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RESUMO

Os geohelmintos sdo parasitos transmitidos pelo solo que infectam animais e o ser
humano. O género Toxocara spp.,& responsavel pela toxocariase, afeta cdes e gatos e
ocasionalmente o homem e ¢ prevalente em criangas e populagdes com baixas condi¢des
socioeconOmicas. A toxocariase pode acometer individuos imunologicamente comprometidos,
dentre estes, os portadores de artrite reumatoide (AR). A AR pode afetar varias articulagdes e
geralmente inicia-se entre os 30 e 40 anos, sendo predominante em pessoas do sexo feminino.
A hipoétese da higiene propde que a falta de exposi¢do aos parasitos e a outros patdgenos resulta
em um sistema imune cronicamente desbalanceado e hiperativo, o que provavelmente contribui
para o surgimento de alergias, condi¢cdes metabdlicas desbalanceadas e doencas autoimunes.O
objetivo deste trabalho foi avaliar a exposi¢do antigénica pela deteccdo de anticorpos em
pacientes portadores de artrite reumatoide para Toxocara spp. utilizando proteinas
recombinantes rTES26 e rCTL4 para detectar a Imunoglobulina G e comparar a condi¢ao
clinica entre os pacientes com artrite reumatoide expostos € nao expostos a 7Toxocara spp. com
os scores clinicos dos pacientes de acordo com o questionario HAQ. No presente estudo, foi
possivel detectar que os pacientes que apresentaram IgG contra o parasito possuiam um score
HAQ menor quando comparados aos pacientes cujas amostras séricas ndo apresentavam IgG
anti-7. canis.

Palavras-chave: Geohelmintos, Hipotese da Higiene, Doencas Autoimunes, Proteinas

Recombinantes, Epidemiologia, ELISA.



ABSTRACT

Geohelminths are soil-transmitted parasites that infect animals and humans. The genus
Toxocara spp., is responsible for toxocariasis, affects dogs and cats and occasionally humans
and is prevalent in children and populations with low socioeconomic conditions. Toxocariasis
can affect immunologically compromised individuals, including those with rheumatoid arthritis
(RA). RA can affect several joints and usually starts between the ages of 30 and 40, being
predominant in females. The hygiene hypothesis proposes that lack of exposure to parasites and
other pathogens results in a chronically imbalanced and overactive immune system, which
likely contributes to the onset of allergies, imbalanced metabolic conditions, and autoimmune
diseases. The objective of this work was to evaluate the antigenic exposure by detection of
antibodies in patients with rheumatoid arthritis for Toxocara spp. using recombinant proteins
rTES26 and rCTL4 to detect Immunoglobulin G and compare the clinical condition between
patients with rheumatoid arthritis exposed and not exposed to Toxocara spp. with the patients'
clinical scores according to the HAQ questionnaire. In the present study, it was possible to
detect that patients who presented IgG against the parasite had a lower HAQ score when
compared to patients whose serum samples did not present IgG anti-7. canis.

Keywords: Soil-transmitted helminths (STHs), Hygiene Hypothesis, Autoimmune
Diseases, Recombinant Proteins, Epidemiology, ELISA.
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1. INTRODUCAO

Os helmintos sdo invertebrados eucariontes com morfologia achatada ou cilindrica
pertencentes aos filos Plathelminthes, Nematoda, Acanthocephala ¢ Nematomorpha. A maior
parte das espécies helminticas sdo de vida livre, entretanto, as espécies com o habito de vida
parasitario sd3o as mais estudadas. Os geohelmintos, por sua vez, sdo helmintos transmitidos
pelo solo e que se desenvolvem, preferencialmente, em ambientes quentes e umidos de paises
tropicais e subtropicais. Eles infectam animais e o ser humano através de ovos embrionados por
via fecal oral ou pela infecg¢do percutidnea da larva L3. (BETHONY et al., 2006)

Quando adultos, os geohelmintos podem viver por anos no trato gastrointestinal do seu
hospedeiro definitivo. Apesar da importancia educacional, econdmica e de satide publica, eles
continuam negligenciados pelas autoridades (BETHONY et al., 2006). A incidéncia de
infecgcdes geohelminticas, particularmente entre as populagdes humanas pobres que vivem em
paises de baixa e média renda, continua a ser um grande problema de saide publica. (OJHA et
al., 2014)

O parasito Toxocara spp. € responsavel pela zoonose conhecida como toxocariase, que afeta
ocasionalmente o homem. Sdo parasitos gastrointestinais que possuem como hospedeiros
definitivos caes e gatos e apresentam distribui¢ao global (FELIX et al., 2020). As fémeas fazem
a postura dos ovos, que contém apenas uma célula, os ovos saem nas fezes e o parasito se
desenvolve até a larva de terceiro estagio (L3) dentro do ovo. Estes hospedeiros se infectam de
quatro maneiras: via oral, via transplacentaria, via transmamaria e via hospedeiros paraténicos,
como roedores e aves (MARTINS, 2019). Os humanos sdo hospedeiros paraténicos do
Toxocara spp. € diversos casos da toxocariase ocorrem pela ingestdo de ovos embrionados no
solo ou pela larva infectante encontrada em carnes mal-cozidas (STRUBE; HEUER;
JANECEK, 2013).

Ao serem ingeridos pelo homem, as larvas de Toxocara spp. eclodem do ovo, atravessam a
parede do intestino delgado e ganham a circulacao pela via hepéatica, migrando por diversos
orgdos como figado, pulmao, olhos, coragdo e cérebro. A toxocariase humana ¢ uma zoonose
muito difundida e uma das mais importantes em questdes econdmicas e de saude publica. A
espécie mais comum entre caes € caninos selvagens € o Toxocara canis, ja em ambientes com
numero elevado de gatos, Toxocara cati realiza um importante papel na toxocariase humana.
Sendo assim, faz-se importante a criagdo de programas de controle da populagdo destes animais

domésticos e em educacdo sobre satide publica (SUDAN et al., 2022).



