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RESUMO

A toxocariase humana ¢ uma helmintiase causada pela ingestdo acidental de ovos
infectantes de Toxocara canis e T. cati, cujos hospedeiros definitivos sdo cades e gatos,
respectivamente. Em areas urbanas, esses animais circulam por pragas, praias € parques,
contribuindo para a dissemina¢ao da infec¢ao por meio da deposicao de fezes contaminadas.
Além da ingestdo de ovos embrionados presentes no ambiente, a transmissdo também pode
ocorrer pela ingestdo de carne ou visceras cruas contendo larvas em hospedeiros paraténicos.
A maioria dos estudos tem enfatizado 7. canis como principal agente etiologico, em grande
parte devido as limitagdes metodologicas no diagndstico especifico de 7. cati. Este estudo teve
como objetivo aprimorar o diagndstico da infeccdo por 7. cati utilizando ensaios
imunoenzimaticos (ELISA indireto) e correlacionar os achados soroldgicos com dados
sociodemograficos. As amostras foram inicialmente analisadas com TES de T. cati e, entre as
reativas, submetidas a proteina recombinante quimérica rShort, que apresenta alta acuracia
diagnostica, com sensibilidade de 99,3% e especificidade de 97,8% em soros ndo adsorvidos,
visando reduzir rea¢des cruzadas com 7. canis. Posteriormente, avaliou-se a associagao entre a
soroprevaléncia e fatores sociodemograficos e socioeconomicos. Os resultados mostraram
prevaléncia mais elevada em criancas (45,1%) em comparacao aos adultos (28,6%), sem
associacdo estatisticamente significativa com varidveis socioeconOmicas. Esses achados,
obtidos por meio de uma abordagem diagnostica inovadora em duas etapas de ELISA indireto,
reforcam o papel de 7. cati como agente etioldgico relevante da toxocariase humana e

contribuem para o avango do conhecimento sobre a epidemiologia da doenca.

Palavras chaves: Zoonoses; Toxocara cati; Epidemiologia; Diagnostico sorologico;

ELISA indireto



ABSTRACT

Human toxocariasis is a helminthiasis caused by the accidental ingestion of infective
eggs of Toxocara canis and T. cati, whose definitive hosts are dogs and cats, respectively. In
urban areas, these animals roam squares, beaches, and parks, contributing to the spread of the
infection through the deposition of contaminated feces. In addition to ingestion of embryonated
eggs present in the environment, transmission can also occur through the ingestion of raw meat
or viscera containing larvae in paratenic hosts. Most studies have emphasized 7. canis as the
primary etiological agent, largely due to methodological limitations in the specific diagnosis of
T. cati. This study aimed to improve the diagnosis of 7. cati infection using enzyme-linked
immunosorbent assays (indirect ELISA) and to correlate serological findings with
sociodemographic data. The samples were initially analyzed with 7. cati TES and, among the
reactive samples, subjected to the chimeric recombinant protein rShort, which has high
diagnostic accuracy, with a sensitivity of 99.3% and a specificity of 97.8% in non-adsorbed
sera, aiming to reduce cross-reactions with 7. canis. Subsequently, the association between
seroprevalence and sociodemographic and socioeconomic factors was evaluated. The results
showed a higher prevalence in children (45.1%) compared to adults (28.6%), with no
statistically significant association with socioeconomic variables. These findings, obtained
through an innovative two-step indirect ELISA diagnostic approach, reinforce the role of 7. cati
as a relevant etiological agent of human toxocariasis and contribute to the advancement of

knowledge about the epidemiology of the disease.

Keywords: Zoonoses; Toxocara cati; Epidemiology; Serological diagnosis; Indirect

ELISA
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1. INTRODUCAO

O filo Nematoda ¢ representado por helmintos cilindricos, alongados, ndo segmentados,
com simetria bilateral e variagdo de tamanho que pode ir de poucos milimetros a varios metros.
A maioria das espécies sdo de vida livre, habitando diversos tipos de ambientes, estando
presente em solo e agua. Trata-se de uma adaptacdo notoria dos nematddeos que contribui
significativamente para sua ampla dispersao (De Ley; 2006). Estima-se haver centenas de
espécies helminticas descritas em humanos, embora poucas tenham relevancia clinica
reconhecida (Hotez et al., 2008).

