimento e
acompanhamento que transcenderam o presente estudo foram referenciados aos

servigos citados.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo socioambiental da infeccdo por enteroparasitos em areas de

vulnerabilidade social e sanitaria do estado do Rio de Janeiro, Brasil
4.1. 1. Salgueiro
4.1.1. 1. Frequéncia de deteccado dos parasitos intestinais

No Salgueiro, as amostras foram coletadas nos anos de 2018 e 2019,
especificamente em uma creche municipal. Foram coletadas amostras de 87
criancas que frequentam a creche (pré-escolares) e 18 amostras de seus
contactantes, dentre funcionarios e outros moradores da comunidade, que aceitaram
participar voluntariamente do estudo. Dentre os pré-escolares, 50 sdo do sexo
feminino e 37 do sexo masculino. A Tabela 4.1 mostra a distribuicdo da frequéncia

de criancas da creche parasitadas por sexo e idade.

Tabela 4.1. Frequéncia de detecgéo de parasitos intestinais, por sexo e idade, em
individuos de uma creche em uma comunidade do Rio de Janeiro, Brasil (2018-2019)

SEXO IDADE N EPF+ EPF- FREQUENCIA

1 09 7 2 77,8%

. 2 19 7 12 36,8%
Masculino

3 8 2 6 25,0%

4 1 0 1 0,0%

1 11 2 9 18,2%

. 2 18 8 10 44,4%
Feminino

3 17 7 10 41,2%

4 4 3 1 75,0%

Total 87 36 51 41,4%

EPF: Exame Parasitologico de Fezes; /+/ positivo; /-/ negativo; n - nimero

Em 41,4% (36/87) dos pré escolares foram detectados parasitos intestinais,
nao sendo encontrado nenhum caso de infec¢do por T. trichiura. O monoparasitismo
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foi verificado em 29,9% dos patrticipantes (n=26), o biparasitismo em 9,2% (n=8) e o
poliparasitismo em 2,3% (n=3). G. intestinalis foi o agente patogénico com maior
frequéncia (16,1% 14/87). A taxa de deteccao de A.lumbricoides foi de 11/87
(12,6%). Seis criangas tiveram o EPF positivo para o complexo E. histolytica/dispar.

Ovos de E. foram ocasionalmente observados na amostra de duas criancas.
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Figura 4. 1. Frequéncia de parasitos intestinais em 87 pré escolares de uma creche
municipal, Comunidade do Salgueiro, Rio de Janeiro, Brasil (2018/2019)

4. 1. 1. 2. Percepcao dos profissionais da creche sobre a problematica das

parasitoses intestinais entre os pré-escolares

Dos 18 contactantes das criangcas que entregaram amostras de fezes para
realizacdo do EPF, cinco eram do sexo masculino e 13 do feminino. Foram
detectados parasitos intestinais em oito amostras. O monoparasitismo foi verificado
em cinco individuos, sendo que quatro estavam parasitados por G. intestinalis e um
com A. lumbricoides. Dois individuos estavam biparasitados, um com G. intestinalis e

E. coli, e outro com E. hystolitica/dispar e E. coli.

38



Tabela 4.2. Frequéncia de deteccdo de parasitos intestinais em 18 individuos
contactantes das criancas frequentadoras da creche do Salgueiro, no municipio do
Rio de Janeiro, Brasil (2018-2019)

Protozoéarios

Espécie n %

Giardia intestinalis 5 25

Complexo Entamoeba histolytica/E. dispar/ 1 0,5
Entamoeba coli 2 15,0

Endolimax nana - -

Helmintos

Ascaris lumbricoides 1 0,5

Trichuris trichiura - -

Enterobius vermicularis - -

Ancilostomideos - -

Hymelolepis nana - -

n =numero de casos; %: frequéncia de deteccao

Na creche do Salgueiro, 11 profissionais aceitaram responder um questionario

sobre parasitoses intestinais no seu cotidiano de trabalho.

Todos participantes referiram que nunca conversaram com profissionais de

salde sobre parasitoses intestinais. Apenas quatro profissionais relataram nao ter

presenciado alguma ocorréncia dentro da creche relacionada as parasitoses

intestinais, em especial, verminoses. Os demais profissionais revelaram ser um

problema habitual na rotina de trabalho. Segue o relato dos profissionais:

“E comum as criancas terem verme aqui, a gente retira verme

do bumbum delas como rotina” (P.01)

“‘Uma vez, uma menina do bergario colocou uma lombriga pelo
nariz” (P.02)

“E comum retirar lombriga do anus das criangas, ficam

penduradas ou saem na fralda junto com as fezes” (P.03)

‘Uma vez, uma aluna disse que tinha defecado na calcinha,
quando verificamos, havia uma lombriga e ndo tinha fezes”
(P.04)
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“Quando vou trocar a fralda, no bercario, € comum encontrar

lombriga junto as fezes" (P.05)

Os discursos narrados pelos profissionais da creche podem ser ilustrados pela
figura 5 que mostra a habitualidade da presenca de verminoses entre as criancas no

cotidiano da troca de fraldas.

Figura 4. 2. Fralda contendo exemplares de vermes adultos de Ascaris lumbricoides
eliminados por uma pré escolar de uma creche municipal, Comunidade do Salgueiro,
Rio de Janeiro, Brasil

Em relacdo as estratégias educativas de prevencado as enteroparasitoses, 0s
profissionais enfatizaram ensinar para as crian¢as a importancia da higienizacédo das
maos, em especial antes do consumo de alimentos. Quanto a “quimioprofilaxia”, os
profissionais relataram ser necessaria, mas que deveria ser feita com
acompanhamento médico e apos realizacdo do exame. Entretanto, um profissional
relatou que devido a dificuldade no acesso aos servigos de saude “a populacao
acaba tendo que tomar por conta propria”. Outra funcionaria disse que é uma
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recomendacdo do proprio profissional de salde tomar antiparasitarios uma vez ao

ano.

Destaca-se que a comunidade em que estd localizada a respectiva creche
possui deficiéncias sanitarias e apresenta vulnerabilidade social em virtude, dentre
outros, do trafico de drogas ilicitas na regido. Foi possivel realizar em junho de 2018
uma visita na comunidade para tentar foto documentar possiveis fatores de risco

associados a transmissao e perpetuacdo das parasitoses intestinais no publico local.

Figura 4. 3. Condi¢des ambientais improéprias identificadas na Comunidade do
Salgueiro, Rio de Janeiro, Brasil, 2018. a)valas onde sdo despejados esgosto dos
domicilios, encanamento improvisado; b) habitacdo com paredes de pau a pique; c)
moradias com construgdo precaria, comunidade sem pavimentacdo; d) presenca de
lixo a ceu aberto nas valas de escoamento de esgoto sanitaro; e) domicilios
improvisados com resto de materias de construcéo e lonas.
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Observa-se na figura 4.3 que a comunidade apresenta regibes com
infraestrutura precaria e deficiéncias no saneamento, fatores que representam risco a
disseminagdo e manutencéo dos ciclos de enteroparasitos no local. Cabe destacar
gue 10 amostras de caes errantes foram coletadas na comunidade, sendo duas

positivas para G. intestinalis no exame parasitologico.

4.1. 1. 3. Diagndéstico molecular de Giardia intestinalis

Todas as amostras humanas, de agua e de caes errantes foram testadas para
0S genes Beta-giardina e para o gene glutamato desidrogenase. Apenas uma
amostra de céo foi positiva a partir da amplificacdo do gene gdh. Das 19 amostras
humanas (pré-escolares e contactantes) positivas no EPF para G. intestinalis,
apenas trés foram positivas na PCR, sendo duas para o gene da $-gia e uma para o
gdh. Ainda, 15 amostras foram positivas na PCR somente a partir da amplificacdo do

gene B-gia e duas para o gene gdh.

0

Figura 4.4.Comparacéo entre os resultados de deteccdo de Giardia
intestinalis por identicacdo dos genes Beta-giardina (B-gia) e
glutamato desidrogenase (gdh); e deteccdo de cistos pelo exame
parasitoldgico de fezes, Comunidade do Salgueiro, Rio de Janeiro,
Brasil (2018-2019)
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4.1.2. Imbarié

4. 1. 2. 1. Frequéncia de deteccdo dos parasitos intestinais e diagndéstico

molecular de Giardia intestinalis nas amostras humanas

Dentre os individuos convidados a participar do estudo, foram incluidos 462
sujeitos, que tiveram amostras fecais analisadas. As Tabelas 4.3 e 4.4 mostram a

frequéncia de individuos infectados por enteroparasitos, por sexo e faixa etaria.

Dentre os participantes do estudo, 274 eram do sexo feminino, 188 do sexo
masculino. A maioria dos participantes tinha entre 19 e 60 anos (n=258).

Em 23,4% (108/462) dos individuos foram detectados parasitos intestinais. O
monoparasitismo foi verificado em 84 amostras, o0 biparasitismo em 19 e o
poliparasitismo em cinco. Protozoérios intestinais foram encontrados em 75 (16,2%)
amostras e geohelmintos em 41 (8,9%). G. intestinalis foi o parasito de maior
prevaléncia (38/462; 8,2%). A taxa de deteccdo do Complexo E. histolytica/E. dispar
foi de 16/465 (3,5%). Ovos de A. lumbricoides foram observados em 26 (5,6%)
amostras e ovos de T. trichiura foram encontrados em 13 amostras (2,8%). Também
foram detectados ovos de ancilostomideos e Hymelolepis nana, cada um em cinco

amostras (1,1%).

A infeccdo por G. intestinalis e A. lumbricoides foi significativamente mais

frequente em individuos que consumiram agua de poco artesiano sem filtragem.

Das 38 amostras positivas no EPF para G. intestinalis, nove foram positivas

na PCR para o gene gdh e 14 para o gene da -gia, conforme a Figura 4.5.
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n=38

Figura 4. 5. Comparacdo entre os resultados de detecc¢éo
de Giardia intestinalis por identicacdo dos genes Beta-
giardina (B-gia) e glutamato desidrogenase (gdh); e
deteccdo de cistos pelo exame parasitolégico de fezes,
Imbarié, Rio de Janeiro, Brasil (2018-2019)
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Tabela 4.3. Frequéncia de detec¢éo de protozoérios intestinais e fatores associados em individuos atendidos em uma Unidade Bésica de Saude, no municipio de Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil (2018-2019)

Qualquer protozodrio Giardia intestinalis Entamoeba histolytica/ E.dispar Entamoeba coli Endolimax nana
Género Positivity PR* p-value Positivity PR* p-value Positivity RP* p-value Positivity PR* p-value Positivity PR* p-value
Masculino 30/188 (16,0%) 1 18/188 (9.6%) 1.31(0.71-2.41) 0.393 6/188 (3.2%) 1 4/188 (2.1%) 1 7/188 (3.7%) 1
Feminino 45/274 (16,4%)  1.02(0.67-157) 1.00 20/274 (7.3%) 1 10/274 (3.6%) 1.14 (0.42-3.09) 1.00 12/274 (4.4%) 2.05 (0.67-6.28) 0.300 11/274 (4.0%) 1.07 (0.42-2.73) 1.00
Faixa etdria (anos)
0-4 5/40 (12.5%) 2.89(0.31-2.52) 1.00 3/40 (7.5%) 2.13(0.37-12.2) 0.400 1/40 (2.5%) 1.42 (0.09-22.11) 1.00 0/40 (0,0%) indefined 0.140 1/40 (2.5%) 1.42 (0.09-22.11) 1.00
5-14 19/91 (20.9%) 1.48 (0.69-3.17) 0.382 11/91 (12.1%) 3.44 (0.79-4.98) 0.082 3/91 (3.3%) 1.87 (0.20-17.63) 1.00 3/91 (3.3%) 0.46 (0.10-2.02) 0.429 5/91 (5.5%) 3.13(0.37-26.12) 0.406
15-18 3/26 (11.5%) 0.82 (0.23-2.85) 1.00 2/26 (7.7%) 2.19(0.32-14.72) 0.586 2/26 (7.7%) 4.38(0.41-46.21) 0.229 1/126 (3.8%) 054 (0.06-4.66) 1.00 1/26 (3.8%) 2.19 (0.14-33.70) 0.531
19-60 40/248 (16.1%)  1.14(0.56-2.31) 0.840 20/248 (8.1%) 2.29 (0.55-9.55) 0.391 9/248 (3.6%) 2.06 (0.26-16.00) 0.694 2/248 (3.2%) 0.45 (0.14-1.47) 0.247 10/248 (4.0%) 2.29(0.30-17.59) 0.696
>60 8/57 (14%) 1 2/57 (3.5%) 1 1/57 (1.8%) 1 4/57 (7.0%) 1 1/57 (1.8%) 1
Escolaridade
Ensino fundmental 51/248 (20.6%) 1 31/248 (12.5%) 1 11/248 (4.4%) 1 9/248 (3.6%) 1 9/248 (3.6%) 1
Ensino médio- 14/93 (15.1%) 0.73 (0.42-1.25) 0.281 7/93 (7.5%) 0.60 (0.27-1.31) 0.247 3/93 (3.2%) 0.72 (0.20-2.54) 0.765 4/93 (4.3%) 1.85 (0.37-3.75) 0.756 4/93 (4.3%) 1.85 (0.37-3.75) 0.756
superior
pobreza**
Sim 23/128 (18,0%) 1 14/128 (10.9%) 1 3/128 (2.3%) 1 3/128 (2.3%) 1 7/128 (5.5%) 1
N3o 42/213 (19.7%) 1.09 (0.69-1.73) 0.776 24/213 (11.3%) 1.03 (0.55-1.91) 1.000 11/213 (5.2%) 2.20 (0.62-7.74) 0.265 10/213 (4.7%) 2.00 (0.56-7.14) 0.384 6/213 (2.8%) 0.51 (0.17-1.49) 0.248
Number of residents
<4 50/246 (20.3%) 1.28(0.76-2.17) 0.361 28/246 (11.4%) 1.08 (0.54-2.13) 1.00 10/246 (4.1%) 0.96 (0.31-3.00) 1.00 12/246 (4.9%) 4.63 (0.61-35.15) 0.121 12/246 (4.9%) 4.63 (0.61-35.15) 0.121
>5 15/95 (15.8%) 1 10/95 (10.5%) 1 4/95 (4.4%) 1 1/95 (1.0%) 1 1/95 (1.0%) 1
Piso do domicilio
Revestido 29/197 (14,7%) 1 17/197 (8.6%) 1 7/197 (3.6%) 1 7/197 (3.6%) 1 2/197(1.0%) 1
N&o revestido 36/144 (25,0%) 1.69(1.09-2.63) 0.018 21/144 (14.6%) 1.69 (0.92-3.08) 0.115 7/144 (4.9%) 1.36 (0.49-3.81) 0.588 6/144 (4.2%) 1.17 (0.40-3.41) 0.781 11/144 (7.6%) 7.52 (1.69-33.42) 0.002
Agua para beber
Poco artesiano 36/146 (24.7%) 1.56 (0.93-2.63) 0.088 24/146 (16.4%) 2.95 (1.25-6.98) 0.009 3/146 (2.1%) 0.44 (0.10-1.81) 0.290 9/146 (6.2%) 2.21(0.61-8.00) 0.246 9/146 (6.2%) 2.21(0.61-8.00) 0.246
Galdo comprado 12/87 (13.8%) 0.87 (0.44-1.73) 0.840 8/87 (9.2%) 1.65 (0.57-4.59) 0.406 6/87 (6.9%) 1.48 (0.47-4.71) 0.544 1/87 (1.1%) 0.41 (0.04-3.90) 0.629 1/87 (1.1%) 0.41 (0.04-3.90) 0.629
Companhia de 17/108 (15.7%) 1 6/108 (5.6%) 1 5/108 (4.6%) 1 3/108 (2.8%) 1 3/108 (2.8%) 1
abastecimento
Destino das Fezes
Vala 3/15 (20%) 1.00 (0.31-3.13) 1.000 2/15 (13.3%) 3.66 (0.56-23.9) 0.198 0/15 (0,0%) indefined 1.00 1/15 (6.7%) 0.91(0.11-7.60) 1.00 0/15 (0.0%) indefined 0.328
Fossa séptica 11/55 (20%) 1 2/55 (3.6%) 1 1/55 (1.8%) 1 4/55 (7.3%) 1 6/55 (10.9%) 1
Esgoto 51/27 (18.8%) 0.94(0.52-1.68) 0.851 34/271 (12.5%) 3.45(0.85-13.94) 0.059 13/271 (4.8%) 2.63(0.35-19.75) 0.478 8/271(3.0%) 0.40(0.12-1.30) 0.125 7/271(2.6%) 0.23(0.08-0.67) 0.011
Animal no domicilio
N3o 12/74 (16.2%) 1 7/74 (9.5%) 1 3/74 (4.1%) 1 1/74 (1.4%) 1 4/74 (5.4%) 1
Sim 53/267 (19.9%) 1.22 (0.69-2.16) 0.615 31/267 (11.6%) 1.22 (056-2.67) 11/267 (4.1%) 1.01(0.29-3.54) 1.00 12/267 (4.5%) 3.32(0.43-25.16) 0.312 9/267 (3.4%) 0.62 (0.19-1.96) 0.490
Uso de
antiparasitarios
Sim 6/48 (12.5%) 1 4/48 (8.3%) 1 2/48 (4.2%) 1 2/48 (4.2%) 1 1/48 (2.1%) 1
Nao 59/293(20.1%)  1.61(0.73-3.52) 0.240 34/293 (11.6%) 1.39 (0.51-3.74) 0.626 12/293 (4.1%) 0.98 (0.22-4.25) 1.00 11/293 (3.8%) 90 (0.20-3.94) 1.00 12/293 (4.1%) 1.96 (0.26-14.77) 1.00
Manejo da agua
Pogo artesiano e 10/81 (12.3%) 1 3/81(3.7%) 1 0/81 (0,0%) 1 5/81 (6.2%) 1 6/81 (7.4%) 1
filtra
Pogo artesiano e ndo  26/65 (40.0)% 3.24(1.68-6.22) <0.001 21/65 (32.3%) 8.7 (2.72-27.96) <0.001 3/65 (4.6%) indefined 0.085 4/65 (6.2%) 0.99 (0.27-3.56) 1.00 3/65 (4.6%) 0.623 (0.16-2.39) 0.731
filtra
Galdo comprado 12/87 (13.8%) 1.11(0.51-2.44) 0.822 8/87 (9.2%) 2.48 (0.68-9.03) 0.214 6/87 (6.9%) indefined 0.029 1/87 (1.1%) 0.18 (0.02-1.56) 0.107 1/87 (1.1%) 0.15 (0.01-1.26) 0.056
Compahia de 4/25 (16.0%) 1.29(0.44-3.77) 0.736 1/25 (4.0%) 1.08(0.11-9.92) 1.000 1/25 (4.0%) indefined 0.235 0/25 (0.0%) indefined 0.589 2/25 (8.0%) 1.08 (0.23-5.01) 1.00
abastecimento e
filtra
Companhia de 13/83 (15.7%) 1.26 (0.59-2.72) 0.654 5/83 (6.0%) 1.62 (0.40-6.58) 0.719 4/83 (4.8%) indefined 0.120 3/83 (3.6%) 0.585 (0.14-2.37) 0.492 1/83 (1.2%) 0.162 (0.02-1.32) 0.062

abastecimento e ndo
filtra

PR=Prevalence ratio. *95% CI. ** MPCHI < 249.00 BRL per capita.
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Tabela 4.4. Frequéncia de detec¢éo de helmintos intestinais e fatores associados em individuos atendidos em uma Unidade Bésica de Saude, no municipio de Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil (2018-2019)

Qualquer helminto Ascaris lumbricoides Trichuris trichiura Ancilostomideos
Género Postividade RP* p-value Positividade RP* p-value Positividade PR* p-value Positividade RP* p-value
Masculino 17/188 (9.0%) 1 9/188 (4.8%) 1 9/188 (4.8%) 1 2/188 (1.1%) 1
Feminino 24/274 (8.8%) 0.96 (0.53-1.75) 1.00 17/274 (6.2%) 1.29 (0.59-2.84) 0.546 4/274 (1.5%) 0.30 (0.09-0.97) 0.044 3/274 (1.1%) 1.02(0.17-6.2) 1.00
Faixa etaria (anos)
0-4 2/40 (5.0%) 1 2/40 (5.0%) 1 0/40 (0.0%) indefined 0.151 0/40 (0.0%) indefined 1.00
5-14 12/91 (13.2%) 2.63 (0.61-11.24) 0.225 5/91 (5.5%) 1.09 (0.22-5.42%) 1.00 8/91 (8.8%) 1.14 (0.25-5.05) 1.00 0/91 (0.0%) Indefined 0.577
15-18 3/26 (11.5%) 2.30 (0.41-12.88) 0.374 1/26 (3.8%) 0.76 (0.07-8.05%) 1.00 2126 (7.7%) 1 0/26 (0.0%) indefined 1.00
19-60 19/248 (7.7%) 1.53 (0.37-6.32) 0.749 15/248 (6.0%) 1.20 (0.28-5.09) 1.00 2/248 (0.8%) 0.10 (0.01-0.713) 0.046 4/248 (1.6%) 1
>60 5/57 (8.8%) 1.75 (0.35-8.59) 0.696 3/57 (5.3%) 1.05 (0.18-6.01) 1.00 1/57 (1.8%) 0.22 (0.02-2.40) 0.229 1/57 (1.8%) 1.08 (0.12-9.54) 1.00
Escolaridade
Ensino fundmental 23/248 (9.3%) 1 13/248 (5.2%) 1 10/248 (4.0%) 1 1/248 (0.4%) 1
Ensino médio-superior 15/93 (16.1%) 1.73(0.94-3.18) 0.083 13/93 (14.0%) 2.66 (1.28-5.53) 0.010 1/93 (1.1%) 0.26 (0.03-2.05) 0.300 3/93 (3.2%) 8.00 (0.84-75.94) 0.063
pobreza**
Sim 15/128 (11.7%) 1 6/128 (4.7%) 1 71128 (5.5%) 1 2/128 (1.6%) 1
Ndo 23/213 (10.8%) 0.92 (0.49-1.70) 0.859 20/213 (9.4%) 2.00 (0.82-4.800) 0.141 4/213 (1.9%) 0.34 (0.10-1.15) 0.109 2/213 (0.9%) 0.600 (0.08-4.21) 0.632
Number of residents
<4 32/246 (13.0%) 1 23/246 (9.3%) 1 8/246 (3.2%) 1 4/246 (1.6%) 1
25 6/95 (6.3%) 0.48 (0.209-1.12) 0.086 3/95 (3.1%) 0.33 (0.10-1.09) 0.067 3/95 (3.1%) 0.97 (0.26-3.58) 1.00 0/95 (0.0%) indefined 0.579
Piso do domicilio
Revestido 16/197 (8.1%) 1 15.197 (7.6%) 1 2/197 (1.0%) 1 2/197 (1.0%) 1
N3o revestido 22/144 (15.3%) 1.88 (1.02-3.45) 0.054 11/144 (7.6%) 1.00 (0.47-2.11) 1.00 9/144 (6.2%) 6.15 (1.35-28.06) 0.010 2/144 (1.4%) 1.36 (0.19-9.59) 1.00
Agua para beber
Pogo artesiano 23/146 (15.8%) 1 13/146 (8.9%) 1 10/146 (6.8%) 1 2/146 (1.4%) 1
Galdo comprado 7/87 (8.0%) 0.51 (0.22-1.14) 0.107 6/87 (6.9%) 0.77 (0.30-1.96) 0.805 0/87 (0.0%) indefined 0.014 2/87 (2.3%) 1.67 (0.24-11.70) 0.630
Companhia de 8/108 (7.4%) 0.47 (0.21-1.01) 0.052 7/108 (6.5%) 0.72 (0.30-1.76) 0.638 1/108 (0.9%) 0.135 (0.01-1.04) 0.026 0/108 (0.0%) Indefined 0.509
abastecimento
Destino das Fezes
Vala 2/15 (13.3%) 1.29 (0.33-4.91) 0.662 1/15 (6.7%) 0.78 (0.11-5.43) 1.00 1/15(6.7%) 4.51 (0.53-37.96) 0.237 0/15 (0.0%) Indefined 1.00
Fossa séptica 8/55 (14.5%) 1.40 (0.67-292) 0.350 2/55 (3.6%) 0.42 (0.10-1.76) 0.276 6/55 (10.9%) 7.39 (2.15-25.32) 0.002 0/55 (0.0%) Indefined 1.00
Esgoto 28/271 (10.3%) 1 23/271 (8.5%) 1 4/271 (1.5%) 1 4/271 (1.5%) 1
Animal no domicilio
Ndo 34/267 (2.7%) 2.35(0.86-6.42) 0.094 22/267 (8.2%) 1.52 (0.54-428) 0.620 11/267 (4.1%) Indefined 0.130 4/267 (1.5%) Indefined 0.580
Sim 4/74 (5.4%) 1 4/74 (5.4%) 1 0/74 (0.0%) 1 0/74 (0.0%) 1
Uso de antiparasitarios
Sim 2/48 (4.2%) 1 2/48 (4.2%) 1 0/48 (0.0%) 1 0/48 (0.0%) 1
Nao 36/293 (12.3%) 2.94 (0.73-11.84) 0.135 24/293 (8.2%) 1.96 (0.58-8.05) 0.555 11/293 (3.7%) indefined 0.372 4/293 (1.4%) indefined 1.00
Manejo da dgua
Pogo artesiano e filtra 9/81 (11.1%) 0.51 (0.23-1.11) 0.110 1/81 (1.2%) 0.06 (0.008-0.50) <0.001 7/81 (8.6%) 1.87 (0.50-6.95) 0.512 1/81 (1.2%) 0.802 (0.05-1258) 1.00
Pogo artesiano e ndo filtra 14/65 (21.5%) 1 12/65 (18.5%) 1 3/65 (4.6%) 1 1/65 (1.5%) 1
Gal3do comprado 7187 (8.0%) 0.37 (0.15-0.872) 0.030 6/87 (6.9%) 0.37 (0.148-0.942) 0.041 0/87 (0.0%) Indefined 0.076 2/87 (2.3%) 1.49 (0.13-16.12) 1.00
Compahia de 2/25 (8.0%) 0.37 (0.09-1.51) 0.217 2/25 (8.0%) 0.43 (0.104-1.80) 0.333 0/25 (0.0%) Indefined 0.557 0/25 (0.0%) indefined) 1.00
abastecimento e filtra
Companhia de 6/83 (7.2%) 0.33 (0.13-0.285) 0.015 5/83 (6.0%) 0.32 (0.121-0.879) 0.035 1/83 (1.2%) 0.26 (0.02-2.45) 0.319 0/83 (0.0%) indefined) 0.439

abastecimento e no filtra

RP=Raz&o de prevaléncia. *95% CI. ** MPCHI <R$249,00 per capita.
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4. 1. 2. 2. Deteccéao de parasitos intestinais e diagnéstico molecular de Giardia

intestinalis nas amostras ambientais

Na comunidade foram coletadas 34 amostras de c&es errantes do
peridomicilio dos individuos participantes do estudo. G. intestinalis, ancilostomideos
e Toxocara canis foram encontrados em quatro amostras. Trichuris sp. foi detectado

em duas amostras (Figura 4.6).
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Toxocara canis Trichuris sp. Ancilostomideos Giardia intestinalis Complexo Entamoeba coli
Entamoeba
histolytica/dispar

Numero de amostras positivas

Enteroparasito

Figura 4. 6. Frequéncia de parasitos intestinais em 34 cées
errantes de Imbarié, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil
(2018/2019)

Na analise por biologia molecular, das 22 amostras de agua coletadas, duas

foram positivas na PCR para o gene gdh. Ainda, uma amostra de cdo também foi
positiva na PCR para o0 mesmo gene.
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4. 1. 2. 3. Diagnostico molecular de Cryptosporium spp.