Nos humanos, a doenca pode se manifestar em diversos sintomas clinicos como a larva
migrans visceral, larva migrans ocular, neurotoxocariase e toxocariase comum. A toxocariase
¢ prevalente em criangas e populacdes com baixas condi¢des socioecondmicas. A prevaléncia
global de Toxocara spp. € influenciada por fatores como o ambiente, a economia, a imunidade,
a nutri¢do e o comportamento. As criangas sdo mais susceptiveis devido ao contato proximo
com animais, com o solo e pelo menor conhecimento sobre higiene. A toxocariase ¢ um grande
problema de satide publica e ¢ muito prevalente em paises tropicais e subtropicais. Seu controle
beneficiaria a saude humana, a de animais de companhia e de produgao. (MACPHERSON,
2013).

Alguns estudos determinaram a soroprevaléncia da toxocariase no Brasil. Um estudo em
Campinas encontrou que a incidéncia da doenga em criangas de 2-12 anos foi de 10.4 casos a
cada 100 criangas (FIALHO, et al., 2020). Outro estudo transversal realizado por Campos
Junior et. al (2003) indicou uma diferenga significativa entre a soroprevaléncia de toxocariase
em criancas de acordo com sua origem geografica. Criangas de vizinhangas pobres de Brasilia
tiveram uma maior prevaléncia (21.8%) do que criangas que viviam em areas mais favorecidas
(3.0%).

Outro fator de grande importancia da toxocariase humana na satude publica é o acometimento
da doenca em individuos imunologicamente comprometidos. Dentre estes estdo os portadores
de artrite reumatoide (AR) por ser uma doenca de carater progressivo, cronico e que utiliza em
seu tratamento imunossupressores. Como uma das doencas autoimunes mais comuns, a AR ¢
caracterizada por distirbios inflamatdrios cronicos sistémicos que afetam principalmente as
articulacdes diartrodiais simétricas e, consequentemente, destroem os tecidos. A AR envolve
predominantemente o tecido sinovial e € mediador de uma inflamacdo grave, levando a
incapacidade funcional e, potencialmente, a morte (APAER et al., 2016).

A AR pode afetar varias articulagdes, sua causa ¢ desconhecida, inicia-se geralmente entre
30 e 40 anos e ¢ predominante em pessoas do sexo feminino. Os sintomas mais comuns Sao
dor, edema, calor e vermelhidao em qualquer articulagdo do corpo. O tratamento da AR consiste
no uso de imunossupressores, através de substincias conhecidas como medicamentos
modificadores do curso da doenca (MMCDs). Uma vez que essas medicagdes também
interferem nos processos fisiologicos da imunidade € possivel que elas provoquem aumento no
risco de infec¢des em diversos cendrios (GEORGE et al., 2020). Esta imunossupressao causada
tanto pela doenga quanto pelo tratamento pode ser um fator que predispde os pacientes com

doengas reumatologicas autoimunes as infecgdes helminticas.



Por outro lado, a hipotese da higiene propde que a falta de exposicao aos parasitos e a outros
patdgenos resulta em um sistema imune cronicamente desbalanceado e hiperativo que
provavelmente contribui para o aumento de alergias, condigdes metabolicas desbalanceadas e
doengas autoimunes em nivel mundial (CORBET et al., 2021). Devido a coevolugao, o
desenvolvimento do sistema imune humano normal provavelmente se tornou dependente da
presenca de helmintos imunomoduladores e de suas contrapartes microbianas e, com o0 aumento
da higiene em sociedades modernas, as infecgdes por helmintos diminuiram e as alergias e
doengas autoimunes aumentaram (ZHANG; GEMS, 2021). E importante salientar que a higiene
envolve diversos fatores e ndo so6 a higiene pessoal. A migragdo da zona rural para a urbana, o
aumento do saneamento, o acesso a agua limpa, o controle da produgdo de alimentos e até
mesmo as campanhas de vacinacdo, contribuiram para reduzir o contato com esses
microrganismos ancestrais nos quais os mamiferos coexistiram e coevoluiram por milénios
(VERSINI et al., 2015).

Acredita-se que patogenos, parasitos € microrganismos comensais nos protegem contra uma
variedade de condi¢cdes autoimunes, induzindo uma resposta eficiente no organismo. Assim,
possivelmente com a presenca de antigenos de helmintos, as doengas autoimunes e as alergias
diminuiriam (BACH, 2018). Por isso, ¢ necessario que ocorra um esclarecimento do papel
desses patdgenos nessas condigdes.

Entre outros agentes infecciosos, os parasitos sdo importantes manipuladores e reguladores
do sistema imune. Eles secretam uma variedade de moléculas imunomoduladoras que possuem
a habilidade de mirar em vérias células hospedeiras e tém a capacidade de modular diretamente
as funcgdes imunologicas do hospedeiro (SMITS et al., 2010). Diversos helmintos secretam
moléculas com habilidade de aumentar a tolerancia do nosso sistema imune. Os produtos destes
helmintos agem nas células T, B e nas células dendriticas e o seu principal mecanismo para
modelar o sistema imune consiste na troca de uma resposta predominantemente regulada por
células Thl para Th2. (BASHI et al., 2015).

A resposta imunoldgica em pacientes com AR estd associada com a participagdo de células
T auxiliares do tipo 1 (Th1) mas, um desvio na resposta imune para o predominio de células T
auxiliares do tipo 2 (Th2), decorrente da exposi¢ao cronica a helmintos, conseguiria modular a
inflamacao em doentes com AR e levaria a menor gravidade e menor dano articular
(OLIVEIRA et al., 2017). O produto de excrecao e secrecao dos parasitos pode reprogramar a
resposta das células hospedeiras e um melhor entendimento da interagdo hospedeiro-patégeno

e das vias de modulagdo da agdo anti-inflamatdria proporcionada pela infecgdo por helmintos



pode levar a novas estratégias terapéuticas e ampliagdo do arsenal terapéutico atualmente
disponivel para AR.