O Brasil ¢ o maior pais da América Latina, ¢ sua dimensdo continental possibilita
existéncia de areas de clima tropical e temperado. Esse contexto favorece a presenca de
condi¢des quentes e umidas que ampliam a transmissdo de diversos helmintos, responsaveis
por doengas tropicais negligenciadas, como a ancilostomiase, a ascaridiase, a toxocariase, entre
outras (Bethony ef al., 2006; Lopez-Alamillo et al., 2025). Além disso, animais de companhia,
como caes e gatos, contribuem para a manuten¢ao do ciclo de diferentes helmintos zoondticos,
especialmente em ambientes urbanos, desempenhando papel importante na interface entre
satde animal e satide humana (Dantas-Torres; Otranto, 2014; Merigueti et al., 2022).

As geohelmintiases sdo verminoses causadas por helmintos cujos ovos ou larvas
necessitam do solo e de condi¢des climaticas especificas para desenvolverem até as formas
infectantes. Essas infeccdes acometem seres humanos e, em alguns casos, também animais,
configurando-se como potenciais zoonoses (Traversa; Frangipane Di Regalbono; D1 Cesare,
2014). Sua prevaléncia esta fortemente associada a contextos de vulnerabilidade social,
marcados pela deficiéncia ou auséncia de saneamento basico. Nessas condi¢des, constituem um
importante problema de saude publica, impactando o bem-estar, a satde, a capacidade
produtiva e a qualidade de vida das populagdes (WHO, 2023; Bethony ef al., 2006; Thompson,
2023).

Entre as geohelmintiases, destaca-se a toxocariase humana, uma zoonose causada pela
ingestao de ovos embrionados dos helmintos Toxocara canis e Toxocara cati, cujos hospedeiros
definitivos sdo caes e gatos, respectivamente (Rostami et al., 2019). Em ambientes urbanos,
esses animais podem circular livremente, contribuindo para a contaminagdo de pragas, praias e
parques, ambientes altamente frequentados por seres humanos, em especial criangas, que
apresentam maior suscetibilidade a infecgao (Cassenote et al., 2014). No Brasil, a prevaléncia

da infeccdo ¢ estimada em 11,4% para caes e 16,7% para gatos, valores que podem variar de
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acordo com o método diagnostico empregado e o tamanho da populacdao avaliada (Dantas-
Torres, 2020).

Nos hospedeiros definitivos, a transmissdo ocorre tanto por via oral, pela ingestdo de
ovos contendo larvas infectantes, ou por via transplacentaria e transmamaria, durante a gestagao
e a lactacdo, respectivamente. Além desses, o parasito pode também infectar roedores,
ruminantes, suinos, aves, além de, seres humanos que atuam como hospedeiros paraténicos, nos
quais o ciclo ndo se completa e o parasito ndo alcanca a fase adulta (Schnieder; Laabs; Welz,
2011; Strube; Heuer; Janecek, 2013). Nos seres humanos, a infec¢do ocorre principalmente pela
ingestdo de ovos embrionados contendo larvas no estadio trés (L3), presentes em alimentos,
agua, solo ou utensilios contaminados (Figura 1). Ap6s a ingestdo, as larvas eclodem no
intestino, atravessam a mucosa intestinal ¢ migram pela corrente sanguinea, podendo atingir
orgdos como pulmdes, figado, olhos, musculos e sistema nervoso central. Nesses tecidos, as
larvas ndo completam seu desenvolvimento, permanecendo em estado de laténcia por anos, o
que pode desencadear uma resposta imune inflamatoria, resultando em sintomas inespecificos

como febre, cefaleia e tosse (Ma et al., 2018).
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Figura 1: Ciclo bioldgico de Toxocara spp. Adaptado. Fonte: CDC.

Durante muitos anos, os estudos sobre toxocariase concentraram-se predominantemente
em 7. canis, sob a justificativa de que esta espécie apresentaria maior prevaléncia, o que
resultou em uma escassez de investigacdes acerca do impacto de 7. cati (Maciag; Morgan;
Holland, 2022). No entanto, assim como 7. canis, T. cati também pode se manifestar de diversas
formas clinicas, incluindo larva migrans visceral (LMV) ou ocular (LMO), toxocariase comum
ou a neurotoxocariase, todas potencialmente responsaveis por complicagdes significativas a
saude, como comprometimento da visdo, danos a 6rgaos internos e disturbios neurologicos
(Auer; Walochnik, 2020; Poulsen et al., 2024). Reconhecer 7. cati como agente etiologico
relevante ¢, portanto, fundamental para compreender melhor a diversidade clinica da
toxocariase. A negligéncia em relagdo a essa espécie tem contribuido para lacunas em aspectos-
chave de sua biologia e epidemiologia, dificultando a elucidacao de sua transmissao, limitando

avangos no diagnostico e comprometendo estratégias de prevencao e controle (Holland, 2017).
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Dentre essas lacunas, destaca-se a dificuldade na elaboracdo de métodos diagnosticos capazes
de diferenciar, de forma eficaz, a espécie causadora da infeccdo (Poulsen et al., 2015).