Foram encontradas duas amostras positivas dentre 131sujeitos analisados.
Estas foram caracterizadas como Cryptosporidium parvum, genotipo humano por
meio da técnica de PCR e caracterizacdo por RFLP. Cabe destacar que os
infectados eram duas criancas de 10 e 8 anos de idade, do sexo feminino e
masculino respectivamente, sendo este ultimo coinfectado por G. intestinalis, T.

trichiura, E. nana e E. coli.

4. 1. 2. 4. Percepcdo dos moradores sobre a problemética das parasitoses

intestinais na comunidade

Em sua grande maioria os moradores relataram que os profissionais de
salude conversam pouco com eles sobre parasitoses intestinais e que as conversas
sao restritas aos sinais e sintomas das infecc6es. Quando falam sobre o uso de
medicamentos para enteroparasitoses, os profissionais apenas expdem que ha
necessidade de se tomar uma vez por ano antiparasitarios para prevenir as infeccoes
e praticamente nao discutem outras medidas para doencas. Esses resultados podem

ser observados no discurso dos moradores:

"Nao. Geralmente a conversa é sobre a necessidade de tomar

remédio uma vez por ano para prevenir essas doencas."
"Sim, que causa diarreia, vomito, enjoo."

"Sim. Que pode causar perda de peso nas criancas. Ai a gente

tem que comprar remédio para dar a elas."

"Nao. Mas quando a crianca sente dores na barriga e fica
inchada, eu levo ela no posto e eles me dao remédio para

verme.”

"Sim. Fala para gente lavar os alimentos, para as criangas nao

comerem tanto doce e tomar remédio sempre."
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Quanto as experiéncias com parasitoses intestinais na comunidade, o0s
discursos envolvem sintomas e a eliminacdo de A. lumbricoides, mas ainda com

discursos vinculados ao tratamento.
"Minha filha ficou com um verme preso na garganta.”

"Meu neto estava com a barriga doendo e diarreia. Demos o

remédio e ai ele melhorou."

"Uma vez vi uma crianca com fortes dores na barriga. Ela
colocou muitos vermes para fora. Foi preciso ela ir as pressas

para o hospital."

"Ja vi o filho da minha vizinha botar muito verme para fora, mas

gracas a Deus ele ficou bom depois."”

"Sim. Em 2015 fizemos um trabalho de conscientizacdo nas
escolas, onde oferecemos a medicacdo para os alunos"

(Agente Comunitario de Saude)

4. 2. A giardiase altera os niveis de proteina ligante de acidos graxos intestinais
(I-FABP) e de citocinas plasmaticas em criancas no Brasil

Desta-se aqui que os resultados dessa secdo estdo publicados na
revista Pathogens com o titulo: "Giardiasis Alters Intestinal Fatty Acid Binding Protein

(I-FABP) and Plasma Cytokines Levels in Children in Brazil". (Apéndice 3).

4. 2. 1. Perfil clinico e hematolégico das criangas com giardiase

Por meio desse estudo foram identificadas 19 criancas infectadas por

G. intestinalis e 12 sem evidéncias laboratoriais de parasitoses intestinais. Os
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genadtipos de G. intestinalis identificados nas amostras foram A (n=11),B(h=6) e E
(n=2).

A alteragdo da consisténcia normal das fezes foi uma ocorréncia frequente
entre as criancas da creche. Assim, nenhuma associa¢do entre diarréia e infeccao
por G. intestinalis foi estabelecida. Os estados antropométricos das criangas,
avaliados de acordo com os escores Z da OMS (comprimento para idade, peso para
idade e peso para comprimento), mostraram que 28 das 31 criangas eram eutréficas,
e apenas duas delas apresentavam baixo peso.

Os niveis médios de hemoglobina nos pré-escolares infectados [11,50 g / dL
(11,10-12,20 g / dL)] foram semelhantes aos nao infectados [11,90 g / dL (11,28-
12,53 g / dL)]. Apenas uma crianga nao infectada apresentou anemia moderada.
Resultados semelhantes foram observados para os outros parametros hematoldgicos

relacionados a anemia.

Na investigacdo da influéncia de G. intestinalis nas células do sistema
imunoldgico, a avaliagdo dos perfis de leucdcitos ndo demonstrou diferencas para
contagens de linfécitos, neutréfilos ou mondcitos entre os infectados e os sadios.
Sete das 19 criancas com giardiase apresentaram contagens de eosindfilos
levemente aumentadas, e quatro em de 12 criancas ndo infectadas apresentaram

aumentos leves ou moderados (p = 0,80).
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Tabela 4.5. Dados demograficos e exames hematolégicos de pré-
escolares infectados e n&o infectados por G. intestinalis, Salgueiro, 2015

Pré-escolares

Parametros Analisados Giardia Positivo _ Giardia Negativo
Idade (Meses) Intervalo mediano de QI 27,9 [25,5-31,7] 36,2 [29,6-41,2]
Género Masculino 9 2
Feminino 10 10
Hemoglobina Normal 15 10
Leve (10-10,9g/dL) 1
Moderado (7-9,9 g / dL) 1
Grave (<7 g/dL) 0
Eosinofilos Normal (<500 células / mm 3) 11 8
Leve (501-1500 células / mm 3) 7 2
Moderado (1501-5000 células / mm 3) 2
Grave (> 5000 células / mm 3) 0 0
Neutrdéfilos Normal (1600-7150 células / mm 3) 18 12
Aumentado (> 7151 células / mm 3) 1 0
Mondécitos Normal (80-1100 células / mm 3) 15 10
Aumentado (> 1101 células / mm 3) 4
Linfécitos Normal (880-4950 células / mm 3) 14
Aumentado (> 4951 células / mm 3) 5 4

4. 2. 2. Perfis de citocinas plasmaéaticas de pré-escolares infectados por Giardia

intestinalis

Os niveis plasmaticos de 15 citocinas ou quimiocinas foram quantificados
(Apéndice 6). Comparado aos pré-escolares ndo infectados (n = 8), os individuos
com giardiase (n = 17) apresentaram niveis significativamente mais baixos de IL-8
(p= 0,003). O grupo de criancas infectadas também apresentou tendéncia a niveis
mais elevados de IL-17 (p=0,09) e IL-10 (p=0,08) e os niveis de IL-17 foram
significativamente diferentes (p=0,047, teste t de Student). Nenhuma diferengca nos
niveis de IFN-y foi observada entre os dois grupos, mas as razdes IFN-y/IL-10
também foram significativamente menores (p <0,05) no grupo infectados em

comparacao aos nao infectados (Figura 4.7).
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Figura 4. 7. Perfis de citocinas de criancas infectadas com Giardia intestinalis no Salgueiro
(2015).Niveis plasméticos de (A) IL-17, (B) IL-8, (C) IL-5, (D) IFN-y, (E) TNF, (F) IL-10 e (G) IL-18 em
criancas com giardiase foram determinadas usando esferas Luminex. A razdo IFN-y/IL-10 (H) também
€ mostrada. Cada ponto corresponde a um individuo. Os resultados sdo expressos em intensidade
mediana de fluorescéncia (MFI). Sdo apresentadas medianas (barras horizontais), quartis (intervalo
25-75%) e resultados dos testes estatisticos de Mann-Whitney.
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4. 2. 3. Niveis de proteina de ligacdo aos acidos graxos intestinais (I-FABP) em

criancas infectadas com Giardia intestinalis

Os niveis de I-FABP estavam aumentados nas criancas com giardiase. Os
pré-escolares infectados apresentaram niveis de |-FABP significativamente mais
elevados (1274 pg/mL (622-2004 pg/mL); n=17) do que criancas negativas para
giardia [741 pg/mL (422—-960 pg/mL); n= 2; p=0,05] ( Figura 4. 8).
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Figura 4. 8. Niveis de proteina ligante de acidos graxos intestinais (I-FABP) e correlagdo com
perfis e de citocinas sistémicas e genotipos de Giardia em criancas infectadas no Salgueiro,
2015.(A) Os niveis de I-FABP estdo aumentados em criangas em idade pré-escolar infectadas com G.
intestinalis. (B) Gendtipos diferentes de Giardia (A, B ou E) de G. intestinalis ndo estdo associadas
aos niveis de I-FABP. (C) Correlagéo entre I-FABP e niveis de IL-17 ou (D)TNF. Os niveis de I-FABP
foram elevados em individuos positivos para Giardia(e) em comparagdo comos nao infectados (o). As
barras horizontais indicam os valores medianos e as barras verticais indicam os intervalos interquartil
(25-75%).
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N&o houve diferenca nos niveis de I-FABP comparando criancas infectadas
por genotipo A (1591 pg/mL (615-1882 pg/mL); n=11) ou gendtipo B e E (1032 pg/mL
(637-2431 pg/mL); n=6) ( Figura 4. 8).

Foi observada correlacéo positiva entre os niveis de I-FABP e IL-17 (r=0,453;
p <0,03), bem como TNF (r=0,49; p <0,02) (Figura 4. 8). Quatro criancas infectadas
apresentaram niveis de I-FABP superiores a 2.000 pg/mL, embora nenhuma

caracteristica clinica pudesse ser associada a esses niveis elevados de I-FABP.

Considerando a alta variagdo observada entre todos o0s parametros
analisados, foram investigados quais fatores estavam influenciando os niveis
elevados de I-FABP por meio de uma analise de regressao linear multivariada. O
modelo mostrou uma tendéncia de que a infeccdo por Giardia influenciou os niveis
de I-FABP (p=0,071) (Tabela 4.6), corroborando uma associacdo entre lesédo de

enterocitos e giardiase. Essa correlacéo foi independente dos niveis de citocinas.

Tabela 4.6. Andlise de regresséo linear multivariada para avaliar a associacao
entre os niveis de proteina de ligacdo aos acidos graxos intestinais (I-FABP) e
variaveis independentes (citocinas) em pré-escolares positivos para Giardia

Niveis de variavel dependente I-FABP
Variaveis independentes (pg/mL)
Coef! SE? P

Infeccao por Giardia (positiva

ou negativa) 0,396 321,88 0,071
IL-17 * 0,227 18,86 0,349
TNF * 0,437 9,80 0,135
IL-8 * -0,045 0,55 0,833
IL-10 * -0,341 14,29 0,215

1 Coef — Coeficiente de correlagdo; 2 SE - erro padrdo; * MFI - intensidade mediana de
fluorescéncia; IL — interleucina, TNF — fator de necrose tumoral, I-FABP — proteina de ligacao
aos acidos graxos intestinais.
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5. DISCUSSAO

5. 1. Estudo socioambiental da infeccdo por enteroparasitos em areas de
vulnerabilidade social e sanitaria do estado do Rio de Janeiro, Brasil

5.1. 1. Salgueiro

5.1.1. 1. Frequéncia de deteccado dos parasitos intestinais

A frequéncia (41,4%) de parasitoses intestinais encontrada nas criancas que
frequentam a creche do Salgueiro foi menor do que a encontrada em estudo
semelhante realizado no periodo de 2014-2015, onde G. intestinalis também foi o

agente patogénico mais frequente (Fantinatti et al. 2016).

Estudo de Calegar et al. (2020) realizado em areas periurbanas no Rio de
Janeiro encontrou uma prevaléncia de 8.6% (n=41) para giardiase, apontando que a
infeccdo estava relacionada a pobreza e ao numero de habitantes no domicilio.
Assim, a giardiase pode ser uma condi¢do oculta e prevalente em comunidades com

condicdes precarias de saneamento e vulnerabilidade social.

A. lumbricoides também foi detectado nas amostras analisadas com uma
frequéncia de 11,9% que esta dentro das estimativas nacionais que variam de 2-36%
(Brasil, 2017). Ressalta-se que nenhum caso de infec¢ao por Trichuris trichiura foi
encontrado. Esse dado corrobora o resultado de outros estudos transversais
apontando para uma mudanca no perfil de transmissao das parasitoses intestinais no
Brasil. As taxas de infec¢Bes por protozoarios intestinais parecem aumentar devido
ao negligenciamento em suas abordagens de controle e as taxas de infec¢des por
geohelmintos tendem a diminuir por meio do “tratamento profilatico” (Macchioni et al.
2015, Dunn et al. 2019, Calegar et al. 2020).
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Entretanto, cabe destacar que a vigilancia da abordagem "quimioprofilatica" é
essencial para monitorar casos de reinfeccfes e de resisténcia parasitaria. Uma vez
que sem perspectivas de mudanca das condi¢bes socioambientais os individuos
viverdo uma condicdo de tratamento-cura-reinfeccdo (Prieto-Pérez et al. 2016,
Zuccherato et al. 2018, Dunn et al. 2019).

Corroboram nesse sentido, Frei, Juncasen e Ribeiro (2009) afirmando que a
"quimioprofilaxia" pode mascarar as condi¢des sanitarias deficientes e, na verdade, a
baixa prevaléncia de parasitos intestinais seria decorrente de tratamentos reiterados

e ndo pela promocédo da saude.

Assim, os dados encontrados nesse estudo podem estar subestimados pela
pratica quimioterapica indiscriminada decorrente do tratamento cego das
enteroparasitoses que € incorporado na maioria das rotinas dos servicos de saude.
Portanto, as ac¢Bes ambientais, como melhoria dos servicos sanitarios com
distribuicdo regular e com qualidade de agua, coleta regular de lixo, pavimentacéo e
melhoria do acesso aos servicos de saude sao acBes necessarias ao controle das
enteroparasitoses (Macedo et al. 2010).

5.1. 1. 2. Percepcdo dos profissionais da creche sobre a problematica das

parasitoses intestinais entre os pré-escolares

A deteccao de parasitos intestinais, como G. intestinalis aponta que a infeccao
pode estar ocorrendo pelo contato direto com as criancas. Pelos discursos dos
profissionais na creche é possivel observar a habitualidade e com que o0s pré-
escolares elimina vermes adultos de A. lumbricoides nas fraldas. Essa observacgéo
corrobora a recomendacao de Fontes et al. (2017) sobre a necessidade de medidas
preventivas dentro dos espacos educativos infantis, devido a alta taxa de distribuicao

de ovos desse parasito nesses ambientes.

Cabe destacar que vermes adultos de A. lumbricoides podem chegar a 40cm

de comprimento e os pré-escolares tém entre um e quatro anos de idade, menos de
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um metro de comprimento em sua maioria. Como ilustrado na fralda de uma crianca
da comunidade, a simples medicalizacdo pode ser uma abordagem incongruente
com a realidade da infeccao na localidade, levando-se em consideracdo a alta carga
parasitaria e a possivel evolugcdo para um quadro de ocluséo intestinal ou abdémen
agudo, manifestacdes clinicas severas da ascariase que necessita de abordagem

cirdrgica e pode resultar em casos fatais.

E muito dificil pensar, em pleno século XXI, nessa realidade dentro de uma
grande metropole brasileira como o Rio de Janeiro, salientando-se que a
comunidade de estudo fica ha poucos metros de um grande centro urbano e
econdbmico, realidade essa que traduz as diferencas das mazelas sociais entre a

"favela” e o "asfalto”, traduzida aqui, simplesmente, como "vulnerabilidade".

Silva et. al (2016) chama atencédo para associacao das parasitoses intestinais
a pobreza generalizada como um problema social relevante e que a garantia da
qualidade de vida das popula¢cBes vulneraveis perpassa a efetivacdo de politicas

publicas efetivas direcionadas ao saneamento.

Nesse cenario, os profissionais relataram duas probleméticas da abordagem
das parasitoses intestinais pelo sistema de saude publico: a dificuldade no acesso
aos servicos e a propria recomendacéo do profissional de salde que abordam os
casos. Ou seja, o0 que a populacdo pode fazer se ndo consegue atendimento ou se
quando consegue, esse atendimento € deficitario e desprovido de abordagens

coerente com a realidade local?

Ao analisar a percepcao dos usuarios sobre o acesso universal aos servicos
de saude no SUS, com vistas a discutir o principio de universalidade, Ponte et al.
2009 corroboram a situacéo de insatisfacdo do usurarios com o sistema publico de

saude brasileiro:

a insatisfagcdo dos usuarios com relagdo ao tempo exigido para o acesso aos
servicos oferecidos pelo SUS, que se expressa na demora para conseguir 0s
atendimentos, na necessidade de buscar atendimentos em servigcos
distantes da residéncia, nas dificuldades relacionadas aos recursos

humanos e materiais e, ainda, no questionamento da efetividade das acdes
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de referéncia e de contrarreferéncia desenvolvidas. Essa demora é
explicada a partir de uma logica simples de causalidade, como resultado do
excesso de pessoas e de demandas, dificultando o atendimento (Pontes et
al. 2009, pp.502).

Nessa seara, criticas sao feitas ao Programa de Controle das Parasitoses Intestinais
(Brasil, 2005). Como ja mencionado, Moraes-Neto et al. (2010) aponta a omissao
flagrante do governo brasileiro com as populacdes mais atingidas pelas parasitoses
intestinais: as vulneraveis social e sanitariamente. O plano supramencionado pode
ter estimativas de prevaléncia regionais subestimadas, especialmente considerando
as peculiaridades das comunidades urbanos onde predomina o poder do trafico de

drogas ilicitas e censos nem sempre séo possiveis de serem realizados.

O relato da funcionaria da creche sobre a recomendacdo do proprio
profissional de salde quanto ao uso de antiparasitarios uma vez ao ano sugere a
necessidade de investimentos em educacdo continuada e permanente a esses
profissionais, em especial aos da atencdo basica, que teoricamente € o nivel da
atencdo em saude responsavel pela abordagem dessas infec¢des. Entretanto, esses
profissionais precisam estar amparados por um sistema de salde capaz de fornecer
exames parasitoldgicos aos seus usuarios, com qualidade e agilidade para evitar a
propagacédo das doencas parasitarias e evitar que casos de manejo simples evoluam
para casos graves e hospitalizacdo decorrentes de ocluséo intestinal, disenteria

severa, por exemplo.

Ressalta-se que o tratamento de individuos infectados, sem identificar e
eliminar as possiveis fontes de infec¢do, ndo passa de medida paliativa. Portanto,
reforca a ideia de que a melhoria das condicdes ambientais deve ser tema prioritario
das acdes sustentaveis de enfrentamento as enteroparasitoses (Lima Junior, Kaiser
e Catisti, 2013, Cardoso et al. 2017).

A realidade ambiental da comunidade apresenta condicbes precarias de

saneamento, como esgoto a céu aberto, eliminacdo de dejetos humanos em valas
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sem devida encanacdo, dificuldade no abastecimento e manejo de agua para

consumao.

No Salgueiro o abastecimento de agua é realizado por diferentes formas de
captacdo e chega com dificuldade na maioria dos domicilios, e, assim, os moradores
acabam improvisando estratégias de captacdo e armazenamento precarias. Esse
fato decorre de um crescimento urbano desordenado o qual ndo € acompanhado por
expansdo das condi¢cdes sanitarias locais, o que pode favorecer a transmissdo de
doencas associadas a pobreza, como as parasitoses intestinais (Baldursson et al.
2011, Pedrosa et al. 2016).

As condicbes sanitarias sdo colocadas como condi¢cdes importantes na
manutencdo das parasitoses intestinais por diversos autores. Segui et al. (2018)
mostram que a reducédo das taxas de infec¢do diminuiram no estado do Parana com
0 passar dos anos devido as melhorias na qualidade da agua e instalacdes de

saneamento.

Ainda no contexto ambiental da comunidade, a positividade de amostras de
cdes errantes para G. intestinalis pode sugerir uma possivel relacdo de
antropozoonose. Entretanto, essa analise deve ser conbustanciada por abordagens
moleculares como sequenciamento genético, a fim de avaliar a identidade dos
isolados. Destaca-se que essa possibilidade ja foi sugerida por Volotdo et al.
(2007) que realizou o primeiro estudo de genotipagem de G. intestinalis no Brasil,
também em comunidade do Rio de Janeiro, revelando o mesmo genoétipo entre um

cao de estimacéo e seu dono.

Assim, os cdes podem ter um papel importante na manutencédo do ciclo de
transmissdo da giardiase, especialmente nas areas de comunidades favelizadas
onde existe crescimento urbano desordenado e esses animais geralmente s&o

alimentados e cuidados por diferentes individuos.

Nesse sentindo, Fantinatti et al. (2019) ao detectar a presenca do genoétipo A
de G. intestinalis em caes de rua do Rio de Janeiro sugere que a transmissao desse
parasito tem um ciclo antropozoonético nessa regidao. Esse dado enfatiza a
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necessidade de vigilancia ambiental em todas as esferas a fim de eliminar ou reduzir

a transmisséo da giardiase.

As técnicas de biologia molecular aumentaram a sensibilidade de deteccéo de
G. intestinalis, entretanto essa metodologia possui alto custo, o que inviabiliza sua
incorporacao na rotina diagnéstica. Cabe destacar que o objetivo da investigacao por
meio do diagnostico molecular € a possibilidade de posteriormente identificar os
genotipos desse parasito e tentar elucidar as rotas de transmissdo, 0 que constitui
perspectiva do presente estudo.

Como demonstram os resultados desse estudo, as parasitoses intestinais
permanecem como uma realidade nas comunidades, afetando pré escolares e

estando condicionada, possivelmente, aos fatores ambientais e sociais.

5.1. 2. Imbarié

5. 1. 2. 1.Frequéncia de deteccao dos parasitos intestinais e diagndéstico

molecular de Giardia intestinalis nas amostras humanas

A frequéncia geral (23,4%) de parasitas encontrados na comunidade € alta em
comparacao com outros estudos realizados no Brasil (Casavechia et al. 2016, Faria
et al. 2017, Costa et al. 2018). Entretanto, essa frequéncia esta abaixo da encontrada
no estudo de Ignacio et al. (2017), realizado em uma favela urbana carioca que
encontrou uma frequéncia de 29,4%, e do estudo de Barbosa et al. (2018), realizado
em uma comunidade rural do estado do Rio de Janeiro, que encontrou uma taxa de

infeccéo de 64,3%.

G. intestinalis foi o parasito de maior frequéncia (8,2%), menor do que a
encontrada (16,9%) no estudo de Coronato-Nunes et al. (2016), e semelhante aos
resultados de Calegar et al. (2020), com prevaléncia de 8,6%. Essas taxas sao

altamente desproporcionais quando comparadas aos dados de paises
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desenvolvidos. Como exemplo, nos Estados Unidos, um estudo transversal de
(n=432.813) de deteccdo do parasito em fragmentos de duodeno de pacientes,

mostrou uma prevaléncia de giardiase de 0,11% (Zylberberg et al. 2017).

Nos paises desenvolvidos a infeccdo por G. intestinalis estd associada ao
surgimento de surtos e casos importados (Adam et al. 2016, Escobedo et al. 2018,
Kitowska et al. 2019). Mas, para Escobedo et al. (2018) as evidéncias atuais
desafiam essa percepcao, apontando que a giardiase deve ter relevancia além das
areas com elevada prevaléncia. A realidade é que os dados epidemiol6gicos sobre
giardiase sdo escassos, apesar da importancia para a saude publica (Ryan et al.
2019).

A presenga do Complexo E. histolytica/E. dispar e do comensal E. nana nas
amostras analisadas indica que estes individuos estdo expostos a contaminacao
fecal-oral, e a outros protozoarios entéricos patogénicos como G. intestinalis.
Resultados que reforcam acgbes de vigilancia e controle de doencas por veiculacao

hidrica e de alimentos.

A deteccdo de A. lumbricoides (n=26), T. trichiura (n=13), ancilostomideos
(n=5) mostra que a infeccdo por geohelmintos (n=45) no local de estudo é uma
realidade a ser desafiada pelas estratégias de acdes em saude. A frequéncia de A.
lumbricoides e T. trichiura foi superior a encontrada em estudo realizado em outra
area rural do estado do Rio de Janeiro onde encontrou-se 1,0% e 0,7% de
positivade, respectivamente (Barbosa et al. 2018). Outros estudos realizados em
comunidades do Rio de Janeiro também apontam A. lumbricoides como o helminto

mais prevalente (Costa-Macedo et al. 1998, Uchba et al. 2009, Igancio et al. 2017).

Destaca-se aqui mais uma vez a importancia das melhorias das condi¢cbes
sanitarias no enfrentamento das parasitoses intestinais. Barreto et al. (2010)
pontuam o impactado positivo de um programa sanitario sobre a frequéncia das
enteroparasitoses. Em seu estudo, no estado da Bahia, os autores mostram uma
reducdo de 24,4% para 12,0%na frequéncia da infeccdo por A. lumbricoides e de

14,1% para 5,3% da frequéncia de G. intestinalis, os dois parasitos mais frequentes
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relatados no presente estudo. Dessa forma, ha uma recomendacéo de que o controle
das enteroparasitoses deve partir de investimentos em esgotamento sanitario aliado

as acbes de promocgéao da saude.

A relacdo da infeccdo por Giardia com a fonte de 4gua inadequada e sem
realizacdo de tratamento antes do consumo aponta possiveis fatores de risco para

aquisicao dessa infeccéo na localidade do estudo.