Para diagnosticos e estudos de exposi¢ao antigénica, a imunoglobulina G (IgG) vem sendo
amplamente utilizada em varias infecgdes e, potencialmente, pode ser usada para
imunodiagnostico de toxocariase. Em infec¢des humanas por Toxocara canis, ha uma
associagdo entre alta avidez de IgG na fase cronica e baixa avidez de IgG na toxocariase
adquirida recentemente. (FENOY et al., 2008). A utilizagcdo do IgG em estudos de exposicao
antigénica identifica, principalmente, os pacientes que foram expostos ao Toxocara canis ha
mais tempo. A infec¢do humana ¢é caracterizada pela persisténcia a longo prazo de anticorpos
IgG especificos, o que ndo permite a determinagdo do estdgio da doenga (KANEVA et al.,

2022).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Detectar IgG anti Toxocara spp. em soros de pacientes com artrite reumatoide e verificar

se ha diferenca na condic¢ao clinica de acordo com a exposi¢ao antigénica

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Padronizar as reagdes imunoenzimaticas por ELISA com antigenos
recombinantes de Toxocara canis (rCTL4 e rTES26)

2.2.2. Determinar os pacientes expostos € ndo expostos ao Toxocara spp.

2.2.3. Comparar a condi¢do clinica entre os pacientes com artrite reumatoide expostos

€ nao expostos ao Toxocara spp.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Populacio do estudo e aspectos éticos

No periodo de quatro meses foram realizadas entrevistas individuais com pessoas

portadoras de artrite reumatoide, atendidas pelo Servigo de Reumatologia do Hospital de



Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU). A entrevista foi realizada em
etapas. Inicialmente, foi fornecido um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
juntamente com uma explicagdo oral sobre a pesquisa. Os pacientes que concordaram em
participar do estudo leram e assinaram o mesmo. Em seguida, foi utilizado um questionario
simples e de fécil entendimento sobre as condi¢des sociais e econdmicas do paciente. Por fim,
utilizou-se um segundo questionario para coletar informagdes sobre a sua condi¢do clinica por
meio do instrumento conhecido como Health Assessment Questionnaire (HAQ).

Os pacientes com artrite reumatoide foram divididos entre maiores e menores de 18
anos. Aqueles com mais de 18 anos de idade, apos aceitarem participar da pesquisa, assinaram
o TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) (Anexo 1), consentindo com a doagao
do material bioldgico. Os pacientes menores de 18 anos, ao aceitarem participar do projeto,
assinaram o TALE (Termo de Assentimento Livre e Esclarecido) (Anexo 2), € os seus
responsaveis assinavam o TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) (Anexo 3).
Este trabalho foi submetido ao comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de

Uberlandia via Plataforma Brasil (https://plataformabrasil.saude.gov.br/login.jsf) e aprovado

pelo parecer consubstanciado nimero: 5.820.607.

3.2. Questionario social e econdomico

Foi aplicado um questionario simples e de facil entendimento visando obter dados
basicos como faixa etaria e informagdes especificas como regido e cidade de sua moradia,
profissdo, contato com animais e utilizagdo de anti-helminticos (Anexo 4). Todos os pacientes

foram entrevistados para coleta destas informagodes.

3.3. Heatlh Assessment Questionnaire (HAQ)

O Health Assessment Questionnaire (HAQ) ¢ um instrumento mundialmente usado para
avaliar a capacidade funcional nos pacientes com artrite reumatoide. O HAQ foi originalmente
desenvolvido em 1978 por James F. Fries e colaboradores na Universidade Stanford (Estados
Unidos) e foi uma das primeiras medidas de autoavaliacdo funcional de deficiéncias (FRIES et

al., 1980) (Anexo 5). Todos os pacientes foram entrevistados para coleta destas informagoes.


https://plataformabrasil.saude.gov.br/login.jsf
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3.4. Obtencao e codificacido de amostras

Para obten¢do das amostras de soro, foi realizada coleta de sangue de forma individual
em tubos a vacuo de vidro de 9 mL, que continham o codigo de cada paciente, e mantidas em
refrigeragdo até o processamento. Em seguida, as amostras foram encaminhadas para o
Laboratorio de Diagnoéstico, Epidemiologia e Controle de Helmintos (LADECH) do
Departamento de Parasitologia do ICBIM/UFU e processadas, ao final de cada dia de coleta,
seguindo-se um protocolo padronizado. Cada amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 10
minutos para separar o coagulo e o soro. Este foi coletado e distribuido em microtubos de
polipropileno em aliquotas de 100 pL. Os microtubos foram identificados e armazenados em

temperatura de -20° C e -80° C e o codgulo foi descartado.

3.5. Proteinas recombinantes (rTES26 e rCTL4)

Para a realizacdo do imunodiagnostico pela técnica de ELISA, foram utilizadas
proteinas recombinantes expressadas em bactérias (rTES26 e rCTL4) cedidas pela Dra. Carina
Pinheiro do Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Bahia. Essas proteinas
foram testadas previamente ¢ quando combinadas apresentaram 100% de sensibilidade e
especificidade. Para a obtencao das proteinas, as sequéncias de codificagdo do TES26 foram
sintetizadas e clonadas em vetor Pd444-CH pela empresa DNA 2.0 (Newark. EUA). As
sequéncias de CTL4 foram codificadas, sintetizadas e clonadas no vetor Pet — 28 a (+). A
eluicdo das proteinas recombinantes foi realizada com o tampao Tris 20 Mm e imidazol 300-
400 mM. As fragdes contendo as proteinas recombinantes purificadas foram combinadas e
dialisadas com PBS. As concentragdes de proteina foram determinadas com o método de

Bradford e o processo de purifica¢do foi avaliado por Western Blotting.

3.6. Deteccao de imunoglobulina G (IgG)

Todas as amostras foram submetidas ao teste imunoenzimatico de ELISA indireto,
buscando identificar anticorpos do tipo IgG sérico total contra o parasito Toxocara spp. A placa
foi sensibilizada com 2,25 pg de rTES26 e 2,25 ug rCTL4 por poco, diluidos em tampao
carbonato de sddio. Cada pogo foi sensibilizado com 100 pL de solucdo e a placa incubada a
4°C overnight. Posteriormente, a placa foi lavada quatro vezes utilizando-se PBS com 0,05%
de Tween®20 e bloqueada com 200 pL por pogo com leite desnatado Molico® e PBS

Tween®20 0,05% e incubada a 37°C por uma hora. Em seguida, a placa foi lavada quatro vezes
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com PBS Tween®20 0,05% e o soro adicionado em duplicatas no volume final de 100 pL
diluido 1:100 em PBS Tween®20 0,05%. A placa foi incubada a 37°C por uma hora e lavada
novamente da mesma forma. Foi adicionado, em seguida, 100 pL do conjugado (concentragao
1:4000) diluido em PBS Tween®20 0,05% molico®1%. A placa foi incubada a 37°C e,
posteriormente, lavada seguindo as mesmas condi¢des anteriores. Por fim, foi colocado 100 pL
de OPD (concentragdo 650 uL/ml) acrescido 8 pL de peréxido de hidrogénio em cada pogo. A
placa foi abrigada da luz com o auxilio de papel aluminio por 15 minutos e, em seguida, foi
adicionado 50 pL de solucao de parada (H2SO4 2 M em agua MILI-Q). As absorbancias foram
obtidas em leitor de ELISA (BIOTEK) a 490 nm. Os resultados foram obtidos a partir da média
das duplicatas dos soros dos pacientes e o cut off foi obtido a partir da média dos soros negativos

acrescido de duas vezes o seu desvio padrao.