Dessa forma, existe uma necessidade crescente de ampliar os estudos sobre 7. cati,
abordando suas formas clinicas, mecanismos de transmissdo, distribuicdo geografica e dados
epidemiologicos. O diagnostico da toxocariase humana ¢ fundamental para compreensao e
monitoramento da doenca, podendo ser realizados a partir de avaliagdes clinicas e de exames
sorologicos. Entretanto, ha desafios importantes: os sintomas clinicos sao inespecificos, como
cefaléia, diarréia, vomitos e nauseas, o que dificulta um diagnostico assertivo. Além disso,
exames parasitologicos de fezes ndo sdo aplicdveis em humanos, uma vez que o parasito ndo
atinge a fase adulta nesse hospedeiro e, consequentemente, ndo ha eliminacao de ovos ou larvas.
Assim, os testes sorologicos assumem papel central, destacando-se o ELISA e o Western blot,
embora ainda apresentem limitagdes quanto a diferenciacdo das espécies envolvidas e a
determinagdo do estagio da infec¢do (Noordin et al., 2020; Chieffi ef al., 2009).

Os imunoensaios podem ser ferramentas essenciais para superar as limitagdes no
diagnostico da toxocariase humana, permitindo a deteccdo de imunoglobulina G (IgG) com
elevada sensibilidade e especificidade. Entre eles, o ensaio de ELISA indireto, baseado no
antigeno excretorio-secretorio (TES) de Toxocara spp., ¢ o método mais amplamente
empregado, possibilitando identificar a exposicdo ao parasito por meio da deteccdo de
anticorpos IgG (Noordin et al/, 2020). O TES ¢ composto por uma mistura de glicoproteinas
secretadas pelas larvas, reconhecidas por anticorpos previamente produzidos em individuos
infectados, e configura-se como o principal antigeno utilizado no diagnéstico soroldgico da
toxocariase (Zibaei ef al., 2016).

Diversos estudos investigaram o papel das subclasses de IgG (IgG1-IgG4) na resposta
contra Toxocara spp. Observa-se que IgG4 tende a estar associada a infec¢do ativa, enquanto
IgG1 pode refletir exposi¢des anteriores; ja as respostas de IgG2 e IgG3 também foram
descritas, embora de forma menos consistente. Entretanto, tais achados nao constituem critérios
diagnosticos padronizados, sendo utilizados apenas como marcadores complementares em
pesquisas (Noordin ef al., 2005; Watthanakulpanich et al., 2008; Wilkins, 2014). Para aumentar
a especificidade, recomenda-se a confirmacdo dos resultados positivos de ELISA-TES pelo
Western blot (TES-Ag immunoblot), em que a reatividade a antigenos de baixa massa
molecular (24, 28, 30 e 35 kDa) estd mais frequentemente associada a toxocariase, enquanto a
resposta a antigenos de maior massa molecular (50, 81, 132, 147 e 200 kDa) sugere reatividade

cruzada com outros helmintos (Wilkins, 2014).
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Além disso, ja foi demonstrado que a deteccao de IgE especifica pode aumentar a
especificidade do ELISA e do immunoblot, embora com sensibilidade inferior a da IgG. Por
essa razdo, o IgE-TES ELISA ¢ utilizado rotineiramente em paises como a Franca (Magnaval
et al., 1992). Em contraste, a deteccdo de IgM nao se mostra util para identificar infec¢des
agudas, uma vez que esses anticorpos podem persistir durante todo o curso da infec¢ao (Smith
et al., 2009). Outro aspecto relevante ¢ a longa persisténcia de anticorpos especificos por anos
apos a infec¢do ou tratamento, o que limita a interpretag@o sorologica: a IgG pode permanecer
detectavel por até 4-5 anos, enquanto a IgE geralmente persiste por cerca de 1 ano (Elefant et
al., 2006). Estratégias adicionais vém sendo investigadas para superar essas limitagdes, como
os testes de avidez de IgG e a detecgdo de antigenos circulantes com anticorpos monoclonais;
contudo, tais abordagens ainda ndo estdo padronizadas para uso clinico (Wilkins, 2014).