As familias da area estudada possuem diferentes estratégias de obtencao de
agua potavel. Embora a companhia estadual de agua forneca agua encanada no
bairro, esse abastecimento ndo é constante. Isso faz com que algumas familias
prefiram perfurar pocos para obter agua, sendo independentes do estado. E
interessante notar que as familias com mais recursos financeiros sdo as que tém
mais acesso para perfurar um poco. Isso é feito para que o domicilio seja
independente do abastecimento de agua da empresa governamental, que as vezes
falha. Paradoxalmente, isso oferece maior vulnerabilidade dessas familias a infeccao
por parasitas intestinais, uma vez que 0sS poc¢os particulares e mal mantidos séo
relevantes para a transmissao de parasitos intestinais, principalmente aqueles com

transmissao hidrica como G. intestinalis (Schnell et al. 2016).

by

A associacdo da giardiase com questdes relacionadas a vulnerabilidade
sociossanitaria € comumente relatada na literatura e incluem variaveis como
pobreza, qualidade da agua para consumo, aglomeracdo populacional e falta de
esgotamento sanitario (Coronato 2016, Ahmed et al 2018, Huth et al. 2019, Calegar
et al. 2020).

Nesse estudo, a realizacdo de tratamento da agua antes do consumo também
esteve relacionada a giardiase, portanto, a filtragem da agua antes da ingestao
mostrou-se como estratégia significante para prevencao dessa infeccao. Andrade et
al. (2011) apontam em seu estudo, realizado no estado de Minas Gerais com
populacdo quilombola, uma relacdo direta entre a falta de tratamento na agua
utilizada para consumo e 0 aumento da prevaléncia de parasitoses intestinais, bem

como de individuos poliparasitados.

62



Coronato-Nunes (2016), ao realizar estudo em regido do Nordeste, mostrou
que devido ao processo de dessalinizacdo ocorria a filtracdo da agua a ser
consumida pela polucdo, e esses individuos apresentavam menor prevaléncia de
giardiase. Portanto, a autora ressalta a importancia dessa estratégia para reducao na

transmissao de protozoarios de veiculacao hidrica.

Destaca-se que na comunidade grande parte dos individuos possuem poc¢os
artesianos, seja pela dificuldade de abastecimento por companhia ou como forma
secundaria de abastecimento, para superar crises de falta de &agua, problema
comumente relatado na regido. Como alternativa, existem trés bicées na comunidade
gue estdo as margens de um rio que corta o bairro e servem para captar agua da
companhia responsavel pelo abastecimento local. Esse rio possui a deposicéo visivel
de grande quantidade de lixo e em periodos de cheia serve como atividade

recreativa para muitas criangas.

Dias et al. (2018) recomenda a distribuicdo de filtros domiciliares como
solugcdo eficaz para moradores rurais de baixa renda combinada a avaliagbes
peribdicas da qualidade da &gua de cisternas. Destacam 0s autores que O0S
programas de expansdo do abastecimento de agua no Brasil necessitam incorporar o
tratamento doméstico da agua com educacdo em salde para prevenir as parasitoses

intestinais.

Nesse estudo, vinte amostras positivas no EPF ndo se mostraram positivas na
PCR, resultado que pode estar relacionado com a baixa quantidade de cistos em
algumas amostras. Cabe destacar que das amostras positivas na PCR para
giardiase, preliminarmente, sabe-se que cinco amostras sdo genotipo B e uma é
gendtipo A, gendtipos associados a infeccdo de humanos e outros hospedeiros
mamiferos e que sédo considerados potencialmente zoonadticos. Resultado também
encontrado no estudo de Coronato-Nunes et al. (2018) ao avaliar a diversidade
genética de G. intestinalis de amostras obtidas em diferentes biomas brasileiros
encontraram apenas 0s genotipos A e B circulando na populacdo. Entretanto, cabe

ressaltar que esses dados encontram-se em analise e constituem perspectiva do
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presente estudo, com a construcdo de arvores filogenéticas. Salienta-se que o
primeiro relato da identificacdo do gendtipo B no Rio de Janeiro é recente e abre
espacgo para se repensar novas rotas de transmisséo da giardiase no estado (Faria
et al. 2016).

5. 1. 2. 2. Deteccéo de parasitos intestinais e diagnéstico molecular de Giardia

intestinalis nas amostras ambientais

A deteccdo de G. intestinalis no exame parasitolégico das amostras de caes
errantes também aponta para possibilidade desses animais estarem envolvidos em

um ciclo antropozoondético dentro da comunidade estudada.

O encontro de Trichuris sp. permite avaliar trés hipGteses: a)
Pseudoparasitismo; b) Infeccdo por T. vulpis e c) Infeccdo por T. trichiura. Esse
resultado pode ser melhor esclarecido pelo estudo da morfologia dos ovos em
microscopia eletrénica ou abordagens de biologia molecular. Mas, merece destaque
a informacédo de que uma familia com sete individuos infectados por T. trichiura

também possuia um céo parasitado por Trichuris sp. no seu peridomicilio.

Nesse sentindo, embora a maioria dos casos de tricuriase em humanos séo
associados a T. trichiura, ha evidéncia de parasitismo humano pela espécie T. vulpis,
sugerindo um carater zoonético de transmissdo (Traversa 2011). Areekul et al.
(2010) por meio de marcadores moleculares mostraram na Tailandia que criangas
com tricuriase tinham ovos de T. vulpis em suas fezes, sugerindo o possivel

potencial zoonaotico deste parasito no local de estudo.

Em relacdo ao diagndstico molecular de G. intestinalis nas amostras de agua
e de caes, a positividade de duas e uma amostra, respectivamente, podem
possibilitar estudos de sequenciamento genético para tentar elucidar possiveis rotas

de transmissao na comunidade.
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5. 1. 2. 3. Diagnostico molecular de Cryptosporium spp.

A infeccdo por Cryptosporidium € considerada a segunda maior causa de
doenca diarreia aguda em criangas menores de cinco anos (Ryan e Hijawi, 2015).
Nesse estudo, foram encontradas duas criancas parasitadas por C. parvum, genétipo
humano. Pesquisa realizada no Rio de Janeiro com pacientes infectados pelo HIV e
com diarreia mostrou uma prevaléncia maior de C. parvum, genoétipo humano em
relagdo a C. parvum, genotipo parvum (Peralta et al. 2016). A identificagdo e
caracterizacdo dos genoétipos de Cryptosporidium sdo essenciais no estudo da

epidemiologia da criptosporidiose, o que auxilia estratégias de prevencéao e controle.

Como destacado, uma das criangas infectadas por Cryptosporidium sp estava
poliparasitada. Sabendo-se dos prejuizos causados pelas enteroparasitoses, como
déficit cognitivo e no desenvolvimento fisico, esse individuo pode apresentar danos
irreparaveis a médio e alongo prazo, principalmente se ndo houver perspectivas para
mudanc¢as nas condigcbes socioambientais da localidade (Squire e Ryan, 2017,
Mmbaga e Houpt, 2017).

Ressalta-se que no Brasil, apesar dos niumeros significativos de estudos sobre
criptosporidiose, a epidemiologia molecular do parasito ainda é pouco explorada.
Esse dado esta relacionado a predominancia dos métodos baseados em microscopia
para o diagnostico desse parasito e devido ao alto custo das técnicas moleculares
(Meireles et al. 2010).

5. 1. 2. 4. Percepcdo dos moradores sobre a problemética das parasitoses

intestinais na comunidade

O discurso dos moradores corrobora o problema de salde publica que as
parasitoses intestinais representam na comunidade. Destaca-se que os discursos em

sua maioria privilegiam a conduta medicamentosa, fato esse compativel ao
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guestionamento sobre a realizacdo regular de EPF pelos participantes, onde apenas

20 relataram tal pratica.

Chama a atengao o discurso sobre o consumo de doces, ainda visto por
muitos individuos como fator de risco para as parasitoses intestinais. Dado também
relatado em outro estudo realizado no Rio de Janeiro e que demonstra a
necessidade de mais acfes educativas a fim de proporcionar aos individuos um
conhecimento mais amplo sobre os fatores de risco e medidas preventivas sobre as

parasitoses intestinais (Moraes-Neto et al. 2010).

Quanto as vivéncias na comunidade, os moradores relataram a habitualidade
da eliminacdo de vermes adultos de A. lumbricoides, especialmente em criancas,
assim como na comunidade do Salgueiro, mostrando que esse problema permanece
oculto e velado como algo "normal" em localidades desprovidas de condi¢cdes

sanitarias salubres.

Os dados do presente estudo apontam para a necessidade de esforcos
intersetoriais, multi e transdisciplinares no enfrentamento das parasitoses intestinais,
destacando o saneamento como acgao prioritaria na efetivacado do direito a saude. O
ciclo da pobreza econdbmica e aquisicdo de doenca por moradores de favelas
urbanas esta envolto por um complexo de determinantes que condicionam a
recorréncia de infeccédo e falta de esperanca na transformacao da realidade local,

realidade esta que pode ser melhorada com a efetivacdo do direito ao saneamento.

5. 2. A giardiase altera o0s niveis de proteina ligante de acidos graxos intestinais

(I-FABP) e de citocinas plasmaticas em criancas no Brasil

As principais conclusbes deste estudo sdo que as criangas infectadas com
Giardia exibiram niveis plasmaticos elevados de IL-17 e niveis reduzidos de IL-8 em
comparagdo com criangcas nao infectadas com parasitos intestinais. Criancas

infectadas também apresentaram menores taxas de IFN-y/IL-10 e niveis elevados de
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I-FABP que se correlacionaram com IL-17 e TNF. O aumento nos niveis de I-FABP,

entretanto, ndo foi relacionado ao gendtipo de G. intestinalis envolvido na infeccao.

Respostas elevadas de IL-17 in vitro foram relatadas em uma coorte de
viajantes adultos retornando a Dinamarca com giardiase (Saghaug et al. 2017) e IL-
17 mostrou ser essencial para o controle adequado de infeccbes por G. muris e G.
intestinalis em camundongos (Singer, 2016). Este é o primeiro estudo realizado de
que se tem conhecimento mostrando a produgdo de IL-17 em criangas com
giardiase.

A interleucina-8 € uma quimiocina que recruta neutréfilos para locais de
infeccdo e inflamacgdo. Trabalhos recentes indicaram que as proteases secretadas
por Giardia sdo capazes de degradar a IL-8 in vitro (Cotton et al. 2014a). Além disso,
as respostas dos granulocitos apos a administracdo intracolonica da toxina C. difficile
foram atenuadas em camundongos infectados com G. intestinalis (Cotton et al.
2014b). Este é o primeiro relato, até onde sabemos, de niveis sistémicos reduzidos
de IL-8 na giardiase. Seria interessante determinar se 0s niveis de citocinas na

mucosa também estao diminuidos.

O interferon-y € uma citocina frequentemente associada a imunopatologia da
giardiase. Em um estudo de pacientes no Ird, os pacientes sintomaticos tinham
niveis mais elevados de IFN-y do que os controles ndo infectados, enquanto o0s
pacientes com infeccdes assintomaticas ndo (Pacheco et al. 2019). Nao foi possivel
classificar as criancas infectadas com Giardia neste estudo como sintomaticas ou
assintoméaticas. No entanto, encontrou-se uma proporcdo reduzida de IFN-y/IL-10
nas criancas infectadas. Isso € consistente com a falta de inflamacéo frequentemente

relatada na giardiase.

Embora a giardiase tenha anteriormente demonstrado impacto na
permeabilidade epitelial (Fink e Singer, 2017), outros marcadores de dano intestinal
nao foram amplamente abordados nesta infec¢cao. Os resultados do presente estudo
sao os primeiros a indicar que criancas com infecgdes por Giardia apresentam niveis

elevados de I-FABP, um marcador de dano as células epiteliais. Além disso, embora
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os niveis de I-FABP fossem independentes do tipo de gendtipo que infectava as
criancas, eles se correlacionaram com os niveis plasmaticos de IL-17 e TNF. Essa
correlacdo pode indicar que as proprias respostas imunes contribuem para o dano
epitelial observado ou pode refletir que o dano epitelial facilita a indugao da resposta
de desenvolvimento Th17 resultando na producdo de IL-17 e TNF. Infelizmente, os
dados desse estudo ndo foram capazes de determinar uma relacdo causal entre

essas citocinas e os niveis de I-FABP.

O presente estudo apresenta varias limitacdes. Em primeiro lugar, 0 acesso
limitado a amostras biol6gicas adicionais evita tirar conclusdes extensas sobre os
padrées observados e uma coorte maior deve ser usada para confirmar essas
observacbes. Nao foi realizada vigilancia sistematica sobre o estado de diarreia,
embora alteracbes na consisténcia das fezes tenham sido frequentemente
observadas entre as criancas estudadas. Embora houve exclusdo de infeccoes
parasitarias concomitantes e apenas criancas infectadas com Giardia foram incluidas
no estudo, ndo foram avaliadas se infec¢cbes bacterianas ou virais estavam
presentes, o que também poderia contribuir para os niveis sistémicos de citocinas
elou I-FABP. Finalmente, devido ao desenho do estudo transversal, ndo ha como
determinar se as criangas inscritas no estudo haviam sido previamente infectadas
com Giardia, uma vez que uma resposta imunoldgica secundaria pode levar a uma

producdo muito maior de citocinas.

Em sintese, os achados desse estudo fornecem novas informacdes sobre os
niveis de citocinas e I-FABP em criancas com giardiase e sugerem uma ligacdo entre
o dano da mucosa e a resposta imune. Mais estudos para identificar os mecanismos

subjacentes a essa correlacado sdo necessarios.
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6. CONCLUSOES

Giardia intestinalis e Ascaris lumbricoides foram os agentes patogénicos mais

frequentes nas localidades estudadas;

As parasitoses intestinais mostram-se como problema de saude publica
habitual nas localidades estudadas, sendo enfatizada nos discursos por

eliminacao de vermes adultos de A. lumbricoides;

A deteccdo de G. intestinalis em amostras de animais errantes e na agua

utilizada para consumo sugerem contaminacdo ambiental;

Em Imbarié, a fonte da 4gua e seu manejo antes do consumo esteve

associado a infeccao por G. intestinalis e A. lumbricoides;

Dados preliminares mostram a ciurculacdo dos gendpito A e B de G.
intestinalis em Imbarié, o que sugere um perfil de transmissao inter humana na

localidade;

O aumento de I-FABP em pré-escolares infectados por G. intestinalis indica
que o parasito leva a lise de enterdécitos, contribuindo para quebra de barreira
intestinal. As alteragBes nos niveis de citocinas sistémicas, bem como a
correlacdo positiva entre I-FABP e IL-17 e TNF mostram que 0 acometimento

intestinal pode levar a repercurssoées sistémicas da resposta imune.
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7. PERSPECTIVAS

e Investigar os gendtipos de Giardia intestinalis circulantes nas localidades;

e Aumentar a investigagdo com novas amostras de 4gua de consumo e animais
errantes, a fim de verificar os genétipos de Giardia intestinalis transmitidos e

estabelecer possiveis rotas de transmissao nas comunidades;

e Realizar estudos de biologia celular e sequenciamento com ovos e vermes de

Ascaris lumbricoides;

e Realizar as atividades de educacdo em saude com a populacdo e de
educacdo permanente com os profissionais, a fim de difundir informacdes

sobre praticas preventivas a aquisicao das enteroparasitoses;

e Investigar se existem casos de resisténcia parasitaria ao tratamento da

giardiase com metronidazol.
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8. APENDICES

Apéndice 1: Questionario socioecondmico

Data:

Cadigo da Casa:
Latitude:
Longitude:

1.Nome do responsavel familiar:
Endereco e telefone:
2. Sexo: ( )Masculino  ( )Feminino

3. Idade

4. Escolaridade: ( )Analfabeto ( ) Fundamental incompleto ( )Fundamental completo

( )Ensino médico incompleto ( )Ensino médico completo ( )Nivel superior

5. Renda:

6. Numero de pessoas que dependem dessa renda

7.De onde vem a sua agua? ( )poco ( )caminhao pipa ( )companhia de abastecimento ( )outros
8. De onde vem a 4gua usada para beber?
9. E feito algum tratamento na agua antes de beber? ( )ndo ()sim Qual?
10.0nde os moradores da casa defecam?( )banheiro dentro de casa ( )banheiro no quintal ( )no rio
( )no mato (' )outros
11.Como é feito o tratamento das fezes? ( )fossa séptica ( )sistema de esgoto ( )outros
12.Possuem animais ao redor ou dentro da residéncia? ( )N&o ( )Sim Que espécies? Quantos ( )gato
( )eachorro__ ()galinha____ ( )porco___ ()outros
13. Quantos cdmodos ha na casa?

14. Qual o tipo de piso da casa ( )ché&o batido (..)cimento (..)ceramica

15.Faz exames de fezes regularmente ? ( )ndo ( )sim Quantas vezes ao ano?

16. Algum profissional de saude ja conversou com vocé sobre o uso de medicamentos para verminoses?
( )ndo ( )sim. Sobre o que vocés conversaram?

17. Teve alguma experiéncia com verminoses em seu bairro ou na creche que gostaria

relatar?

de
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Morador EI Adulto () Crianca ()

Nome:

Nome da Mae (se crianca):
Data de nascimento: Idade:
Peso: Altura:

Usa medicamento para verminoses mesmo sem realizagdo de

exame?

Cadigo:

Sexo:F() M()

Sim() Néo( )

Sintomas:

Dor de barriga ( )
Diarreia ( )
Vomito ()

Prisdo de Ventre ()

Resultado do EPF:

Morador EI Adulto () Crianga ()

Nome:

Nome da Mae (se crianga):
Data de nascimento: Idade:
Peso: Altura:

Usa medicamento para verminoses mesmo sem realizagdo de

exame?

Cadigo:

Sexo:F() M()

Sim() Nao( )

Sintomas:

Dor de barriga ( )
Diarreia ( )
Vomito ()

Prisdo de Ventre ()

Resultado do EPF:

Morador EI Adulto () Crianga ()

Nome:

Nome da Mae (se crianga):
Data de nascimento: Idade:
Peso: Altura:

Usa medicamento para verminoses mesmo sem realizacdo de

exame?

Cadigo:

Sexo:F() M()

Sim() Ndo( )

Sintomas:

Dor de barriga ( )
Diarreia ( )
Vomito ()

Prisdo de Ventre ()

Resultado do EPF:
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Apéndice 2. Artigo 1 "Giardia duodenalis

Brazil: A Reality Still Unknown™

Genotyping from Dogs

and Cats in

Journal af

Dairy & Veterinary Sciences
ISSN: 2573-2196

Submission: Fehoeary 20, 2009, Pulslished: March 07, 7009

CEFP 21040-360, Brazil

Mini Review

iordio duodenmlis is possihly the first known intestimal pro
tozoan in man. However, there are still many issues to be unders
tond, espedally in the field of oonomy, which, with malecular
studies, have presemted great advances in understamding the
epidemdological charadteristics of & ducdenals infection. Giar
diasis is considered a zoonosis of public health importance, since
. dundemalis can infect a broad spectrem of mammalian hosts,
including humans and domesticanimals [1,2]. Thus, measures to
comtrol giardiasis should consider the participation of amimals in
the transmission cycles [3] Corrently the 6 deodenmlis spedes
is divided imto eight assemblages, classified in A-H [1.2). The &
duodemalis assemhlages C and Dare stll considered host-specific
for camines and the assemhlage F for cats, although they have
already been observed im other animad species [4-6). Assembla
ges Aand B get more prominence because they bave high zooso
tic potential and can be found im humans and other mammalian
hosts, incheding dogs and cats. As interest in domestic animals

Giardia duodenalis Genotyping from Dogs
and Cats in Brazil: A Reality Still Unknown

_jo Juniper

B _liap 1o ke Rusaarchars

Phelipe Austriaco-Teixeira, Luiz Antonio Pimentel Lopes de Oliveira and Maria Fantinami®

Labarard g nnerdiscighing de Péiguises Malios, Marinado Qiwalido Cras < FIGCRUE, Branid

*Corres o ding st Mark Faminan, Labsratorss Inmndisc pling de Pesquitss Midicas, Institum Oswaldo Qi - FIOCRUE, Rio de fanédr, B,

hias grown in recent years and we bave observed a growing hu-
manization of dogs and cats, the existence of assemblages with
affinity for humans and domestic animals (A and B) may support
the occurrence of anthropozoonotic cpcles inside the howsehaold
27

Im order to verify the distribution of G duodenclis assem-
blages in companion amimals in Brazil, we consdwcted a review
based an an exploratory and descripeive bibliographic survey on
the: bwenity-first of Fehruary 2019, with the main themse: “Clendie
dundemalls assemblages circulating in dogs and cats in Brazil™
It was wsed the electromic datahase Medical Literature Analysis
and Retrieval Sistem on-line (Medling). They were wsed as MeSH
terms to delimit the seanch for:

a  bost: “dog” or “cat” or “pet”;
b. Eticlogical agent: “Giardia®;

.  (Geographical area: “Brazil™

Number of articles publishad per year In Brazil

TR —
LY
- P

. & Mumber of arikcles

Figurn 1: Number of arfoles published in Medical Lisrature Aralysis and Retriesal Sigiem ondiees per year Thal address genotyping of
Glandla dondenal’s isolaies from teces samples from dogs and cals in Brazil

To comhbine terms, we ussd stamdard Boolean operators.
‘iWe obtained the following search strategy: ([({dog or cat)
or pet] AND Giardia) AND (assemblage OR gemotype)) AND
brazil. For the selection of manuscrpts was used as incdusion

criteria: articles reirieved in full amd articles published im
english. Twelve articles were found published. Two studies
were excluded because genotyped a single & dusdenalis straim
fior laboratary experiments and one study did not suoceed in

Diiiry arad Wl B J 9003 A0S WS 1D SS90 (3010)
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the gene amplification and genotyping of the Isolates from fecal
animal samples. Among the selected studies, seven carried out
genotyping of . duodenalls isolated from only dog samples and
two from dog and cat samples. The low number of studles found
highlight show that the distribution of G. duodenalis assemblages
in Hrazil stll poorly understood. The study of dog and cat
samples genotyping In Brazil is recent, the first one was carried
out in 2007 [8). And there 15 a low frequency of publications on
the subject per year (Figure 1).

The genotyping tools used are still limited to establishing
transmission routes. The matn methodology used for genotyping
was gene sequencing that was addressed In 8/9 articles found
in this review [8-15]. The PCR-RFLP was used in three articles
{10,11,16),and was used as a single characterization methodology
in only ane study [16]. For . duodenalis genotypling, the following
gene targets were used: fi-gia, gdh and epi. In Brazil, studies until
the year 2011 used a single gene for charactenization and from
2012 stdies became multi-loces. The use of more than one
geoe ks recommended, however It Is not uncommen to chserve

different groupings between the targets used [2].

The Brazilian territary is compased of 26 states and a federal
district, distributed in five regions (North, Northeast, Midwest,
Southeast and South) (Figure 2). Of the aine studles selected In
this review using dogs feces samples, two were performed In the
Southern regtan (Parand and Santa Catarina) and seven In the
Southeast region (four in Sio Paulo, two in Rio de |aneiro and
one In Minas Gerals). The other 21 states and the federal district
still lack studies on the subject. In & duodenalis isolates from the
dog samples, assemblages A, B, C, D or E were found. In S50 Paulo,
studies from 2007 and 2012 identified, using the gdh gene, anly
the hast-speafic assemblage (C and D) tn domestic, wandering
or kennel dogs [9,11)]. However, Volotdo and co-workers using
the fi-gia gene in 2011 reported only drculation of assemblage A.
Although the stool samples were obtained in the same state, the
sample collection site is about 450km. The study by Dawid [13)
corroborates the circulation of assemblage with zoonotic (A) and
noa-zoonetic (C and D) potential in S3o Paula.

Figure 2: llustrative map of the Glardla duodensds

The balcons are dassiied by color according 1o e assemblage.
Qm.uhpmhlpzme.

assemlage’s distribution from dogs
A G. ducdenalks genotyping using gah target B: G. ducdenals genatyping wsing B9t target, C: G. ducdenalls genotyping using tov target.

Orange: assemblage A Yellow: assembiage B; Blue: assemblage C;

In Rio de Janeiro, Volotdo et al. [8] verified the assemblage
A Infecting dogs and, after 11 years, Fantimatti & collaborators
{15] vertfied circulation of the same assemblage, suggesting the
maintenance of this assemblage in the environment. The only
study carried aut in Santa Catarina identified the circulation of
assemblages A, B and C in dogs by PCR-RFLP {gdh target) [16].
The other study carried out in the Southern region, Parand,
using the gdb and f-gia gene targets, verified the circulation of
assemblages B, C and D [12] The identification of assemblages
with zoonatic potential found by the authors In dogs and In
bumans suggests that anthropozoonotic cydes may be occurring
within household.

The G duodermalts genotyping from dogs of commercial
lennels in Minas Gerats using the gdh target identified the
assemblage D circulating among the animals. However, the data
were not corroborated by tpl target, in which the sequences were
grouped In assemblages A, B, C and E, and nane In assemblage

D. identification of host-specific assemblages for canines at dog
agglomeration sites points to the pessihility of dissemination
among all the ankmals of the place. Since 6. dwodenalls infection
can lead to compromised animal bealth, the circulation of this
protozoan in commerclal kennels can have an economic Impact,
where animals are sold mainly pupptes. On the other hand,
dogs acquired and Infected by xoonotic assemblages raises
the possibility of carrying Glardia cysts to the residence and
promoting transmission routes between their owner and other
animals of the houschold.

The two genotyping studies of 4. deodenalls isolates from
cat specimens date back to 2007, demonstrating that there have
been no studies on the subject in Brazil for more than a decade
[89] Hoth were concentrated In the Southeast region {Rio de
janeiro and Sao Paulo), demonstrating a lack of kmowledge about
the genotypes of 6. duodenalls circulating in cats in the other four
regions of Brazil. Valotao & collaborators [B] genotyped a single

How 1o ce this wticle Auntnaco-Teisstta P, Ofveits LA, Fastnatll M. Clashe cuodesals Genatypieg hoen Dogs snd Cits i Brazt A Rusity S

Urdnows Dary snd Vet 8o 2 2019, 105y 555790 DO 30 19080U0VS 207010 565790
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cat sample from Rio de Janeiro and identified genotype A, while
in Sao Paulo, Souza [9) described the circulation of genotypes
A and F in 19 cats. Both studies highlight the possibility of
anthropezootic cycles, since samples of dogs, humans or cattle
parasitized with G. dwodenalts of genotype A were also evaluated.

