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RESUMO

INTRODUCAO: A esquistossomose mansonica, € uma doenca causada pelo parasito
trematodeo digenético do género Schistosoma, que tem o homem como seu principal
hospedeiro, no Brasil é causada pela espécie Schistosoma mansoni. A infeccdo por este parasito
consiste em um problema de saude publica, especialmente no Nordeste, estando associada a
pobreza, as precarias condicGes sanitérias, falta de tratamento de agua e esgoto, definido pela
Organizacdo Mundial de Salde (OMS) como uma das principais doencgas tropicais
negligenciadas. A parasitose apresenta duas fases, a fase aguda, no qual ocorre logo apds a
penetracdo da cercaria através da mucosa e da pele e a fase cronica, que evolui quando nao
tratada. O figado € o principal 6rgao acometido, onde o verme adulto de reproduz e deposita 0s
seus ovos, no qual ficam retidos nas vénulas hepaticas, acarretando uma inflamacéo
granulamentosa local. Em decorréncia das lesbes hepaticas, estudos realizados em
camundongos revelam alteracdes no metabolismo dos lipidios, porém estudos em humanos
ainda sdo escassos, sendo necessario uma abordagem em larga escala para determinar as
possiveis alteracdes lipidicas durante a esquistossomose. O estudo lipidémico do hospedeiro na
esquistossomose ainda é escasso e, no caso especifico do S. mansoni, totalmente ausente.
OBJETIVO: O objetivo desse estudo foi avaliar as alteraces no perfil lipidico de individuos
infectados pelo Schistosoma mansoni em uma &rea hiperendémica em esquistossomose no
estado da Bahia. MATERIAS E METODOS: Foi realizado um estudo longitudinal e
observacional, em vilarejos do Conde-Ba, no periodo de 2018 a 2019 e a partir desse estudo
longitudinal que contém 340 participantes, realizamos um estudo de corte transversal, focado
na andlise lipidémica, no qual foi selecionado 45 participantes, através de um sorteio
randémico. Em cada participante foram coletados uma amostra de fezes, para a execucdo do
Kato-Katz e uma coleta de sangue para a avaliacdo lipiddémica. Nas analises lipidémicas do
soro, foram avaliadas alteracdes no perfil lipidico do soro de individuos infectados com alta e
baixa carga em comparacdo ao grupo controle, contendo 15 individuos em cada grupo.
RESULTADOS: Cerca de 340 individuos foram avaliados no qual 55,59% apresentavam ovos
de S. mansoni em pelo menos uma das laminas. Quando realizado as analises séricas desses
individuos, foi possivel observar que a carga parasitaria do S. mansoni com a enzima GGT,
demonstrou uma correlacdo positiva. As analises lipiddmicas inicialmente mostraram
fosfatidilcolina (PC), hexosilceramida (HexCer), é&cidos graxos livres (FFA) como
predominantes, mesmo ndo apresentando diferencas importantes entre 0os grupos de carga
parasitaria, entretanto quando aprofundamos as analises, as espécies das subclasses Pl e TAG
se destacaram em quantidade de espécies que se mostraram alterados no grupo de alta carga
parasitaria comparado a baixa carga e negativo. CONCLUSOES: A partir dos achados nesse
estudo concluimos que a elevada a carga parasitaria na esquistossomose esta associada a
alteracoes lipidicas importantes, possivelmente por conta de alteragdo no metabolismo lipidico
decorrente da acdo do verme. Estes dados podem contribuir para melhor entendimento da
patologia observada durante a esquistossomose ou mesmo para identificagdo de um
biomarcador de infecgdes graves.

Palavras-Chave: Schistosoma mansoni. Lipidomica; Esquistossomose. Perfil lipidico.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Schistosomiasis is a disease caused by a digenetic trematode parasite of
the Schistosoma genus, which has man as its main host; in Brazil, it is caused by the
Schistosoma mansoni species. Infection by this parasite is a public health problem, especially
in the Northeast, and is associated with poverty, poor sanitary conditions, and lack of water and
sewage treatment, defined by the World Health Organization (WHO) as one of the main
neglected tropical diseases. The parasitosis has two phases, the acute phase, which occurs soon
after the penetration of cercariae through the mucosa and skin, and the chronic phase, which
evolves when left untreated. The liver is the main affected organ, where the adult worm
reproduces and lays its eggs, which are retained in the hepatic venules, leading to a local
granulent inflammation. As a result of the hepatic lesions, studies in mice reveal alterations in
lipid metabolism, but studies in humans are still scarce, and a large-scale approach is needed to
determine possible lipid alterations during schistosomiasis. The lipidomic study of the host in
schistosomiasis is still scarce and, in the specific case of S. mansoni, totally absent.
OBJECTIVE: The objective of this study was to evaluate changes in the lipid profile of
individuals infected with Schistosoma mansoni in a schistosomiasis hyperendemic area in the
state of Bahia. MATERIALS AND METHODS: A longitudinal and observational study was
conducted in villages of Conde-Ba, in the period from 2018 to 2019 and from this longitudinal
study that contains 340 participants, we conducted a cross-sectional study, focused on lipidomic
analysis, in which 45 participants were selected, through a random draw. In each participant a
stool sample was collected for the Kato-Katz test and a blood sample was collected for
lipidomic analysis. In the serum lipidomic analyses, changes in the serum lipid profile of high
and low load infected individuals were evaluated in comparison to the control group, containing
15 individuals in each group. RESULTS: About 340 individuals were evaluated, of which
55.59% had S. mansoni eggs on at least one slide. When the serum analyses of these individuals
were performed, it was possible to observe that the parasite load of S. mansoni with the GGT
enzyme showed a positive correlation. The lipidomic analysis initially showed
phosphatidylcholine (PC), hexosylceramide (HexCer) and free fatty acids (FFA) as
predominant, even though they did not show significant differences between the parasite load
groups. However, when we furthered the analysis, the Pl and TAG subclass species stood out
in the number of species that were altered in the high parasite load group compared to the low
and negative load groups. CONCLUSIONS: From the findings of this study, we conclude that
high parasitic burden in schistosomiasis is associated with significant lipid alterations, possibly
due to altered lipid metabolism resulting from the action of the worm. These data may
contribute to a better understanding of the pathology observed during schistosomiasis or even
to the identification of a biomarker for severe infections.

Keywords: Schistosoma mansoni; Lipidomics; Schistosomiasis; Lipid profile.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose humana atinge aproximadamente 240 milhdes de pessoas, com
quase 700 milhdes vivendo em areas de risco. Essa € uma infeccdo de ocorréncia tropical, que
apresentou mudancas epidemioldgicas nas ultimas décadas. A doenga deixou de estar presente
apenas nas regides rurais e, comegou apresentar prevaléncia de casos nas areas urbanas,
principalmente aquelas que apresentavam deficiéncia no saneamento basico (PORDEUS, 2008;
BRASIL, 2014; MCMANUS et al., 2018)

Algumas regides ainda se mantem afetadas, pela presenca dos moluscos transmissores,
estima-se que cerca de 1,5 milhdes de pessoas ainda vivem em éareas de risco no Brasil
(BRASIL, 2020b; a).

O Schistosoma mansoni € o agente etiolégico da doenca, que apresenta 0 homem como
seu principal hospedeiro e os caramujos de agua doce do género Biomphalaria como seus
hospedeiro intermediario. Das seis espécies que parasitam o homem, o S. mansoni destaca-se
nas América Latina (JOSHI et al., 2010; BRASIL, 2014).

Séo conhecidas duas formas clinicas da doenca, a forma aguda e a crbnica, as quais
induzem distintas manifestac6es clinicas. Na fase aguda pode ocorrer a formacao de erupcdes
urticariformes que sdo provocadas pela penetracdo da cercaria na pele dos individuos,
entretanto, em areas endémicas, essa dermatite ndo é reconhecida. As manifestacfes clinicas
podem variar de individuo para outro, podendo apresentar febre elevada, diarreia,
nausea/vomito, edema e urticarias. As principais lesbes que surgem na fase cronica sao
causadas pelos ovos que secretam enzimas proteoliticas que provocam reacdes inflamatdrias e
granulomatosas eosinofilicas, acometendo 6rgdos como o figado, baco e pulmao, e que sdo
progressivamente substituidas por fibrose. Na fase cronica, pode apresentar duas
manifestacdes: a forma intestinal ou hepatointestinal e a forma hepatoesplénica (KATZ, 2003;
GRYSEELS et al., 2006; BRASIL, 2014).

As lesdes mais significativas estdo associadas a reacdo inflamatdria granulomatosa que
se forma em torno dos ovos. O granuloma é um agregado de células transitorias, como:
macrofagos e eosindfilos, junto de células do 6rgdo afetado e elementos da matriz extracelular,
que formam uma estrutura esféerica para proteger o hospedeiro de toxinas liberada pelo ovo.
Porém, essa reagdo inflamatoria esta associada a fibrose portal, que gera lesbes destrutivas e
obstrutivas do sistema da veia porta, acarretando diminuicdo da capacidade de sintese e
secrecdo de proteinas pelo figado (LENZI et al., 1991; STEINBERG, 1996).
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Alguns estudos sugerem que a esquistossomose pode levar a alteragcdes no metabolismo
lipidico em humanos, ja que os disturbios na sintese de proteina e as diversas interleucinas
liberadas durante a inflamacdo podem provocar efeitos sobre o metabolismo de lipoproteinas
(KHOVIDHUNKIT et al., 2004).

O metabolismo lipidico se altera na forma grave da infecgdo, apresentando em alguns
casos dislipidemia, aumento dos niveis de fosfolipidios e reducdo dos niveis de éster de
colesterol. Um estudo realizado sobre a resposta metabolica da infecgcdo por S. japonicum, em
camundongo foram observadas alteracdes no perfil lipidico antes da maturacéo sexual. Além
disso, também foi demonstrado niveis lipidicos (triacilglicerol e ésteres de colesterol)
significativamente diminuidos no figado e no ileo com a evolugdo da infe¢do pelo S. mansoni.
Fonseca et al. em 2014, também relatou que camundongos infectados reduziram a expressao
hepéatica de acetil coezima A aciltransferase, que é uma enzima envolvida diretamente no
metabolismo dos acidos graxos (COUTINHO-ABATH; BARBOSA; AMARAL, 1965;
MULLER et al., 2001; MARTINS DA FONSECA et al., 2014)

Adicionalmente também tem sido observado alteracbes na lectina-colesterol
aciltransferase (LCAT), enzima que exerce papel importante no metabolismo normal das
lipoproteinas e que é responsavel pela formacdo de quase todo colesterol esterificado. Ja foi
demonstrado que em alguns casos, pessoas infectadas pelo S. mansoni apresentam diminuigéo
da atividade da LCAT, e assim acarretando alteracBes lipidicas como os niveis baixos de
colesterol total (GILLETT; OWEN; COUTINHO, 1976; LIMA et al., 1996; JONAS, 2000)

Dessa forma, é importante analisar possiveis alteracdes no metabolismo de lipidios em
humanos com diferentes cargas parasitarias, que assim contribuira para geracdo de
conhecimento sobre esquistossomose, de forma a auxiliar na melhor compreenséo da patologia

da esquistossomose ou na identificacdo de biomarcadores de evolugdo para doenca grave.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose mansOnica € uma doenga causada por um parasito trematddeo
digenético do género Schistosoma, que tem o homem como seu principal hospedeiro (KATZ,
2018). E uma doenca que tem maior prevaléncia quando se trata de doencas veiculadas a agua
(BRASIL, 2014; ROCHA, 2016).