3.7. Scores clinicos dos pacientes

Os scores do questiondrio HAQ foram calculados por categoria. Nas categorias com
dois topicos, foi realizado a média de ambos e nas categorias com trés topicos, foi realizado a
média dos trés, desconsiderando o resultado maior. Assim, foi calculado a média para cada

categoria e a média total.

3.8. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad 8.0 com os scores de
cada grupo experimental. Inicialmente, a distribuicao dos dados foi avaliada utilizando os testes
de Anderson-Darling, D’Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Em
seguida, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparacdo entre dois
grupos experimentais. As diferencas entre os grupos IgG positivo e IgG negativo com valores

de P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

3.9. indice de Reatividade (IR)

O Indice de Reatividade (IR) é a reatividade do soro em relagio ao cut off. O IR ¢é
calculado dividindo a média de absorbancia de cada amostra pelo cut off. Indices de reatividade

acima de 1,0 foram considerados positivos para anticorpo IgG sérico total anti-Toxocara spp.
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4. RESULTADOS

Foram analisados soros de quarenta pacientes portadores de artrite reumatoide, nos quais,
seis (15%) apresentaram resposta de IgG contra 7. canis. Em relacdo aos dados
socioecondmicos, todos os pacientes positivos eram da zona urbana, apresentaram a média de
faixa etdria de 52 anos e apenas um paciente fez uso de anti-helmintico nos tltimos 6 meses do
presente estudo.

A partir da absorbancia obtidas do ELISA, foi calculado o IR de cada amostra. Valores
maiores que 1.0 sdo considerados positivos. Seis pacientes tiveram o IR maior que 1.0,

indicando que apresentam IgG contra 7. canis (Figura 1).
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Figura 1: Indice de reatividade de IgG contra antigenos de 7. canis indicando a detecgdo de IgG
em soros de pacientes com artrite reumatoide

Os pacientes que apresentaram IgG contra o parasito (IgG +) possuiam um score HAQ
menor quando comparados aos pacientes cujas amostras séricas ndo apresentavam IgG anti-7.
canis (IgG -) (Figura 2). Pacientes com score HAQ menor apresentam um menor grau de

alteragoes clinicas.
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Figura 2: Score total no HAQ e presenga de anticorpos IgG anti-7. canis no soro dos pacientes

com artrite reumatoide (*p = 0.0354) (U =47)

De acordo com os scores individuais, foi perceptivel uma diferenca significativa entre

pacientes IgG+ e IgG- em duas categorias. Quanto a capacidade de caminhar e a capacidade de

alcancar objetos, os pacientes com IgG anti-T.canis obtiveram um score menor.
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Figura 3: Pacientes com e sem exposi¢ao antigénica ao 7. canis em relagdo aos scores do

HAQ de cada categoria avaliada no questiondrio sobre a condi¢do clinica dos pacientes com

artrite reumatoide. Em d), relativo a capacidade de caminhar (**p=0.0082) (U = 34); em f),
relativo a capacidade de alcangar objetos(*p=0.0299) (p<0,05) (U = 46). Os graficos a), b), ¢),

e), g) e h) relativos a vestir-se e cuidar-se, levantar-se, comer, higiene, apreensio e outras

atividades, respectivamente, ndo apresentaram diferenca significativa.
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5. DISCUSSAO

E perceptivel que a incidéncia de alergias e doengas autoimunes em paises ocidentais vem
aumentando nas ultimas décadas. De acordo com a Hipotese da Higiene, a melhora nas
condigdes sanitarias reduziu a exposi¢do de infecgdes e, consequentemente, prejudicou a
habilidade do sistema imune de desenvolver respostas fracionadas. As taxas decrescentes de
infeccdes por helmintos, provavelmente, contribuem para esse fenomeno (SHOR;
SHOENFELD, 2013). Neste trabalho verificamos que pacientes com menor exposicao
antigénica apresentam um pior quadro clinico de AR.

A utilizacdo das proteinas recombinantes rTES26 e rCTL4 evitam que ocorra reagdes
cruzadas com outros helmintos. Geralmente ¢ utilizado o TES de larvas de 7. canis como
antigeno, mas as chances de reacdo cruzada com esse antigeno sdo grandes. A técnica de ELISA
utilizando IgG4 mostrou ser mais eficaz e com o indice de sensibilidade que varia de 88.8% a
98.3%. Além disso, utilizando o rTES26 e rCTL4, a combinacdo chegou a 100% (DA SILVA
etal., 2022). No presente trabalho, utilizou-se a combinagao de rTES26 e rCTL4 para observar
a exposicao antigénica anti-7.canis utilizando IgG em pacientes com AR.

As células T assumem o papel principal na modulagdo de muitas doengas autoimunes,
incluindo a AR. As células Th1 produzem citocinas pro-inflamatérias (TNFa, IFN-y e IL-12) e
medeiam respostas pro-inflamatdrias durante uma doenga autoimune. As c€lulas Th2 secretam
citocinas anti-inflamatoérias (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) e participam da prevencao ou remissao
de doengas autoimunes mediadas por Th1. A maioria dos infectados com helmintos tem reducao
de IFN-y e aumento de IL-4/IL-10 que sugerem um fendtipo Th2 predominante e propicio a
sobrevivéncia do parasito e a saide do hospedeiro (BASHI et al., 2015). No presente estudo,
85% dos portadores de AR ndo foram expostos ao 7.canis e, possivelmente, ndo possuem o
fenotipo Th2 como os pacientes que foram expostos ao anti-7.canis, sugerindo que possuem a
AR com menor severidade clinica.