Porém, em paises que sdo endémicos para diversas geohelmintiases, como o Brasil, o
uso do antigeno TES apresenta limitacdes de especificidade, comprometendo a confiabilidade
dos diagnosticos em virtude da elevada chance de reagdes cruzadas. Isso ocorre porque outros
helmintos filogeneticamente relacionados, como Ascaris lumbricoides e Ancylostoma spp.,
possuem epitopos antigénicos semelhantes aos presentes no TES, o que pode induzir a formacao
de anticorpos que também reconhecem antigenos de Toxocara spp., resultando em falsos
positivos nos testes sorologicos (Nunes, 1997). Para superar essa limitagao, diferentes estudos
tém buscado alternativas baseadas em antigenos recombinantes que, embora exijam
metodologias mais complexas de produgdo, tendem a apresentar maior sensibilidade e
especificidade em comparagdo ao TES nativo (Zahabiun et al., 2015; Santos et al., 2018).
Entretanto, a identificacao de proteinas exclusivas de 7. cati para fins diagnosticos ainda ¢ um
grande desafio, de modo que a maior parte das pesquisas se concentra na geragao de antigenos
recombinantes para 7. canis ou para a detec¢ao da toxocariase de forma geral, sem distingao da

espécie (Zahabiun et al., 2015; Poulsen et al., 2015; da Silva et al., 2022).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
e Detectar anticorpos IgG anti-TES (Toxocara excreted-secreted) de T. cati em
individuos residentes do municipio de Uberlandia, Minas Gerais, considerando a

exclusdo da reatividade cruzada com 7. canis.
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2.2. Objetivos especificos

e Padronizar reacdes de imunoensaio (ELISA indireto) com TES provenientes de larvas
de T. cati;

e Determinar a soroprevaléncia de IgG anti-TES de 7. cati, considerando a exclusao de
reatividade cruzada com 7. canis, em diferentes grupos populacionais do municipio de
Uberlandia;

e Avaliar a associacdo entre fatores demograficos, socioeconomicos € o uso de anti-

helminticos com a sororreatividade de IgG anti-TES de T. cati.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Populacao do estudo e questionario socioeconomico

A populagao do estudo foi composta por 186 individuos imunocompetentes distribuidos
em 135 adultos e 51 criangas, residentes no municipio de Uberlandia-MG, recrutados entre
diferentes areas do municipio. Foram incluidos apenas aqueles que aceitaram voluntariamente
participar do estudo, mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) ou, no caso de menores de idade, do Termo de Assentimento acompanhado do TCLE
assinado pelo responsavel legal.

Os critérios de inclusdo foram: (i) residéncia no municipio de Uberlandia, (i1) auséncia
de doengas cronicas imunossupressoras, (iii) ndo uso de medicamentos imunossupressores no
momento da coleta. Foram excluidos individuos com doengas cronicas graves,
imunodeficiéncias diagnosticadas ou que ndo consentiram em participar do estudo.

Para obten¢ao dos dados demograficos, foi aplicado, no momento da coleta sanguinea,
um questionario socioecondmico estruturado (Anexo 1), contemplando informagdes sobre
caracteristicas individuais, condi¢des de moradia, posse de animais de companhia e uso de anti-

helminticos.

3.2. Aspectos éticos e obtencao e codificacido das amostras

As amostras utilizadas neste projeto foram previamente coletadas pelos integrantes do
Laboratorio de Diagnodstico, Epidemiologia e Controle de Helmintos (LADECH) em diversas
regides da cidade de Uberlandia-MG. A coleta foi autorizada pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Uberlandia (CEP/UFU), sob os CAAEs
63623822.2.0000.5152 ¢ 63571422.1.0000.5152 (Anexos 4 ¢ 5).
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Todos os participantes maiores de 18 anos assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (Anexo 2). Para os menores de idade, foi utilizado o TCLE do responsavel legal
e o Termo de Assentimento para Criancas (Anexo 3).