A infeccdo por este parasito, apresenta alta endemicidade, ampla distribuicdo mundial,
podendo ser encontrado em até 54 paises, sendo que no Brasil seu estabelecimento se deu por

meio do pessoas escravizadas, originarios da costa oriental da Africa (MARTINS JR., 2003).

~ -

] v
ﬁ‘_ ~ ¢

B Schistosoma intercalatum

Figura 1 - Distribuicdo geografica da esquistossomose no mundo.
Fonte: (WEERAKOON et al., 2015).

No Brasil, casos de esquistossomose s&o notificados por todo territorio, sendo os estados
de Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais
as regides mais endémicas, com predominancia do norte e do nordeste em especial, a Bahia. A
Bahia é um territorio onde apresenta a esquistossomose como um problema endémico em toda
sua extensdo. Dentre os 417 municipios, 167 (40%) sdo considerados endémicos (MARTINS
JR., 2003; KATZ, 2018; BRASIL, 2020c).
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Figura 2 - Distribuicdo da esquistossomose segundo a média do percentual de positividade por municipio 2009 —
2020.
Fonte: (BRASIL, 2021)

A esquistossomose humana pode ser causada por seis diferentes espécies, sendo que na
América Latina destaca-se o Schistosoma mansoni (MUTAPI et al., 2017). A infeccdo por este
parasito consiste em um problema de satde publica, associada a pobreza, as precérias condi¢coes
sanitarias bem como a falta de tratamento de agua e esgoto, sendo definida pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) como uma das principais doencas tropicais negligenciadas (ARAUJO
etal., 2012).

2.2 BIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

A transmissdo da esquistossomose depende de um hospedeiro intermediario. No caso
do Schistosoma mansoni, trés espécies de caramujo de dgua doce de género Biomphalaria,
Biomphalaria glabrata; Biomphalaria tenagophila; Biomphalaria straminea, s&o encontradas
constantemente infectados por Schistosoma mansoni. Entretanto, a Biomphalaria glabrata é a
hospedeira com maior destaque nas Ameéricas (KATZ, 2018).

O ciclo se inicia quando os seres humanos contaminados eliminam fezes contendo ovos

do verme. Em contato com &gua, os ovos eclodem, liberando larvas denominadas como
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miracidios, que se mantem livres na 4gua até terem contato com os caramujos. Apds penetrarem
no caramujo, os miracidios permanecem por alguns dias, levando ao encurtamento da vida dos
caramujos devido as lesdes causadas nos tecidos. No caramujo, os miracidios se diferenciam
em esporocistos, multiplicam-se, e amadurecem até abandonarem o caramujo em forma de
cercarias livres até entrar em contato com o ser humano. O homem se contamina ao entrar em
aguas contaminadas com a cercaria livre, que penetram em sua pele. A cercaria perde sua cauda,
permitindo que sua cabeca se transforme em um esquistossomulos e migram da pele para a
circulacdo. Os esqusitossdbmulos se tornam adultos sexualmente maduros ao chegarem no
sistema porta-hepatico, onde podem se reproduzir e finalmente seguem para as veias
mesentéricas para ovoposic¢do. Depois de algumas semanas, ovos sdo liberados pelas fémeas,
uma parte desses ovos atravessam a luz do intestino e sdo eliminados nas fezes, enquanto os
outros sao transportados pelo fluxo sanguineo, podendo acarretar a formagéo de um granuloma.
Em alguns casos, 0s ovos sao encontrados em outras localizagdes como, pulméo, baco, pancreas
e bexiga (GRYSEELS et al., 2006; BRASIL, 2014; GIERA et al., 2018).

2.3 TRATAMENTO

O diagnostico laboratorial dessa doenca € executada de forma simples e répida. O
método mais eficiente é o exame parasitologico das fezes, recomendado pela OMS a técnica de
Kato-Katz, onde é desempenhado com a intencdo de visualizar 0s ovos do S. mansoni nas fezes
do paciente, além disto, outros procedimentos sdo utilizados como auxiliares (KATZ, 2003).

O tratamento tem como objetivo impedir a evolugdo para as formas mais graves,
diminuindo a carga parasitaria, até ser curado, com isso, de forma especifica é feito esse
tratamento com o farmaco conhecido como Praziquantel, que apresentam amplo espectro anti-
helmintico. Sendo contraindicado para gestantes. Ao ser feito o tratamento corretamente o
paciente passa a minimizar a producéo e a eliminagdo dos ovos colaborando como prevencao
primaria da transmissao da doenca. (KATZ, 2003; VITORINO, 2012).

O Praziquantel (PZQ) ¢é o farmaco de escolha para o tratamento de esquistossomose
causada por todas as espécies de Schistosoma, tendo sido recomendado pela OMS e pelo
Ministério da Satde do Brasil para tratamentos individuais e em massa de populacdes por ser
eficaz. Sendo assim, é o medicamento utilizado pelos programas de controle da
esquistossomose no mundo (BRASIL, 2014)

O medicamento age aumentando a atividade muscular desfazendo a liga¢do do parasito

com o tecido das veias mesentéricas, provocando o rapido deslocamento dos helmintos para o
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figado, em concentracbes mais elevadas o praziquantel provoca a formacdo de vacuolos e
vesiculas no tegumento dos parasitas causando a liberagdo do seu contetdo e ativando
mecanismos de defesa do hospedeiro (BRASIL, 2014; NOVAES, 1999).

O tratamento € empregado em larga escala, apresentando bons resultados, além de que,
é apresentado em comprimidos de 600 mg e administrado por via oral, em dose Unica de 50
mg/kg de peso para adultos e de 60 mg/kg de peso para criangas, e € administrado ap6s uma
refeicdo. Até o momento, ndo houve relato de aparecimento de cepas resistentes a esse
medicamento em areas endémicas no Brasil com isso, o indice de cura aproxima-se de 80%
para os adultos e de 70% para as crian¢as. Em excecdo a associacdo praziquantel-corticoide, ao
contrario, ha diminuig&o da eficécia terapéutica (BRASIL, 2014).

Apesar de sua eficacia o Praziquantel apresenta efeitos adversos, sao leves e transitorios.
Entre esses, destacam-se: gosto metalico na boca, dor abdominal, diarreia, astenia, cefaleia e
tonturas. (BRASIL, 2014; MODHA, 1990).

2.4 CARGA PARASITARIA X GRAVIDADE

A carga parasitaria varia de acordo com o grau de exposi¢do ambiental e da resposta
imune do hospedeiro. A condicdo é estabelecida através do total de ovos de S. mansoni por
grama de fezes nas laminas avaliadas. A classificacdo da carga parasitaria é definida como:
carga parasitaria leve (até 100 ovos/g de fezes); carga parasitaria moderada (101 a 400 ovos/g
de fezes); e carga parasitaria elevada (mais de 400 ovos/g de fezes) (GOMES et al., 2016).

A carga parasitaria baixa € mais comum em pacientes assintomaticos ou que apresentam
apenas sintomas intestinais, enquanto cargas parasitaria altas estdo presentes em pacientes com
hepatoesplenomegalia ou sintomas mais graves. No caso do S. mansoni, em casos de cargas
parasitaria baixas o diagnostico pode ndo ser tdo sensivel, do ponto de vista epidemiolégico,
esses individuos podem ser os responsaveis pela manutencdo do ciclo. Com isso, o tratamento
visa minimizar a producéo e a eliminagé@o dos ovos do helminto como uma forma de prevencao
da transmissdo da doenca (VITORINO, 2012; JORDAO, 2014).

2.5 PATOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE
Sao conhecidas duas formas clinicas da doenga, a forma aguda e a cronica, as quais

induzem diferentes respostas imunoldgicas e distintas manifestag@es clinicas. A fase aguda,

ocorre logo apos a penetracdo da cercaria. Os mediadores imunologicos ndo estdo elucidados



20

completamente, porém nesta fase as células com perfil Thl auxiliam a resposta imune na
tentativa de combater o verme, no organismo. Os sintomas séo caracterizados por urticarias e
edemas, além de diarreia, febre elevada, nauseas, vomito e hepatoesplenomegalia dolorosa,
podendo variar de cada pessoa (CHEEVER; HOFFMANN; WYNN, 2000; DE JESUS et al.,
2002).

Se ndo tratada a fase aguda, o paciente evolui para a forma crénica da doenga, que esta
relacionada a uma resposta do tipo Th2, induzida pelos antigenos presentes no ovo do parasito,
auxiliando a resposta humoral, além de aparentemente apresentar um papel crucial na
modulacdo da resposta inflamatdria e estar presente na morbidade da doenca e na fibrose
hepatica. Nesta fase, o individuo pode ser assintomatico ou apresentar sintomas que
caracterizam a esquistossomose intestinal, hepato-intestinal ou a forma mais grave, que é e a
forma hepatoesplénica (representada pelo crescimento e endurecimento do figado e do baco
(MOSMANN; MOORE, 1991; PEARCE et al.,, 1991; WYNN et al., 1998; CHEEVER,;
HOFFMANN; WYNN, 2000; LAMBERTUCCI et al., 2009; MCMANUS et al., 2018).

Na fase cronica, os ovos do parasita eventualmente podem ficar retidos nas vénulas
hepéaticas gerando uma inflamacdo granulomatosa local. Os granulomas hepéaticos podem
provocar uma alteracéo tecidual e, em alguns casos, ocorre dano tecidual. O ciclo repetitivo
inflamacéo, fibrose e dano tecidual pode levar a complicagdes graves com risco de vida, como
ascite, hipertensdo portal, formacdo de varizes esoféagicas, hematémese, podendo evoluir até
mesmo a Obito (LENZI et al., 1998; MENTINK-KANE et al., 2011).

A infeccdo pelo S. mansoni, quando ndo tratada, pode levar ao comprometimento
hepatico, iniciando com danos teciduais e evoluindo até mesmo para um granuloma. Com essa
alteracdo no figado sua funcéo pode acabar sendo comprometida. O figado é um 6rgdo muito
importante quando se trata do metabolismo dos lipidios. Com a resposta inflamatéria, o érgédo
pode vir a sofrer alteracbes que levem a mudancas no perfil lipidico (SALES, 2003;
KHOVIDHUNKIT et al., 2004; A., 2010; MENTINK-KANE et al., 2011).

2.6 METABOLISMO LIPIDICO

O figado é um 6rgéo de vital importancia para o bom funcionamento do organismo,
dentre suas funcdes, ele realiza a regulacdo do metabolismo dos carboidratos, proteinas e
lipidios, € responsavel pelo armazenamento e degradacédo de algumas substancias (MENTINK-
KANE et al., 2011).
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Devido a suas varias funcOes, existem formas especificas para verificar lesdes nos
hepatdcitos e para avaliar a funcdo hepética. Através da mensuragdo de enzimas como alanina
aminotransferase (ALT), também conhecida como transaminase glutamico-piruvica (TGP) e
aspartato aminotransferase (AST) também conhecida como transaminase glutdmica oxalacética
(TGO) € possivel detectar niveis alterados, fornecendo informacdes de possiveis lesdes nos
hepatdcitos. Além disso, gama-glutamiltransferase (GGT) é uma enzima que pode se mostrar
elevada em lesdes hepaticas. O TGP é encontrado principalmente no citoplasma do hepatdcito,
enquanto o TGO esta presente na mitocéndria, jA o GGT é encontrado no interior dos
hepatdcitos e nas células epiteliais biliares, além de ajudar no transporte de aminoacidos e
peptideos. GGT, é considerada marcadora de lesdo hepatobiliar de alta sensibilidade, mas de
pouca especificidade, ja que pode ser alterada por uso de medicagéo, alcool e varias doencas
sistematicas. Todas estas enzimas sdo Uteis quando se busca diagnosticar doencas crénicas do
figado, como no caso da esquistossomose, quando os ovos ficam presos nos tecidos hepaticos
(TELLI; FRIGERI; MELLO, 2016; BARRETO et al., 2017; SILVA et al., 2018).