The literature review Indicates there is mo passible o
determine the epldemiology of G duodenalis assemblages In
domestic animals in Brazil, mainly in cats, because the studies
are scarce, punctual and characterize a low number of samples.
The few territories studied are concentrated in the reglons
with the highest Human Development Index In the country
and demonstrate the circulation of assemblages with zoonotic
potential. Stnce glardiasis is a disease that can cause harm to
companion ankmals and their owners, it is essential that more
studies be carried out in Brazil in order to elucidate how the
z00notic transmission route of §. duadenalis In different regions
of the country behaves.

The elucidation of assemblages and zoonotic transmission
routes could promote new measures aimed at prophylaxis and
the treatment of glardiasis is the veterinary and public health
fleld. Thus, the identification of transmission routes of the
parasite represents a strategic tool to reduce the glardiasis
incidence in the country, as well as to save costs related to
treatment and, above all, to guarantee the life quality of humans
and animals.
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Abstract: Giardiasis is an intestinal infection caused by ingestion of water or food contaminated with
cysts of Giandia lamblir. Susceptibility is higher in children and overall prevalence can reach up to 90%
in low-income areas, although outbreaks are abso reported in developed countries. Both parasite and
immune-mediated epithelial damage has been observed in vitro and in animal models. However,
whether enterocytes are directly damaged during infection is not entirely known. Our goal was to
identify whether plasma levels of intestinal fatty acid binding protein (FFABFP), a marker of enterocyte
damage, are related to the immune response in giardiasis. Blood plasma was collected from 31 children
(19 Giardi-positive) from a public day care in Rio de Janeiro, Brazil. The levels of I-FFABP were
increased in Gardis-infected children compared to children without detectable infection. There was no
difference in FFABP levels in giardiasis caused by different genetic assemblages of Giandia. Levels of
IL-8 were decreased, while there was a trend to elevated [L-17 in the Gurdia-positive children.
A positive correlation was observed between IFFABP and IL-17 levels as well as TNF, suggesting
that epithedial damage can be related to cytokine production during giardiasis. These results help
elucidate the relationship between the dissuption of the intestinal mucosal barrier and immune
responses to G. lambiia in children.

Keywords: Gundu lamblas; giardiasis; children; I-FABP; cytokines; IL-17; Girdiz assemblages

1. Introduction

Giardiasss is a worldwide intestinal infectious disease caused by transmission of water or food
contaminated with cysts of Giardia lamblia, and exhibits both anthroponotic and zoonotic transmission.
The real incidence of giardiasis s likely underestimated, since asymptomatic and even symptomatic
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P-nlin:nh. I".n:qucntl}r do ot seck care. In addition, the low nﬂ'mitiv:i.r}r of min:rnneq:u.:: detection
methods, commonly utilized in middle and low-income areas, further contributes to underreporting.
Global initiatives examining the eticlogy of diarrhea identified Gardie as the second most commuon
pathogen detected among children 12-24 months old [1] and one of the top four contributors to
stunting, globally [2]. In Brazil, we showed that the prevalence of Giardia can reach 78% [3].

Eight assemblages of G. lambiia (A to H) have been described based on genetic differences.
Assernblages A and B are the most commonly found in humans, although both also infect a variety of
animals. Our group has previously identified assemblage E in humans [4], but there is no conclusive
evidence of a correlation between clinical outcome or parasite burden and assemblage.

Ciardia trophozoites colonize the luminal surface of the small intestine and attach to intestinal
epithelial cells {IEC). Disease is thought to occur due to damage to the epithelial barrier, mediated by
both the parasite and the immune response. The disruption of tight junctions, shortening of microvilli,
epithelial permeability and altered intestinal motility have all been observed [5]. Several studies
have analyzed cvtokines in murine giardiasis, and a consensus has formed on the importance of
IL-17 for protective immunity [6]. In adult human patients who recovered from giardiasis, 1L-17 was
upregulated when effector memory CD4* T cells were restimulated in vitro with Giardia antigens [7].
However, roles for other cytokines in pathogenesis of giardiasis are much less clear, and few studies
have addressed this issue in humans [3,9].

Ginrdia-secreted metabolites |10] along with cytokines and cytotoxic T cell responses are related to
epithelial damage and the apoptosis of enterocytes [11]. However, whether enterocytes are directly
damaged is not known. Intestinal fatty acid binding protein (I-FABF) is an intracellular protein that
acts on the metabolism of long chain fatty acids and is abundantly expressed in the cytosol of epithelial
cells in the small intestinal mucosa. Increased plasma levels of I-FABP have been associated with
intestime-specific injury in several diseases [12]; however, studies of I-FABI in giardiasis are lacking.

Cur goal was to identify whether enterocyte damage is connected to alterations in immune
responses in children living in a low-income setting. Here, we show that plasma I-FABT levels
are increased in Giardir-infected children and that there is a correlation between I-FABF levels and
systemic cylokine levels. However, we did not cbserve any relationship with a specific Giardia
genetic assemblage.

2. Resulls

2.1. Clinical and Hematological Profiles of Giardia Lambiia-Infected Children

In an observational study performed in a government-run day care in Rio de Janeiro city,
we identified 19 children infected with G. lamili and 12 without laboratory evidence of intestinal
parasites. The assemblages of G. lambliz identified were A{n =11}, B(n =6} and E (n = 2).

Alteration im normal stool consistency was a frequent cccurrence amaong day care children. Thus,
no association between diarrhea and infection by G. lamblia could be established. The children’s
anthropometric statuses, evaluated according to the WHO Z scores (length for age, weight for age
and weight for length), showed that 28 out of 33 children were eutrophic, but only two of them
were underweight.

The mean levels of hemoglobin in Glardia-positive preschoalers (11.50 g/dL (11 10-12.20 g/dL))
were similar to Glardis-negative (1190 g/dL (11 281253 g/dL)). Only one Giardiz-negative child
presented with moderate anemia. Similar results were observed for the other hematological parameters
related to anemia. To investigate a possible influence of G. lamblia on immune cells we assessed
leukocyte profiles. No differences were observed for lymphocyte, neutrophil or monocyte counts when
Glardin—positive and Glandiz-negative groups were compared. Seven out of 19 Glardis-positive children
presented mildly increased eosinophil counts, and four owt of 12 Girrdia-negative children showed
mild or moderate increases (p = 0.80) (Table 1).
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methods, commonly utilized in middle and low-income areas, further contributes to underreporting.
Global initiatives examining the eticlogy of diarrhea identified Giardin as the second most common
pathogen detected among children 12-24 months old [1] and one of the top four contributors. to
stunting, globally [2]. In Brazil, we showed that the prevalence of Giardia can reach 78% |3].

Eight assemblages of G. lambiia (A to H) have been described based on genetic differences.
Assemnblages A and B are the most commaonly found in humans, although both also infect a variety of
animals. (hur group has previously identified assemblage E in humans [4], but there is no conclusive
evidence of a correlation between clinical outcome or parasite burden and assemblage.

Criardia trophozoites colonize the luminal surface of the small intestine and attach to intestinal
epithelial cells {(IEC). Disease is thought to cccur due to damage to the epithelial barrier, mediated by
both the parasite and the immune response. The disruption of tight junctions, shortening of microwvilli,
epithelial permeability and altered intestinal motility have all been observed [5]. Several studies
have analyzed cytokines in murine giardiasis, and a consensus has formed on the importance of
IL-17 for protective immunity [6]. In adult human patients who recovered from giardiasis, [L-17 was
upregulated when effector memaory CD4® T cells were restimulated in vitro with Giardia antigens [7].
However, roles for other cylokines in pathogenesis of giardiasis are much less clear, and few studies
have addressed this issue in humans [3,9).

Ginrdig-secreted metabolites | 10] along with cytokines and cytotoxic T cell responses are related to
epithelial damage and the apoptosis of enterocytes [11]. However, whether enterocytes are directly
damaged is not known. Intestinal fatty acid binding protein (I-FABF) is an intracellular protein that
acts om the metabolism of long chain fatty acids and is abundantly expressed in the cytosol of epithelial
cells in the small intestinal mucosa. Increased plasma levels of I-FABP have been associated with
intestine-specific injury in several diseases [12]; however, studies of I-FABFP in giardiasis are lacking.

Crur goal was to identify whether enterocyle damage is connected to alterations in immune
responses in children living in a low-income setting. Here, we show that plasma I-FABF levels
are increased in Giardis-infected children and that there is a correlation between [-FABP levels and
systemic cytokine levels. However, we did not observe any relationship with a specific Giardia
genetic assemblage.

2 Results

2.1. Clinical and Hematological Profiles of Giardia Lambiia-Infected Children

In an observational study performed in a government-run day care in Rio de Janeiro city,
we identified 19 children infected with G. lamblia and 12 withouwt laboratory evidence of intestinal
parasites. The assemblages of G. lambliz identified were A(n =11}, B{r=6)and E (n = 2).

Alteration in normal stool consistency was a frequent ocourrence among day care children. Thus,
no association between diarrhea and infection by G. lamblis could be established. The children's
anthropometric statuses, evaluated according to the WHO Z scores (length for age, weight for age
and weight for length), showed that 28 out of 33 children were eutrophic, bul only two of them
were underweight.

The mean levels of hemoglobin in Giardis-positive preschoolers (11.50 g/dL (11.10-12.230 g/d L))
were similar to Glardia-negative (1190 g/dL (11.28-1253 g/dL]). Only one Giardis-negative child
presented with moderate anemia. Similar results were obhserved for the other hematological parameters
related to anemia. To investigate a possible influence of G. lambiia on immune cells we assessed
leukocyte profiles. Mo differences were observed for lvmphocyte, neutrophil or monocyte counts when
Giardin-positive and Giandis-negative groups were compared. Seven out of 19 Giardia-positive children
presented mildly increased eosinophil counts, and four out of 12 Gierdia-negative children showed
mild or moderate increases (p = 0.80]) (Table 1).
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Figure 1. The cytokine profiles of Gardi lembli-infected children from a Brazilian area. Plasma levels of
(A) IL-17,(B) IL-8, (C) IL-5, (D) IFN~-y, (E) TNE, (F) IL-10 and (G) IL-1§ in children with giardiasis were
determined using Luminex beads. The IFN-y/1L-10 ratio (H) is also shown. Each point corresponds to
one subject. Results are expressed as median fluorescence intensity (MFI). Medians (horizontal bars),
quartiles (range 25-75%) and results of Mann-Whitney statistical tests are shown.
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Figure 2. Intestinal fatty acid binding protein (1-FABP) levels and the correlation with systemic cytokine
profiles and assemblages in Girdit-infected children in a Brazilian area. (A) I-FABP leveds are increased
in G. lamblia-infected pre-schools children. (B) Different assemblages (A, B or E) of G. lamblia are not
associated to [-FABP levels. Correlation between I-FABP and 1L-17 (C) or TNF (D) levels. Levels of
I-FABP were elevated in Giardat-positive subjects (@) in comparison to Glandis-negative (O). Each point
represents one subject. The horizontal bars indicate the median values and verticals bars indicate
interquartile ranges (25-75%).

Considering the high variation observed among all the parameters analyzed, we investigated
which factors were influencing the elevated I-FABP levels by using a multivariate linear regression
analysis. The model showed a trend that Giardia infection influenced I-FABP levels (p = 0.071) (Table 2),
supporting an association between enterocyte damage and giardiasis. This correlation was independent
of the levels of cytokines.

Table 2. Multivariate linear regression analysis to evaluate the association between the levels of intestinal
fast acid bound protein (I-FABP) and independent variables (cytokines) in Gurdia-positive preschoolers.

Dependent Variable I-FABP Levels (pg/mL)

Independent Variables

Coef ! SE? P
Glatia fniction; 03% 32188 0.071
(positive or negative)
L7 0227 18.86 0.349
TNEF* 0437 9.80 0.135
s -0.045 055 0.833
IL-10* -0.341 14.29 0215

! Coef—Comelation coeficlent; * SE-standard error; * MFl—median fluorescence intensity; [L—interleukin,
TNF-—tumor necrosts factor, I-FABP-—intestinal fast acid bound protein.
3. Discussion
The major findings of this study are that children infected with Giardiz exhibited elevated plasma
levels of IL-17 and reduced levels of IL-8 compared with children not infected with intestinal parasites.
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Infected children also had lower IFM-y/IL-10 ratics and elevated levels of I-FABP that correlated with
both [L-17 and TME The increase in I-FABF levels, however, was not related to the specific assemblage
of Giardia with which they were infected.

Elevated in vitro IL-17 responses have been reported in a cohort of adult travelers returning to
Denmark with giardiasis |7] and IL-17 has been shown to be essential for proper control of G. rouris
and G. lamilia infections in mice [¢]. This is the first report of which we are aware showing 1L-17
production in children with giardiasis.

Interleukin-8 is a chemokine that recruils neutrophils to sites of infection and inflammnation.
Eecent work has indicated that proteases secreted by Gierdia are able to degrade IL-8 in vitro [14].
Moreover, granulocyte responses afler intracolonic administration of C. difficile toxin were attenuated
in mice infected with G. lamblia strain NF |15]. This is the first report, to our knowledge, of reduced
systemic levels of IL-8 in giardiasis. It would be interesting to determine if mucosal cytokine levels are
also dimninished.

Interferon-y is a cylokine often associated with immunopathology of giardiasis. Ina study of
patients in Iran, symptomatic patients had higher levels of IFMN-y than uninfected controls, while
patients with asymptomatic infections did not [5]. We were unable to classify the Giardis-infected
children in this study as being symptomatic or asymplomatic. Mevertheless, we found a reduced ratio
of IFMN-3/IL-10 im the infected children. This is consistent with the lack of inflammation often reported
in giardiasis.

While giardiasis has previously been shown to impact epithelial permeability |5], specifically,
lactulose:mannitol test ratios, other markers of intestinal damage, have not been widely addressed
in this infection. Cur resulls are the fest to indicate that children with Gierdia infections have
elevated levels of I-FABE, a marker for epithelial cell damage. Moreover, although I-FABP levels were
independent of the genetic assemblage of Giandia present, they did correlate with plasma levels of both
IL-17 and TWE. This correlation could indicate that immune responses themselves contribute to the
epithelial damage observed or could reflect that epithelial damage facilitates the induction of the Th17
developmental program resulling in both IL-17 and TNF production. Unfortunately, our data were
unable to determine a causal relationship between these cytokines and I-FABF levels.

Cur study suffers from several limitations. First, limited access to additional biological samples
prevents drawing extensive conclusions aboul the patterns observed and a larger cohort should be
used to confirm these observations. We did not perform systematic surveillance on diarrhea status,
although alteration in stool consistency was frequently noted among the children studied. While we
were able to exclude concurrent parasitic infections and only Géardia-infected children were enrolled,
we did not evaluate whether bacterial or viral infections were present that could also contribute bo
systemic levels of cytokines and/or I-FABF. Finally, because of the cross-sectional study design we were
unable to determing whether the children enrolled in the study had been previously infected with
Criandia, since a secondary immune response could lead to much greater cytokine production.

In summary, our data provides novel information on levels of cytokines and I-FABF in children
with giardiasis and suggests a link between mucosal damage and the immune response. Further studies
to identify the mechanisms underlying this correlation are needed.

4. Material and Methods

4.1. Study Design and Participants and Ethical Aspects

The cross-sectional study was conducted in a community (urban slum) of Rio de Janeiro, Brazil in
2015, from February to December. The area has a limited drinking water supply, no sewage network
coverage and few streets are paved. Stray animals, such as dogs, cats, rodents, pigs, horses and cattle
are commonly found moving throwghout the location. The majority of inhabitants are from the low
socioeconomic sirata.
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For the selection of preschoolers infected by G. lamblia {Giardia-positive) or not (Giardia-negative),
stool samples were obtained from 105 children (ages varying from 10 months to four yvears) and
used in parasitological and PCR assays for the detection of Giardia DNA). A collection device
accompanied by instructions was provided for the guardians of children and nursery volunteers.
One stool sample from each participant was examined for intestinal protozoa and helminths by three
methods: Ritchie, Kato-Katz and spontaneous sedimentation. Children infected or co-infected by other
pathogenic intestinal protozoa or helminths were excluded. Thirty-one children (19 Giardia- positive
and 12 Giardia-negative) were selected for the study. The subjects were evaluated for anthropometric
parameters. Standard deviation scores (Z-scores) of weight-for-height (WHZ), lenght-for-age (LAZ)
and weight-for-age (WAZ) were calculated according to the World Health Organization’s 1978 growth
chart. Blood was submitted to hematological exams. Plasma samples were separated, and aliquots
were stored at —-70°C for immunological analysis.

All procedures were approved by the ethics committee for human research (Instituto Oswaldo
Cruz/FIOCRUZ, Brazil, CAAE: 19705613.9.0000.5248). Biological samples were collected after informed
consent was obtained from the guardians of the children.

4.2. Molecular Detection and Characterization of Giardia Lamblia

The stool DNA extraction was conducted using the QlIAmp DNA Stool Mini Kit (Qiagen GmbH.,
Germany), with modifications [3]. Conserved gene fragments from glutamate dehydrogenase (gdit) and
beta-giardin (fgia) were amplified by polymerase chain reaction (PCR) using the primers previously
reported [3]. The amplicons obtained for each pair of primers were purified using the NucleoSpin®Gel
and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel GmbH and Co. KG, Germany). The purified products were
sequenced using the ABI Prism™ BigDye Terminator Cycle Sequencing kit. Electropherograms were
analyzed using Chromas 2.4 (Technelysium Pty Ltd., South Brisbane, Australia). Characterization of
the sequences was performed using the Basic Local Alignment Search Tool for nucleotides (BLLASTn),
and the contigs were obtained by the CAP3 Sequence Assembly Program. Nucleotide sequences of gdh
and figia were aligned by the CLUSTAL W algorithm from Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA) output 7.0. The phylogenetic analysis was performed on the MEGA and the range estimation
equations used were JIN and NEI (Kimura 2-parameter model). Phylogenetic trees were constructed
using the neighbor-joining algorithm, with bootstrap analysis (1000 replicates). The sequences from
the new isolates were aligned using reference sequences of G. lamblia from GenBank. The sequences
obtained were deposited in GenBank: genotype A (gdlr: MN541586, MN 541659, MN 541674, MN5416956,
MN541648, MN541661, MN541666, MN541658, MN541657 and MN341804; ggia: MN541703, MN541775,
MN541806, MN541790, MN541772, MN541764, MN541777, MN541782, MN541774, MN541773
and MN541804); genotype B (gdh: MN541687, MN541686, MN541643, MN541684, MN541678 and
MN541668; fgin: MN341803, MN541802, MN541759, MN541800, MN541794 and MN541784), genotype
E (gdh: MN541650 and MN541637; fgia: MN541766 and MN541754)

4.3. Quantification of Intestinal Fatty Acid Binding Protein (I-FABP) and Cytokines in Plasma

I-FABP levels were determined by ELISA (Duo Set; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). The
results were expressed as pg/mL, and the minimum detection limit was 31.2 pg/mL.

For cytokine measurement, a multiplex biometric immunocassay containing fluorescently dyed
microbeads was used (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). The following cytokines were
quantified: IFN-y, TNF, IL-1§, IL-2, IL4, IL-5, [L-6, IL-7, IL-8, IL-10, [L-12, IL-13, IL-17, MCP-1 and
MIP-1p. Cytokine levels were calculated by Luminex Technology (Bio-Plex Workstation; Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). The analysis of data was performed using software provided by the
manufacturer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A range of 0.51-8000 pg/mL of recombinant
cytokines was used to establish standard curves and the sensitivity of the assay. The results were
expressed as the median fluorescent intensity (MFI) [16].
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4.4. Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software (version 7.0, San Diego,
CA, USA). Mann-Whilney tests were performed for comparisons between two groups. A Student’s
t-test was additionally used when Mann-Whitney tests indicated a trend and the data were normally
distributed. The Spearman test was used for correlation analysis and Pearson's test was used for
correlation matrix analysis. Continuous variables were expressed as medians and interquartile ranges
(IQRs). Differences were considered statistically significant when a p-value was equal or below 0.05.
Multivariate linear regression analyses (software IBM SPSS, version 22.0, IBM, USA) were used to
determine the influence of intervening variables on the levels of I-FABP. Giardia infection (positive or
negative) and MFI levels of cytokines were considered as independent variables.

Supplementary Materials: The following are available online at hitp//www.mdpicom/2076-0817/9/1/7/51,
Table S1: Cytokines and chemokines profile in plasma of children infected by Gaerdia lambiia.
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RESUMO

() desenvolvimento tecnokigico e a urbanizagio desordenada ndo perdoaram o homem das doengas
associadas @ pobrern ¢ 4 falta de saneamente baswo, principalmente nos paises em
desenvolvimento, come o Brasil O objetivo desse trabalho for identificar a hteratura produzida
sobre o sancamento basico e parasitoses intestinais no Brasil, no periodo entre 2007 ¢ 2018
Metodologia: revisdo integrativa da literatura, utilizando os descritores Parasitologia e Saneamento
Basico, na Biblioteca Vidual em Saide e ffesiinal Parasitosis, Sanifation ¢ Brazil nal.iteratura
Internacional em Ciéncias da Saide. Foram levantados 29 estudos, dos quais 44, 8% (13/29) foram
realizados na regio sudeste. Os principais achados forame as parasitoses mtestmars sio refendas
como importante problema de sagde poblica assocmadas 4 precariedade no sancamento; Ascaris
fumbricoides for o helminto mais prevalente nos estudos com amostras humanas; a educagio em
saide fon relatada como elemento indissocidvel ao sancamento na redugdo da prevaléncia de
enteroparasitoses. As parasitoses mtestinais ainda permanecem como problema de satde pablica no
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Brasil, o que salienta a necessidade de melhoras no sancamento, principalmente nas dreas com
maior vulnerahilidade social e sanrtiria.

Palavras-chave: Direito 4 Sande, Sancamento Basico, Parasitologia, Sadde Pablica.

ABSTRACT

Techmological development and disorderly wrbaniation have not forgiven man for disesses
associated with poverty and poor sanitation, especially in developing countries such as Brazil. The
ohjective of this study was to wdentify the literature produced on basic sanitation and intestinal
parasites in Brazil, between 2007 and 2018, Methodology: integrative literature review, using the
descriptors Parastiology and Basic Sanitation, in the Virtual Health and Intestinal Parasrosis
Library, Sanitation and Brazl in the Intermational Literature on Health Sciences. 29 studies were
surveyed, of which 44.8% (13/29) were conducted m the Southeast. The main findings were:
intestinal parasitoses are referred to as an important public health problem assocated with poor
sanitation; Ascaris lumbricoides was the most prevalent helmimth in studies with human samples;
Health education was reported as an inseparable element of sanitation in reducing the prevalence of
enteroparasitic discases. Intestmal parasitoses still remain a public health problem in Brazml, which
highlights the need for improvements in sanitation, especially in aress with greater social and health
vulnerablity.

Keywords:Right to Health, Basic Sanitation, Parasitology, Public Health.

L INTRODUCAD

O crescente desenvolvimento tecnoldgico inequitative ¢ a imtensa urbanizagdo desordenada
ndo perdoaram o homem das doengas associadas 4 pobreza ¢ a falta de sancamento basico,
principalmente nos paises em via de desenvolvimento, como o Brasil (BUSS, 2007; BRASIL,
2015). Essa estreita relacio entre “doenga & falta de saneamento™ aflige o direito constitucional do
brasileirn em duas esferas primordiais: o direto a saiode e o dinerto a0 saneamento.

O direito 4 satde estd consubstanciado no artigo 196 da Construigdo Federal do Brasil de
1988 e define gue "a saide é um direito de todos e dever do Estado, garantido mediante politicas
s0Cials @ econdmicas que visem a redugio do nsco de doenga e de ouwtros agravos (...) és agdes ¢
SEIVIDS para sua promogdo, protecio ¢ recuperagdo.”

Messe sentido, a sadde ultrapassa 3 mera auséncia de doenca e perpassa o completo bem-
estar fisico e pswossocial do mdividuo, vislumbrando os aspectos colturais ¢ socwmis por ek
compreendido, estando no cerme do sistema de saide brasilemno as agies de promogio e prevengio
para efetivagio desse direrto (BRASIL, 1988).

Por sua vez, o sancamento bésico ¢ a politica federal de saneamento bisico possuem suas
diretnizes estabelecidas na Lel do Saneamento (Let K% 11.4452007), sendo o sancamento
compreendido em sua visdo ampla por: servigos de abastecimento de dgus, esgotamento sanitario ¢
tratamento dos efluentes, coleta & destmagdo final dos residuos silidos, drenagem urbana e controle

de vetores, associados aos aspectos de sadde e do mew ambiente natural e construido.
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A falta de saneamento é um problema comumente referido no Brasil ¢ contnbui para o
surgimento de morbidades e até fatalidades em nosso pais, especialmente das deengas associadas 4
pobreza como as parasitoses intestinais (PAIVA & SOULA, 2018)

A Organizagio Mundial da Saide recomenda gue as agies de enfrentamento desse
problema de saide pablica estejam alinhadas & melhoria das condigdes ambientais (WHC, 2002).
Entretanto, no Brasil, a distnbuigio adequada do saneamento perpassa entraves politicos e
governamentais a fim de atender toda a populagdo (BRITTO e REZENDE, 20017).

Mo Brasil, a prevaléncia geral das enteroparasitoses é desconhecida, uma ver que cssas
doencas no pais ndo sio de notificagiio compulsora. O que se estima de prevaléncia decorre de
estudos pontuals e de geo-helmintos associados aos estudos da esquistossomisse. Estima-se entdo
uma prevaléncia de 2 a 36% e que pode chegar a 70% nos individuos em idade escolar, o que revela
um importe cendrio de preocupacdo na saade piblica nacional (BRASIL, 2017; SILVA et al. 20011,
AGUIAR-SANTOS et all 201 3).

Pava ¢ Souza (2018) ao avaliarem a associagio entre condides de sancamento e
internagdes por doengas de veiculagiio hidrica no Brasil mostraram uma relagio significativa entre a
cobertura por coleta de esgoto & o nimero de internagdes. O Instituto de Geografia e Estatistica
corrobora o resultado dos autores a0 menckonar que os obitos por diarem na infancia estdo
relacionados com a precanedade do servigo de esgotamento sanniano (BRASIL, 2000).

Por meio do Plano Macional de Vigilincia e Controle das Enteroparasitoses, o Brasil tragou
em seus objetivos a identificagio dos principais fatores de nsco associados s parasitoses
intestinais, assim como o conhecimento sobre o componaments epidemioldgico das doencas quanto
ao agente ctologico, pessoa, tempo ¢ lugar, hospedeiro ¢ meio ambiente (BRASIL, 2005). Ahado
ao plano, no ano de 2011, o Mmstério da Saide definiu um conjunto de doengas para agdies
estratégicas de enfrentamento ¢ controle com a criagdo do Plano Integrado de Agfies Estratégicas
(BRASIL, 2012).