As amostras sanguineas foram coletadas utilizando agulhas tipo scalp 24G em tubos de
poliestireno a vacuo de 9 mL, sendo mantidas sob refrigeracao até o processamento. Cada
amostra recebeu um codigo individual para garantir o anonimato, em conformidade com a Lei
n°® 13.709/2018 — Lei Geral de Prote¢ao de Dados Pessoais (LGPD).

Posteriormente, as amostras foram encaminhadas ao LADECH e centrifugadas a 3000
rpm por 10 minutos para separagdo do soro e do coagulo. O soro foi cuidadosamente coletado,
fracionado em aliquotas de 100 pL, acondicionadas em microtubos de polipropileno
devidamente identificados e armazenadas a —20 °C e —80 °C. O coagulo remanescente foi

descartado conforme normas de biosseguranca.

3.3. Antigeno (TES T. cati)

Para a obtencao do antigeno excretério-secretorio (TES), foram coletadas fezes de caes
mantidos sob responsabilidade da Associacdo Protetora de Animais (APA), Uberlandia-MG, e
encaminhadas ao Laboratorio de Diagnéstico, Epidemiologia e Controle de Helmintos
(LADECH/UFU).

O material fecal foi desfeito em agua e peneirado em tamis com malha de 1000 um. Os
vermes retidos foram cuidadosamente removidos e transferidos para placas de Petri contendo
PBS 1X, sendo lavados quatro vezes para eliminag@o de detritos. A identificagdo das espécies
foi realizada em estereomicroscopio, observando-se caracteristicas das regides anterior e
posterior para distingdao de género e espécie. Os machos foram congelados, enquanto as fémeas
foram seccionadas transversalmente para a liberagcdo dos ovos.

Os ovos obtidos foram transferidos para tubos de polipropileno (Falcon) e centrifugados
a 3000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se formalina a 3% (v/v),
ajustando-se a concentracao para 1000 ovos/mL. Em seguida, o material foi transferido para
garrafas de cultivo e mantido em estufa tipo BOD a 28 °C por 35 dias, para permitir o
embrionamento. Ao final desse periodo, avaliou-se a taxa de embrionamento; os ovos
embrionados foram lavados com PBS 1x e centrifugados a 3000 rpm por 3 minutos.

Posteriormente, os ovos foram submetidos a decorticagdo com hipoclorito de sodio a
4%, incubados por 2 h a 28 °C, e novamente lavados com PBS 1X. Apos esse processo, foram

transferidos para garrafas de cultivo contendo meio RPMI-1640 suplementado com
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gentamicina e anfotericina B, incubados 12—18 h a 37 °C em estufa, com o objetivo de induzir
a eclosdo das larvas.

As larvas eclodidas foram centrifugadas e o pellet ressuspendido em 3 mL de solugdo
Histopaque (densidade: 1,077 g/mL; osmolalidade: 290 mOsm), sendo novamente centrifugado
a 3000 rpm por 30 min, concentrando as larvas viaveis no fundo do tubo. As larvas viaveis
foram transferidas para garrafas de cultivo contendo RPMI-1640, na concentracdo de 1000
larvas/mL, e mantidas a 37 °C em estufa com 5% de CO..

A viabilidade larval foi monitorada periodicamente, € o meio de cultura foi renovado a
cada 3-5 dias. O sobrenadante coletado foi concentrado por filtracdo e o contetido proteico
quantificado pelo método BCA, com leitura de absorbancia a 562 nm. O TES obtido foi entao

aliquotado e armazenado a —20 °C até o uso (Thomas et al, 2016).

3.4. rShort [r(Tcen-TES26 + Ten-CTL4)]

A proteina recombinante quimérica rShort [r(Tcn-TES26 + Ten-CTL4)], constituida por
epitopos especificos de células B das proteinas TES-26 e CTL-4, foi desenvolvida como
antigeno diagnostico visando alta sensibilidade (99,3%) e especificidade (97,8%) na detec¢ao
de infecc¢do por T. canis, reduzindo a ocorréncia de falsos positivos decorrentes de reagdes
cruzadas ou inespecificas. A tecnologia encontra-se registrada no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI) sob o nimero BR 10 2024 010675 0 (Silva, 2024). No presente
estudo, a rShort foi empregada como ferramenta adicional para excluir possiveis resultados

falso reativos atribuidos a resposta imunologica de 7. canis.