Em relacdo a funcdo hepatica, é possivel avaliar através da mensuracdo de metabolitos
que sdo produzidos e/ou excretados pelo 6rgdo, lipidios, colesterol (COL), triglicerideos
(TRIG) e lipoproteinas de baixa (LDL) e alta densidade (HDL), no qual, desempenham um
papel indispensavel para os seres humanos, trazendo a homeostase para o organismo (SIMONS;
IKONEN, 2000)

O colesterol, apesar de ser sintetizado pelo figado através da metabolizacdo do acetil-
CoA, quando transportado pelo organismo precisa estar complexado com moléculas
hidrofilicas, como as lipoproteinas. Com isso, lipidios como colesterol, triglicerideos, éster de
colesterol e outras substancias, se combinam, produzindo particulas com densidades diferentes,
como por exemplo as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de alta densidade (HDL) para
ser transportado do tecido de origem para os tecidos nos quais serdo armazenados ou
consumidos (SANTOS; SOCIEDADE BRASILEIRA DE, 2001)

Em um estudo realizado por Khovidhunkit em 2000, foi descrito a importancia de
avaliar niveis de Colesterol total (COL), Triglicerideos (TRIG) e Lipoproteinas de baixa (LDL)
e alta densidade (HDL) quando associadas a infeccdo e a inflamacdo. AlteracGes caracteristicas
durante a infeccdo e/ou inflamacéo séo o aumento dos niveis de TRIG e a diminuicéo dos niveis
de HDL e LDL. Além de concentracdes plasmaticas de COL reduzidas, no caso de portadores
de esquistossomose mansonica na forma hepatoesplenica (KHOVIDHUNKIT et al., 2000;
RAMOS et al., 2004).
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Os lipidios séo os principais constituintes das membranas e com isso, estdo envolvidos
em muitos processos celulares vitais e danos no organismo vivo pode levar a um desequilibrio.
Desta forma, estudos trazem a importancia de analises mais profundas, realizando a
identificacdo e quantificacdo de lipidios principalmente para um entendimento maior sobre o
comportamento das moléculas lipidicas que participam de processos fisioldgicos e
fisiopatoldgicos, essa analise € conhecida como lipidémica (ZULLIG; TROTZMULLER;
KOFELER, 2020).

2.7 LIPIDOMICA

Ciéncias 0micas compreendem a analise genémica, transcriptdmica, protebmica,
lipidomica e metabolémica, permitindo quantificar e caracterizar componentes moleculares,
buscando caracteristicas de um sistema biol6gico em resposta ao disturbio da homeostase
(MARTEL et al., 2012)

A anélise lipiddmica vem sendo foco de muitos estudos, realizada por tecnologias
analiticas de ultima geracdo, como a espectrometria de massa e cromatografia liquida ou gasosa,
que é capaz de identificar e quantificar centenas de espécies de lipidios moleculares,
abrangendo uma ampla gama de classes lipidicas. Os lipidios exibem grande variedade
estrutural ligados a diversos processos fisioldgicos dentro das células, dessa forma, alteracdes
nos perfis lipidicos tém sido implicadas em certas doencas humanas. Diferentes plataformas
estdo disponiveis para auxiliar na identificacdo de moléculas lipidicas em diferentes, como o
LIPD MAPS que apresenta mais de 600 espécies moleculares entre as seis principais categorias
de classes (&cidos graxos, glicerolipideos, glicerofosforolipideos, esfingofosfolipideos, esterol
lipideos e prenol lipideos) (NYAME et al.,, 2000; VAN REMOORTERE et al., 2001;
DONNELLY etal., 2008; MARTEL et al., 2012; ADEYEMI et al., 2020).

Na infeccdo pelo Zika virus, foi demonstrado que o perfil lipiddmico difere entre os
individuos sintomaticos com diagndstico positivo ou negativo para Zika. Nesse estudo, foi
identificado um aumento nos niveis de espécies de plasmenil-fosfatidiletanolamina, um
fosfolipidio abundante em células do tecido nervoso, nos pacientes com diagnostico positivo
para Zika. (QUEIROZ et al., 2019).
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2.8 ALTERACOES LIPIDICAS NA ESQUISTOSSOMOSE

Em 2013, foi realizado um estudo disponivel sobre perfil lipidico na esquistossomose,
no qual foi demonstrada que a viruléncia parasitaria pode ser influenciada por mediadores
lipidicos. Essas moléculas apresentam um papel fundamental na inducdo e resolucdo da
inflamacéo (TAM, 2013)

Muitos fatores podem explicar como o metabolismo lipidico pode se alterar, com o fato
de o parasita necessitar de recursos lipidicos para sua propria sobrevivéncia e reproducao, Além
disso, os vermes adultos podem modificar lipidios pra fins biossinteticos, como no caso do
desenvolvimento da membrana do miracidio (ZINSOU et al., 2020).

Giera, em 2018 realizou um estudo que investigou o contetdo lipidico de diferentes
fases do ciclo de vida do S. mansoni, sendo eles: cercarias, vermes e ovos. Foram identificados
mais de 350 espécies de lipidios, no qual fosfatidilcolina (PC) (34:1), fosfatidilcolina (PC)
(36:1) e fosfatidilcolina (PC) (36:2) sdo as espécies de fosfolipidios que estdo presentes em
todos os estagios do ciclo, além de demonstrarem que 0s 0vVOs e vermes apresentam composi¢do
lipidica semelhante, outro achado foi o diacilglicerol que s6 foi possivel ser detectado nas
cercarias, enquanto os lisofosfolipidios (LPC e LPE) foram detectados principalmente em
cercarias e ovos, mas dificilmente em vermes, que em contrapartida continham quantidades
significativas de acidos graxos livres. Apesar do avanco, o perfil lipidico € pouco conhecido
na esquistossomose (GIERA et al., 2018).

Portanto, torna-se necessario realizar novos estudos, trabalhos que avaliem possiveis
alteracbes no metabolismo dos lipidios em humanos desencadeada pela infeccdo do
Schistosoma mansoni. Assim, esse estudo tem como objetivo identificar alteracfes lipidicas
induzidas pelo parasita em individuos infectados em comparacdo a individuos sadios e que

possam ser associadas a patogénese da esquistossomose.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/phospholipid
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar as alteracdes hepaticas e perfil lipiddmico em individuos infectados pelo

Schistosoma mansoni residentes em area endémica com alta ou baixa carga parasitaria.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Em individuos residentes em uma &rea endémica em esquistossomose:

e Determinar as concentracfes séricas de enzimas hepaticas (TGO, TGP e GGT) e sua

correlagcdo com carga parasitaria

e Avaliar alterac6es no perfil lipiddmico no soro de individuos com esquistossomose

e Associar as alteracdes das classes de lipidios com a carga parasitaria do S. mansoni
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4 METODOLOGIA
Esse estudo é um corte transversal que faz parte de um projeto maior, de carater

longitudinal que foi realizado em trés vilarejo na zona rural do municipio do Conde-BA,

localizados a aproximadamente 170 km de Salvador — BA, no periodo de 2018 a 2019.

Conde

Camarded

Figura 3 - Mapa do municipio do Conde-BA, destacando os vilarejos estudados.
Fonte: Wikimedia Commons

O projeto maior é composto por cinco periodos de avaliagdes conforme descrito na
figura 4. Entretanto, as avaliacGes realizadas neste estudo contemplam apenas os 340
participantes do momento basal pré-tratamento (DO).

Todos os individuos que aceitaram participar assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) ou o termo de assentimento livre esclarecido (TALE), além de realizar as

coletas de sangue e de fezes para 0 exame parasitologico.
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INCLUIDOS
NO ESTUDO DO TRATAMENTO D30 D180 D360

PRINCIPAL n: 340 n: 272 n: 232 n: 146 n: 109
n: 411

Avaliagdo pré-tratamento

Figura 4 - Fluxograma sobre os periodos de avaliacdo do projeto geral.
Fonte: Elaboracdo da autora

4.1 POPULACAO DO ESTUDO

Todos os residentes dos vilarejos foram convidados a participar do estudo. Um total de
340 individuos com idade entre 4 e 60 anos, que realizaram as etapas de coleta de sangue, fezes
e urina e que efetuaram as entrevistas foram incluidos para avaliacdo de carga parasitaria e para
determinacéo de concentracao sérica das enzimas hepaticas.

Especificamente para o estudo da lipidémica, dos 340 participantes do estudo, 45
individuos foram selecionados e subdivididos em trés grupos de 15, conforme a carga
parasitaria: 1) individuos com carga parasitaria acima de 200 ovos por grama de fezes (opg),
sendo definidos aqui neste estudo como grupo “Alta carga”; 2) aqueles com carga parasitaria
entre 1 e 99 opg, sendo chamados aqui de “Baixa carga”; e 3) outros 15 individuos residentes
da area endémica, mas com resultado de Kato-Katz negativo para S. mansoni (Figura 5).
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( Positivo Schistosoma mansoni J
r N\ e N e N\
NEGATIVO RESIDENTE
ALTA CARGA (AC) BAIXA CARGA (BC) NA ARE(A ENI)DEMICA
NegE

\, A . J AN A
— >200 opg — 1399 opg — 0 opg
— n= 15 — n= 15 — n=15

Figura 5 - Esquema representativo dos grupos definidos no estudo.
Fonte: Elaboragéo da autora

O diagnéstico da infeccdo pelo S. mansoni foi realizado pelo método de Kato-Katz, a
partir de duas laminas de uma Unica amostra. As laminas foram confeccionadas e avaliadas no
Laboratorio de Patologia Experimental (LAPEX), Instituto Gongalo Moniz (IGM)/FIOCRUZ-
BA e 0 sangue coletado para fazer as dosagens séricas e as avaliagdes lipidicas. As amostras de
soro foram separadas por centrifugacéo e foram devidamente armazenadas.

Apbs a coleta e o diagnostico, todos os individuos infectados da area do Conde com
helmintos foram tratados com Albendazol (dose Unica, 400mg para adultos e criangas acima de
2 anos), enquanto aqueles pacientes com esquistossomose, foram tratados com Praziquantel (50
mg/kg para adultos e 60mg/kg para criancas entre 4 a 14 anos), seguindo as orientacdes

preconizadas pelo Ministério da Salde.

4.2 AVALIACAO DAS ENZIMAS HEPATICAS

As amostras de sangue foram coletadas em tubo com gel separador, centrifugadas e
obtido cerca de 1 mL do soro de cada participante, os quais foram armazenados em freezer a -
20 C°. O soro foi utilizado para mensurar, transaminase glutamica oxalacética (TGO),

transaminase glutdmico piruvica (TGP), gama-glutamiltransferase (GGT), colesterol total
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(COL), lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
triglicerideos (TRIG) para a realizacdo das anélises de lipiddmica. Além disso, foi coletado
sangue em tubo contendo EDTA para realizacdo do hemograma.

Todas as dosagens foram realizadas em um aparelho de bioquimica semiautomatico
modelo BIO-200 Bio-Plus®, disponivel no LAPEX. Foram utilizados os reagentes dos Kits de
Bioquimica da Bioclin®, os quais foram fornecidos sem custos, através de um programa

especifico da empresa de incentivo a pesquisa.