Em um estudo utilizando ratos, a infec¢do por 7. canis modulou significativamente a
resposta imune ao aliviar as citocinas inflamatorias e aumentar o TGF- como uma citocina
anti-inflamatoria e as avalia¢des do inchago da artrite mostraram baixa gravidade e recuperagao
mais rapida (SHAYESTEH et al., 2020). No presente estudo, 85% dos pacientes testaram
negativo para a exposi¢ao antigénica a Toxocara spp., podendo ser um indicativo favoravel a
hipotese da higiene.

Nas ultimas décadas, ocorreram progressivas modificacdes do sistema de defesa humano

apds mudangas nas relacdes entre a interface do nosso corpo e o ambiente externo, o que pode
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provocar ou agravar estados de doenga. Diversos microrganismos que compde a microbiota
intestinal, influenciam as respostas imunes inatas e adaptativas e podem afetar as doengas
reumaticas (CASTRO ROCHA et al., 2020). Os 15% dos pacientes que testaram positivo para
a exposi¢ao a Toxocara spp. apresentaram um score HAQ menor, ou seja, eles possuem maior
funcionalidade nas atividades descritas, podendo ser um indicativo que a exposi¢do aos
antigenos de parasitos reduziu a gravidade da AR.

Uma mudanga na resposta imune ao predominio de células T helper, devido a exposicao a
helmintos poderia modular negativamente a inflamagao em pacientes com AR, resultando em
menor gravidade/lesdo articular (MAXIMIANO, S. et al., 2017). De maneira geral, no presente
estudo, os pacientes com IgG demostraram uma menor dificuldade em sua mobilidade segundo
o HAQ. Em especial, em sua capacidade de caminhar e alcangar objetos. Assim, sugere-se que
possivelmente devido a suas exposi¢coes a helmintos, o sistema imune foi modulado e,
consequentemente, a AR apresenta menor gravidade.

A falta de exposi¢do aos parasitos contribuiu para o aumento da condi¢do de uma resposta
imunoldgica exacerbada como proposto pela hipdtese da higiene. A diminui¢do da gravidade
da AR nos pacientes expostos ao parasito também demostra que estes possivelmente modulam
a resposta imunologica dos seus hospedeiros. Contudo, necessita-se de mais estudos para a

criacdo de novas estratégias terapéuticas e ampliar o arsenal de tratamentos disponivel para a
AR.

6. CONCLUSOES

Conclui-se, no presente estudo, que a exposi¢do antigénica a Toxocara spp. em pessoas com
artrite reumatoide influenciou no quadro clinico destes pacientes. A auséncia de anticorpos IgG
séricos totais anti-Toxocara canis influenciou negativamente na gravidade da doenca
autoimune, assim como, a presenga deste anticorpo foi um fator protetor para a

funcionalidade dos pacientes.
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ANEXOS

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDN

Vocéd estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa intinlada “DIAGNOSTICO DE
GEOHELMINTOS  EM  PACIENTES  PORTADORES DE  DOENCAS
REUMATOLOGICAS AUTOIMUNES E PADRAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA
SISTEMICA", sob a responsabilidede dos pesquisadores Matélia Berne Pinheiro,
Rodngo Rodrgees Cambrai ¢ Roberto Ranza,

Mesta pesquisa nds estamos buscando identificar quais sfo os parasitos gue estio
presentes em pacientes com doengas reumaticas.

() Termo/Registro de Consentimento Livre e Esclarecido estd sendo obtido pelo
pesquisador Natalin Berne Pinheiro, Rodngo Rodngues Cambraia ¢ Roberto Ranea
profissional habilitade para coleta de sangue, durante a consulta no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia. Wocé tem o tempo que for necessario para
decidir se quer ou ndo parbcipar da pesguisa (conforme item IV da Resolugio n®
4662012 ou Capitulo. 111 da Resolugio n* 510/ 2006).

MNa sua participagiio, vocé submetido a uma picadinha com agulha para coleta de 10 mL
de sangue que depois sera levado ao laboratorio para observar a presenca de resposta do
corpo a presenga de parasitos. Também sera fomecido potes para que, em casa, quando
houver vontade espontaneamente o responsavel colete as fezes. Estis também serdo
enviadas ao laboratorio para visualizagio de parasitos. Além disso, sera realizado sete
perguntas com tempo estimadoe para responder de 5 minutos. O pesquisador responsavel
atenderd as onentagies das Resolugfes n* 4662012, Capitulo X1, Item XL2: f e n*
51002006, Capitulo VI, Art. 28: IV - manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou
digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo minimo de 5 (cinco) anos
apos o términe da pesquisa. A ciéncia estd em constante evolugio ¢ as metodologias
disponivels atualmente ndo sio a5 mesmas de amanhd. Por isso a importancia de poder
realizar novas inferéncias nestes dados com o amazenamento das amostras em
biorrepositorio. () armazenamento das amostras de sangue, soro e feres serd no
laboratino de Helmintologia do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas em freeser 4 -20°C até o processamento. As analises a serem realizadas serdo
de técnicas de sorodiagnostico, molecular e coproparasitologicas. Apos a conclusio das
analises, em wm periodo de cinco anos, o material ndo ublizado sera Imerso em
hipoclonito 2% e o material descartado em lixo biologico apropriado. Caso haja intengdo
de utilizagio das amostras em pesquisas futuras o participante de pesquisa sera
contatado para novo consentimento, em atendimento 4 Portaria n® 2201 de setembro de
2011, artigo 18,

Em nenhum momento vocé sera adenbificado. Os resultados da pesquisa serdo
publicados ¢ ainda assim a sua identidade serd preservada, £ compromisso do
pesquisador responsavel a divulgagio sos resultados da pesquisa, em formato acessivel
a0 grupo ou populagio gue foi pesquisada (Resolugdo CNS n® 510 de 2016, Artigo 3°,
Inciso [V).

Vocd nio terd nenhum gasto & nem ganho financeiro por participar na pesquisa.
Havendo algum dano decorrente da pesguisa, vocé tera direito a solicitar indenizagio
através das vias judiciais (Codigo Civil, Lei 1004062002, Artigos 927 a 954 ¢
Resolugio CNS n* 510 de 2016, Artigo 19).