3.5. Deteccdo da imunoglobulina G (IgG) por imunoensaio (ELISA)

As amostras foram analisadas por ELISA indireto para identificar anticorpos do tipo
IgG contra 7. cati. As placas foram sensibilizadas com 3 pg/mL de TES de T. cati por pogo,
diluidos em tampao carbonato de sddio (100 pL/pogo), e incubadas a 4 °C, overnight. No dia
seguinte, as placas foram lavadas quatro vezes com PBST (PBS 1X acrescido de 0,05%
Tween®20) e bloqueadas com 200 pL/pogo de BSA 1%, a 37 °C por h. Apds nova lavagem
com PBST, adicionou-se o soro diluido 1:100 em BSA 1% (100 pL/pogo, em duplicata),
seguido de incubagdo a 37 °C por lh. As placas foram novamente lavadas em PBST e, em
seguida, incubadas com o anticorpo secundario anti-IgG humano conjugado a HRP (1:10.000
em BSA 1%, 100 pL/poco) por 1h a 37 °C. Em seguida, adicionou-se 100 pL/poco da solucdo

cromogénica OPD contendo 6 pL de H:0., protegida da luz por 15min. A reagdo foi
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interrompida com 50 pL/poco de H2SO4 2 N em dgua Milli-Q e as leituras de absorbancia foram

realizadas em leitor de microplacas (Biotek®) a 490 nm.

3.6. ELISA para exclusdo da reacio cruzada com 7. canis

Apo6s o ELISA indireto inicial, foram selecionadas 48 amostras que apresentaram
reatividade exclusiva ao antigeno de 7. cati e ndo exibiram reatividade a 7. canis nos ensaios
anteriores, além de 57 amostras que se mostraram co-reativas a ambos os antigenos. A
reatividade a 7. canis foi verificada a partir dos resultados previamente registrados no banco de
dados do laboratorio, obtidos em ensaios realizados anteriormente a esta pesquisa. As amostras
foram submetidas a um segundo ensaio de ELISA Indireto, utilizando como antigeno a proteina
recombinante quimérica rShort [r(Tcn-TES26 + Ten-CTL4)]. O protocolo experimental foi
idéntico ao descrito no item 3.5, com a tnica modificacdo de que as placas foram sensibilizadas

com 4,5 pg/mL de proteina.

3.7. indice de Reatividade

Para obtengdo dos resultados sorologicos, foi realizado o calculo do Indice de
Reatividade (IR). O IR corresponde a relacdo entre a absorbancia média de cada amostra e o
valor do cut-off, definido como a média das absorbancias dos soros negativos acrescida de trés
vezes o desvio-padrao correspondente. Amostras com IR > 1,0 foram inicialmente classificadas
como reativas para anticorpos IgG anti-Toxocara cati. Essas amostras foram entdo testadas
contra a proteina recombinante quimérica rShort [r(Tcn-TES26 + Ten-CTL4)], formada por
epitopos especificos de 7. canis, com o objetivo de excluir possiveis reatividades cruzadas.
Somente as amostras que ndo permaneceram reativas apds o controle com a foram consideradas

positivas para IgG anti-7. cati.

3.8. Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando o software GraphPad Prism, versao 8.0. A
normalidade das distribuicdes foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para a
sororreatividade, quando os dados apresentaram distribuigdo normal, utilizou-se o teste t de
Student (comparagdo entre dois grupos); em caso de distribuicdo ndo normal, aplicou-se o teste
de Mann—Whitney. Para a comparagdo de multiplos grupos, foi empregado o teste ANOVA,
seguido de pos-teste adequado quando a distribui¢ao foi normal, ou o teste de Kruskal-Wallis

quando nao normal.
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A andlise da soroprevaléncia foi realizada pelo teste exato de Fisher em comparacdes
2x2 ou quando as frequéncias esperadas eram baixas, e pelo teste do qui-quadrado (y¥?) em
comparagdes envolvendo multiplos grupos com frequéncias esperadas adequadas.
Adicionalmente, foi realizada regressao logistica para avaliar a associagdo entre a
soroprevaléncia e as variaveis renda, idade e area de residéncia, utilizando o software RStudio,

versao 3.6.0. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

4. RESULTADOS

Foram analisados 186 individuos, sendo 135 adultos (72,6%) e 51 criancas (27,4%).
Além da faixa etaria, foram avaliados diversos parametros sociodemograficos e
socioecondmicos, incluindo: a condi¢do de tutor de animais de estimagao, histdrico prévio de
diagnodstico de verminoses, uso de vermifugos nos seis meses anteriores a coleta e renda
familiar em relacdo ao saldrio minimo vigente. As varidveis relacionadas a residéncia foram
classificadas de acordo com o valor do m? da area habitada, conforme metodologia descrita por
Lacerda (20S24): A1 =R$1.037 aR$2.059; A2 =R$740 aR$1.037; A3 =R$610 a R$§740; A4
=R$517 aR$610; A5 = R$68 a R$477 (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas sociodemograficas da populacio do estudo (n = 186).