4.3 ANALISE LIPIDOMICA

A extracdo dos lipidios e a analise de lipiddmica dos 45 individuos selecionados para o
estudo, foram realizadas na plataforma do Centro de Exceléncia de Quantificacdo e
Identificacdo de Lipidios (CEQIL), Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
(FCFRP), Ribeirdo Preto, SP. Para a extracdo, em 200 pL do soro foram adicionados 500 pL
de MeOH, 10 pL de padrio interno e 250 uL de CHCIs (Cloroférmio). A mistura foi levada
para homogeneizador de moinho de esferas por 5 min e, em seguida, foram adicionados 250
uL de CHClLs e 250 pL de Agua Milli-Q, homogeneizado por 5 min e centrifugado por 5 min &
10.000 RPM e a 4°C para separacdo das fases. A fase inferior do tubo foi removida e
armazenada, enquanto a fase superior foi adicionado 500 uL de CHCls homogeneizada e
centrifugada. Finalmente, a fase inferior do tubo foi removida e o conteddo remanescente foi
submetido a etapa de secagem por uma hora a 45°C e armazenado no -20°C.

O método de lipidémica global foi utilizado a partir de anélises com o espectrofotdmetro
de massa de alta acuracia, acoplado ao sistema de cromatografia liquida (Nexera-TripleTOF®
5600+ (LC-MS/MS). Apés a extracdo, as amostras foram resuspensas com 200 L de solvente
(mistura de Isopropanol, MeOH, acetonitrila, agua milli-Q e formiato de aménia), submetidas
a agitacdo por 10 min, e centrifugadas por 5 min, a 10.000 RPM e a 4°C e aplicada no
espectrofotbmetro.

Na anélise de lipidomica foram identificadas cinco classes de lipidios, sendo eles:
fosfolipidios, esfingolipidios, éster de colesterol, glicerois e acidos graxos livres. Entre 0s
fosfolipidios, foram avaliados 4&cidos fosfatidico (PA), fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilinositol (PI) e fosfatidilserina (PS).
Ja no grupo de esfingolipidios, foram analisadas cinco classes, sendo elas: ceramina (CER),
hexosilceramida (HexCer), esfingomielina (SM) e gangliosideos 1 (GM1). Por fim, no grupo

de glicerideos foram quantificados, diacilglicerol (DAG), monoacilglicerois (MAG),
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triacilglicerdis (TAG). Também foram quantificados o éster de colesterol (CE) e acidos graxos
livres (FFA).

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados coletados foram armazenados no sistema REDCap®. Os dados foram
analisados com auxilio dos softwares GraphPad Prism 5 e Stata 11.0, aleme MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/)

Foram descritos média, desvio padrdo, mediana e intervalo interquartil (25-75%). Teste
estatisticos foram realizados, como teste t-Student e Anova pelo software GraphPad Prism 5
nas analises das enzimas hepaticas e niveis séricos. Realizamos a correlacdo de Spearman para
as andlises de correlacdo entre as enzimas hepaticas e a carga parasitéaria.

Na analise lipiddmica, os nomes quimicos das espécies lipidicas foram identificados
com base nos padrdes de fragmentacdo individuais e com auxilio da plataforma LIPID
Metabolite and Pathways Strategy (LIPID MAPS) (http://www.lipidmaps.org/). A
quantificacdo dos dados foi feita comparando-se as areas dos cromatogramas das massas
precursoras das amostras e com auxilio do programa PeakView (Sciex) (https://sciex.com/).

Na plataforma MetaboAnalyst para a execucdo da analise de componentes principais
(PCA) foi necessario retirar dados que se diferenciavam drasticamente de todos os outros,
conhecidos como outliers. Utilizamos uma plataforma que calcula e destaca os outliers. Em
relacdo aos dados gerados pelo diagrama de venn, foram selecionadas todas as espécies de
lipidios significantes a partir da analise de fold change que mostra a relagdo dos grupos de carga
parasitaria entre as classes de lipidios, e assim, os dados foram interpretados pelo Stata 11.0,

utilizando o digrama de venn proporcional.

4.5 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho faz parte de um projeto maior, o qual esta aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) do Instituto Gongalo Moniz, intitulado AVALIACAO DE SAUDE DE
UMA POPU LACAO RURAL DO ESTADO DA BAHIA (CAAE N° 77287417.8.0000.0040),
que se encontra em andamento desde janeiro/2018. Neste periodo foi executado o DO, que é
definida pela inclusdo dos participantes, ap0s a assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido. Além disso, foram feitas coleta de amostras de fezes e de sangue, bem como as


http://www.lipidmaps.org/
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entrevistas. A leitura das laminas de Kato-Katz foi realizada pelos membros dos grupos de
pesquisa envolvidos no projeto no LAPEX IGM/FIOCRUZ-BA.
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5 RESULTADOS

A média das idades de todos os participantes incluidos no DO foi de 28 + 18 anos, dos
quais 194 (57,06%) eram mulheres e 146 (42,94%) eram homens. Em relacéo as caracteristicas
domiciliares, 99,15% das residéncias possuiam agua encanada e cerca de 63% usavam fossa
séptica. Além disso, a renda familiar de 84,62% dos participantes do estudo foi menor que um
salario-minimo no periodo da entrevista (2018), conforme mostra na Tabela 1.

A Tabela 1 também apresenta, o perfil hematolégico dos individuos, a mediana da
hemoglobina foi de 12,70 (11,80 — 13,68) g/dL, a mediana da contagem de leucdcitos foi 6710
(5223 —8205) /uL e das plaquetas 268 (224 — 320) mil/mL. A analise do perfil hepatico mostrou
gue a mediana do TGO foi de 22,37 (18,64 — 32,63) U/L, a mediana do TGP foi 12 (9 — 18)
U/L e o do GGT foi de 23,66 (17,21 — 40,63) U/L (Tabela 1)

A prevaléncia da infeccdo e a carga parasitaria dos helmintos Schistosoma mansoni,
Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura foram determinados através do método Kato-Katz.
Em 55,59% (n=189) dos participantes, foram identificados ovos de S. mansoni em pelo menos
uma das duas laminas. No caso dos outros helmintos, a infeccdo pelo Ascaris lumbricoides foi
observada em 40,29% (n=137) e a Trichuris trichiura em 53,82% (n=183) dos participantes,
do DO. A mediana da carga parasitaria do S. mansoni foi de 36 (12 -108) opg, para 0 Ascaris
lumbricoides foi de 7.425 (1.452 — 24.810) opg e a Trichuris trichiura foi de 420 (120 — 1.236)

opg, como demonstra a Tabela 2.
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais e socioecondmica da populacgéo.

Variaveis

Populagéo geral (n=340)

Idade (média = DP)

Mulheres [% (n)]

Caracteristicas domiciliares
Numero de Banheiros [% (n/n total)]
Possui > 1

Né&o Possui

Saneamento bésico [% (n/n total)]
Rede de Esgoto

Fossa

Céu aberto

Sem resposta

Origem da Agua [% (n/n total)]
Encanada

Poco

Renda Familiar Média [% (n/n total)]
< 1 Salario-Minimo

> 1 Salério-Minimo

Perfil hematoldgico [mediana (11Q)]
Hemoglobina (g/dL)

Leucacitos totais/pL

Plaquetas (mil/mL)

Perfil bioquimico [mediana (11Q)]
TGO (U/L)

TGP (U/L)

GGT (U/L)

28 + 18
57,06% (194)

75,21% (88/117)
24,79% (29/117)

1,71% (2/117)

63,25% (74/117)
24,78% (29 /117)
10,26% (12/117)

99,15% (116/ 117)
0,85% (1/117)

84,62% (99/117)
15,38% (18/117)

12,70 (11,80 — 13,68)
6710 (5223 — 8205)
268 (224 — 320)

22,37 (18,64 — 32,63)
12 (9 - 18)
23,66 (17,21 — 40,63)

*11Q — Intervalo Interquartil (Primeiro -Q1 e terceiro -Q3 quartil)

Fonte: Elaboragéo da autora
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Tabela 2 - Presenca de helmintos nos residentes em area endémica em esquistossomose Conde-BA.

Presenca de Helmintos intestinais Populacéo geral (n = 340)

Schistosoma mansoni

Prevaléncia de infeccéo [% (n)] 55,59% (189)
Carga parasitaria (opg) [mediana (11Q)] * 36 (12-108)
Ascaris lumbricoides

Prevaléncia de infeccé@o [% (n)] 40,29% (137)
Carga parasitaria (opg) [mediana (11Q)] * 425 (1.452 - 24.810)
Trichuris trichiura

Prevaléncia de infeccéo [% (n)] 53,82% (183)
Carga parasitaria (opg) [mediana (11Q)] * 20 (120 - 1.236)

*11Q — Intervalo Interquartil (Primeiro -Q1 e terceiro -Q3 quartil)
Fonte: Elaboragéo da autora

A populacéo de estudo foi classificada conforme a carga parasitaria para S. mansoni.
Individuos que apresentaram carga parasitaria acima de 200 opg, entre 100 e 199 opg e entre 1
a 99 opg foram definidos, respectivamente como alta carga (AC), media carga (MC) e baixa
carga (BC). Entre os participantes do DO, 9,4% dos individuos apresentaram alta carga
parasitaria, 40,9% apresentaram baixa carga parasitaria, enquanto 5,3% dos participantes
apresentaram a carga parasitaria entre 100 e 199 opg. Por fim 44,4% do total apresentaram

resultados estavam negativos para Schistosoma mansoni (Figura 6).
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Figura 6 - Distribuigdo dos participantes de acordo com carga parasitaria da infeccdo pelo Schistosoma mansoni.
Percentual da carga parasitaria referente a cada grupo. Grupo de Alta carga (AC), Média carga (MC), Baixa carga
(BC) e Negativo para Schistosoma mansoni residentes da &rea endémica (Neg). Anélise realizada com o n de 340
individuos.

Fonte: Elaboragdo da autora

De todas as enzimas avaliadas, a GGT foi a Unica cuja concentra¢do variou entre 0s
individuos com diferentes cargas parasitarias (p = 0,0090; Figura 7). Observou-se uma
correlacdo positiva (r = 0,3) entre a carga parasitaria do S. mansoni e os niveis de GGT (p =
0,0001; Figura 8). Ndo houve correlacdo estatisticamente significante entre TGO e TGP com

as cargas parasitarias.
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Figura 7 - Concentracdo das enzimas hepaticas TGO (A), TGP (B) e GGT (C) entre a distribuigdo de carga
parasitaria no DO. As linhas pontilhadas horizontais representam os valores de referéncia para o TGO (36U/mL)
ou TGP (32U/MI). Os valores apresentados sobre as linhas pontilhadas representam a propor¢éo de dosagens acima
do valor de referéncia. GGT ndo apresenta linha pontilhada por variar de acordo com idade e sexo. AC = alta
carga; BC = baixa carga e NegE = negativos para infecgdo pelo S. mansoni.

Fonte: Elaboracdo da autora
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Figura 8 - Correlacdo de Spearman entre a concentracdo das enzimas hepaticas TGO (A), TGP (B) e GGT(C) e
carga parasitaria em individuos infectados pelo S. mansoni no DO. A reta diagonal foi obtida a partir de regressao
linear.

Fonte: Elaboragdo da autora

Especificamente, para o estudo de lipiddmica foram avaliados apenas 45 individuos
classificados como alta carga (AC) e baixa carga (BC), além dos negativos para S. mansoni
(NegE). Foram selecionados 15 individuos para cada um desse grupos. Entre os individuos que
apresentaram AC, selecionamos aqueles com maior carga parasitaria. Os individuos com baixa
carga e negativos foram selecionados randomicamente.