(}s nscos consistem em vazamento da identificagiio das pessoas, por ser dados sigilosos,
porém iremos fazer um cadastro onde apenas o coordenador do projeto terd acesso e a
partir deste nimero de cadastro todas as amostras @0 receber apenas codigos. Além
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disso, apos a coleta de sangue pode haver vermelhiddo no local. Os beneficios serdo de
conseguir indicar a necessidade especifica de tratamenio pam o combate de
endoparasitos. Assim serd promovido a reduciio da taxa de infeciio nestes individuos.
Voce & livre para deixar de participar da pesquisa a qualguer momento sem qualquer
prejuizo ou coaclo. Até o momento da divalgacio dos resultados, voceé também & livre
para solicitar a retirada dos seus dados da pesguisa.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido ficarda com
vort, assinada e rubricada pelos pesquisadores.

Em caso de qualquer divida ou reclamagio a resperto da pesquisa, vocé poderd entrar
em contato com Matilia Berme Pinheiro, Campus Umuoarama - Bloco 4C - Sala 229 Ay,
Amazonas - s'n - Bairro Umuarama, Uberlindia — MG Telefone: (34) 3225-8669.

Para obter onentagbes quanto aos direitos dos participantes de pesquisa acesse a
cartilha no limk:
https://conselho.saude. gov.br'images/'comissoes/'conep/documentos/Cartilha_Direitos E
ticos_2020.pdf.

Vocé poderd também entrar em contato com o Comité de Ftica na Pesquisa com Seres
Humanos — CEP, da Umversidade Federal de Uberlindia, localizado na Av. Jodo Naves
de Avila, n* 2121, bloco A, sala 224, campus Santa Manica — Uberlindia™G, 38408-
100; pelo telefone (34) 32394131 ou pelo e-mail cep@propp.afu.br. O CEPUFL &
um colegiado independente criado para defender os interesses dos participantes das
pesgquisas em sua integridade e digmidade e para contribuir para o desenvolvimento da
pesquisa dentro de padries éticos conforme resolugdes do Conselho Nacional de Saide.

Uberlindia, ...... de o de 200

Assinatura dofs) pesguisadories)

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apas ter sido devidamente
esclarecido.

Assinatura do participante de pesquisa

2
Rubrica do Pesquisador
Rubrica do Participante
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ANEXO 2 - TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR ENTRE 12 E 18
ANOS INCOMPLETOS

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR ENTRE 12 E 18
ANOS INCOMPLETOS

Vocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “DIAGNOSTICO DE
GEOHELMINTOS  EM PACIENTES  PORTADORES DE  DOENCAS
REUMATOLOGICAS AUTOIMUNES E PADRAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA
SISTEMICA”, sob a responsabilidede dos pesquisadores Natélia Beme Pinheiro,
Rodngo Rodngues Cambraia e Roberto Ranza,

Mesta pesquisa nos estamos buscando identificar quais sio os parasitos gue estio
presentes em pacientes com doengas reumaticas.

() Termo/Registro de Assentimento estd sendo obtido pelo pesquisador Natalia Bemne
Pinheiro, Kodrige Rodrgues Cambraia ¢ Roberto Ranza profissional habilitade para
coleta de sangue, durante a consulta no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia. Voo tem o tempo que for necessinio para decidir participar oo ndo
participar da pesquisa (conforme stem [V da Resolugdo n® 466/2002 ou Capitulo 111 da
Besolucio n® S1002016).

Na sua participagio, vocé sera submefido a uma picadinha com agulha para coleta de 10
mL de sangue gue depois sera levado ao laboratonio para observar a presenca de
resposta do corpo a presenca de pamasitos. Também serd fornecido potes para que, em
casa, quando houver vontade espontancamente o responsavel colete as feres. Estis
também serdo enviadas ao laboratorio para visualizagio de parasitos. Além disso, serd
realizado sefe perguntas com tempo estmado para responder de 5 minutos. O
pesquisador responsavel atendera as orientagies das Resolucdes n® 4662012, Capitulo
X1, ltem X12: e n® 5102016, Capitulo V1, Art. 28: IV - manter os dados da pesquisa
em arguivo, fisico ou digital, sob sun puarda e responsabilidade, por um periodo
minimo de 5 (cinco) anos apés o término da pesquisa. A ciéncia esth em constante
evolugio e as metndologias disponiveis atualmente ndo sio as mesmas de amanha. Por
1550 8 imporancia de poder realizar novas inferéncias nestes dados com o
armazenamento das amostras em biorrepositorio. O armazenaments das amostras de
sangue, soro ¢ feres serd no laboratorio de Helmintologia do Departamento de
Parssitologia do Institute de Ciéncias  Biologicas em  freezer a -20°C até o
processamento. As andlises a serem realizadas serdo de técnicas de sorodiagnostico,
molecular e coproparasitologicas. Apos a conclusio das analises, em um periodo de
cinco anos, o material ndo utilizado serd imerso em hipoclorite 2% e o matenal
descartado em lixo biologico apropnado. Caso haja intengio de utilizagio das amostras
em pesquisas futuras o participante de pesguisa serd  contatado para novo
consentimento, em atendimento a Portania n® 2.2010 de setembro de 2011, artigo 18,

Em nenhum momento vocé sera adenbificado. Os resultados da pesquisa serdio
publicados ¢ ainda assim a sua identidade sera preservada. £ compromisso do
pesquisador responsavel a divolgagio dos resultados da pesquisa, em formato acessivel
a0 grupo ou populacio gue foi pesquisada (Resolugio CNS n* 510 de 2016, Artigo 3°,
Inciso IV).

Yoo ndo terd nenhum gasto & nem ganho financeiro por participar na pesgquisa.

Havendo algum dano decorrente da pesquisa, vocé terd direito a solicitar indenizagio
através das vias judiciais (Codige Civil, Len 1004062002, Artigos 927 a 954 ¢
Resolugio CHS n* 510 de 2016, Artigo 19).