Entretanto, a5 agbes clencadas nos respectivos  projetos  privilegiam o - tratamento
populacional em massa ¢ ndo estdo interligndas is melbonas das condigies de sancamento,
mostrando fragilidade nas estratégias de controle ¢ um abismo para eliminagio desse problema de
safde pablica no cendrio brasileiro.

Para compreender a importincia do estudo do bindmio “Enteroparasitoses/Sancamento”™ ¢
dos fatores associados a esse problema de sadde piblica, além da identificagio de pomtos de
estratégias de enfrentamento = controle, oobjetive geral desta revisio foi:

. buscar a Ineratura produzida sobre o saneamento bdsico e parasitoses mtestinais no

Brasil, no periodo compreendido entre 2007 e 2008,
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Como ehjetivos especificos buscaram-se:

. identificar as parasitoses intestinais mais frequentes relatadas nos estudos;

. discutr as estratégms de enfrentamento as parasitoses intestinais, correlacionadas ao
saneamento.
2METODO LG LA

Trata-se de um estudo exploratonio e descrtivo de revisio mtegrativa da Iteratura. Esse tipo
de estudo obpetiva tornar um problema mais explicito ¢ a construir hipoteses a seu respeito, assim
como, descrever as caracteristicas e ientificar relagdes entre variaveis (GIL, 2000),

A revisio integrativa da literatura proporciona a reunido de achados a partir de diferentes
métodos de pesquisa, permutindo a sintese dos resultados sem ferir os dados onginais. Portanto,
necessita ser realizada de maneira sistematica e rigorosa (SOARES et al. 2014).

Scguindo as diretrzes propostas por Whittemore ¢ Knafl (2005), a realizagio desta revisio
se deu através das seguintes etapas: 1) identificagdo do tema e estabelecimento do problema de
pesquisa; 2) busca na literatura; 3) avaliagio dos dados; 4) andlise dos dados (sintese dos dados,
exihigio dos dados, comparagio dos dados, conclusdo) e 5) apresemtagio dos resultados da
pesquisa. sk

A identificagdo do problema de pesguisa é o ponto de partida de gualguer método de
investigagdo, ¢ deve ser claro e abordar o propésito do estudo. Entendendo como estreita a relagdo
entre sancamento hdsico © parasitoses intestinas, se estabelecen como guestdo da pesquisa: Cual a
produgdo cientifica sobre Sancamento e Parasitoses Intestmais no Brasil?

A busca da literatura foi realizada nos bancos de dados informatizados da Biblioteca Virtual
em Haide-BYS (httpe/'bvsms. saude gov.br/) & na Literatura Internacional em CiEncias da Saide-
MEDLINE {https://www nebinlm.nih.gov/pubmed). Na BY'S, a busca das obras indexadas foi
realizada por meio dos descritores associados “Saneamento Basico™ e “Parasitologia®™,
consultados no banco de Descritores em Ciéncias da Saode {hitp://decs bvs.br). Na MEDLINE, a
busca fi realizada por meio dios termos associados “Intestinal
Parasitosis"c*Sanitation™c“Brazil”,  consultados mo  Medical  Subject  Headings
(hittps:iwww nchinlm nih. gov/'mesh).

Foi escolhido como recorte temporal o periodo de 2007 2 2018. A escolha do ano de 2007 s
deve ao marco regulatino do saneamento hisico no Brasil. Além disso, foram selecionados apenas
artigos nos kdiomas inglés, espanhol ou portugués. A Figura 1 mostra o fluoxograma para selegio
dos estudos incluidos nessa revisdo.
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Para avaliagdo ¢ anilise de dados foram observados os métodos utilizados nos estudos,
assim como os conteddos categorzados em: | jenteroparasitoses mais frequentes em cada estudo e

1) consideragdes de cada estudo sobre a relagiio entre parasitoses intestinais ¢ o saneamento.

Cossults dos descritares utilizadss no levantamenis biblingri fico

| l

Descriteres em Ciemcias da Sasde
(LB S NI T

AleSH (Medical Subject Headings)
Blps: www.sebinbm.nik gos mith

|

l

“Haneamewlo Bisico™ and
“Parasiolegla™

“Tmtesdin] parasiBosi™ and
“Samitation™ aed “Brazil®

|

!

Biblinteca Virtual em Sande
hittpe i brasil bvs. ber

Literatura Intermacional em Ciencias da Sande
bt v ne bl sl sih. oy pabined’

l

l

Artigos encontrados: 39

Artiges emcontrados: 20

|

!

Artiges publicados no recorte
Bemparal (Z087-I01E): 32

tigos publicados no recorie temparal
(Z0ET-2008]: 34

|

!

Artigos selecisnades apis kitura na
integra: 1§

Artigas sebecinmados apss leitara s
imtegra: 21

|

l

Artigos selecionados apds exclusio
das duplicidades: 11

Artiges sehcionados apos exclusds
dlan duplicidades: 18

Figura 1 = Fluxograma do processo de selecdo dos ariges pesgquisados na Biblioleca YWirtual em Saade (BYVS)e na
Literatura Internacsonal em Ceéncias da Saiide (MEDLINE) para a realizacio de revisio itegrativa, de avordo com os
Pz propostos par Whattemare e Knafl (2005).

Foente. Elaboracio do autor

3 RESULTADOS E DISCUSSAD

Foram encontrados 32 artiges na BVS e 34 na MEDLIME dentro do recorte temporal | 2007-
2018).Apos a kitura na integra, 18 foram selecionados a partir da busca na BYS ¢ 21 ma
MEDLINE, pois tratavam do tema saneamento @ parasitoses mtestinais. Entretanto, 10 estavam

duplicados, sendo selecionados 11 artigos cientificos via BVS e 18 por meio da MEDLINE. Dessa
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forma, foram encontrados 29 trabalhos que constituiram a base para discussdo, conforme o Quadro
1.

Os estudos selectonados foram realizados em sua maioria na regido sudeste (1329, 44 8%),
conforme Figura 2. Esse fato pode estar relacionado aos grupos de pesquisa que trabatham com
enteroparasitos nessa regido do Brasil. Coelho of al. (2017) encontraram escassex de esiudos sobre
glardiase em amostras de agua nas regides nore, nordeste © centro-oeste do Brasil. s autores
correlacionam a baixa produgdo cientifica nas respectivas regifies como reflexo das dispanidades

soCials existentes no pais.

Centro-Oeste [ 1(:.4%)
sul | 5207
sudeste [ :: :::%o
Nordeste [ NG 20
Norte - 3(10,3%)

Figura 2- Dhstnbmgio dis nimero de artipes seleciomados na revsio, por regdo brasileira, de scordo com o local de
realizacio da pesguis
Fonte. Elaboracio do amtor

) helminto mais prevalente na populagio humana foi Ascaris fumbricoides, relatado em
58,3% (14/24) dos estudos que analisaram amostras fecais humanas com técnica diagndstica para
detecgiio de helmintos. A prevaléncia desse geo-helminto wvariou de 5,0% a T0,0%. Essas
frequéncias corroboram  as  estimativas nacionals encontradas  anteriormente, gue  estimam
prevaléncias que variam de 2% a 36%, podendo chegar a 70%% em escolares. (BRASIL, 2017;
MATA-SANTOS et al 20013; ANDRADE et al. 2001; SILVA et al. 2011; VASCONCELOS et al
2011).

Apesar de a regifo sudeste ter apresentado o maior nimere de publicagdes, apenas guatro
estudos (30.8%, 4/13) apresentaram o helminto 4. Jumbricoides como o mais frequente na
populagio humana, com uma prevaléncia que variou de 2,5% a 22 4%. Esse dado sugens que apesar

Braz 1. of Develop., Curttiba, v. 6, n. 5, p. 22867-22890, may. 2020 I55N 2525-87T61




JBeazilian fournal of Development

dos estudos sohre parasitoses intestinais serem mais frequentes na regido sudeste, 4. lumbricoides
nio aparenta ser um importante problema de sagde piblica nessa regdo, sendo protagonistas os
protoaodnos, como (7. infestinalis (KORKES et al. 2008; FANTINATTI et al. 2006; IGNACIO et
al, 2018).

Destaca-se que as pamsitoses intestinais ndo sdo doencas de notificacdo compulsoria, e os
dados sobre a real frequéncia dessas mfecpbes sio desconhecidas. Os dados nacionais sobre geo-
helmintos estdo relacionados ao controle da esquistossomiase ou estio restritos aos locais
escolhidos como priomitarios pele Ministério da Sande (BRASIL, 2018h).

Por sua vez, Giardia intestinalis fol o protozoano mais relatado mfectando a populagio nos
estudosque realzaram técnica de diagnostico para o parasibol 10025, 40,0%), com uma prevaléncia
que variouw de 4.9% a 96,6%. Esse dado & cormoborado pel ltteratura (IGNACIO et al 2018;
FANTINATTI et al. 2016). Entretanto, apesar de ser um problema comumente referenciado nos
estudos brasileiros sobre enteroparasitoses, a gardiase permanece como uma doenca negligenciada
no pais (COELHOY et al. 2017; FANTINATTI, 2019; AUSTRIACO-TEIXEIRA, OLIVEIRA e
FANTIMNATTI, 201%).

Messe sentindo, expdem Coronato-Nunes et al {2006) que a distribuigio da gardiase pode
estar atrelada s miktiplas fontes de infecgSo, que podem estar relacionadas 3 contaminagio
ambiental com fezes, possivelmente de origem humana e animal, destacando a necessidade de
sancamento, acesso a0 diagnostico ¢ adequado tratamento de infecgdes. (CORONATO-NUNES,
2016).

As principais discussiies sobre a comreligio entre saneamento e parasitoses intestinais
abordadas nos estudos incluiram: vulnerabibdede de grupos minoritaros, condighes de moradia,
falta de Agua = qualidade de dgua usada para beber, auséncia de rede de esgoto, solos comaminados.

Santos et al. (2014) alertam para ocoméncia precoce das parasitoses intestinais, em especial
nos ambientes urbanos, salientando que as melhorias de qualidade de vida e saneamento bdsico s3o
importantes fatores para evitar a comtaminagdo ambiental.

A vulnerabilidede sanitiria de grupos minoritarios fol ciada em estudos realzados em
assentamentos, quilombos e dreas indigenas. (MOBAES, 2007; TOLEDO et al. 2009; MOURA et
al. 2000; ANDRADE et al. 2011; BRANDELLI et al. 2002; DAMASIO et al 2013; LIMA
JUNIOR, KAISER e CATISTL, 2013; ASSIS et al. 2013; SIMOES et al. 2015; SILV A et al. 20158).
[Damazio et al. (2013) apontam que 2 auséncia de saneamento nas comunidades afrodescendentes,
para o5 aulores gnUpos minorifanos is margens da sociedade, conmtmbui para o aumento das
infecpfies parasitirias nesse grupo e gue as agdes de controle para esse piablico devem perpassar
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akém das melhonas ambientas ¢ politicas pablicas para aumento da renda famibar, a escolandade
dos mdividuos ¢ o scesso aos servigos de saade.

Andrade et al. (2011} referiam em seu estudo, realizado em comunidade quilombola no
estado de Mimas Geras, uma relagdo postiva entre a falta de tratamento na dgua utilizada para
beber @ 0 aumento da prevaléncia de enteroparasitoses ¢ de individuos poliparasitados. s autores
ohservaram ainda uma associagio da infecedo por A. fumbricoides e a falta de agua no domicilio.

Mo mesmo sentido, as drcas murais também aparccem como menos providas pelos servigos
de sancamento. Mati, Pinto ¢ Melo (2011) mencionam gue as diferengas entre as dreas urbanas ¢
rurais refletem a disparidade socioecondmica, e piores condigfies de sansamento sfio observadas na
area rural, favorecendo a nfeccio por enteroparasitos nesses lbocais.

(5 assenfamentos também aparccem como locals wvulnerdvers aos enteroparasitos devido as
precinas condighes de sancamento bdsico segundo os estudos encontrados (MORAES, 2007,
LIMA JUNIOR, KAISER & CATISTI, 2013; SILVA et al. 2018). Silva et al. (2018) apontam que
o5 assentamentos estdo solados, distamtes dos centros wbanos ¢ apresentam dificuldade de
iransporie para populagio, consequentemente dificultando © acesso aos servigos de saide. Essa
realidade torna-se mais preocupante porque esses locais sio marcados pela precariedade sanitiria,
baixa condigio socinecondmica e deficiéncin educacional, fatores somados que elevam o risco a

aquisigio das enteroparasitoses.
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Quadro I-Artigos selecionados para revisio por meio de busca na Biblioteca Virtual em Sabde ¢ na Literatura Internacional em Ciducias da Sande
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Fonte: Elaboragio do sater
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Momes (2007) mostrou uma associagdo estatistica entre o tipo de acondicionamento
domiciliar de residuos solidos, bem como a coleta de residuos solidos domiciliares e a prevaléncia
de geo-helmintos em criangas de cinco a 14 anos de iade em um assentamente urbano da Bahia,
regiio nordeste. Os autores remontam a falta de universalizagdo do servigo de coleta regular de
residuos stlidos domiciliares e anecessidade de educagio em sadde para melhor manejo domiciliar
desses residuos.

As aress indigenas também foram mencionadss como local de nsco @ agqusigiio das
enteroparasitoses devido a precanedade sanidria (TOLEDO et al 2009; MOURA et al 2010;
BRANDELLL et al. 2012; ASSIS et al. 2013; SIMOES et al. 2015). O estudo realizado por Simiics
et al {2015) revelou precarias condiglies de saneamento em uma aldeia localizada em Minas Gerais,
regiio sudeste do Brasil Os autores mencionam que a relaglio entre o consumo de dgua
contaminada, dsposigio inadequada de lio e feres humanas, falta de saneamento hisico e
parasitoses ntestinais podem cavsar danos @ sadde mdigena ¢ a0 mew ambiente. Dessa forma,
aphies estratégicas governamentals de sancamento e educagie em sadde necessitam  ser
implementadas a fim de melhorar as condigiies ambisntais & parasiologicas.

Mo mesmo sentindo, Assis et al (20013) também relatam akta frequéncia de parasnoses
intestinais comrelacionada ds precarias condigbes de sancamento em aldeias de Minas Gerais. Os
autores recomendam medidas urgentes de saneamento basico, atividades de educaciio em sadde,
participagio popular e tratamento em massa periddico. Brandelll et al. (2012), que realizaram
estudo em aldeia Guarani, no Bio Grande do Sul, também recomendam o saneamento associado a
realizagdo de educacio em saide e tratamento para redugdo da frequéncia de parasioses miestinas.

O tratamento em massa, imterligado ao tratamemo de dgua ¢ melhorias  sanitdrias
residenciais reduziram a prevaléncia de parasoses intestinais em comunidade mdigena no Parand.
Apis mplementagio das medidas, houve reducio da frequéneia de Ascaris fumbricoides de 63,2%
em 2004 para 34,1% em 2006 (TOLEDO et al. 2004).

A realidade na deficiéncia sanitiria de minonas brasileiras pode ser fruto de emtraves
politicos ¢ mi admimistragdo de recursos financeiros, pois os investimentos estdo associados a
parcerias governamentas ¢ busca pelo poder. Messa dtica, o cidaddo brasilemne alocado em grupos
destavorecidos acaba por viver em condighes precanas de vida, onde ndio existe servigo piblico
para tratamento de agua e condipbes adequadas de higiene ( ANDRADE et al. 2011).

Momes-Meto et al. (2010) chamam atengdo para neglgéncia flagrante no Brasil da esfera
piblica de sadde, principalmente em relago 4 populagio mais pobre, onde & alta a transmissdo de

parasitoses intestinais. Os aniores afirmam que ha mcongruéncias no Plano Macional & Controle de
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Enteroparasitoses, no dmbito do Ministério da Saide, onde os indices nacionais e regionais
permanccem bascados em estimativas.

A falta de sancamento constifui alto risco para aquisigio de parasitoses intestmais (VISSER
et al. 201 1), sendoprecoce a ocoméncia dessas infecgdes ¢ frequente nos ambientes urbanos, o que
salienta a necessidade de melhorias no saneamento e de qualidade de vida para redugio da
contaminagdo ambicntal (SANTOS et al 2014).

Barreto et al. (2010) mostram o impacto positivo da implementagio de um programa de
saneaments, em uma grande populagio da Bahia, sobre a frequéncia da infecglio por parasitos
intestinais. Houve uma redugdo de 24.4% para 12,08 na frequéncia da infecedo por Ascaris
lumbricoides e de 14,1% para 5,3% da frequéncia de Giardia imtestingliz. Os autores sinalizam que
o controbe das enteroparasitoses deve pantir de investimentos em esgotamento sanitirio alindo as
agdes de promogio da sadnde.

Estando evidenciada a relago direta entre a frequéncia de enteroparasitoses nos mdividuos e
fatores sockecondmicos, Vasconcelos et al. (2001) mencionam que apenas condigdes minimas de
sancamento ndo sio suficientes para o controle das enteroparasitoses, devendo esse setor poblico
estar alinhado ds politicas piblicas de planejamento urbano.

s habitos de higiene pessoal ¢ ambiental nadequados, ¢ a falta de sancamento também
foram correlacionadas & alta prevaléncia de enteroparasitas no estudo de Silva et al (2018). Esse
achado reafirma a necessidade de politicas efetivas de sande para redugio das taxas de parasitismo.

A associagio das parasitoscs intestmais @ pobreza gencralizada mostra-se um problema
social relevante. (s acessos aos servigos de sancamento ¢ salde neccssitam cstar no centro das
discussies de politicas pablicas efetivas, ¢ de maneira 2 atender as pessoas que vivem em condighes
insalubres, a fim de garantir melhor qualidade de vida para essa populagdo (SILVA et al. 2016).

A qualidade da dgua e baixas condigdes de sancamento ¢ higiene foram relatadas no estudo
de Segui et al (2018). Entretanto, o5 autores salientam que a prevaléncia das enteroparasitoses no
local de estudo tem diminuido com o passar dos anos devido 4s melhorias nas fontes de dgua
potivel e instalagdes de sancamento, e ds campanhas de tratamento em massa conduzidas no estado
do Parand nos altimos anos.

Corroboram nesse sentido Lima Jumior, Kaiser e Catisti (20013) ao afirmarem que as
precinas condigbes de wida contribuem para uma alta suscetibilidade a doengas parasitirias,
Entrefanto, os autores sugerem que o tratamento dos individuwos mfectados, sem identificar e
eliminar as fontes de infecgdo é simplesmente uma medida paliativa.

) problema supracitado € agravade quando esse tratamento, que em tese deveria ser
seletivo, & realizado de maneira cega para um problema que ndo & transparente aos orgdos piblicos.
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Silva et al. (2011) relatam que 34,6% das 220 cnangas que pariiciparam do sew estudo ubilizavam

realidade pode ser faciliada pela dificuldade do acesso aos servigos de sabde pela populacio, assim
como a banalizagdo do problema das parasitoses intestinais no Brasil, tanto pels populagio como
por gestores da saide e servigos assistenciais.

Cormobora o entendimentoe supracitade Cardoso et al. {2017) relatando que a populagio
tende a concentrar o controle das enteroparasitoses na quimioterapia. Entretanto, os autores
mencionam que o olhar sobre a melhoria das condigies ambientais deve ser prioritirio no contexto
das agdes sustentavers,

Mo mesmo sentindo, Toledo et al. {2009), apesar de recomendarem o tratamento anual dos
ETUPOS COM MAior Tsco para aquisigio das parasitoses intestinais, afirmam a necessidade de alinhar
a guimioterapin parasitiria com o saneamento e 8 edocagio em saide a fim de evitar episodios de
reinfeccio.

Segundo Frei, Juncasen ¢ Ribeiro-Paecs (2009) uma possivel “gquimioprofilaxia™ pode
mascarar s condigdes de saneamento deficientes, assim haveria baixa frequéncia de parasitos
intestinais devido a reserados tratamentos, e ndo pela implementacio de saneamento & promogio da
satide.

Vale destacar que os estudos mencionam o sancamento bisico para controle das parasitoses
intestinais, nio de maneira isolada, mas interligado as atividedes de educagio em sadide {CAPELLA
et al. 2018; MATA-SANTOS et al. 2013; MINE ¢ ROSA, 2008, MORAES-KETO et al. 2000;
CARDOSO et al. 2017, FONSECA, BARBOSA ¢ FERREIRA, 2017; SILVA et al. 2018).

A educagio em sande pode ser uma medida eficaz no controle das enteroparastoses em
localidades onde hi boas condigfes de saneamento ambiental, pois permitem a melhoria dos habitos
de higiene da populagio, como a higiene das mios ¢ dos alimentos consumidos sem cozimento
(FONSECA, BARBOSA e FERREIRA, 201 7).

As attvidades educativas podem funcionar como imporianies ferramentas no conirole das
enteroparasitoses, em especial no compartilhar de saberes sobre s formas de prevengio e
transmissdo. Entretanto, cssas atvidades necessitam estar almhadas s caracteristicas cuburas de
cada grupo, como faixa etiria, nivel de escolaridade e adequadas 4 reabdade local Deve-se
respeitar o conhecimento jd adguirido, sendo mmporante o inicko dessas atividades desde a pré-
escola, pois a populagdo com masor nsco de aquiskdo dessas nfecgdes ¢ o piablico infantil
(AUSTRIACO-TEIXEIRA, 2016).

Além dos estudos envolvendo amostras humanas, foram incloidos trés (10,3%, 3/29) estudos

gue analisaram amostras de solo. (s resultados apontam elevada taxa de contaminagio nos pontos
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analisados e chamam atengio para o rsco de transmissdo antropozoonotica, disseminagio e
reinfecgdes para parasitoses intestnais. A contaminagdo desses ambientes pode influenciar a
transmissdo de enteroparasitos mesmo em regides com bom padrio de saneamento, o que demanda
nowvos olhares no controle deste problema de sande pablica (SOUZA, MAMEDE-NASCIMENTO
e SANTOS, 2007; MOURA et al, 2010; CAPELLA et al, 2018;).

Os resultados dessn revisio apontam que as parasitoses intestinais ainda persistem como
importante problema de saide pablica no Brasil ¢ que os esforgos para o seu controle ¢ elimimacdio
amnda sdo msuficientes, demandando melhores ages ¢ estratégias multi e transdisciplinares,
intersetoriais ¢ com participaciio social. A efetivacio do direito ao sancamento, nesse contexto, &
via pnmordial para reducdo das taxas de infecglies e efetivagdo do diretto & sade, em especial nas

dreas mais pobres e com dificuldades de acesso aops servigos de sade.

4 CONCLUSOES

0= estudos encontrados mostram gue as parasioses intestinai s3o refendas como
importante problema de sagde poblica associadas 4 precariedade no saneamento.  Ascaris
lumbricoides e Criardia intestinalis aparecem como o0s enteroparasios, helmintos e protozodros,
respectivamente, mais frequentes.

Assim, as estratégias de enfrentamento relatadas estiio relacionadas 4 equidade para com as
minorias, 4 melhoria no abastecimento e tratamento da dgua wilizada pam consumo, ao
melhoramento das condigdes de moradia, & formulagdo de politicas pablicas para aumento de renda
¢ BOESS0 @05 servigos de snide e ao manejo de solos contaminados. Frise-se que a educacio em
safde for referida como elemento indissociavel ao saneamento na redugdo da prevalénci de
enteroparasitoses, pois € a base para o compartithar de saberes para promogio da sadde e prevengdo
das infecgiies parasitarias.
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Recirculation of Giardia lamblia
Assemblage A After Metronidazole
Treatment in an Area With
Assemblages A, B, and E Sympatric
Circulation
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Gilsvoka lsmbilia ls an infestinal protozoan subdivided Into slght assemblages. |abeled
elphataticaly from A to H. Assembleges A, B, and E Infect hurmans and can have
& sympalric crculation. We investigated the asseminlage recirculation in children ving
within a high prevalencs area of Glandla infection. One hundred and ninety-four children
weane evalsated and B5 tested posithee for Garla by PCR. These infected indhdduss
were recruied, freated with metronidazols and then reexemined for infections at 20
end 40 deys after ireatment that included PCR and the genoiyping was periormed
by sequencing bete-giardin end ghtemste dehydrogensse gene targets. Gisrols
essemblages A (0 = 43), Bin = 21), E o = 17), and AVE [0 = 4) were identified in infected
children. Assemblage A wes found in &l reoccurences of Infection, including fowr that
had besn infected by assamblages B and E. Since both persistence and reinfection
could account for the results, the kevel of nudeatide Romology was determined Defore
and sfter treatrment. bost suqgested that reinfections were by the same strain, but four
presanted a distinct genotypic peofile. The results suggest that the differences in the
genctypic profiles were due to reinfections, which appesr 1o oocur with frequency In
high Glardla burden areas and soon after the end of therapy It k2 not yet possitle to
define whether the recument cases were related o pareste meistance. However, the
evidence of rapid reinfections and ready avallabiity of treatment ratses the potential for
creating resistant straine. This highlghts the need to address how Glandis burden is
maintsined within high prevalencs sreas.
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INTRODUCTION

Crdardia emblie i a flagellated protozoan that imfects the small imbestine of a broad spectrum of
mammalian hosts It i transmitted by a fecal=oral rowte that ks closely seociated with poor sanitary
conditbons. Recent surveys estimate that over 133 million individuals infected by Géardia in the
world (Torgerson et al., 2015).
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Prylogenatically, . hemblda is divided inbo sight assemblages
labeled alphabetically from A to H. Humans are mainly infected
by assemblages A amd B {Adam, 2000 Feng and Xiao, 2001
Caccht et al, 2005} The presence of assemblage E has also been
detected altbough at & muoch lower frequency than A and B
(Fambnabiy et al., 2018 Scalia et al | 200 ¢ Fahedi et al, 200 7). The
specific characteristics of each of the different assemblages raises
the possibilities for wnique fctors associated with vinalence,
pathogenesis and drug susceptibility. Howewer, as an infection
& aften asymiptomiatic, the diagnasis and treatment of infected
individuals cam be difhoalt.