A média das idades do grupo AC foi de 29,9 £ 20 anos, os de BC foi de 20,7 * 16,0,
enguanto o NegE foi de 18,9 + 14,6. Entre o0s trés grupos, o grupo AC (33,3%) foi o Unico que
ndo apresentou em sua maioria individuos do sexo feminino. A mediana da carga parasitaria
dos grupos AC e BC eram, respectivamente, 312 (276-504) opg e 24 (12-24) opg. Um maior
indice de massa corpérea (IMC) foi observado no grupo de AC, em relacdo aos outros grupos
(p=0,0285) (Tabela 3).

A Tabela 3 também apresenta o perfil hepéatico, no qual entre os trés grupos, é possivel
visualizar que o grupo de AC em todos os bioguimicos avaliados mostrou valores distinto do
demais (Tabela 3).



Tabela 3 - Aspectos gerais dos grupos pertencentes do estudo.
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Variaveis AC BC NegE p
'[;’F?)de (media £ 5994200 20,7 + 16,0 18,9 + 14,6 >0,05
Mulheres

[% (n/n total)] 33,3% (5/15) 60% (9/15) 46,7% (7/15) >0,05
Schistosoma

mansoni

Carga parasitaria i i

[mediana (11Q)] 312 (276-504) 24 (12-24) 0 <0,0001
IMC 23,3(21,3-25,1) 20,1 (17,0-22,0) 17,2(16,0-20,2)  0,0285
Perfil bioquimico

[mediana (11Q)]

TGO (U/L) 19,7 (16,9-25,9)  22,0(18,4-34,0)  22,0(19,8-26,3) 0,05
TGP (U/L) 16 (9-20,3) 12 (7,5-17,5) 12 (9-17) >0,05
GGT (U/L) 27,9 (22,5-38,8) 23,6 (15,0-37,8)  21,5(17,3-27,9) >0,05

Fonte: Elaboragdo da autora

Os niveis de colesterol (COL), triglicerideos (TRIG), lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e de alta densidade (HDL) foram determinados nos individuos cujos soros foram
submetidos & andlise de lipiddmica. As medianas obtidas foram: COL = 167 (137 - 188) mg/dL,
TRIG =112 (91 - 147) mg/dL, LDL =44,66 (33,11 - 63,14) mg/dL e HDL = 17,36 (14 - 24,64)
mg/dL (Tabela 4). Os valores de COL e TRIG estavam dentro da faixa dos valores de referéncia.
N&o houve diferenca nos niveis de COL, TRIG e HDL entre os grupos testados (Figura 9). SO

foi possivel testar os niveis de LDL em 5 individuos do grupo NegE.

Tabela 4 - Dosagens bioquimicas nos individuos que foram submetidos a analise de lipidémica

Perfil bioquimico [mediana (11Q)] * Populacéo geral (n = 45)

coL 167 (137 - 188)

TRIG 112 (91 - 147)

HDL 17,36 (14 - 24,64)
LDL** 44,66 (33,11 - 63,14)

*11Q — Intervalo Interquartil (Primeiro -Q1 e terceiro -Q3 quartil)
** Dosagem realizada em 35/45 individuos
Fonte: Elaboragdo da autora
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Figura 9 - Concentracdo das dosagens bioquimicas COL (A), TRIG (B), HDL (C) e LDL (D) em relacéo a cada
grupo do estudo no periodo DO.
Fonte: Elaboragdo da autora

O perfil lipidémico da populacéo de estudo foi determinado a partir da analise de seis
subclasses de fosfolipidios, cinco de esfingolipidios e quatro de glicerideos (que inclui os
glicerdis e os acidos graxos livres (FFA)) (Figura 9). Os fosfolipidios que apresentaram maior
abundancia relativa, foram fosfatilcolina (PC) e o fosfatidiletanolamina (PE), porém ndo
apresentaram diferencas importantes entre os grupos de alta carga (AC), baixa carga (BC) e 0
grupo controle (NegE). Entre os esfingolipidios, a subclasse Hexosilceramida (HexCer) foi o
que mais se destacou, mas também sem diferenca aparente. O FFA foi a subclasse mais
abundante que os TAGs e DAGs (Figura 10).
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Figura 10 - Abundancia relativa das subclasses de lipidios, sendo eles Fosfolipidio (A, B e C), Esfingolipidios e
Ester de colesterol (D, E e F) e Glicerideos e Acidos graxos (G.H e 1). Demonstrado separadamente para cada
grupo do estudo, Alta carga (AC), Baixa Carga (BC) e negativos (NegE).

Fonte: Elaboracéao da autora

Anaélises de componentes principais (PCA) foram realizadas para cada uma das familias
lipidicas estudadas e mostrou clara sobreposicéo dos diferentes grupos de individuos, sugerindo

que alteragdes nos niveis de lipidios dessas familias nao foi suficiente para distinguir individuos

com diferentes cargas parasitarias e ndo infectados (Figura 11).
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Figura 11 - Analise de PCA das classes de lipidios, sendo eles, Fosfolipidio (A), Esfingolipidio e colesterol ester
(B) e Glicerideos e Acido graxo (C), mostrando a varia¢do nos grupos do estudo.
Fonte: Elaboragéo da autora

Em seguida, realizamos uma analise de fold change para identificar as espécies de

lipidios cuja abundancia variaram entre pares: BC > AC, NegE > AC e NegE > BC. Este tipo

de analise permite identificar os lipidios que estdo aumentados (Up) ou diminuidos (down) entre

0s grupos. O numero de lipidios cuja abundancia variou entre os grupos avaliados estdo

representados nos diagramas de venn figura 12.
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Figura 12 - Diagrama de Venn com o nimero de espécies de lipidios cuja abundancia variou significantemente
nas andlises de fold change, e entre os grupos de carga parasitaria. Os dados foram separados entre as espécies
que se mostraram dowm e up regulados.

Fonte: Elaboragdo da autora

A partir dos diagramas de venn, elaboramos heatmaps com as espécies de lipidios que
se encontravam na intercess@o entre BC > AC, NegE > AC, levando em consideracdo que a
patologia da esquistossomose esta diretamente associada a carga parasitaria (VITORINO,
2012). Assim, esta analise representa os lipidios que, sistematicamente, estdo alterados no

grupo de participantes com alta carga parasitaria, em compara¢do aos individuos sem
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esquistossomose, ou com baixa carga parasitéria, buscando verificar uma relagéo entre as vias

metabdlicas associadas a patologia da esquistossomose.

Com base nos diagramas de venn, 39 espécies de fosfolipidios, 9 de esfingolipidios e 22

de glicerideos tiveram seus niveis de expressdo sistematicamente alterados no grupo AC. O

agrupamento dessas espécies lipidicas esta representado nos hetmaps da figura 13. Na figura

13 é possivel identificar 21 fosfolipidios cujas concentragdes inferiores em individuos com AC,

qguando comparado aos grupos de BC e aos NegE. Observou-se também que 12 (57%) dessas

espeécies fazem parte da subclasse Pl. Em relacdo aos esfingolipidios e ao éster de colesterol,

ndo foram observado nenhum padrdo de variacdo nas concentracdes de espécie de lipidios que

diferenciasse significativamente os grupos (Figura 13.B). Na Figura 13 C, 14 espécies de

lipidios exibiram concentra¢fes altas no grupo de AC quando equiparado aos demais, desses,
9 (64%) pertencem a subclasse TAG.
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Figura 13 - Mapa de calor das espécies de lipidios das classes fosfolipidios (A), esfingolipidios e éster de colesterol
(B) e Glicerideos e acidos graxos (C), no qual demonstraram mudancas significativas em analises do fold change
quando comparadas entre os grupos de alta carga (vermelho), baixa carga (verde) e negativos (azul). A expressao
é demonstrada com azul escuro (baixa expressdo) e com vermelho escuro (alta expressao).

Fonte: Elaboracdo da autora
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, realizamos uma andlise abrangente sobre as enzimas hepaticas e o perfil
lipidémico em individuos moradores de area endémica para Schistosoma mansoni.

Algumas enzimas hepaticas sdo utilizadas para auxiliar no diagnéstico de doengas com
comprometimento hepatico, como as transaminases TGO e TGP. Estas enzimas sdo
encontradas em grande quantidade nas células do figado, sendo as alteracGes das concentracdes
plasmaticas possiveis indicadores de lesdo hepatica. Na infeccdo acarretada pelo S. mansoni,
em alguns casos, alteracdes das transaminases podem ser identificadas durante o processo
inflamatorio e auxiliar para determinar grau de evolucdo da doenca (LEROY, 2008). Além das
enzimas citadas acima, os niveis séricos de gama glutamil transferase (GGT) se mostra alterado
em individuos portadores da esquistossomose, principalmente quando existe a presenca de
granuloma (LEITE et al., 2015).

As alteragdes clinicas da esquistossomose, estdo associadas a localizacdo do parasita,
do mecanismo utilizado pelo sistema imune do hospedeiro para combater a infecgdo e pela
carga parasitaria. A principal imunopatologia € a formacéo do granuloma em volta dos ovos do
parasita, no qual induz uma intensa resposta imune, que resulta nas manifestacGes clinicas
(DUNNE; PEARCE, 1999; BRASIL, 2014).

Essas complicaces trazem consigo alteracdes dos niveis séricos hepaticos, e neste
estudo ndo identificamos associag¢do importante entre concentracGes séricas de transaminases e
carga parasitaria da esquistossomose. Entretanto, ao correlacionar a carga parasitaria do S.
mansoni com a enzima GGT, foi possivel observar uma correlagdo positiva. Alguns estudos
tém demostrado niveis elevados de GGT em pacientes com a forma hepatoesplénica da doenca
(OLIVEIRA; PAULO; E., 2000; AMARAL et al., 2002; MORAIS et al., 2010). Apesar dos
dados de satde dos participantes totais ser bom, é importante ficar atento a possivel evolucao
da esquistossomose naqueles com niveis de GGT mais elevados.

Outros fatores interferem nos niveis séricos de GGT, como o alcool. Em um estudo
realizado em pacientes com forma hepatointestinal da esquistossomose e grupo controle sadio,
0s niveis de GGT ndo demostram mudangas significativas apds o consumo de alcool, sugerindo
que o mecanismo pelo aumento de GGT seja diferente em pacientes com S. mansoni e aqueles
que fazem ingestdo cronica de alcool (MARTINS; BORGES, 1993). Além do alcool, a fibrose
também pode provocar alteraces nos niveis de GGT, devido a compressao biliar provocada
pela formacdo de granuloma ao redor do ovo (LEITE et al., 2015). Com isso, SA0 necessarios

estudos mais aprofundados para entender o0 mecanismo responsavel pelo aumento de GGT.
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A gravidade da esquistossomose varia de acordo com a carga parasitaria, podendo
promover graves manifestacdes, principalmente em longos periodos de infec¢do e reinfeccdo
(FERREIRA, 2012). O figado que € o 6rgao responsavel pela sintese de proteinas, carboidratos
e lipidios € o mais acometido, quando inicialmente ocorre um dano hepatico as células se
regeram e aquelas que sofreram apoptose ou necrose sao substituidas, porem quando o dano é
constante, 0 mecanismo de recuperagéo do tecido falha e eventualmente, na tentativa de reparar
0 dano, 0 organismo entra em um quadro caracterizado como fibrose (ANDRADE, 2005). Desta
forma, o comprometimento hepéatico durante a infeccdo gera um disturbio na homeostase,
principalmente nas suas fungdes vitais, como o metabolismo lipidico no organismo
(FACUNDO et al., 2004).