(s nscos consistem em vazamento da identificagiio das pessoas, por ser dados sigilosos,
porém iremos fazer um cadastro onde apenas o coordenador do projeto terd acesso e a
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partir deste nimere de cedastro todas as amostras irdo receber apenas codigos. Alem
disso, apds a coleta de sangue pode haver vermelhiddo no local. Os beneficios serdo de
conseguir indicar a necessidade  especifica de tratamento parm o combate de
endoparasitos. Assim serd promovido a reduciio da taxa de mfecgiio nestes individuos.
Vocé & livre para deixar de participar da pesquisa a qualguer momento sem qualguer
prejuizo ou coagiio. Até o momento da divalgacio dos resultados, vocé também & hivre
para solicitar a retirada dos seus dados da pesquisa. Mesmo seu responsavel legal tendo
consentido, vocé nio & obngado a participar da pesquisa se ndo quiser.
Uma via original deste Termo de Consentiments Livre ¢ Esclarecido ficara com
voct, assinada e rubricada pelos pesquisadores.

Em caso de gqualquer divida ou reclamagio a resperto da pesquisa, vocé poderd entrar
em contatn com Matilia Berme Pinheiro, Campus Umoarama - Bloco 4C - Sala 229 Ay
Amazonas - s'n - Bairro Umuarama, Uberlindia — MG Telefone: (34) 3225-8669.

Voct poderd também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres
Humanos — CEF, da Universidade Federal de Uberlindia, Iocalizado na Av. Jodo Naves
de Awila, n® 212 1, bloco A, sala 224, campus Santa Monica — Uberlindia/MG, 38408-
100; pelo telefone (34) 32394131 ou pelo e-mail cep@propp.afu.br. O CEPUFU &
um colegiade independente criado para defender os interesses dos participantes das
pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir para o desenvolvimento da
pesquisa dentro de padrdes éticos conforme resolugies do Conselho Nacional de Saide.

Uberlindia, ....... de o de 200

Assinatura do(s) pesquisadores)

Eu acerto participar do projeto citado acima, voluntariamente, apas ter sido devidamente
esclarecido.

Assinatura do participante de pesquisa

n
Rubrica do Pesquisador
Rubrica do Participante

23



ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PARA RESPONSAVEL LEGAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDY
PARA RESPONSAVEL LEGAL POR MENOR DE 18 ANOS

Considerando a sua condigio de responsivel legal pelo(a) menor, apresentamos este
convite e soliciamos o seu consentimento para que ele{a) participe da intitulada
“DIAGNOSTICO DE GEOHELMINTOS EM PACIENTES PORTADORES DE
DOENCAS REUMATOLOGICAS AUTOIMUNES E PADRAO DA RESPOSTA
IMUNOLOGICA SISTEMICA”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Natalin
Berne Pinheirmn, Rodrigo Rodrigees Cambraia e Roberto Ranza.

Mesta pesquisa nds estamos buscando identificar quais sio os parasitos gue estio
presentes em pacientes com doengas reumaticas.

O Termo/Registro de Consentimento Livee e Esclarecido estd sendo obtido pelo
pesgqumsador Matilia Berne Pinheiro, Rodngo Rodngues Cambraia ¢ Roberto Ranea
profissional habilitado para coleta de sangue, durante a consulta no Hospital de Clinicas
da Umversidade Federal de Uberlandia. Wocé terd o tempo que for necessino para
decidir se a pessoa sob sua responsabilidade participara ou ndo da pesguisa (conforme
item IV da Resolugio n® 466/2012 ou Capitulo 11 da Resolugio n® 510/2016).

Ma participaciio doia) menor sob sua responsabilidade, ele(a) serd submetido a uma
picadinha com agulha para coleta de 10 mlL de sangue que depois serd levedo ao
laboratono para observar a presenga de resposta do corpo a presenga de parasitos.
Também serd fomecido potes para gue, em casa, guando houver vontade
espontancamente o responsavel colete as fezes. Estas também serio enviadas ao
laboratonio para visualizagio de parasitos. Além disso, serd realizado sete perguntas
com tempo estimado para responder de 5 minotos. O pesquisador responsivel atendera
a5 orientagies das Resolugies n® 466/2002, Capitulo X1, Item XL2: e n® 5102016,
Capitulo V1, Art. 28: IV - manter os dados da pesguiza em arquivo, fisico oo digital, sob
sua guarda e responsabilidade, por um perindo minimo de 5 (cinco) anos apds o ErMInG
da pesquisa. A ciéncia estd em constante evolugdo e as metodologias disponiveis
atualmente nio s&0 as mesmas de amanhd. Por 1sso a importincia de poder realizar
novas inferéncias nestes dados com o armazenamento das amostras em biorrepositorio.
O armazenamento das amostras de sangue, soro e fezes serd no laboratorio de
Helmintologia do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biologicas em
freczer a -20°C até o processamento. As analises a serem realizadas serio de técnicas de
sorodiagnostico, molecular & coproparasitologicas. Apos a conclusio das analises, em
um periodo de cinco anos, o material ndo utilizado serd imerso em hipoclonto 2% e o
material descartado em lixo biologico apropnado. Caso haja intengio de utilizagio das
amostras em pesquisas futuras o participante de pesguisa serd contatado para novo
consentimento, em atendimento a Portana n® 2201 de setembro de 2001, arhigo 18,

Em nenhum momento, nem ofa) menor ¢ nem vood serdo identificados. Os resultados
da pesqusa serio publicados ¢ anda assim a identidade dele(a) ¢ a sua seriio
preservadas. E compromisso do pesquisador responsivel a divulgagio os resultados da
pesgusa, em formato acessivel ao grupo ou populagdo que for pesquisada (Resolugdo
CNS n® 510 de 2016, Artigo 3%, Inciso IV).

Mem ele(a) e nem vocé teriio gastos ¢ nem ganhos financeiros por participar na
pesgqumsa. Havendo algum dano decorrente da pesquisa, vocé tera direito a solicitar
indenizagio atraves das vias judiciais (Codigo Civil, Len 104062002, Arigos 927 a
954 ¢ Resolugdo CNS n® 510 de 2016, Artigo 19)

172
Rubrica do Pesquisador
Rubrica do Participante
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()= riscos consistemn em vazamento da identificagio das pessoas, por ser dados sigilosos,
porém iremos fazer um cadastro onde apenas o coordenador do projeto terd acesso e a
partir deste nimero de cadastro todas as amostras irdo receber apenas codigos. Além
disso, apas a coleta de sangue pode haver vermelhiddo no local. Os beneficios serdo de
conseguir indicar a necessidade especifica de tratamento para o combate de
endoparasitos. Assim ser promovido a reducio da taxa de infecgiio nestes individuos.
A gualguer momento, vocé podera refirar o seu consentimento para que ofa) menor sob
sua responsabilidade participe da pesquisa. Garantimos que ndo havera coagdo para que
0 consentimento seja mantido, nem que havera prejuizo ao(d) menor sob sua
responsabilidade. Até 0 momento da divulgacio dos resultados, vocé também & livre
para solicitar a retirada dos dados dofa) menor sob sua responsabilidade da pesquisa.