Parametros Variavel n Porcentagem
Grupo etario Criangas 51 27,4
Adultos 135 72,6
Tutores de pets Sim 115 61,8
Nao 71 38,2
Historico de verminoses Sim 62 333
Nao 120 64,5
Nao sabem 4 2,2
Uso de vermifugo Sim 42 22,6
Nao 140 75,3
Nao sabem 4 2,2

Salario-minimo 0-1,5 63 33,9
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1,5-3,5 78 41,9
>3,6 45 24,2
Residéncia* Al 12 6,5
A2 36 19.4
A3 12 6,5
A4 55 29,6
A5 70 37,6
Sem informacao 1 0,5

*As variaveis Al a AS representam o valor do m2 no municipio de Uberlandia/MG, sendo a variavel A1 referente
a bairros com o valor mais alto e A5 com o valor mais baixo.

Na analise inicial, foi possivel identificar amostras que reagiram a ambos os antigenos
(TES de T. cati e TES de T. canis), apenas a um deles ou a nenhum dos dois. Entre as amostras
exclusivamente reativas ao TES de 7. cati (n = 48) e as amostras co-reativas a ambos 0s
antigenos (n = 57) foi realizado um segundo ELISA indireto, desta vez utilizando a proteina
recombinante quimérica rShort [r(Tcn-TES26 + Tcn-CTL4)], constituida por epitopos
especificos de 7. canis. Esse ensaio teve como objetivo excluir possiveis reatividades cruzadas
ou inespecificas. Como resultado, 61 amostras ndo apresentaram reatividade a proteina
recombinante e, portanto, foram confirmadas como reativas ao TES de 7. cati. Em
contrapartida, 44 amostras apresentaram reatividade a proteina recombinante, sendo

interpretadas como potenciais respostas cruzadas com 7. canis (Figura 2).
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Figura 2: Fluxograma da triagem sorologica das amostras, com uso sequencial do TES de 7. cati, comparagao
com TES de T. canis e aplica¢do da proteina recombinante rShort [r(Tcn-TES26 + Tcen-CTL4)] para exclusdo de
reatividade cruzada.

rShort [1(Tcn-TES26 + Ten-CTL4)]: sensibilidade: 99,3%; especificidade: 97,8%; INPI: BR 10 2024 010675 0.

A soroprevaléncia foi avaliada considerando os parametros apresentados na Tabela 1.
Na analise inicial, utilizando apenas os resultados obtidos com o TES de T. cati, ndo foram

observadas diferengas estatisticamente significativas em relacdo as variaveis avaliadas (Tabela
2).

Tabela 2: Soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxocara cati: resultados obtidos com

TES - T. cati.

TES - T. cati

n Reativos  n Nao reativos
Parametros Variavel (%) (%) odds-ratio (IC) p-valor
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Amostras totais

Grupo etario

Tutores de pets

Historico de
verminoses

Uso de vermifugo

Salario minimo

Residéncia*

Criangas

Adultos

Sim

Nao

Sim

Nao

Sim

Nao

Al

A2
A3
A4

AS

105 (56,4)

34 (66,7)

71 (52,6)

62 (53,9)

43 (60,6)

34 (54,8)

68 (56,7)

25 (59,5)

78 (55,7)

36 (57,1)
41 (52,6)

28 (62,2)

7 (58,3)
22 (61,1)
6 (50)

29 (52,7)

40 (57,1)

81 (43,6)

17 (33,3)

64 (47,4)

53 (46,1)

28 (39.4)

28 (45,2)

52 (43,3)

17 (40,5)

62 (44,3)

27 (42,9)

37 (47,4)

17 (37.8)

5(41,7)
14 (38,9)
6 (50)

26 (47.3)

30 (42,9)

1,803 (0,9180 a

3436) 0,0842
0,7617 (0,4274 a
1,390, 0,4469

0,9286 (0,5135 a

1.699) 0,8752
1,169 (0,5877 a

244
2,293) 0.7
; 0,6724
: 0,7447
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*As variaveis Al a AS representam o valor do m2 no municipio de Uberlandia/MG, sendo a variavel Al
indicando bairros com o valor mais alto e A5 com o valor mais baixo.