Estudos realizados em modelos experimentais e em humanos infectados pelo
Schistosoma tem mostrado niveis séricos de colesterol (COL) e lipoproteina de baixa densidade
(LDL) diminuidos e niveis de triglicerideos (TRIG) em individuos em estagios mais avancado
da doenca, na forma hepatointestinal e hepatoesplenica (LEVY et al., 2000; BLANCHARD,
2004; LA FLAMME et al., 2007). Estes dados corroboram com a ideia de que o
comprometimento hepatico observado na esquistossomose, especialmente nas formas mais
graves com elevada carga parasitaria, interferem no metabolismo lipidico de um modo geral.
Entretanto, no presente estudo, ndo identificamos alteracdes significativas nos niveis séricos de
COL, LDL e TRIG entre individuos negativos ou com baixa e alta carga parasitaria do S.
mansoni. Uma possivel explicacdo para este comportamento, poderia ser o fato desta ser uma
populacdo que reside em uma area hiperendémica, em contato constante com o parasita presente
nas colec@es hidricas contaminadas, repetindo ciclos de infecgdo-reinfec¢do. Considerando este
cenario, decidimos avancar no estudo do metabolismo de lipidios de individuos com
esquistossomose, realizando desta vez uma avaliacdo mais robusta e completa do estudo de
lipidémica.

A analise de lipidémica realizada permitiu categorizar as espécies de lipidios em trés
grandes familias: fosfolipidios, esfingolipidios mais éster de colesterol e glicerois e acidos
graxos livres. Cada uma destas familias péde ser classificada em subclasses, sendo 6 subclasses
para fosfolipidios, 5 subclasses para esfingolipidios e éster de colesterol e 4 subclasses para
glicerois e &cidos graxos livres. O método utilizado permitiu identificar a contribuicdo
percentual de cada espécie de lipidio dentro de cada subclasse e esta abordagem foi realizada
para comparar o perfil lipiddmico de individuos com alta carga parasitaria, mais propensos a
apresentar maior comprometimento hepatico, com o perfil de individuos com baixa carga ou

negativos.
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Inicialmente, identificamos uma distribuicdo proporcional de subclasses semelhantes
entre os individuos com alta carga e aqueles negativos ou com baixa carga. Considerando a
abundancia relativa das subclasses de fosfolipidios, observamos uma predominancia de
fostatidilcolina (PC) em todos os grupos, achado semelhante a estudo realizado em onze
pacientes do sexo feminino que estavam infectadas pelo S. mansoni, no qual foram submetidas
a esplenectomia para verificar alteracdes do perfil lipidico (COELHO; GILLETT, 1979). Além
disso, a hexosilceramida (HexCer) também se destacou dentre as subclasses dos esfingolipidios
e éster de colesterol em todos os grupos avaliados. Estudo realizado em pacientes infectados
pelo virus da hepatite C (HCV), que apresentava fibrose grave (KRAUTBAUER et al., 2017),
também demonstraram um predominio da subclasse HexCer. Em relagdo a familia de glicerdis
e acidos graxos livres, nosso estudo demonstrou um predominio relativo de acidos graxos livres
(FFA), lipidio que se mostra importante para producao dos ovos de S. mansoni (BEXKENS et
al., 2019).

Apesar das subclasses PC, HexCer e FFA terem demonstrado predominancia quando
avaliamos a distribuicdo proporcional das subclasses de uma maneira geral, quando
aprofundamos, a subclasse de fosfolipidio, fosfatidilinositol (PI) e a subclasse de glicerois e
acidos graxos livres, triacilglicerol (TAG) se destacaram. Pl e TAG quando compradas as
demais subclasses, estavam em Gltimo lugar de importancia quando identificamos a distribuicéo
proporcional das subclasses, sendo Pl (3%) e TAG (2%), porém quando avaliamos as espécies
de cada subclasse, Pl (57%) e TAG (64%) se sobressairam em quantidade de espécies que se
mostraram alterados quando comparado o grupo de alta carga em relacdo a baixa carga e
negativo.

Em relacdo as subclasses de fosfolipidios, observamos que as espécies de Pl estdo
diminuidas no grupo de individuos que apresentam alta carga parasitaria quando comparada
aos demais grupos. Estes dados sugerem que Pl esteja sendo mais consumido em individuos
com alta carga parasitaria. Tem sido demonstrado que apo6s a hidrolise da Pl, os seus fragmentos
sdo capazes de ativar a proteina quinase C (PKC), na qual regula muitas funcdes celulares do
verme, principalmente na cercaria e no verme adulto, sendo uma delas, a manutencdo da
integridade do tegumento e consequente persisténcia da infeccdo (KAIBUCHI et al., 1986;
WIEST; KUNZ; MILLER, 1994; WERA; BERGSMA; THEVELEIN, 2001; FERREIRA et
al., 2014).

Outra subclasse que tem importancia para a sobrevivéncia dos vermes sdo 0s
triacilglicerdis (TAG) da familia de glicerdis e acidos graxos livres. Os acidos graxos sdo um

requisito para a producédo de ovos. As fémeas adultas necessitam de energia e uma quantidade
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de &cidos graxos, realizando assim, uma absor¢édo diaria maior quando comparada ao macho.
O S. mansoni ndo é capaz de sintetizar os acidos graxos, dessa forma sdo retirados do meio
ambiente e sdo armazenados como TAG (MEYER; MEYER; BUEDING, 1970; SAZ, 1970;
RUMJANEK; SIMPSON, 1980; NEWPORT; WELLER, 1982; FRAYHA; SMYTH, 1983;
MACGREGOR; KUSEL, 1989; CHEEVER et al., 1994; BROUWERS et al., 1997; BEXKENS
et al., 2019). Corroborando com o achado do presente estudo, onde foi observado aumento nas
concentracdes de algumas espécies de TAG em individuos que apresentam alta carga quando
comparado aos outros grupos.

No geral, as analises sugerem que o consumo de Pl e o0 aumento da producdo de TAG,
podem estar associadas a persisténcia da infecgdo e com estudos mais profundos seja possivel
assim definir talvez um biomarcador de infec¢des graves. Com isso, torna-se necessario realizar

novos estudos que investiguem melhor o perfil lipidémico em humanos.
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7 CONSIDERACAO FINAIS

A elevada carga parasitaria da infeccdo pelo S. mansoni causa alteraces séricas de
varias especies de fosfatidilinositol e de &cidos graxos livres, sugerindo uma perturbacédo do
metabolismo lipidico, provavelmente causada pelas exigéncias para a produgdo dos ovos de S.
mansoni e possivelmente pelos danos hepaticos durante a infeccdo. Este conhecimento pode ser
utilizado para o desenvolvimento de novos biomarcadores para a progressao da doenca, ou
mesmo para ajudar a uma melhor compreensdo da patogénese e vias metabolicas alteradas
durante a esquistossomose. Com isso, se faz necessario realizar novas analises, com outros
periodos para realizar uma comparacéo de dados, p6s tratamento e depois de um ano com outros

parametro e assim, trazer informacdes cada vez mais precisa.
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Anexo A - Termo de Consentimento Livro e Esclarecido (Adulto)

INSTITUTO GONCALO MONIZ - FIOCRUZ-BA
LABORATORIO DE PATOLOGIA EXPERIMENTAL
Rua Waldemar Falcdo, 121, Candeal CEP: 40296-710 — Salvador - BA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Avaliacdo de saide de uma populacao rural do estado da Bahia.

Nome do Participante: | | | | | [ | [ | [ [ [ [ /[ ][] [/[/][[]]]

NGmero de identificagdo do Participante: | | | | | | [ | | | | | | | |

Convite e Objetivo: Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo chamado
“Avalia¢do de satide de uma populacao rural do estado da Bahia”. Outros estudos feitos antes
nesta mesma regido mostraram que verminoses, incluindo a esquistossomose, mais conhecida
como Xistose, além de problemas relacionados a alimentacdo sdo alguns dos problemas de
salide observados nos moradores desta regido. Além disso, nos ultimos anos muitas pessoas de
grandes cidades do nordeste do Brasil adoeceram com dengue, chikungunya e zika, doencas
que sao transmitidas por mosquitos, mas nédo se sabe ainda se estas mesmas doencas chegaram
em areas rurais, como esta onde vocé mora. Sendo assim, o objetivo deste estudo € avaliar a
presenca de verminoses e estas doencas transmitidas por mosquitos, além de aspectos
nutricionais e de qualidade de vida antes e ap0s o tratamento para esquistossomose, além de
testar um novo tipo de diagndstico da Xistose, usando urina em vez de fezes.

Quantas pessoas vao participar deste estudo: Todas as 600 pessoas que moram nas
regides de Buri, Camar@es e Jenipapo serdo convidados a participar deste estudo, por serem
estas as areas identificadas com maior nimero de pessoas com Xistose no passado. Caso
concorde em participar do estudo, vocé recebera os frascos coletores de fezes e de urina, que
deverao ser devolvidos, para que possamos realizar os exames de fezes e de urina. Além disso,
sera coletado cerca de 15 ml de sangue (aproximadamente 1 colher de sopa) por profissional
treinado e preparado para fazer coleta de sangue, com o auxilio agulhas descartaveis. Além
disso, uma nutricionista treinada vai avaliar como esta seu peso e sua alimentacdo e vai fazer
algumas perguntas para avaliar outras caracteristicas relacionadas a sua saude. Depois disso,
todos 0os moradores da regido que aceitarem participar do estudo receberdo remédio para
verminoses. Caso concorde, faremos estas mesmas avaliagfes 30 dias, 6 meses e 1 ano apos
este tratamento da verminose.

Duracéo do Estudo: Sua participacao neste estudo serd de mais ou menos 1 ano. Neste
periodo vocé sera convocado em cinco diferentes momentos: o primeiro deles para fazer todos
0s exames e avaliacOes necessarias; 0 segundo sera apenas para fazer o tratamento das
verminoses; o terceiro encontro sera 30 dias apds o tratamento da Xistose, para avaliar se o
tratamento foi capaz de matar a Xistose, atraves de exames de fezes e de sangue; o quarto
momento serd 6 meses apos o tratamento, onde, além de avaliar a presencga de verminoses, sera
realizada nova avaliacdo do seu peso, sua alimentacéo e da qualidade de vida; a quinta visita
sera feita 1 ano apds o tratamento, e serdo repetidas estas mesmas avaliacoes.
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Riscos envolvidos no estudo:

Sua participacdo neste estudo trara possibilidade de poucos riscos. A coleta de sangue, por
exemplo, € um procedimento médico de rotina e, em casos raros pode provocar dor leve,
sangramento apoés a retirada da agulha ou formacédo de leve hematoma. Caso isso aconteca,
todos os cuidados serdo tomados por profissionais devidamente habilitados. Os tubos de sangue
ja estardo identificados com o seu cddigo para evitar que seu nome seja visto por outras pessoas
e trocas de amostras. Apos a coleta do sangue venoso seré aplicado um curativo no local da
puncao e serdo fornecidas as devidas orientacdes para evitar sangramento ou manchas roxas.
Além disso, seré aplicado um questionario curto para avaliar a sua qualidade de vida. Para evitar
possibilidade de constrangimento, as perguntas serdo realizadas de forma profissional, apenas
por integrante da equipe devidamente treinado e em local reservado. Em relagéo ao tratamento
da Xistose, o remeédio utilizado, apesar de normalmente ndo causar nenhum mal, pode, em
alguns casos, causar tontura, enjoo, fraqueza, cansago, dor na barriga ou coceira no corpo. Mas
ndo se preocupe, estas reacdes normalmente sdo resolvidas em poucas horas. Mesmo assim, a
médica responsavel pelo seu tratamento, estard a disposicdo para te avaliar apds o tratamento
ou para esclarecer qualquer davida que tenha.

Retorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade: Estudos que contribuem
para o esclarecimento das condi¢des de saude de moradores de areas rurais da Bahia ajudardo
a entender quais os principais problemas de satde e podem contribuir para a melhoria da salude
destas populacGes. VVocé ndo recebera beneficios diretos em participar deste estudo, entretanto,
0 conhecimento gerado a partir desta pesquisa podera ajudar outras pessoas no futuro. Os
participantes do estudo que estejam com vermes serdo tratados gratuitamente. Todos 0s
resultados dos exames realizados serdo entregues a vocé. Além disso, vocé serd orientado ndo
apenas sobre os problemas de salde que vocé possa ter, como também sobre problemas de
salde que vocé possa vir a ter no futuro, como por exemplo, as doengas causadas por mosquito,
como a dengue, chikungunya e zika. Além disso, vamos procurar caramujos que transmitem a
xistose em toda regido, e vamos informar a vocé e a todos os moradores os locais onde
encontramos 0S caramujos, para que VOCé possa evitar, caso seja possivel, contato com a agua
destes locais, para que ndo venha a ter xistose.

Confidencialidade: Todas as informagdes pessoais e dados médicos serdo mantidos em
confidencialidade, ou seja, em segredo. As informac6es médicas dos participantes deste estudo
serdo armazenadas de acordo com exigéncias legais. Qualquer informac&o obtida neste estudo
sera compartilhada apenas com outros membros da equipe ou com representantes do Comité de
Etica em Pesquisa da FIOCRUZ-BA. Os resultados serdo divulgados na forma de comunicagio
cientifica, ndo permitindo a identificagcdo individual dos participantes. Para proteger contra
violacdo de informacéo ou falsificacdo as informagdes que forem cadastradas em computadores
sofrerdo seguintes precaucdes: todas as informagdes do banco de dados terdo um cddigo ao
invés do seu nome, e as informacdes deste codigo serdo mantidas em local seguro. O banco de
dados sera protegido por senha e apenas os membros da equipe de pesquisa tém esta senha.

Participacdo Voluntaria e seus diretos: A sua participagdo no estudo é voluntaria e
VOCé estara contribuindo para o melhor entendimento da xistose. VVocé € livre para recusar a
participar do estudo, ou se retirar em qualquer época ap0s o seu inicio sem afetar ou prejudicar
a qualidade e a disponibilidade da assisténcia médica que Ihe serd prestada. Vocé podera
também se recusar a responder qualquer pergunta ou a fazer qualquer procedimento envolvido
com a pesquisa. Vocé receberd assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo
que for necessario, em caso de danos decorrentes desta pesquisa. Vocé ndo tera custos com a
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participacdo no estudo e nem receberd pagamento por sua participacdo. Vocé tem o direito a
indenizacdo frente a eventuais danos decorrentes de sua participacdo. Caso seja identificado em
vocé qualquer problema de salde, durante ou apds o encerramento ou interrupcdo desta
pesquisa, vocé sera encaminhado para a devida assisténcia a saude. Além disso, mesmo que
vocé ndo queira participar deste estudo, vocé também terd acesso ao tratamento e ao
acompanhamento de salde que sera oferecido aos moradores da regiao.

Esclarecimentos: Esta pesquisa serd desenvolvida de acordo com a Resolu¢do CNS n°
466, de 12 de dezembro de 2012. Qualquer duvida que vocé tenha sobre o que esta escrito neste
consentimento ou sobre os procedimentos que constam nesse projeto de pesquisa, podera entrar
em contato com Dr. Ricardo Riccio Oliveira, coordenador do projeto, com Dra. Isadora Cristina
de Siqueira, vice coordenadora do projeto e médica responsavel pelo tratamento dos
participantes, ambos pesquisadores do Instituto Gongalo Moniz — FIOCRUZ-BA, Rua
Waldemar Falcéo, 121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710, tel.: (71) 3176-2200, ramais:
347 ou 466, ou com o Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ-BA, Rua Waldemar FalcAo,
121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710, tel.:(071) 3176-2285, e-mail:
cep@bahia.fiocruz.br.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este Ihe foi explicado e vocé aceita
a participagdo do estudo, favor assinar o nome abaixo. A vocé sera entregue uma copia deste
formulério para guardar.

Assinatura do Participante Data Hora

Impressdo digital do
participante, caso necessdrio

Assinatura do Investigador Data Hora

Assinatura da Testemunha Data Hora
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Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Responsaveis)

INSTITUTO GONCALO MONIZ - FIOCRUZ-BA
LABORATORIO DE PATOLOGIA EXPERIMENTAL
Rua Waldemar Falcdo, 121, Candeal CEP: 40296-710 — Salvador-BA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (responsaveis legais)

Titulo do Projeto: Avaliacdo de salde de uma populacao rural do estado da Bahia.

Nome do Participante: | | | [ | [ | [ [ [ [ [ /[ ][ ][/l /][]]]]

NUmero de identificacdo do Participante: | | | | | | | [ | | | | | | |

Convite e Objetivo: O(a) menor de idade pelo(a) qual vocé é responsavel estd sendo
convidado(a) a participar de um estudo chamado “Avaliacao de saude de uma populagao rural
do estado da Bahia”. Outros estudos feitos antes nesta mesma regido mostraram que
verminoses, incluindo a esquistossomose, mais conhecida como Xistose, além de problemas
relacionados a alimentacdo séo alguns dos problemas de salde observados nos moradores desta
regido. Além disso, nos Gltimos anos muitas pessoas de grandes cidades do nordeste do Brasil
adoeceram com dengue, chikungunya e zika, doengas que séo transmitidas por mosquitos, mas
ndo se sabe ainda se estas mesmas doencas chegaram em areas rurais, como esta onde vOcés
moram. Sendo assim, o objetivo deste estudo € avaliar a presenca de verminoses e arboviroses,
além de aspectos nutricionais antes e ap0s o0 tratamento para esquistossomose, além de testar
um novo tipo de diagnéstico da Xistose, usando urina em vez de fezes.

Quantas pessoas vao participar deste estudo: Todas as 600 pessoas que moram nas
regides de Buri, Camardes e Jenipapo serdo convidados a participar deste estudo, por serem
estas as areas identificadas com maior nimero de pessoas com Xistose no passado. Caso
concorde que o(a) menor de idade pelo(a) qual vocé é responsavel participe do estudo, ele(a)
recebera os frascos coletores de fezes e de urina, que deverao ser devolvidos, para que possamos
realizar os exames de fezes e de urina. Além disso, sera coletado cerca de 15 ml de sangue
(aproximadamente 1 colher de sopa) por profissional treinado e preparado para fazer coleta de
sangue, com o auxilio agulhas descartaveis. Além disso, uma nutricionista treinada vai avaliar
como estd o peso e a alimentacdo e vai fazer algumas perguntas para avaliar outras
caracteristicas relacionadas a sua saude. Depois disso, todos os moradores da regido que
aceitarem participar do estudo receberdo remédio para verminoses. Caso concorde, faremos
estas mesmas avaliagOes 30 dias, 6 meses e 1 ano apds este tratamento da verminose.

Duracéao do Estudo: A participacédo dele(a) neste estudo serd de mais ou menos 1 ano.
Neste periodo ele(a) serd convocado em cinco diferentes momentos: o primeiro deles para fazer
todos os exames e avaliacBes necessarias; 0 segundo serd apenas para fazer o tratamento das
verminoses; o terceiro encontro sera 30 dias apds o tratamento da Xistose, para avaliar se o
tratamento foi capaz de matar a Xistose, atraves de exames de fezes e de sangue; o quarto
momento serd 6 meses apos o tratamento, onde, além de avaliar a presenca de verminoses, sera
realizada nova avaliacdo do peso e alimentacdo; a quinta visita sera feita 1 ano apos o
tratamento, e serdo repetidas estas mesmas avaliacoes.
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Riscos envolvidos no estudo: A participacdo dele(a) neste estudo trara possibilidade de
poucos riscos. A coleta de sangue, por exemplo, € um procedimento médico de rotina e, em
casos raros pode provocar dor leve, sangramento apds a retirada da agulha ou formagéo de leve
hematoma. Caso isso aconteca, todos os cuidados serdo tomados por profissionais devidamente
habilitados. Os tubos de sangue j& estardo identificados com o cddigo dele(a) para evitar que
Seu nome seja Vvisto por outras pessoas e trocas de amostras. Apos a coleta do sangue venoso
sera aplicado um curativo no local da puncéo e serdo fornecidas as devidas orientacfes para
evitar sangramento ou manchas roxas. Além disso, sera aplicado um questionario curto. Para
evitar possibilidade de constrangimento, as perguntas serdo realizadas de forma profissional,
apenas por integrante da equipe devidamente treinado e em local reservado. Em relacdo ao
tratamento da Xistose, o remedio utilizado, apesar de normalmente ndo causar nenhum mal,
pode, em alguns casos, causar tontura, enjoo, fraqueza, cansacgo, dor na barriga ou coceira no
corpo. Mas ndo se preocupe, estas reacfes normalmente séo resolvidas em poucas horas.
Mesmo assim, a médica responsavel pelo seu tratamento, estara a disposicdo para fazer uma
avaliacdo apos o tratamento ou para esclarecer qualquer duvida que tenha.

Retorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade: Estudos que contribuem
para o esclarecimento das condi¢des de saude de moradores de areas rurais da Bahia ajudardo
a entender quais os principais problemas de satde e podem contribuir para a melhoria da satde
destas popula¢des. O(a) menor de idade pelo(a) qual vocé é responsavel ndo recebera beneficios
diretos em participar deste estudo, entretanto, o conhecimento gerado a partir desta pesquisa
podera ajudar outras pessoas no futuro. Os participantes do estudo que estejam com vermes
serao tratados gratuitamente. Todos os resultados dos exames realizados serdo entregues a VOce.
Além disso, vocé seré orientado ndao apenas sobre os problemas de salde que ele(a) possa ter,
como também sobre problemas de satde que ele(a) possa vir a ter no futuro, como por exemplo,
as doengas causadas por mosquito, como a dengue, chikungunya e zika. Além disso, vamos
procurar caramujos que transmitem a Xistose em toda regido, e vamos informar a vocé e a ele(a),
e a todos os moradores, os locais onde encontramos 0s caramujos, para que ele(a) possa evitar,
caso seja possivel, contato com a agua destes locais, para que ndo venha a ter xistose.

Confidencialidade: Todas as informacdes pessoais e dados médicos serdo mantidos em
confidencialidade, ou seja, em segredo. As informac6es médicas dos participantes deste estudo
serdo armazenadas de acordo com exigéncias legais. Qualguer informacéo obtida neste estudo
sera compartilhada apenas com outros membros da equipe ou com representantes do Comité de
Etica em Pesquisa da FIOCRUZ-BA. Os resultados serdo divulgados na forma de comunicacéo
cientifica, ndo permitindo a identificacdo individual dos participantes. Para proteger contra
violacdo de informacdo ou falsificacdo as informacgdes que forem cadastradas em computadores
sofrerdo seguintes precaucdes: todas as informacGes do banco de dados terdo um cddigo ao
invés do seu nome, e as informacdes deste codigo serdo mantidas em local seguro. O banco de
dados sera protegido por senha e apenas os membros da equipe de pesquisa tém esta senha.