In Brazil, the main cles of drugs recommendsd for
the treatment of giardiasis & Senfiroimidazols. Despite their
effectiveness, S-nitroimidarole drugs share a number of side
effects [Gardmer and Hil, 2000)% The most commonly used
drug is metronidazole due to its low cost and easy access
Although trestment withh metronidazole sppears to be effective
in a majority of infections, there & emerging evidence for an
increased frequency of therapeutic failure {TeymansYarden and
Eckmane, 2001z Lesch, 3015). In Lomdon, Undted Kingdom,
an exarbitant incresss in persisient parasitic infection following
Sepitrodmidazcle treatment was reported covering the pericsd
HiE bo 2003 where therapeutic failure increased from 1510
b 40.7% (Mabarro et 2l 200%). A number of reasons can be
attributed io this apparent increase such & inadequate dosages,
incomplete treaiment regimens, immunosuppression or drug
resistance [Lemée ef al., 2000: Gardner and Hill, 2001 Mash ot al.,
2001z Escobedo et al, 2004k

In Brazil, Giardia infection is spresded over the country and
the estimated point prevalences may reach ower 50% in arcas of
social and sandtary vulnerability {Coelbo et 21, 30071 It poinds
to that transmission rate of the parasite is high On the other
hand, o date, the occurrence of persistent infection i unknown.
We hypuoitbesize that the biological characteristics of each of the
circulating aszemblages could influence their detected incidenice
and dnsg susceptibility. The current study was undertaken to
investigate the circulation of €. hrmblia assemblages in an area
with a high prevalence of infectbon after treatment of parasitized
individuals with metronidazole.

MATERIALS AND METHODS

Sample Collection, Parasite Diagnosis,
and Treatment

The study was perfarmed on a dayoare center located within an
economically challenged commumity of Rie de Janeiro, Brazil
A total of 194 children in this day care center of ages from
L0 montbs to 4 years old were evaluated for 2 years. A child
was only induded in the research after a parent accepied an
invitatbon to participate signed a Term of Free and Informed
Consent, which was approved by an Institational ethical review
board [number CAAE: 1970561 5.9.0000.5244) and included full
disclosare of benefits and risks. A single infial stoal sample was
collected from sach patient for the diagnosis of gechelminths
and protozoa. The samples were submitted to parasitological
cxamination of feces by Ritchie and Katookatzy techmigoes

Additionally, a molecular diagnasis by PCR was performed to
identify the presence of Crdardio DA [see belone).

Individuals with a positive diagnosis for pathogenic parasites
were treated according to guidelines of the Brazilian mindstry of
healib. For Gigrdia infections, patients were given metronddazale
15 mgflkgfday orally {maximum 250 mg) for 5 or 7 days in
cases of reatment Gilure, Around 20=35 days after treatment,
a new sample was collecied to define cure control. Individuals
whi remaimed positive were submitted to a second cycle of
meetronidazole treatment and then reevaluated after 20 days
[secomd cwure control). The diagnostic methodology of the
samples of the cured comtrols were the same wsed in the
first examination.

DMNA Extraction and Molecular
Characterization of G. lambiia

Samples were stored at =20°C until molecular diagnosis and
characterization. DNA extraction from cysts was performed
directly from the stool using the QlAamp DMA Stool mini
kit {Qisgen, Germany], mostly according to the manofacharers
instructions. Two exceptbons were lysis temperature, which was
increxeed to ¥5°C, and the volume of AE buffer nsed for DNA
dution, which was decreased to 100 p L lsolated DR A wes stored
at =20 C unti the time of use.

For genotyping of G. lareblia, regions of the conserved genes
coding for glotamate debwdrogenase (pah) and Betasgiardin (fi=
pha) were ubilized. Extracted DA wes submitted to PCR and
nested PCH {secondary PCR), in a final volume of 50 pl of
reactton contzining 1X PCHE baffer, 3 mM of Mg, 25 U
of Taq DMA Polymerace (Invitrogen Life Technologies, Brazl),
200 M of iripbosphate deaxyribonocleotides ANTP [[Invitrogen
Life Technologies, Braxil) and 0.2 p M of exch primer.

For amplification of the gdh target, primers were msed in
primary PCR: GDH 1 (TTOOGTRETYCAGTACAACTC) and
GDH 2 (ACCTOGTTCTGRGTGGOGEA) and in secondary
PCR: GDHS (ATGACYGAGCTYCAGAGRCACGT) and GDH4
GTEGOECARGGCATGATGCA), aocording to Caccid et al.
2008, Far amplification of the f=pla target, primers were used in
primary PCER: GF (AAGCOCOGACGACCTCACCOGCAGTGC)
and G759 [GAGGCOGOCCTGEATCTTOGAGACGAC) and in
secondary FCR: B-GIAF [GAACGAACGAGATOGAGGTCOE)
& B=GIAR (CTOGACGAGCTTOGTGTT), according to Caccid
et al, 2002 amd Lalle et al., 2005, respectively.

As a positive control, DA extracts from axendc cultures of the
Ot clone of the WB strain of G kemiiia ( ATOC S0805) were ueed.
Megative controls included DNA extracted from axenic culbares
of Entameba histalptioe and Trickomonas waginalis Successful
amplification was verified by agarcse gel electropboresis at
1% concentratian

PCR products for each pair of primers were purifisd using
the MudeoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Magel,
Germany) according to manufactarers imstructions with the
exceptian of incubation time in NE buffer, which was raised
to 5 mim. The purified prodscts were subjectad io sequencing
i both directions in triplicate wsing the BigDwe Terminator
vil Cycle Sequencing Kit (Applied Biosysterms, Foster City,
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United States). Following precipitation of the reaction, samiples
were analyzed a1 the DMA Sequencdng PMatfiorm sequendng
service of FIOUCRUZ (Ooie et al., 2007} Each experiment was
performed in triplicate.

Resulting electropherograms were analyzed for guality in
the program Chromas 2.4, Sequence characterization was
perfemed using the Basic Local Alignmemt Search Tool
using nuclentide (BELASTH) and the o was obb d
by the CAP3 Sequence Assembly’ Program. The nucleotide
sequences of gl and fspia from G lameblia were aligned by
the algorithm CLUSTAL W (Thompson et al, 1994) in the
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) 7.0 package
(Kumar et al., 3016).

The phylogenstic analysis was performed wsing the MEGA
7.0 program and the distance estimation used was based on
the equation by Jin and Mei [1990) using Kimwora model 2-
parameters). Sequences of novel izolates in clinical samiples
were aligned using GenBank (7. lamblia sequences beonging
to assemnblages A, B, and E. As outgroups, sequences from
G, psittach, G. muris, and T. wagimalis were used. The respective
accession numbers of the sequences are between vertical bars in
the phylogenetic trees. Additionally, the sequences af the gak and
iz gene fragments were concatenated and the bootstrap above
0% was reported.

Phylogenetic  trees  were  comstructed  wsing the
neighbarsjoining algorithm (aitow and Mel, 1987). The best

* b i s prabe S frerareleam £

staristical model was defined from the lowest BIC wvalue found
in the MEGA (Kumar et al., 2006}, where Kimura 2-parameter
was chasen for both genes. For each construct, the veracity of
each branch was conferred by the confdence limit by bootstrap
analysis [ 1000 repetitions) {Felsensiein, 15385). The characteristic
of . lamblia sequence obtaimed from GenBank and used
as a reference for the consimection of gdh and fagiz genes
phylogenetic tree were presented in Supplemeniary Table 2.

The Recombination Detection Program wersion 4 {EDP4)
software was used o verify recombinatbon evends in our isolabes
from clinic samples, using the alignment of concatenabed
sequences for padh and fegia gemes (Mamin et al, 2015)
The existence of unique events recombination was werified
by multiple methods (RDF GENECONY, BootScan, MaxiChi,
Chimera, SiScan, and 35aq).

Evaluation of Nuclectides Sequence in
G. lamblia Trophozoites Continuously

Exposed to Metronidazole in vitro

(Gardie [omebliz trophozoites from We clone, WEB strain
[ATCCS0803], were cultured at 370 in TY1-5<33 medium at
pH 7.0 supplemented with 10% inactivated fetal bovine senam
[(Cultilah, Camipinas, Brand) Trophozodies were continsously
expased to metromidazole (MTZ) (Sigma Chemical Co, 5¢
Lomis, United States) for a minimuwm of 16 wesks. Experimental
groups were defined by MTE exposure concentration: group 1
[(MTZS), 5 Ml growp (MTZI0) 2, 10 pb; group 3 (MTZ20),
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2 pbd; group 4 (SMTE)L no expocure to metronidazole; and
group § {COMSOY), exposed o @005 dimethylsnlfocide (Sigma,
United States), the wehicle for MTZ diubion. The concentration
required to inhibit 50% parasitic growth ([ ), was determined
using the methodology described by Péndré e al, 2007, The
assays for each experimental group were performed in triplicate
and the 1Csy results were determined wsing Prism 6.0 software
{GraphPad"). The ANOVA test wis used for statistical analysis.

At the end time point, G, lamsblia trophozodte DNA
was extracted wsing DAzod (1 mlil0" parasiies; lovitrogen,
Carlshad, CA, United States). Sequences of gdf and f=giz were
obtained and analyzed as described above.

RESULTS

Frequency of G. lambiia Infection and
Determination of Parasite Persistence

After Treatment

A botal of 194 siool samples were collected from children,
1 fernales amd 85 males In the frst examinabion, the
following parasiies were found: Ascaris lumbricoides (15194 =
T.7i%), Entomeba Motolyticadispar (4/194 = 20e%), Ertamea
roli (5194 = 258%), Fmdolimax mame {13719 = 6.70%)
and (5 lamblia (S6/19%4 = 44.55%) [Sopplementary Table 1).
All ndividuak pesitive for . lembla were treated with
metronkdazode and, after treatment, 36 remained in the shady
group for evaluation. Mimeteen ckees presented as a persichent
infection after treatment and underwent a second cyde of
treatment with metromidarole. [n the determimation of the second
cure contral, 18 ndividuals were reevaluated. Of these, Gfteen still
presemied a positive dizgnosis for O Aembida (Figure 1) These
caes were individually mondtoned for ather dimical approaches.

Genotyping of G. [amblia Circulating in

Preschoolers Before and After Treatment
The (i [anebiie DRA dsolated from the 88 children positive
at the imitial diagniosis were genotyped using bath gd% and -
g s targets. We observed a great genetic varishility among
the isolates from samples. From the consensas sequences,
samples were grouped ax 40 isolafes in assemblage A, 21
izolates in assemblage B, 17 kwolates in assemblage E and 4
isolates. showing characteristics of both assemblage A and E
{Figures 2, 3) Mamy differences were observed in subassembblages
characterization Al and AIL

From the first cure controd exam, 36 dagnosed cases were
still positive fior Giardia infection and were reevaluasted. Based
on the initial determination of the assemblage group, 1% isolates
were from assemblage A, 5 isolabes from assemblage B, ¥ isolates
from assemblage E and 3 isolabes from assemblage ASE. After
the second course of treatment, 13 of 1% assemblage A, 2 of 5
assemblage B, I of % assemblage E and 2 of the 5 assemblage
AJE children were still positive. Genotyping showed that 18 of
them were grouped as assemblage A (Table 1 and Figare 3
and Supplementary Figare 11 Curipusly, the assemblages B ar

I grafoad comisienshic- miftwarel prom

E were not found among positive individuals (Figure 2 and
Supplementary Figure L}

Amaong the individuals infected by assemblage A (11 subjecis)
in the first evaluation and in the Srst cure control, ¥ isclites
presented 100% of kdentity hetween the izolates from samples
before and after treatment for the two gene targets used (pdl
and fgia). Three individuaks presembed a genoitypic divergence
hetween the isolates from first evaluation amalyzred and the frst
care comtral. Two showed differences in the fegie gene and ather
showed differences in the gl target.

After the 2nd course of treatment, 15 cases continued to be
positive with 15 isolates being growuped to the assemblage 4.
which induded the identification of a umigue assemblage. All
sequences from secand cure control showed 1% identity with
the sequence from the same individual in the Srst cure control.

Three samples that were positive after treatment, one from the
1st cure comtral and two were from the 2nd oare control groups,
were amplified but not characterized. Three oiber isolates were
genotyped only based on gadh gene

Amaong the individoals that presented isolates grouped
amsemblage A im the first exam and in the swooessive oure
controls, & cases showed 100% identity of the isolates at all three
maments of analysis.

Lking RDP4, the nomber of possible unbque events
recombination among concatenated sequences was different
scoording to the detection method (RDF 15, GENECONW 15,
BootScan: 9, MaxiChi: 9, Chimera: 11, Sifcans b, 35aq: 190 In
region of fi=pla gene, few recombination events were found (RDP:
01, GENECONY: 1, BootScan: 0, MaxiChi: 1, Chimera: 1, 5Scan=
1, 38eqe 1), The major number of recombination was observed
in the gdh gene region (RDE: 13, GENECONY: %, BootSoan: &,
MaxiChi= 6, Chimera: &, SiScan: 9, 35sq: 13). Both isolates of
amsemnblage B and assemblage E presented one recombination
event. Demonsirating the same phylogenetic profile among
isolates from each assemnblage cluster. All oiber recombination
events were observed in assemblage A for the gdh target

Mo Changes in Nucleotides Sequences

of gdh and g-gia From G. lamblia
Trophozoites Were Observed After

in vitro Exposure to Metronidazole

The 1C,; values of the gromps MTES, MTZ10, and MTEHR
were significantly higher than those presented by the control
groups SMTE and COMSO. Mo differences on the sudeotsde
sequences were olserved among the groups (Lopes-(Hiveira et al
submitted). These results demonstrated that despite a profound
interference on the surival of the parasite, MTZ doss not induce
alterations in the conserved genes evalmated.

DISCUSSION

The 5. lambiie transmission i more prevalent in areas without
basic sanitation (water treatment and s=wage networks), which
is a reality in lewsincome areas of Braxl Intraspecies and
interspecies contact can contribute 1o the spread of glardiasic
(Feng and Xiao, 2011), a reality in lowsinoome regions where
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cats and dogs can freely roam and lvestock might be present.
These multiple sources can increase the risk of infection, along
with reisfection by 2. lembidia and may explain the high infection
prevalence observed in the present study. However, it wis ot
known whether Giardiz assemblage profile is associated with the
infection burden.

Here, the three assemblages of . lamsblia (A, B, and E)
that have been reported in bumans were idemtified. & high rate
of comvergence hetween the gene targets (pah and Pegia] nsed
for genofyping was observed in our study. As the genss used
for genatyping are consbdered conserved, a good discrinvinatony

potential among the assemblages is expected (Ryan and Caccid,
20135). However, the low nudeotide wariahility observed among
subassemblages A questions the efficiency of these gene targets fo
chamacterize solates in Al and AT, mainly (Lebbad et al., 2000,
2011; Ankarkley 1 al, 2005} Pew nucleotide changes could be
insufficient or safficient to differentiation into subassemblages
Using the deiection method to identify possible unique events
recombination, the f-pla gene proved to be more conserved
thian the gd% gene The high rate of recombination observed
in assemblage A of the gdh gene points to high vanability
amang ieolates of this assemblage in this study. This juctifies the
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divergence of characterization between the subacsemblages Al
and All in the genes targef. Evenis of recombination between
subassemblages Al and All and between assemblages A amd
E could oconr (X et al, 30012 Ankarklev et al, 2008% We
detected four cases of disagreement between assemblages A and
E, st no recombination ewents were observed in this study.
This disagreement among assemblages & commonly reporied
[ Caccid et al., 2008).

The frequency of assemblage A was kigher in comparison to B
or E. The few reparts addressing the Gigrdia assemblages in Brazil
paint ta regional differenices in the prevalence of the predominant
circulating assemblage (Coelho et al. 20171 In Rio de Janeiro,
the assemhblage A has been maost frequently identified in humans
(¥ olotdo et al., 2007; Fantinatt e al, 2016}, although assemblage
B (Fara et al., 2016) and aszemnblage E (Fantinatii et al, 2008)
hve already been reported The present results are consist=nt
and reindforce the reported epidemiclagical profile of the Gierdia
assemblages in our region

In oaar previous study conducted in this region, assemblage
E and especially assemblage A were identiied {Fantinatti et al,
2016h The results here show that the crculation of these
assemblages i <till osrrent, with axeemblage A being amplifisd
throughowt the emvironment by pets (Volotdo et al, 2007
Famtinatii et al, 200 £k However, the identification of assemblage
B circulating in infected children had not been venfied, altbhough
the first identificatbon of assemblage B in Rio de |Janeiro
was reparted in the same period (Faria et al, 20016} Further
studies of environmental samples could belp 4o understand the
predominance of asemblage 4

Im Brazil, the drug most aften used by the public health service
for the treatment of glardiasis is metronidaeole and, in most cases,
treaiment is effective. However, the actval therapeutic fadlune
rate of metronidaznls im Brazl is soll enknown. Our observed
rate of continued infection after metronidazole treatment was
comsidered high as 19 out of 36 re-evaluaied children were
infected at the first cure control. This continued after the second
cure condrod where 15 out of 18 were pasitive The positive
cames in cure controls may be the resubt of therapentic fadlure
{drug subdose, parasite resistance] or reinfection (Arghelos
Garcla et al., 2004).

The negative results after metronidazole treatment are most
probably a therapeutic success This event was observed in
individuals infected by the three differemt assemblages. It has been
suaggesied that a determined assemblage may be associated with
prolonged glardiasis and caces of persistence of imfection after
treatment (Maorch et al., 2008). No solates from cure contral
samples were genobyped as assemblage B or E. This can suggest
that trestment was effective for elimination of these assemblages.
However, it is not possible to aeeert that these assemblages (B amd
E) are more sensitive to MTE action than assemblage A, Simce
gene claning was not performed in this study, it is not possible to
rule out coinfection and only one assemblage was detected by the
SANGER sequencing reactions.

As the studied community presents poor housing conditions
and poor basic saniation condidons, the main hypothesis is
that cases of persistent infections are the result of soccessive
infections. This is supported by those insances where the

axeemblage idemtified after a round of treatment was different
from the first evalmation. Assemblage A was the only assemblage
identified at the 1st and 2nd cure control. Considering the high
frequency of assemblage A in our study area, it s maost probahle
that reinfection would be by this scemblage. Except for three
samples, 100% identity was observed between the sequences
evalmied hefore and after in the same individoal Althoagh the
reinfection by the same assemblage cannot male out in a shart
pericd, in our study area, in the reinfection events were expected
ahoint balf of children infected by assemblages B or E in oure
controd [eccording to the first examination). This sugges the
therapewtic failure and resistance should be considered.

A3 mentioned above, three individuals who persisted positive
for assemblage A after a cycle of treatment presented a genotypic
divergence between the first sample analyred and the Srst
cure contral. The nwucleotide changes were probably not a
consequence of the trestment since these targets were maot
modified when Giardis trophozoites were in witre exposed
o different concemtrations of MTE This suggests that these
individuals were infected by another strain of the same
szemnblage but with a diferent subtype.

The findings in our stsdy area suggest that children
remain long periods infected with G. lamidia. The frequent
episodes of reinfection and parasite persistence were remarkahle
findings in our shedy area In areas with a high frequency of
infection and reinfection, frequent use of metronidazole s also
expected. Howewer, it & not yet possible to define whether
the recarrent cates were relsted to parasite drog resictance
Prolonged Giandia parasite infection cam cause a reduction
in fatssoluble witamins and steatorrhea as well ax stanting.
The impact of glardiasis on child development reinforces
the seriousness of this type of infection as a public health
prohlem: that, while mostly imvisible and out of the public
attemtbon, reguires greater care. The present results raise the
question for areas with a high frequency of infection, could
the treatment of glardiasis be exposing children 1o additional
wdverse effects from the dneg while concomitantly masking
the need for parasite comtrol messures that require changes
in public policies to encourage investments for improving
sanitation condithons.
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2 Abstract

Intestinal parasites are neglected diseases caused by helminths and protozoa with high
prevalence in developing countries and are conditioned to the socio-environmental
characteristics of the communities. The present study aims to characterize the frequency and
factors associated with intestinal parasitism in periurban community in Rio de Janeiro State,
Brazil. A community-based cross-sectional study was carried out from July 2018 to June
2019 in a community in the state in Rio de Janeiro, and a stool sample was collected from
each participant (n = 462) for parasitological evaluation, and a questionnaire was applied to
obtain sociodemographic information (n = 341). Intestinal protozoa were found in 75 (16.2%)
samples. Giardiasis was significantly more frequent in individuals who consumed artesian
well water without filtering when compared to those who consumed filtered artesian well
water. [21/65 (32.3%) vs. 3/81 (3.7%)]; prevalence ratio [PR]= 8.7 (2.72-27.96; p<0.001).
Soil-helminth were detected in 41 (8.9%) individuals. A. lumbricoides had a prevalence of
5.6% (26/462) and T. trichiura of 2.8% (13/462), It was observed that the use of well water
without filtration was associated with higher positivity rates for A. lumbricoides. The results
of this study show that intestinal parasitic infections are still present in peri-urban areas in the
state of Rio de Janeiro, and their distribution is influenced by micro-regional factors, with
emphasis on strategies for managing drinking water by residents. These results point to the
need to create and implement effective public sanitation policies, mainly for water supply in
places where there is social and health vulnerability, that is, where "neglected people” live.
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3 Introduction

Intestinal parasitic diseases are caused by helminths and protozoa resulting in significant
morbidity. High prevalence rates are observed in developing countries due to the low
sanitation background [1].

This problem can be aggravated in areas that are socially vulnerable, such as in slums or
impoverished Brazilian communities as a consequence of the difficulty for socio-
environmental improvements and health actions [2].

In these regions, infections by intestinal parasites are a relevant public health problem and
Giardia intestinalis is the one of the most frequent intestinal parasites. The infection by
Giardia can be asymptomatic or cause gastrointestinal discomfort, including nausea,
vomiting, malaise, flatulence, colic, diarrhea, steatorrhea and weight loss [1]. Giardiasis may
interfere with the development of children and cause moderate morbidity in individuals living
with infection-treatment-reinfection, as they have no prospect of improving sanitation
conditions [3-5].

Infection with Entamboeba hystolitica can be asymptomatic, but when amoebic dysentery
occurs, there are cramps, abdominal pain, watery or bloody diarrhea and weight loss, extra-
intestinal cases can occur leading to liver abscess. There are an estimated more than 50
million people infected worldwide by this protozoan [6,7]. Like giardiasis, E. hystolitica
infection can be a hidden and prevalent condition in communities with poor sanitation and
social vulnerability [8].

Despite being commensal parasites, Entamoeba coli and Endolimax nana, they may indicate
a scenario of transmission of fecal-oral pathogens and other pathogenic protozoa, being used
as markers of health quality in a region [9].

Geohelminthiasis is considered the most widespread neglected tropical disease, accounting
for approximately one and a half billion infections worldwide. It is estimated that 438.9
million people are infected with hookworm, 819.0 million with Ascaris lumbricoides and
464.6 million with Trichuris trichiura [10-12].

Helminth infections transmitted by the soil are associated with the health and poverty
conditions of individuals, interfering negatively in the nutritional status of children and
leading to impairments in physical, intellectual and cognitive development. These diseases
are related to the loss of muscle mass and fat, dysentery, and in severe cases there may be
intestinal obstruction (A. lumbricoides), rectal prolapse (T. trichiura) and severe anemia
(hookworms) [8,13,14].

Current strategies for the control of intestinal parasites are focused on reducing the frequency
of helminthiasis with preventive chemotherapy through the mass administration of
medications. However, preventive chemotherapy represents a powerful, but short-term,
control strategy. Long-term solutions require improvements in water, sanitation and hygiene
[15].

Water scarcity and its management in poor communities is a global problem and interferes

with the increase in the prevalence rates of intestinal parasites [16]. In Brazil, especially in
peri-urban communities, the difficulty in obtaining water causes individuals to seek
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alternative sources, such as the creation of artesian wells, and without proper management
end up ingesting inadequate water [17,18].

The present study aims to characterize the frequency and factors associated with intestinal
parasitism in periurban community in Rio de Janeiro state, Brazil.

4 Materials and Methods

Study location. With a cross-sectional design, the study was carried out in a community,
district Imbarié, in the municipality of Duque de Caxias, state of Rio de Janeiro, Brazil. The
locality, although also classified as an urbanized area, has more than a third defined as a rural
area, including rural agglomeration, configuring a transition situation in terms of urbanization
(Figure 1). The region has social and health vulnerability, with low-income individuals
predominating. In 2010, the population of the neighbourhood was estimated at 34,157
inhabitants. Approximately 93.7% of the residents live in a semi-adequate condition of
sanitation, with 91.9% of the households having a well or spring as a source of water, and
just over 73% supplied with a general sewage or storm water network. An area assisted by
the Family Health Strategy (FHS) unit was reviewed for study. This area has a population of
846 families registered for service, with approximately 3,000 people served.

Figure 1. Location of the study area in the municipality of Duque de Caxias, Rio de
Janeiro, Brazil.

Strategy for sampling and recruitment. All families served by the FHS in the specific area
were included in the study. A fecal return rate of 30% was assessed, with the inclusion of 462
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residents. A stool sample was collected from the participant's cover from July 2018 to June
2019. The households were eliminated in the presence of at least one member of the FHS,
with an explanation of the project, an invitation to participate in the study and distribution of
the collectors for collection of feces. Socioeconomic information was corrected by means of
a semi-structured questionnaire at the time of sample delivery. Out of 462 participants who
delivered as accredited, 341 agreed to answer the questionnaire.

Parasitological procedures. The samples were placed in collectors and maintained
refrigerated at 4°C. The material was submitted to parasitological examination of feces by the
methods of Ritchie and Kato-Katz within 12 hours.

Statistical analysis of the data. Data were presented descriptively, and statistical analyses
were performed with Epi Info 2000® (CDC, Atlanta, Georgia, USA)as prevalence rates of
different parasite species in distinct sociodemographic categories. Prevalence ratios and
respective 95% Cls were calculated. The statistical significance of the associations was
assessed by Fisher’s exact test, with a significance threshold of p<0.05.

Ethical Approval. The study was previously approved by the Research Ethics Committee of
Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, license number CAAE: 90779017.7.0000.5248.

5 Results

Among the individuals invited to participate in the study, 462 subjects were included, whose
fecal samples were analyzed. Table 1 e 2 shows the frequency of individuals infected with
intestinal parasites, by sex, age group and demographic conditions.

Among the study participants, 274 were female and 188 male. Most participants were
between 19 and 60 years old (n = 258). In 23.4% (108/462) of the individuals, some intestinal
parasites was detected. Single parasitism was found in 84 samples, double parasitism in 19
and multiple parasitism in five. G. intestinalis was the most prevalent parasite (38/462; 8.2%)
(Table 1).