(HA) menor sob sun responsabilidade também podera retirar sen assentimento sem
gualguer prejuizo ou coagdo. Até o momento da divulgegio dos resultados, ela também
& livre para solicitar a retirada dos seus dados da pesguisa.
Uma via original deste Termo de Consentiments Livre ¢ Esclarecido ficard com
vood, assinada e rubricada pelos pesguisadores.

Em caso de qualguer dinida ou reclamagdo a respeito da pesquisa, vocé podera entrar
em contato com Matilia Beme Pinheiro, Campus Umoarama - Bloco 4C - Sala 229 Ay
Amazonas - s'n - Bairro Umuarama, Uberlandia — MG. Telefone: (34) 3225-86609.

Vocé poderd também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres
Humanos — CEF, da Universidade Federal de Uberlindia, localizado na Av. Jodo Maves
de Avila, n® 2121, bloco A, sala 234, campus Santa Manica — Uberlindia™G, 38408-

100; pelo telefone (34) 32394131 ou pelo e-mail cep@proppafubr. O CEPUFL &
um colegiado independente criado para defender os interesses dos participantes das
pesguisas em sua integridade e dignidade & para contribuir para o desenvolvimento da
pesquisa dentro de padrdes eticos conforme resolugbes do Conselho Nacional de Saide.

de o de 20

Assinatura do(s) pesquisadores)

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente
esclarecido.

Assinatura do participante de pesquisa

2
Rubrica do Pesquisador
Rubrica do Participantes
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ANEXO 4 — QUESTIONARIO INICIAL

r} Questiondrio

Codigo paciente:

1- Localidade de moradia

{ J)FfonaUrbana { ) Zona Rural
2- ldade: ___

3- Sexo:

CE (M

4- Profissio:

5- (Juantas pessoas MOram na casa:
- Henda familiar:
7- Possui animais de estimagio?

{ ) 5im- (uantos e guais? { Nao

8- Ji teve alguma verminose?
{ )1Sim. | Nio
8.1- Quando?
() Menos de um ano { ) Mais de um ano
9- Fez nso de vermifogn nos altimos 6 meses?

{ ) Sim— CQual? { Neo
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ANEXO 5 - HEALTH ASSESSMENT QUESTIONNAIRE (HAQ)

S -

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
HOSPITAL DE CLINICAS = SERVIGD DE REUMATOLOGIA

QUESTIONARID PARA O PACIENTE

GUANTD & SUA DOCMCA ESTA DIFICULTANDO & SUA WIDA ro oia a
SegUintes oolsas:

4 sem com POUEE ol multa
VOCE E CAPAZ DE: dificuldage  giflculdage  dificuloase
Vastir-se & culdar-se

1= wesiir=se. inGlusive amarrar ag

Efte guestiondric & MUITO IMPORTANTE para nds @ tem a finalidade de Ffazer-nos antendar
dia
Par fawor, margus com um X com guanta dificuldaos, MA S-EHMA PASEADA, vool pode fazer as

nlo
consigo

aordlbes dos Sa8a105 8 BDoioar suss roupas?

2= Maver sup zabegs & seus cabelosT =

Lewantar=se

3= Levantar=sa de manaire ereia de uma
eaduira de sncedls feto & sem bragos?

4= Deter-se & levanter-se da cema?

Comar
S~ Coriar wm pedegs de cemal —

B~ Lewnr & k323 UM COPO OU UMB MREEFE

cheia du cafd, lsie ou Sgua?

F= dbrir um saco de leite comum? -

CaminFar

B~ Caménhar am lugares planes?

#= Subir § degraws?

Higilene

10= Levae seu odps inteis o saca-lo
spds o banhe?

11= Tomer wm banho de chervaira?

12= Saniar-se ou levaniar—ie
de um waga sanitdrial

Alcancar

13- Lavanter &8 bragos & peger um objeto
de aproximadamentn 25 quilcs que este
pasicionada poucs acima da cabags?

4= Cufvr<d0 pan pager suss roupss mo chis? — — —_—
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121 coE BEICE com sulta rdo
it teuldase @it teuidude aificulasse conaige

vocE £ CAPAZ DE :
preensdo
iE= Segurar-a &m ph no Saibiul o mairh? —— — —

VB~ Akeit petas su videon Sa conssmvar
qun ienbam ghdo prevismenis sbarios? ——_——— —_— —— S

A7= Abwir @ fachar tarraingal

ostran ot ivigades
18- Farer compens nil fedondecan esade mee? S - — —_—

15~ Entrar & wair de um dnitgs? —

I0- Fealices 1ameles 1nis como in
BRFE vEETEF 8 © Pedo Eane pumir @

om0 vocd Estd 46 SeRtAnOS RO BE comparstdc & um mds airds?

= e melae boje do que 8 w= mis s

= malhor hogs g que 8 um mis srds —
- hi maima iluecis

= par baje @0 que B am s alrks

= Muild pisd hop &5 que 8 wn mia ek

Ouando wool astd satisfelto com a sua capacidade de Fazer as suas tarefas cotidianas?

= muire sxiirfeire

= poucs eiinfeibs

- pouts inatizlana

~ mhuila b —_—

Gunta dor nas juntas vool teve ma sesana passada’
Cologwe um risco na escala ataims para Andicar & intemiidese & sul dor 1

manbhume der 0O § 3 3 4 B A T B ® W0 a plor dor possival

Quanto vord Bcha gue B artrite & adnde ative, sts 4, que & Onflesacle & ferte?
Coleque us risco ne oscala sbaixo pare Andicar o suante voold AChE & BUN @canca ativae:

manhuimi D1 % 3 4 B8 TE & IO o omiaiEs @bivioedE paElva)

AORADECEMOS SUA COLABDRAGAD