Participacdo Voluntéria e seus diretos: A participacdo no estudo é voluntéria e vocé
estard contribuindo para o melhor entendimento da xistose. Vocé é livre para recusar a
participacdo do(a) menor de idade pelo(a) qual vocé é responsével do estudo, ou retira-lo(a) em
qualquer epoca apds o seu inicio sem afetar ou prejudicar a qualidade e a disponibilidade da
assisténcia médica que lhe serd prestada. Vocé poderd também recusar responder qualquer
pergunta ou fazer qualquer procedimento envolvido com a pesquisa. O menor de idade pelo(a)
qual vocé é responsavel recebera assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo
que for necessario, em caso de danos decorrentes desta pesquisa. Vocé ndo tera custos com a
participacdo no estudo e nem recebera pagamento por isso. Vocé tem o direito a indenizagdo
frente a eventuais danos decorrentes de sua participagdo do(a) menor de idade pelo(a) qual vocé
é responsavel. Caso seja identificado no menor de idade pelo(a) qual vocé é responsavel
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qualquer problema de saude, durante ou ap6s o encerramento ou interrup¢do desta pesquisa,
ele(a) sera encaminhado para a devida assisténcia a saude. Além disso, mesmo que vocé nao
queira participar deste estudo, vocé também terd acesso ao tratamento e ao acompanhamento
de salde que sera oferecido aos moradores da regido.

Esclarecimentos: Esta pesquisa serd desenvolvida de acordo com a Resolu¢do CNS n°
466, de 12 de dezembro de 2012. Qualquer duvida que vocé tenha sobre o que esta escrito neste
consentimento ou sobre os procedimentos que constam nesse projeto de pesquisa, podera entrar
em contato com Dr. Ricardo Riccio Oliveira, coordenador do projeto, com Dra. Isadora Cristina
de Siqueira, vice coordenadora do projeto e médica responsavel pelo tratamento dos
participantes, ambos pesquisadores do Instituto Gongalo Moniz — FIOCRUZ-BA, Rua
Waldemar Falcdo, 121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710, tel.: (71) 3176-2200, ramal:
347 ou 466, ou com o Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ-BA, Rua Waldemar FalcAo,
121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710, tel.:(071) 3176-2285, e-mail:
cep@bahia.fiocruz.br.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este Ihe foi explicado e
vocé aceita a participacdo do(a) menor de idade pelo(a) qual vocé é responsavel no estudo,
favor assinar o nome abaixo. A vocé sera entregue uma copia deste formulario para guardar.

Assinatura do Responsavel Legal Data Hora

Impressdo digital do
participante, caso necessdrio

Assinatura do Investigador Data Hora

Assinatura da Testemunha Data Hora
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Anexo C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (12 a 17 anos)

INSTITUTO GONCALO MONIZ - FIOCRUZ-BA
LABORATORIO DE PATOLOGIA EXPERIMENTAL
Rua Waldemar Falcdo, 121, Candeal CEP: 40296-710 — Salvador-BA

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (12 a 17 anos)

Titulo do Projeto: Avaliacéo de saude de uma populacéo rural do estado da Bahia.

Nome do Participante: [ | | | | [ [ | [ [ | [ [ [/ [ /I [/][1[]]]

NGmero de identificacdo do Participante: | | | | | | | | | | | | | | |

Convite e Objetivo: Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tenta
entender quais sao o0s problemas de salde de uma populacdo que mora em area rural do Conde.
Nos ultimos anos muitas pessoas da regido onde vocé mora apresentaram verminoses e outros
problemas de satde. Além disso, no Brasil muitas pessoas de grandes cidades tém apresentado
viroses, mas nao sabemos ainda se estas viroses também sdo encontradas na regido onde vocé
mora.

Ao participar deste estudo, vocé serd acompanhado por profissionais de salde do nosso grupo
de pesquisa por cerca de 1 ano. Durante este periodo de um ano vocé fara exames de fezes,
urina e de sangue 5 vezes diferentes. A quantidade de sangue que sera coleta € 0 mesmo que
cabe em uma colher de sopa e isto ndo trara nenhum tipo de prejuizo a sua saude. A coleta de
sangue pode causar um pouco de dor no local onde o sangue for coletado e as vezes pode
aparecer uma mancha roxa no local, porém este risco serd& muito pequeno porque um
profissional treinado vai fazer a coleta. Além disso, uma nutricionista também ira fazer uma
avaliacdo para saber como esta sua alimentacéo e seu crescimento durante o periodo do estudo.

Todas as informacGes coletadas serdo guardadas em lugar seguro e, além dos pesquisadores
deste estudo e de 6rgaos de fiscalizacdo, ninguém tera acesso aos resultados dos seus exames.
Todos os resultados de exames serdo devolvidos a vocé.

Esta pesquisa so sera feita se vocé e seus pais estiverem de acordo. Mesmo que aceite participar,
VOCé pode desistir e recusar continuar no estudo em qualquer momento.

Esclarecimentos: Caso tenha qualquer duvida sobre o estudo ou sobre o que esta escrito
aqui podera entrar em contato com Dr. Ricardo Riccio Oliveira, coordenador do projeto, com
Dra. Isadora Cristina de Siqueira, vice coordenadora do projeto e médica responsavel pelo
tratamento dos participantes, ambos pesquisadores do Instituto Gongalo Moniz — FIOCRUZ-
BA, Rua Waldemar Falcéo, 121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710, tel.: (71) 3176-
2200, ramal: 347 ou 466, ou com o Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ-BA, Rua
Waldemar Falcéo, 121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710, tel.:(071) 3176-2285, e-mail:
cep@bahia.fiocruz.br.

Consentimento: Caso tenha entendido o termo de assentimento que lhe foi explicado,
se vocé aceita participar do estudo, favor assinar o0 nome abaixo. Lembramos que se vocé nédo



mailto:cep@bahia.fiocruz.br

60

quiser participar do estudo vocé ndo é obrigado, mesmo que seus pais deem 0 seu

consentimento.

Assinatura do Participante

Impressdo digital do
participante, caso necessdrio

Data

Hora

Assinatura do Investigador

Data

Hora
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Anexo D - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (Para menores de 12 anos)

INSTITUTO GONCALO MONIZ - FIOCRUZ-BA
LABORATORIO DE PATOLOGIA EXPERIMENTAL
Rua Waldemar Falcdo, 121, Candeal CEP: 40296-710 — Salvador-BA

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (menores de 12 anos)

Titulo do Projeto: Avaliacéo de saude de uma populacgéo rural do estado da Bahia.

Nome do Participante: [ | | | | [ [ | [ [ | [ [ [J[[J[[/][1[]]]

NGmero de identificacdo do Participante: | | | | | | | | | | | | | | |

Nos gostariamos de convidar vocé para participar de um estudo que tenta entender quais séo
principais problemas de satde no lugar onde vocé mora. Muitas pessoas que moram perto de
vocé tém tido algumas doencas, como verminoses e outras doengas que séo transmitidas por
mosquitos.

Se quiser participar vocé sera acompanhado por profissionais de satde por 1 ano, onde seréo
feitos alguns exames em vocé para saber se vocé tem verminose ou virose, além de sabe como
esta sua alimentacéo.

Nos explicamos tudo que faremos aos seus pais ou responsaveis e a vocé e so participara deste
estudo se tanto vocé quanto seus pais ou responsaveis quiserem que voceé participe. Mesmo que
aceite participar, vocé pode desistir e recusar continuar no estudo em qualquer momento.

Esclarecimentos: Caso tenha qualquer divida sobre o estudo ou sobre o que esté escrito
aqui podera entrar em contato com Dr. Ricardo Riccio Oliveira, coordenador do projeto, com
Dra. Isadora Cristina de Siqueira, vice coordenadora do projeto e médica responsavel pelo
tratamento dos participantes, ambos pesquisadores do Instituto Goncalo Moniz — FIOCRUZ-
BA, Rua Waldemar Falcdo, 121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710, tel.: (71) 3176-
2200, ramal: 347 ou 466, ou com o Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ-BA, Rua
Waldemar Falcéo, 121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710, tel.:(071) 3176-2285, e-mail:
cep@bahia.fiocruz.br.

Consentimento: Caso tenha entendido o termo de assentimento que lhe foi explicado,
se vocé aceita participar do estudo, favor assinar o0 nome abaixo. Lembramos que se vocé nédo
quiser participar do estudo vocé ndo € obrigado, mesmo que seus pais deem 0 seu
consentimento.

Assinatura do Participante Data Hora
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Impressdo digital do
participante, caso necessdrio
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Assinatura do Investigador

Data

Hora



Anexo E - Tabela da analise de fold change das espécies de lipidios
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FOLD CHANGE

LIPIDIOS AUMENTADOS (UP)

LIPIDIOS DIMINUIDOS (DOWN)

Espécie
PA O-26:1
PA 0O-34:1
LPC 22:2
PC 28:3
PC 44:2
PC 44:4
PE 48:4
PE 28:3
LPE 22:2
LPE 10:0
PE 22:0
LPE 20:3
PE 34:5
PE 24:0
Pl O-42:2
Pl O-34:1
Pl 34:2

Pl 38:0

Pl 40:4

Pl 36:1

Pl O-38:1
Pl O-38:3
Pl 40:0
P142:0

Pl O-30:2
Pl 36:6

Pl O-36:5
Pl O-42:5
DAG 28:2
FFA 20:2
FFA 14:0
FFA 10:0
TAG 60:4
TAG 44:4
TAG 48:1
SM 46:1;2
SM 42:0;3
SM 28:1;2
SM 44:1;2
SM 30:2;2
SM 32:0;2

3,452
3,333
2,553
2,632
1,746
2,591
2,547
1,295
1,133
1,064
1,022
1,906
1,089
3
1,214
1,033
1,691
3,674
1,485
1,623
1,816
2,675
2,585
4,491
3,811
1,734
3,66
3,349
4,867
4,003
2,209
6,939
1,186
1,863
2,588
1,575
4,937
2,049
1,428
1,384
1,926

1,25
1,237
-2,409

1,287

-2,284
-1,51

2,171

1,673
-1,184
-1,088
-3,033

2,264
-1,118
-1,241

4,867

BC--
NEG-->AC NEG-->BC >AC

2,202
2,679
1,316
5,042
1,062
1,872

1,26
1,358
1,539
1,551
1,806
2,376
2,599

2,76
1,198
1,409
1,493
1,503
1,646
1,778
1,788
1,821
2,241
2,818
2,887
2,918
4,749
6,381
5,049
1,739
3,326
7,723
1,006
3,104

3,56
1,169

1,24
1,403
2,011
2,177
2,468

Espécie

PA 34:2

PA 34:6

LPE 22:4
PE 30:3

LPG 18:1
PG 36:1

Pl O-36:6
LPI 22:2
Pl 34:4

Pl 44:5

Pl 40:2

DAG 36:5
DAG 42:6
DAG 34:6
DAG 24:0
FFA 18:1
MAG 22:1
TAG 46:2
TAG 50:4
TAG 44:5
TAG 48:2
TAG 50:8
TAG 58:7
TAG 48:0
TAG 52:0
TAG 58:6
Cer 34:1;3
SM 32:2;2
SM 38:0;3

NEG

-->AC NEG-->BC

-2,536
-1,064
-1,834
-1,769
-1,378
-2,336
-1,516
-1,728
-1,641
-1,402
-1,687
-5,172
-1,102
-1,653
-1,711
-1,545
-1,152
-4,897
-3,359
-2,981

-1,99

-1,99

-1,99
-1,804
-1,578
-1,221
-1,978
-3,196
-2,331

1,064

-1,16

BC--
>AC

-2,536
-1,018
-2,36
-1,901
-1,72
-1,176
-2,252
-1,489
-1,223
-1,113
-1,037
-4,831
-2,031
-1,667
-1,01
-1,55
-1,231
-4,897
-3,7
-2,64
-2,331
-2,331
-2,331
-2,145
-1,92
-1,221
-1,118
-3,196
-1,802