In the community studied, families have different strategies for obtaining drinking water.
Thus, 42.8% (146/341) have well water as source, 25.5% (87/341) water from gallons and
31.7% water from the supply company (108/341).

Giardiasis had a frequency of 8.2% (38/462) and was significantly more frequent in
individuals who consumed water from an artesian well without filtration. In this subgroup,
positivity rate reached 33% (Table 1). Geohelminths were detected in 41 (8.9%) individuals.
A. lumbricoides had a prevalence of 5.6% (26/462) and T. trichiura of 2.8% (13/462) (Table
2). Concerning ascariasis, it was significantly more frequent among subjects that drink water
directly obtained from wells, with no filtration. In this subgroup, prevalence ratio reached
18.5%.
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Table 1. Detection frequency of intestinal protozoa and factors associated in individuals treated by a Basic Health Unit, in the municipality of Duque de
Caxias, Rio de Janeiro, Brazil (2018-2019)

Any protozoa Giardia intestinalis Entamoeba histolytica/ E.dispar Entamoeba coli Endolimax nana
Gender Positivity PR* p-value Positivity PR* p-value Positivity RP* p-value Positivity PR* p-value Positivity PR* p-value
Male 30/188 (16,0%) 1 18/188 (9.6%) 1.31(0.71-2.41) 0.393 6/188 (3.2%) 1 4/188 (2.1%) 1 7/188 (3.7%) 1
Famale 45/274 (16,4%) 1.02 (0.67-157) 1.00 20/274 (7.3%) 1 10/274 (3.6%) 1.14 (0.42-3.09) 1.00 12/274 (4.4%) 2.05 (0.67-6.28) 0.300 11/274 (4.0%) 1.07 (0.42-2.73) 1.00
Age group (years)
0-4 5/40 (12.5%) 2.89 (0.31-2.52) 1.00 3/40 (7.5%) 2.13(0.37-12.2) 0.400 1/40 (2.5%) 1.42 (0.09-22.11) 1.00 0/40 (0,0%) indefined 0.140 1/40 (2.5%) 1.42 (0.09-22.11) 1.00
5-14 19/91 (20.9%) 1.48 (0.69-3.17) 0.382 11/91 (12.1%) 3.44 (0.79-4.98) 0.082 3/91 (3.3%) 1.87 (0.20-17.63) 1.00 3/91 (3.3%) 0.46 (0.10-2.02) 0.429 5/91 (5.5%) 3.13(0.37-26.12) 0.406
15-18 3/26 (11.5%) 0.82 (0.23-2.85) 1.00 2126 (7.7%) 2.19(0.32-14.72) 0.586 2126 (7.7%) 4.38 (0.41-46.21) 0.229 1/126 (3.8%) 054 (0.06-4.66) 1.00 1/26 (3.8%) 2.19 (0.14-33.70) 0.531
19-60 40/248 (16.1%)  1.14 (0.56-2.31) 0.840 20/248 (8.1%) 2.29 (0.55-9.55) 0.391 9/248 (3.6%) 2.06 (0.26-16.00) 0.694 21248 (3.2%) 0.45 (0.14-1.47) 0.247 10/248 (4.0%) 2.29 (0.30-17.59) 0.696
>60 8/57 (14%) 1 2/57 (3.5%) 1 1/57 (1.8%) 1 4/57 (7.0%) 1 1/57 (1.8%) 1
Study years
Basic 51/248 (20.6%) 1 31/248 (125%) 1 11/248 (4.4%) 1 9/248 (3.6%) 1 9/248 (3.6%) 1
High school - 14/93 (15.1%) 0.73 (0.42-1.25) 0.281 7193 (7.5%) 0.60 (0.27-1.31) 0.247 3/93 (3.2%) 0.72 (0.20-2.54) 0.765 4/93 (4.3%) 1.85 (0.37-3.75) 0.756 4/93 (4.3%) 1.85 (0.37-3.75) 0.756
graduate
Poverty**
Yes 23/128 (18,0%) 1 14/128 (10.9%) 1 3/128 (2.3%) 1 3/128 (2.3%) 1 7/128 (5.5%) 1
No 42/213 (19.7%) 1.09 (0.69-1.73) 0.776 24/213 (11.3%) 1.03 (0.55-1.91) 1.000 11/213 (5.2%) 2.20 (0.62-7.74) 0.265 10/213 (4.7%) 2.00 (0.56-7.14) 0.384 6/213 (2.8%) 0.51(0.17-1.49) 0.248
Number of
residents
<4 50/246 (20.3%) 1.28 (0.76-2.17) 0.361 28/246 (11.4%) 1.08 (0.54-2.13) 1.00 10/246 (4.1%) 0.96 (0.31-3.00) 1.00 12/246 (4.9%) 4.63 (0.61-35.15) 0.121 12/246 (4.9%) 4.63 (0.61-35.15) 0.121
>5 15/95 (15.8%) 1 10/95 (10.5%) 1 4/95 (4.4%) 1 1/95 (1.0%) 1 1/95 (1.0%) 1
Home floor
Coated 29/197 (14,7%) 1 17/197 (8.6%) 1 71197 (3.6%) 1 71197 (3.6%) 1 2/197(1.0%) 1
Uncoated 36/144 (25,0%)  1.69 (1.09-2.63) 0.018 21/144 (14.6%)  1.69 (0.92-3.08) 0.115 7/144 (4.9%) 1.36 (0.49-3.81) 0.588 6/144 (4.2%) 1.17 (0.40-3.41) 0.781 11/144 (7.6%) 7.52 (1.69-33.42) 0.002
Water to drink
artesian well 36/146 (24.7%) 1.56 (0.93-2.63) 0.088 24/146 (16.4%) 2.95 (1.25-6.98) 0.009 3/146 (2.1%) 0.44 (0.10-1.81) 0.290 9/146 (6.2%) 2.21(0.61-8.00) 0.246 9/146 (6.2%) 2.21(0.61-8.00) 0.246
gallon of water 12/87 (13.8%) 0.87 (0.44-1.73) 0.840 8/87 (9.2%) 1.65 (0.57-4.59) 0.406 6/87 (6.9%) 1.48 (0.47-4.71) 0.544 1/87 (1.1%) 0.41 (0.04-3.90) 0.629 1/87 (1.1%) 0.41 (0.04-3.90) 0.629
supply company 17/108 (15.7%) 1 6/108 (5.6%) 1 5/108 (4.6%) 1 3/108 (2.8%) 1 3/108 (2.8%) 1
Fate of feces
Ditch 3/15 (20%) 1.00 (0.31-3.13) 1.000 2/15 (13.3%) 3.66 (0.56-23.9) 0.198 0/15 (0,0%) indefined 1.00 1/15 (6.7%) 0.91 (0.11-7.60) 1.00 0/15 (0.0%) indefined 0.328
Septic tank 11/55 (20%) 1 2/55 (3.6%) 1 1/55 (1.8%) 4155 (7.3%) 1 6/55 (10.9%) 1
Sewage 51/27 (18.8%) 0.94 (0.52-1.68) 0.851 34/271 (12.5%) 3.45 (0.85-13.94) 0.059 13/271 (4.8%) 2.63 (0.35-19.75) 0.478 8/271 (3.0%) 0.40 (0.12-1.30) 0.125 71271 (2.6%) 0.23 (0.08-0.67) 0.011
Animal at home
No 12/74 (16.2%) 1 7174 (9.5%) 1 3174 (4.1%) 1 1/74 (1.4%) 1 4174 (5.4%) 1
Yes 53/267 (19.9%) 1.22 (0.69-2.16) 0.615 31/267 (11.6%) 1.22 (056-2.67) 11/267 (4.1%) 1.01 (0.29-3.54) 1.00 12/267 (4.5%) 3.32(0.43-25.16) 0.312 9/267 (3.4%) 0.62 (0.19-1.96) 0.490
Use of antiparasitic
drugs
Yes 6/48 (12.5%) 1 4/48 (8.3%) 1 2/48 (4.2%) 1 2/48 (4.2%) 1 1/48 (2.1%) 1
No 59/293 (20.1%) 1.61 (0.73-3.52) 0.240 34/293 (11.6%) 1.39 (0.51-3.74) 0.626 12/293 (4.1%) 0.98 (0.22-4.25) 1.00 11/293 (3.8%) 90 (0.20-3.94) 1.00 12/293 (4.1%) 1.96 (0.26-14.77) 1.00
Water management
artesian well e 10/81 (12.3%) 1 3/81 (3.7%) 1 0/81 (0,0%) 1 5/81 (6.2%) 1 6/81 (7.4%) 1
filters
artesian well e not 26/65 (40.0)% 3.24 (1.68-6.22) <0.001 21/65 (32.3%) 8.7 (2.72-27.96) <0.001 3/65 (4.6%) indefined 0.085 4165 (6.2%) 0.99 (0.27-3.56) 1.00 3/65 (4.6%) 0.623 (0.16-2.39) 0.731
filter
gallon of water 12/87 (13.8%) 1.11 (0.51-2.44) 0.822 8/87 (9.2%) 2.48 (0.68-9.03) 0.214 6/87 (6.9%) indefined 0.029 1/87 (1.1%) 0.18 (0.02-1.56) 0.107 1/87 (1.1%) 0.15 (0.01-1.26) 0.056
supply company e 4/25 (16.0%) 1.29 (0.44-3.77) 0.736 1/25 (4.0%) 1.08 (0.11-9.92) 1.000 1/25 (4.0%) indefined 0.235 0/25 (0.0%) indefined 0.589 2/25 (8.0%) 1.08 (0.23-5.01) 1.00
filters
supply company e 13/83 (15.7%) 1.26 (0.59-2.72) 0.654 5/83 (6.0%) 1.62 (0.40-6.58) 0.719 4/83 (4.8%) indefined 0.120 3/83 (3.6%) 0.585 (0.14-2.37) 0.492 1/83 (1.2%) 0.162 (0.02-1.32) 0.062

not filter

PR=Prevalence ratio. *95% CI. ** MPCHI < 249.00 BRL per capita
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Table 2. Detection frequency of intestinal helminthes and factors associated in individuals treated by a Basic Health Unit, in the

municipality of Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brazil (2018-2019)

Any helminth Ascaris lumbricoides Trichuris trichiura Hookworms
Gender Positivity PR* p-value Positivity PR* p-value Positivity PR* p-value Positivity PR* p-value
Male 17/188 (9.0%) 1 9/188 (4.8%) 1 9/188 (4.8%) 1 2/188 (1.1%) 1
Famale 24/274 (8.8%) 0.96 (0.53-1.75) 1.00 17/274 (6.2%) 1.29 (0.59-2.84) 0.546 41274 (1.5%) 0.30 (0.09-0.97) 0.044 3/274 (1.1%) 1.02 (0.17-6.2) 1.00
Age group (years)
0-4 2/40 (5.0%) 1 2140 (5.0%) 1 0/40 (0.0%) indefined 0.151 0/40 (0.0%) indefined 1.00
5-14 12/91 (13.2%) 2.63 (0.61-11.24) 0.225 5/91 (5.5%) 1.09 (0.22-5.42) 1.00 8/91 (8.8%) 1.14 (0.25-5.05) 1.00 0/91 (0.0%) Indefined 0.577
15-18 3/26 (11.5%) 2.30 (0.41-12.88) 0.374 1/26 (3.8%) 0.76 (0.07-8.05) 1.00 2126 (7.7%) 1 0/26 (0.0%) indefined 1.00
19-60 19/248 (7.7%) 1.53 (0.37-6.32) 0.749 15/248 (6.0%) 1.20 (0.28-5.09) 1.00 2/248 (0.8%) 0.10 (0.01-0.713) 0.046 41248 (1.6%) 1
>60 5/57 (8.8%) 1.75 (0.35-8.59) 0.696 3/57 (5.3%) 1.05 (0.18-6.01) 1.00 1/57 (1.8%) 0.22 (0.02-2.40) 0.229 1/57 (1.8%) 1.08 (0.12-9.54) 1.00
Study years
Basic 23/248 (9.3%) 1 13/248 (5.2%) 1 10/248 (4.0%) 1 1/248 (0.4%) 1
High school -graduate 15/93 (16.1%) 1.73 (0.94-3.18) 0.083 13/93 (14.0%) 2.66 (1.28-5.53) 0.010 1/93 (1.1%) 0.26 (0.03-2.05) 0.300 3/93 (3.2%) 8.00 (0.84-75.94) 0.063
Poverty**
Yes 15/128 (11.7%) 1 6/128 (4.7%) 1 7/128 (5.5%) 1 2/128 (1.6%) 1
No 23/213 (10.8%) 0.92 (0.49-1.70) 0.859 20/213 (9.4%) 2.00 (0.82-4.800) 0.141 4/213 (1.9%) 0.34 (0.10-1.15) 0.109 2/213 (0.9%) 0.600 (0.08-4.21) 0.632
Number of residents
<4 32/246 (13.0%) 1 23/246 (9.3%) 1 8/246 (3.2%) 1 41246 (1.6%) 1
>5 6/95 (6.3%) 0.48 (0.209-1.12) 0.086 3/95 (3.1%) 0.33 (0.10-1.09) 0.067 3/95 (3.1%) 0.97 (0.26-3.58) 1.00 0/95 (0.0%) indefined 0.579
Home floor
coated 16/197 (8.1%) 1 15.197 (7.6%) 1 2/197 (1.0%) 1 2/197 (1.0%) 1
uncoated 22/144 (15.3%) 1.88 (1.02-3.45) 0.054 11/144 (7.6%) 1.00 (0.47-2.11) 1.00 9/144 (6.2%) 6.15 (1.35-28.06) 0.010 2/144 (1.4%) 1.36 (0.19-9.59) 1.00
Water to drink
artesian well 23/146 (15.8%) 1 13/146 (8.9%) 1 10/146 (6.8%) 1 2/146 (1.4%) 1
gallon of water 7/87 (8.0%) 0.51 (0.22-1.14) 0.107 6/87 (6.9%) 0.77 (0.30-1.96) 0.805 0/87 (0.0%) indefined 0.014 2/87 (2.3%) 1.67 (0.24-11.70) 0.630
supply company 8/108 (7.4%) 0.47 (0.21-1.01) 0.052 7/108 (6.5%) 0.72 (0.30-1.76) 0.638 1/108 (0.9%) 0.135 (0.01-1.04) 0.026 0/108 (0.0%) Indefined 0.509
Fate of feces
Ditch 2/15 (13.3%) 1.29 (0.33-4.91) 0.662 1/15 (6.7%) 0.78 (0.11-5.43) 1.00 1/15(6.7%) 4,51 (0.53-37.96) 0.237 0/15 (0.0%) Indefined 1.00
Septic tank 8/55 (14.5%) 1.40 (0.67-292) 0.350 2/55 (3.6%) 0.42 (0.10-1.76) 0.276 6/55 (10.9%) 7.39 (2.15-25.32) 0.002 0/55 (0.0%) Indefined 1.00
Sewage 28/271 (10.3%) 1 23/271 (8.5%) 1 4/271 (1.5%) 1 41271 (1.5%) 1
Animal at home
No 34/267 (2.7%) 2.35 (0.86-6.42) 0.094 22/267 (8.2%) 1.52 (0.54-428) 0.620 11/267 (4.1%) Indefined 0.130 4/267 (1.5%) Indefined 0.580
Yes 4174 (5.4%) 1 4/74 (5.4%) 1 0/74 (0.0%) 1 0/74 (0.0%) 1
Use of antiparasitic drugs
Yes 2/48 (4.2%) 1 2/48 (4.2%) 1 0/48 (0.0%) 1 0/48 (0.0%) 1
No 36/293 (12.3%) 2.94 (0.73-11.84) 0.135 241293 (8.2%) 1.96 (0.58-8.05) 0.555 11/293 (3.7%) indefined 0.372 4/293 (1.4%) indefined 1.00
Water management
artesian well e filters 9/81 (11.1%) 0.51 (0.23-1.11) 0.110 1/81 (1.2%) 0.06 (0.008-0.50) <0.001 7/81 (8.6%) 1.87 (0.50-6.95) 0.512 1/81 (1.2%) 0.802 (0.05-1258) 1.00
artesian well e not filter 14/65 (21.5%) 1 12/65 (18.5%) 1 3/65 (4.6%) 1 1/65 (1.5%) 1
gallon of water 7/87 (8.0%) 0.37 (0.15-0.872) 0.030 6/87 (6.9%) 0.37 (0.148-0.942) 0.041 0/87 (0.0%) Indefined 0.076 2/87 (2.3%) 1.49 (0.13-16.12) 1.00
supply company e filters 2125 (8.0%) 0.37 (0.09-1.51) 0.217 2125 (8.0%) 0.43 (0.104-1.80) 0.333 0/25 (0.0%) Indefined 0.557 0/25 (0.0%) indefined) 1.00
supply company e not filter 6/83 (7.2%) 0.33 (0.13-0.285) 0.015 5/83 (6.0%) 0.32 (0.121-0.879) 0.035 1/83 (1.2%) 0.26 (0.02-2.45) 0.319 0/83 (0.0%) indefined) 0.439

PR=Prevalence ratio. *95% CI. ** MPCHI < 249.00 BRL per capita.
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6 Discussion

The general frequency (23.4%) of parasites found in the community is high compared to other
studies conducted in Brazil [19-21], but was below that found in other studies conducted in
communities in the state of Rio de Janeiro [2,22].

Intestinal protozoa were more frequent than helminths, the result that may be due to the use of
mass anthelmintics as a prophylactic measure in the fight against intestinal parasites. Although
prophylactic treatment has an impact on STH transmission, this strategy must be accompanied
by sanitary improvements and water quality management, if there will be no maintenance of
waterborne pathogens and recurrent reinfection [15].

This study found no correlation of positivity for protozoa with income compared to another
study conducted in Rio de Janeiro [23]. However, it was observed that the use of well water
without filtration was associated with higher rates of positivity for giardiasis and ascariasis. A
study carried out in another Brazilian state also points to a correlation between the lack of
treatment in the water used for consumption and the increase in the prevalence of intestinal
parasites, as well as showing that water management increases the rate of polyparasites [17].

Families in the studied area have different strategies for obtaining drinking water. Although
the state water company provides piped water in the neighbourhood, this supply is not
constant. This makes some families prefer to drill wells to obtain water, being independent
from the state. It is interesting to note that families with the most financial resources are those
who have the most access to drilling a well. This is done so that the household is independent
of the water supply by the governmental company, which sometimes fails. Paradoxically, this
offers greater vulnerability of these families to infection by intestinal parasites, since private
wells that are poorly maintained are relevant for the transmission of intestinal parasites,
especially those with water transmission such as G. intestinalis [24].

In this way, the household characteristics of water management are determining factors of
intestinal parasitism in the studied community and if there was no need to use well water, the
rates of positivity are lower. This data reinforces the need for effective public policies and
programs to expand water supply in Brazil [18].

The only strategy for coping with intestinal parasites in Brazil is the mass treatment of the
population, an action that does not include protozoa [25]. This strategy needs to be improved.
So, not always a pill, can be the solution to a problem that is beyond "having or not having the
parasite” at any given time.

Studies on epidemiology and risk factors associated with these changes can assist in the
characterization of the transmission profile of intestinal parasites in different
sociodemographic contexts, being important for improving strategies for coping with intestinal
parasites.
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7 Conclusions

Intestinal parasitic infections are still present in peri-urban areas in the state of Rio de Janeiro,
and their distribution is influenced by micro-regional factors, with emphasis on strategies for
managing drinking water by residents. These results point to the need to create and implement
effective public sanitation policies, mainly in water supply in places where there is social and
health vulnerability, that is, where "neglected people™ live.
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12 Legends

Table 1. Detection frequency of intestinal protozoa and factors associated in individuals
treated by a Basic Health Unit, in the municipality of Duque de Caxias, Rio de Janeiro,
Brazil (2018-2019)
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Table 2. Detection frequency of intestinal helminthes and factors associated in individuals
treated by a Basic Health Unit, in the municipality of Duque de Caxias, Rio de Janeiro,
Brazil (2018-2019)

Figure 1. Location of the study area in the municipality of Duque de Caxias, Rio de
Janeiro, Brazil.
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Apéndice 7. Tabela suplementar

Supplementary Table 51 - Cytokines and chemokines profile in plasma of children infected by Giardin lamblia

Cylokines Preschoolers

Chemokines Giardin Positive (MMFI) Giardia Negative (MFI} P
IFN-y 10 [7.2-14] 100 [52-225] s
TNF 40 [30-50] 115 [275-545] ]
IL-1p 20 [0.0 - &.5] i5 [13-10.7) s
IL-2 o [0 - 18.5] 0. [0 — Q) s
-4 o [0 — ] 0.0 [0 — Qo) s
IL-5 o [0n-11] 70 [36-11.7) oo
IL-6 i1 [4.7-17] 127 [65-16.2) s
IL-7 80 [4.7 - 10.7] a0 [4.2-75] s
IL-B o8 [76.2-133] 241 [191 - 459] 0003
IL-10 16 [8.0-255] 105 [0 -135] *[.08
IL-12pd0 o [0.0 - &.0] 25 [0.2 —4.0) s
IL-13 55 [0 -7.2] i5 [3.2-57)] s
IL-17 12 [55-235] 85 [53-115] “0.05
MCP-1 517 [309 - 562] 336 [116-1,234) s
MIP-1 ol [218 - 732] 373 [240 - 835) s

IFN: interferon, IL: interleukin, TNF: bumor necrosis factor, MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1, MIP-1p:
macrophage inflammatory protein-1p. Data were expressed as Median Fluorescence Intensity (MFI). The results
are presented as median [interquartile range 25-75%]. Statistical analysis was perfformed wusing no parametric Mann-
Whitney test or *Student t —test.
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9.ANEXOS
ANEXO 1

ESTADO DO RIO DE JANEIRO
PREFEITURA MUNICIPAL DE DUQUE DE CAXIAS
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE
SUBSECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
DEPARTAMENTO DE ATENCAO PRIMARIA

Oficio n° 360/2016 — SMS/SAS/DAP/NDP

Duque de Caxias, 21 de Setembro de 2016.
Do: Departamento de Atengdo Primaria
Nucleo de Desenvolvimento Pessoal
A: Instituto Oswaldo Cruz e Faculdade de Ciéncias Médicas/UERJ
Assunto: Declaragao (Faz)

Vimos por meio deste, declarar ciéncia e acordo que o projeto "Parasitoses intestinais:
dinédmica de transmissao, resisténcia terapéutica e educacéo em salide como medida de controle”, em
execugdo no Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz e Faculdade de Ciéncias Médicas/UERJ, sob
coordenacdo da pesquisadora e professora Dra. Alda Maria Da Cruz e pela doutoranda Maria
Fantinatti Fernandes da Silva, seja realizado na Unidade de Satde da Familia Imbarié.

Atenciosamente

to Pessoal - DAP

" fat. 257052

SANDRORIBEIRO FERNANDES

Diretor do Departamento de Aten¢fio Primaria
Mat. 21736-6

Alameda James Franco, n° 03 - Jardim Primavera - Duque de Caxias - RJ / CEP: 25215-265.
Tel/Fax: (21) 2773-6333/6234.
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ANEXO 2

FIOCRUZN0OC

IO C FUNDAGAO OSWALDO CRUZ -, C‘__zwdnp

Imsseens O shbo Cres

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titulo da Pesquisa: Parasitoses intestinais: dindmica de transmissio, resisténcia terapéutica e educagio
em salde como medida de controle.

Pesquisador: Alda Maria Da-Cruz

Area Temética:

Versdo: 3

CAAE: 19705613.8.0000.5245

Instituigdo Proponente: Fundagdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZAOC
Patrocinador Principal: Fundagio Oswaldo Cruz - FIOCRUZNOC

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: §98.703
Data da Relatoria: 10/08/2014

Apresentagio do Projeto:

Oz helmintos e protozoarios intestinais de interesse médico t€m grande importincia epidemiclogica em
fungio da prevaléncia @ morbidade elevadas. A Organizacio Mundial de Salde estima que mais de dois
bilhfes de pessoas estejam parasitadas no mundo (WHO 2011), mas ndo ha nimeros oficiais referentes ao
Brasil. Embora sejam muitc associadas a areas rurais, as parasitoses intestinais também constituem
importante problema de salde plblica nos centros urbanos, geralmente em areas com infra-estrutura
sanitiria precaria. As parasitoses estio associadas & alta morbidade. por comprometimento do estado
nutricional, afetando processos cognitivos, ou induzinde reages teciduais, como, por exemple, obstrugdo

intestinal e diarréia.

A falta de conhecimento sobre a real situagio epidemiologica das parasitoses intestinais faz com gue o
agrave seja "desvalorado” quanto a sua importincia em salde pibica. Aliade, recentes estudos de
taxenomia molecular apentam para um perfil zoondtico de transmissdo de Giardia lamblia, bem como
emergéncia de cepas de resistentes ao nitroimidazol com possibilidade de recirculagdo destes parasitos em
comunidades fechadas. Este projeto tem por objetive estudar a dindmica de transmissdo de enteroparasitos

com foco em G lamblia.
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A proposta inclul:

1} quantificagio da prevaléncia de parasitos intestinais;

2) Avaliagio da resposta terapéutica e identificagio de casos de resisténcia medicamentosa;
B}Carac:leﬁzagﬁu genafipica de 3. lamblia em ambientes de escola'creche e idenljﬁ{:agﬁcl dos gemes pfor e
ferredoxina associados a resisténcia ao nitroimidazais;

4) Verificagio de alteragdes na expressio do mRMA e das proteinas pfor e ferredoxing;

5) Implementagdo de medidas de educagio em salide nos vetores universidade-escola e vice versa.

Metodologia Proposta:

Serdo estudados, sem distin-;.in de sexo, criangas frequentadoras de creche e seus contactantes. Ja foram
contactadas creches de unidades do municipio do Rio de Janeiro, localizadas em comunidades (Salgueiro);
e do municipio de Paty de Alferes(baimo do Grotdo). Consideragdes éticas. Aqueles que aceitarem participar
do estudo serdo incluidos na pesquisa apos assinatura de um termo de concordancia formal (assinatura do
responsavel no caso dos menores de 18 anos), como assinatura de um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecide. Os individuos serSo avaliados quanto a aspectos clinicas e nutricionais. Obtengdo das

amostras e diagnostico parasitologico de fezes.

Az amostras serdo acondicionadas em coletores com & sem al:lig:En de conservantes. Serdo utilizados
métodos para exame parasitologico de fezes que visam a detecgie de ovos e de larvas de helmintos, cistos
de protozoarios e, quando indicado, trofozoitos. Tratamento dos caseos positivos. Os pacientes serdo
tratados com drogas recomendadas pelo Ministerio da Saude e o controle de cura sera realizado loge ao
término do tratamenta (24h) bem como apds 7, 30 & 180 dias. para avaliagio de reinfecgies. Educagdo e
salude como controle. Serdo construidos materiais didaticos visando propiciar aos estudantes e profissionais
de salde e educagie, informagdo sobre os aspectos bioldgices de parasitoses. sobretudo no que tange as
caracteristicas morfoldgicas, formas evolutivas, agio patogénica, impacto para a salde e o desempenho
escolar. Obtengdce do DMA de G. lamblia & sequenciamento dos genes associados & resistiéncia. As
amestras fecais positivas para giardia terdo seu DMA exiraido pele uso do QlAamp DMA mini kit (Qiagen),

segunda as in Etmg::':es do fabricante e seu RMA extraido pelo uso do Trizol.

O DMA sera submetida & reagio em cadeia da polimerase (PCR) e o produto amplificado purificado e

submetido ao sequenciamento para os genes associados 3 resisténcia (piruvato-
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ferredoxinacxidoredutase e ferredoxina), utilizando um gene conservado como controle (beta-giardimal. A
partir dos eletraferogramas obtidos serio desenhadas arvores filogenéticas a fim de tragar o perfil
epidemioldgice das populagdes e dendogramas a fim de analisar e comparar as alteragies nuclectidicas e
aminoacidicas antes e apds o tratamento. Os RMAs extraidos serdo submetidos & t®cnica de Morthem
blotting & ao SDS-page a fim de verificar a express3o dos genes & das proteinas, relacionados a piruvato-
ferredoxina-oxidoredutase e ferredoxina. Se observada alteragdes. o RMA sera submetide a RT-FCR e o
produto submetido a PCR em tempo real, para os mesmos genes, a fim de quantificar a expressaoc do RMA

mensageiro de cada gene. A dosagem de proteinas sera feita pela técnica de ELISA.

Critéric de Incluséo:
Criangas frequentadoras de creche/escola comunitaria ou escolas. Adultos funcionarios da creche.

Contactantes das criangas: familiares, rEEpDHEé'UEiE, animais domésticos.

Assim, proposta engloba dois bragos distintos, abrangendo pesquisa académica e pesquisa agdo, onde
ambas pretendem contribuir para reduzir a fransmissac e contribuir para a melhora das estratégias de

controle de parasitos intestinais.

Objetivo da Pesquisa:

Hipotese:

Cual a frequéncia de parasitoses intestinais em criangas de populagies fechadas do Rio de Janeiro? Qual a
prevaléncia e o perfil epidemiclogico das regides estudadas, em humanos, animais & no ambiente? Qual o
genotipo de G. lamblia circulante em cada populagio? Existe resisténcia parasitaria ao tratamento com
secnidazol nas populagies estudadas? Existe algum genctipo de G. lamblia associado 3 resisténcia
parasitaria a drogas? Quais sdo as alterages (de expressdo de mRMA, de expressdc de proteina. de
aminoacido & de nuclectideos) encontradas nos casos de persisténcia da infecgdo por G. lamblia? Existe
5emelhan§:a entre as allerag:ﬁe*:: encontradas em amosiras clinicas, antes e ap:':ﬁ o tratamento, & as
encontradas em cepas axénicas, controle & sob pressdo de secnidazel? Existern cepas resistentes ja

circulantes nestas populagies?

Objetivo Primario:
Este projeto tem por cbjetivo estudar a dindmica de transmiss3o de parasitos intestinais, bem como

avaliagdo do papel da educacdo em salde e da resisténcia terapéutica nas medidas de
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controle. A proposta engloba dois bragos distintos, abrangendo pesquisa académica e pesguisa agio, onde
ambas pretendem contribuir para reduzir 3 ransmiss3o e para a melhoria das estratégias de controle de

parasitos intestinais.

Objetivo Secundario:

1) Quantifizcagdo da prevaléncia de helmintos e protozedarios intestinais;

2) Awvaliagdo da resposta terapéutica e identificagio de casos de resisténcia medicamentosa;

3 Caracleﬁzag:in:i genctipica de G. lamblia @m ambientes de escolalcreche & identiﬁ-:ag.in dos genes pfor e
ferredoxina associados & resisténcia aos nitroimidazdis;

4) Verficagio de alteragies na expressio do mRMA e das proteinas pfor e ferredoxina;

8) Implementagdo de medidas de educacio em salde nos vetores universidade-escola e vice versa.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Possiveis efeitos colaterais referentes ac uso de drogas indicadas para o tratamento das infecgies por

entercparasitos.

Beneficios:

1)Diagndstico de exame parasitologico de fezes dos voluntarios;

2)Tratamento para entercparasitoses dos voluntarios positives no EFF;

3)Diagnostice do controle de cura dos voluntarios tratados;:4)Difusdo de conhecimento em educagio e

salde (medidas de prevengdo e controle)para voluntarios, profissionais da srea da salde & educagdo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O projeto esta suficientemente clarc em seus propositos e devidamente fundamentadao. E do Grupo 1, e,
portants. ndo necessita de submissdo 4 COMEP antes de ser iniciado. Messa segunda versdo do projeto, a

pesquisadora responsavel incluiu os documentos solicitados no primeire parecer.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagaoc obrigatoria:

Foram apresentados a folha de rosio, projete de pesquisa, cronograma atualizado,orgamento da
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pesguisa, termo de consentimento livre e esclarecido.
Recomendagies:
Apresentar relatdrios parciais (anwais) e relatdrio final do projeto de pesquisa & responsabilidade indelegavel

do pesguisador principal.

Qualguer modificagio ou emenda ac projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida & apreciacio do
CEF Fiocruz/IOC.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Diante do exposto. o Comité de Etica em Pesquisa do Institluto Oswaldo Cruz (CEP FIDCRUZIOC), em sua
184a Reunido Ordinaria, realizada em 10.08.2014, de acordo com as atribuigdes definidas na Resclugio
CHMS 468/12, manifesta-se pela aprovagdo do projete de pesquisa proposto

Situagio do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do Termo de

Consentimento Livre & Esclarecido-TCLE apondo sua assinatura na dltima pagina do referido Termo.

0 pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento

Livre & Esclarecido- TCLE apondo sua assinatura na Ultima pagina do referide Termo.
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RIC DE JAMEIRD, 28 de Junho de 2014

Assinado por:

José Henrique da Silva Pilotto
{Coordenador)
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ANEXO 3
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DADCE D PROJETD DE PEEOUIIEA

Thulo da Pesquisa: Parasiios es imistinais: dindmica e ransmiss®o, ressiinea wrapbuics ¢ edutacdo
&M sadie oo Medida de comnobs:

Putduibad or: Slda Mana Da-Cuz

Asan Temdlica:

WVursda: 2

CAAE: D071 7. 7.0000 5242

el B B0 Proponanin: FUNDACAD COSWALDO CRLUZ
Palrocinador Principal: FUNDACAD OSWALDO CRLZ

DAD0E D PARECER
Mdmearo do Parsce. ZE2T.E39

Agirasaniag bo do Projes:

Trata- o da neaposta da Pesgutadora principal a0 paneser i 3 700 532, amidds em 1306008 a0 projean
@ ida

O e bty  consiinato de wm progio o iese om MeSong Tropical do 100 o6 Phadipe Ausinacn Tebeia,
oo projids O pda-dourioramamio de Mara Fantinadi @ do propio de iese em Bicloga Parasidnia G Lukz
Amionio Pimentel Lopes de Ofveina todos oftimaios pela pesquisadon pincipal. Segunds & pesquisadon,
‘it proposio O esiudo de 1530 individuos asseloo por uma unidade basica o saide de Imban municf po
de Dugue de Casas. AQuehes Que acetarem parficpar do eshedo SerS0 inclufdos na pisquisa apis
msinalura do TCLE. 0% menofes de 18 anos Geverdo assinar o TALE, além di tenem aulonzacso dos
RESpONGdeEs Dara parbicipar do estudo, por e O TCLE. 06 pancipantes, Sem asiingso de sexs, serdo
avaliadns quanio & aspecios dinitod & nuiridonais. A5 amosias de lezes serdo acondcionadas am
O DR LN o ST SR O CONCHEanies. Senio uilizados MEtodis pand e P ok o o e
e vEam 8 delecolo de ovos & O lardas de helmings, csios de proloeodnos € quands indicedo,
iroforedios. Ouamndo indicado serd utilizads o médodo de Graham pama pesquisa de "Eniercbies
virmiculanes”. 0% casos posilis serdo iratades com drogas ecomendadas pelo Winisténio da Sadde & o
ol O GRS SEd realizet g0 &0 MG 00 ratamentn [240], Bam L8 nos lempas de 7, 30 & 120
dias, pan avalado de reinfecobes. Pard apies de educagdo om Sadae cOMo con ok Sero consinddos
malrias Gditoos visands propician aod esludanies ¢ profisslonals o saide &

Endarsgre &y Do 403 Ssbs 702 Coryen Eezaanko)

Omima:  klsnguinien EP: 3 (H0-380
uF: Fl Benicipicc R0 0OE JARERD
Telwlona: 3 38030011 Fax  [FIESE1-4005 E-malt  ospicouniiioc Socrar by
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edutaido, informaids sobie cd aspecies bioldgicos de parasEoses, sobrghsds nd gque tange a
caracierisicas mofokdgicas, formas dsohitivas, aglio paioginica, imMpacio para & sadde & desaimponh
esoolar. Pam cbienglio do ONA de %6, lamblia® @ sequendamends G086 QErds assoliados & resislénoia,
samosinas fetas posilvas pan gardia ter s Sei DA om0 peo %o o0 QIS DRE mini k| Ciagen],
SeQUNd B nsrugies o labncanis & S RNA exrmids pelo uSo do Trizsd. O DMA Serd sebmetioe & reado
o cadea da polimerase [PCR) & o produio ampificads puificads & sulimdiin &0 SeHUEWCRmTo para o6
QS LOMarados que oodlcam as proleing belaganding @ gulamain desidrogenase @ @mbdm pan
gENEs associadns & resisiénca (piruvato-femed oxina-oxidoneduiase @ fernsdoding). A pariir dos
seircierogamas obiidos serdo desenhadas dreores Slogendiicas a im de ragar o perill epidemnlGgion das
populagies & dendogramas a fim de analsar @ comganar as alemide eceridicas @ aninoacidicas anies
& aphs o irlamente. O AMNAS oxraloos serdo submetidos & Bonica o Noihem bioting & 20 S0E-page a
fim de verificar & espress B0 005 [enes & das protengs, relacinaces 3 pirovatslemedosing-oaionedutass o
feiredosing. So cbservada ahieraghes, o RMA send submedds a AT-PCR @ o produts submetido & PCH am
Wmpo rial, para 05 MEsmis jones, & fm de guanificar 8 oopressds o0 FNG mensagens de ada gane. A
dosagam o probdingG serd fela piia Monica de ELISA. Sem malizeda o dentfcagss oo Talons o fsoo o
diagn dsion ambienial (§gus, sold & eI e animas amaniis ). AL Smoiras Chincas Serld aNmadenad s &m
form PO Ui perkon: o cindn anos ne: Laboraidao interdsodplinar de Pesquisas Médcas O DA & o RMA
também ficard sob guarda do Laborabdno Imerdecplinar o Pesqusas Médinas por um pevicds de cnco

L B3 I e

s

Objetivy da Pasgiisa
Ofjefve Primario:

Eziadar a dindmica de Farcmisahd di parasios. imesinas. bom oms avaliar o papged da odocasdn am
saddo naG meddas de coninole. A proposia anglcba dois bragos distinios, abrangendo pesdilisa acad Smeca
& pESQUISE @Cdo, onde ambas prejendem coninbuir pama reduzir @ iransmissdo o para @ melhoria das
eiraddijias o coninole de parasios nleslinais

Dbjeivos Seoundanos |
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1-Faaizar o dagndaion o S quanio & provakinca oo helmintcs & proloeodnos inlestinals & avaliar o
impacto 00 FaEmenin. conjuniamemie 25 middas O edurap s S sadde. RO CONTORE: O parasloses.

2- Realizar andises Mogentdcas o deleming o pedl genotipics die O. lambla nos panicipanies 0o esido @
S CoMaciandss (amands & animas Somislioos ), DEm Lomd JSso0iar o6 Gendipos a06 Moo e rsco,
isslaba oo @ Sindimce o ransmissso

3-Daemingr 8 SoOmEnda o EnilroparaEios & paily o amosires ambinizs & ormeka Bonar onm andises
o b il 5.

4-Comparar o nivel de edpressdn &0 mAMA dog genes plor & Mdox, om cefpas avinices o 0. lambia
SENENEE & M emes o seonidarol & &M amosiras dincas antis & apis o iralamenia.
S-Determingr is aReraoles nis segudncias nuckolidicas @ aminodcilices provoladas pold axposip o ao
senidarol em cepas de G lamblia axdnicas & circu lanhes

BCompacona o alleraofds m QENOME & f RGN PIOMa Do oS esphcikos gendlpos anconirados N
amasiras dinicas

Timplemamiar Medidas o S0l 030 ST Sa0dn NoS WEIONES Lniversid ate -Esoola & vile serka.

L 5 (ol - 3

Analiazlo dos Riscos o Banaficios:
Fasooa:

Begunido @ pesguisadora principal: “Serdo presorios & IFnecios medcamenios preconizados poo
Ministéri> da Salde para o iralamenio das infecglies por enieroparasios. enineiants NS0 & potsis
descariar afeios ooloiorais refieronies B0 S0 deSias drogas.”

Beraaficies:

Bagunds & pesqusadons principal @ parbcipams @0 od seguinies beneficioa” 1 DRagndsics e exama
parasiokigico de ez dos volunidnios; 2 Tralamenio para enderopamsinees G0s »olumaros posiivos no
EFF; 3 Disgnta bon oo Lonirobe & Ciina dod solinidnios rmiedes; 4) Dfusdo o oonfeol mssln: & i
& salde (medidas de prevenio & conbrlepan volumanos, polssonss da dea da seiie & edecasio.”

Comtmantdfiog @ Consedar s das sobia 4 Patguisa;

A pond Srcaas. Tommm respondidas peln o s adora po il oo ol

O projeto estd bem undameniado. a meisdologa esld sdesuads aoa objolkvis & @ SOupe WM expaiise
parad SIS & Psniita.

Endersgoc  #v. Do 4008 Sxim 702 Cerpam € szamek)

Dairra:  lebsrguinton EP: 39 G380
LiF: R Nenicipiee F3DOC 8RR
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Segunds o prsquisadona, O Ambeaimie influenoia 2 dindmica o Maremissss das parasilosess inlesiinais. Ha
a5 RoCiaC R0 entre: o paril do gendtpo & camcterisiicas assotiadds & resistdnoa do isclado de Ciardia
ambla. Az alteragbes gondmicas enooniradas &m vas metabdlces erenbwilas na olkag S 0o metrondacol
in vino podem ser ieniifcadas o Cipas MESENTIES &M paciRnies 3 Paiir do Suds amosras cinkas do
R A decal0 om sadde conimibui para Sifundir Nabilos O preecds 45 parasioses imesinas.”
Eagundia @ pesqusadona, na localdade, a equipe onirard em conlaio com o poslo de sakde @ Programa
Sadde da Familia da regido a fim de obier dados miricionas, hisldea cinica @ epdomickigica dos pacienies
o2& ol fid.

i B3 - o

Coongidara das Sobeo o Torsedd do aprasantaghs obigaldria:
Mesia versdo foram apresentados & avaliados 06 sequinies dooumening:

1-Carla Resposia em pagsl timbrado, datada de 13 de julho de 2042, assinada @ canmbada pela
pES Ul sadcra principal;

2PE_INFORMACOES_BASICAS DO _FROJETO_S01B834;

3- Regulamento de Bomeposiing

4- TCLE Res.CHE 4852012 para adidios o contactames revisho @ aherapies sinalizadas;

5- TCLE pama responsdyvets pias orianpas o adokiscinies novisio ¢ alomdes sinalizadas;

6-TALE pam oolela di fezes do Crianca & afoksonnie (Madres e 12 antg & menones de 12 ancs) revisio @
sty aghes sinaizadas ¢

F-OuesBondnio pam adulln & e respondido No Moments da enrega da amosra.

R o T g B
Excluir o iemo “Elcsfiade” no TALE. A orianga terd dificuldade am saber o significado da palawa

Conciusdas ou Pendbncias o Lista de Insdeguacbes:
0 propeo esth em condormidadie com a resohupdo 4561 2 do CHE apds alender ot sepuintes penddnoias

1- Esclansoer o qui serd fello para minimizar o risco da pesquisa (Falameno oHm Srogas qu poderdo

ocasiongl, ovenluaimenie, eluios oolaterais);
Respasia da pesgusadora

Endesrsgrc  fo. Dol 400 Ssis 70 (Carpan E ezemeka |

Oairra:  kisnguinhcon: EP: 3 Ga-380
Telwlosac 3 3802 -GEH 1 Far [R1EES1-481% Emalt  csplooumiios Socrar b
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S0 tratmmemic & mandaiddo pars 06 pacining gue exivenem nfecados por pansios palngEnicos & Ser
realzadn COMm OF Mediamentos recomindados pHo Minisiioe da Sadde & ndo & objeio o projln o
PELa RN SNEEEE, poSin QU Seid PRESCriln o in sl respontd s pila O alendimenis oo aben o
primaria do municipo. 05 indkiducs gue Sverem algum sinmoma, possivelmenis rdadonads & usd oo
metdiCamenin, SEra0 oramado & proosar @ egupe o Ezraligia de Saioe da Familia @ intermomper
i TSR O iSO (TR Ioaamnng. Akl dissn. O e paimie O Fiuin pooiEd ST T Coeiain Lo 8
DL O e Sa @ QuabueT hora pod medo do belefone (21 )983909-9829. ©

Fud inclisido no TCLE
AMALISE: PEMOEMCIA ATEMDIDE.

L G B T o I TR

2- Biterar & Sala oo guesiondrio (de 2017 para 2018%
Fiespdsin O psou satora:

Foalzads alvmedo o aneas s O Sorumsnin: reosaimenin. ™
AMALISE: PEMOEMCIA ATEMDIDE.

3 Inidluiir & Regulamena 5o Bimepandno oo Labonmicao interdsciplinar de Pisquisas MbSoas (lecal onoe
i amOsiras Moar S e o Cin DD anos);
Fecpisia da pesrpasadora
Fzalznds araxns 00 respective rigulamenio.”
AMALISE: PEMOEMCIA ATEMDIDE.

- Com reladan an QuesTonarD, quem & aond: senl apliado? Sen por mso de enirevisla T ComD Sarao
PR Svaios O Sigiks & 8 confiablidade dos dados oololadosT
Riespdsin da psoua satora:

0 guesiionane ser apliado no momenio da visila domicilar ou da corsulta na Unidade de Sadde da
Famiilia, por um o8 pesouisadores que complem & equipe @ acompanhado por am fencondne da
Fiss paciiva unidade O sadde (@gonie oomuniting de sadde, ibonion de enlenmagem, enlermenn Du meddion).
0 sigiko serd garandds por mein da colfcacds dos guestiondnos. O laboraibno il airibuir a cada
partCi paimie dF pesguisa um chIgs afanuménoo para idemifoacio dos guasiondneg. O acesse principal a
s Lhdign, Winoulado & identdade 0o pacipantd @ & PesUBE, SSEET LM O ualquer imcimag o s oal
TR MOAThE, @NORTE0, data o PasCimETio & ouros dados gue dendiguem O Supin. O SoCUmEntns s
‘ardaios & el segurn

Endarsr: A Dol 4008 Ssis TOE (Ceryam £ szsneka)

Oairra:  kbsrguinien CEP: 3 040380
Telwlone (3 803G 1 Fac 21014015 E-malt csplocumioc fiocrar by
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FUMDACAD OSWALDOD CRUZ -
FocRUZIOE  GRgeaA

fechado & chave nos centros de pesguisa. Essa identificaclo pessoal sé pode ser atessada pelo
pesqusadon principal & pela eiuipe designada. NS0 poderd ser eriada a ninguém i oo laboratdnn ou ser
divulgada a ningudm denine 4o laboraidno qua ndo fenha pemmissdo de atoessar @l informacas.

AMNALIEE: PEMOEMCIA ATEMDIDA

i e 3 (o e T

5- TCLE i aaciuliny & con imciantes never redacdo, &m alguns

& Tt o raiamienin & eito na prmeind (MERs0a &M Culis E5kh na 1o pasna

Por e mpho:

* Bia PariCieagan Mestd PESGUSE NS0 & obngatinia & wook pode disEln @ guakiuer momento, REENDS s
OO EnGmenin, Sem qualguer pijulzo a0 My NSamemo ™ & A Ssas imormagtes serlo ammasenadas @
posteriormmemie desiniidas. sem senem duljatos. Os Rsulados da pescuisa Sendo divulgades na fonmsa de
CoMisnicacdo cieniifica, mas ndo haverd minha identificagdo & vook berd garantia @o sigilo @
confidencialidade dos dados. ~

AMALISE: PEMOEMCIA ATEMDIDA.

biRever alguns lermos como * dindmica de ransmissde”, “ressiénca trapbulica™, “md absordo de
nurientes” & Cinformagies demogralicas™, usar lenmos mais acessivel a0 parficipanie
Fespasia da pespadsadona

"a] Fealizada aliemobes na nedaddo |sinalizadas) @ anesnds novamente o TCLE

b) Realizada alieragdes na redacho (sinalizadas) & andsads novamanie o TCLE. Os iermos Toram
BT AT

‘dindmica o TRnEmissdi” P ToNmas o Oomaminagio

“restsilnci eraplution” por TesEEnGa a0 medoamenio®;

“midh SfsorCin G rasTheies” nedirad o o heodke:

“informagtes demograficas” por “informagtes scbre a tamidia & momdia’ ”
AMNALIEE: PEMOEMCIA ATEMDIDA

- TCLE dos responsdsas, never nedacdo, usar bermas am Enguagem mais coloquiais, evitar imos oomao
‘sl ai o pomitnions”
Resposia da pessrpatsadona

Endesrsgrc  #. Oromil 4036 Ssis 702 (Caryen € szaneka)

Oairra:  lelsrguinien P 3 o380
Tebwlosac 3 380250 1 Far (27814015 Emalt  csplooumiios Socrar b
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FUNDACAD OSWALDO CRUZ -
ISP 7

‘Aealizods ahieracbes na rodagds (snalizadas) & aneeads novameni o TCLE dot responsdsns. Tama
dadns aniropomad INoes” subsieiin por “med das o peso & altura”™ ©
AMALISE: PEMDEMCIA ATEMDIDA

i 5 e o

7- Estlaneol od objelvos do projeio. MO projelo defalhads hd mais dos objelieos & &S50 Mails bam
redigidos do gue nas dormacles hisicas do ropehs
Fasposia da pesquisadona

‘Realizada aberapdes no proemchimenio das informacies hdsicas 0o projio de aoords 0OM 05 objeg
descfiita Nd projels deiaihado. ”
SMALIEE: PEMDIERCIA ATERDHDA.

G et P s il & cribdieo do CEP:

Dianie 0o exposio. o Comibd de Eboa om Pesisisa do Instivio Dswaldo Cruz $CEP Foouzl Do), da
acoido oD &b atribsples defmidas na Res. CHE 48612 & na Moma Operacional n® 001 de 2043 do
CHE.em sua 241* Reunids Ordindria, manifesta-se pela aprovagso do projebe CAAE- DOTTI01
T.7.0000 52408,

Cabe ressaltar gue @ responsablidade da pesquisadora & indelegdse @ indedindwel ¢ compreznde o5
Epecins Mioos @ lejais.

Apresenar nealdnos parciais (amsis) & relaidno final 4o proj@eis de pesquisa & responsabilitads
indglegavel da pesqusadora principal.

Dualquer moSificagdo O emMenda 30 propts de pEsgusa ¢m pauta dewe ser submetida & apreciacso do
CEP Faoruil0C

O parmcipanie de pesquse o6 SeU nEpreseni@nte:, guands for o cass, desverd rubricar wdas as folhas o
Trmae e Consentmamio Lvre @ Escarecids-TCLE aponds Sua assin@iora na ditira

Endarsgr: Ay Dol 4008 Ssim 705 (Cerypmn £ ezeneka’)

Baima:  lebsrguinben OEP: 3 0380
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e 5 e O

paging o ko Tarmn

A pesnuisadora respontdviel dovenl da miessma forma, b todas &t Jolhes oo Temmd di Consamiimenio
Livre & Esclarecids- TOLE aponds S assinaium na dima pdgina Do refendo Tems

Esle parecar 1ol elaborads baseads nod documenos abaio faleionados:

Tipo Documeno Argav Postagem Ao | BT
DL T P LML a1 T Lo w M o2 =r
oFmgp  |ROJETD 1015534 gl 171942
Cutros CARTA_RESPOSTA, pel 13072018 |Phelipe Ausiiacn AcHin
174753 |Teinia

Thdies Reguamen_Bomeeslone UPMED o] 13072018 |Phtge Ausinaco Acdin
17

(T ST e
1P.00SS  § Teingica

TCLE | Temmos de | TCLE, Fesponsawel_crianCa_Z018.pd | 13072008 |Phelipe Ausiiacs AcHiD
sl 17 D00 Teinsad
Jusifcativa o

B (T b 170 1T T Ty T

Asseniimentn / COLETA_DE_FEZES_CRIANCASpS | 165857 |Teiswa

Jusifcativa o
i Tenmos e | TLLE, aduin_AI1E pd T atE [Ehaipe AusiNaco LR
sl 1686 48 Teinsad

Jusifcativa o
Busbnoia
TCLE | Temmes o | TALE pdi (40RZ0E |Pheipe Ausimiaco AcHiD
Asseniimentn / 1004530 | Teinmia
Jusifcativa o

T |EToICLEr pal TR STE | Shige ALUSmaco LFr T
Brochura 103832 | Teimia

T g | T e
10c37 08 _dTeisgia

ChiTcs AUNCrTaca0 CeCTelana, WMGnGpa 08 5] 11122017 |Phipe AUSacs AcHID
sl ol [ 3824 | Teipia

Endarsr: A Do 4008 Ssis T0E (Ceryen £ szsneka)
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