** Amostras inicialmente classificadas como exclusivamente sororreativas ao TES de T. cati foram submetidas
ao teste confirmatorio com a proteina recombinante rShort [r(Ten-TES26 + Ten-CTL4)], especifica de T. canis.
As amostras ndo reagentes a proteina recombinante foram consideradas “confirmadas” como reativas a T. cati.

IC = intervalo de confianga de 95%.

Uma primeira andlise de sororreatividade foi realizada exclusivamente com os
resultados obtidos frente ao TES de 7. cati. A Figura 3 apresenta a distribui¢ao da reatividade
das 186 amostras avaliadas. Os parametros avaliados estdo descritos na Tabela 1, ndo sendo

observadas diferengas estatisticamente significativas.
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Figura 3: Distribuicio da sororreatividade a IgG anti-Toxocara cati (TES). (IR) Indice de Reatividade; (A)
Criangas vs adultos (p = 0,0508); (B) Renda familiar (0 a >3,6 salarios-minimos, p = 0,2874); (C) Valor do m* da
residéncia, de Al (mais caro) a AS (mais barato) (p = 0,5658); (D) Presenc¢a/auséncia de pets (p = 0,2784); (E)
Historico de verminoses (p = 0,8422); (F) Uso de vermifugo nos ultimos seis meses (p = 0,8359). Significancia
estatistica considerada para p < 0,05.
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Em seguida, realizou-se uma analise, restrita aos 61 individuos IgG reativos ao TES de
T. cati e ndo reativos a proteina recombinante quimérica rShort [r(Tcn-TES26 + Ten-CTLA4)],
sendo este grupo classificado como “reativos confirmados” a infecg¢ao por 7. cati. Estes dados
indicam uma soroprevaléncia de 32,8% nas amostras avaliadas (Tabela 3). Nessa analise,
observou-se diferenga significativa na reatividade de IgG anti-7. cati entre criancas e adultos
(p=0,0356), com prevaléncia substancialmente maior nas criangas (odds ratio = 2,097; IC 95%

= 1,096-3,966) (Tabela 3).

Tabela 3: Soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxocara cati: resultados obtidos pela

triagem das amostras utilizando rShort [r(Tcn-TES26 + Ten-CTL4)).

**TES - T. cati "confirmados"

n Reativos n N4do reativos

Parametros Variavel (%) (%) odds-ratio (IC) p-valor
Amostras totais - 61(32,8) 125(67,2) - -
Grupo etério Criangas 23 (45,1) 28(54,9) 2,097 (1,096
3’922 (10962 h3s6
Adultos 38(28,6) 97(714) -766)
Tutores de pets Sim 36 (31,3) 79 (68,7)
(1),225 (0,4572 a 0.6309
Nio 25(35,2) 46 (80,3) 1)
Histoérico de
verminoses Sim 18 (29) 44 (71) 0,7326 (0,3714 a 0,4093
1,413) ’
Nao 43 (30,8) 77 (64,2)
Uso de vermifugo ~ Sim 15(35,7) 27 (64.3) 1,135 (0,5420 a
’ ’ 142
2,332) 0.7

Nio 46 (32,9) 94 (67,1)



24

Salario minimo 0-1,5 22 (35) 41 (65)
1,5-3,5 25(32,1) 53(67,9) - 0,9018
>3,6 14 (31,1) 31(68,9)

Residéncia* Al 3(25) 9 (75)
A2 9 (25) 27 (75)
A3 4 (33,3) 8 (66,7) - 0,7531
A4 20 (36,4) 35(63,6)
A5 25(35,7) 45(64.,3)

*As variaveis Al a A5 representam o valor do m2 no municipio de Uberlandia/MG, sendo a variavel Al indicando
bairros com o valor mais alto e A5 com o valor mais baixo.

** Amostras inicialmente classificadas como exclusivamente sororreativas ao TES de T. cati foram submetidas
ao teste confirmatdrio com a proteina recombinante rShort [r(Tcn-TES26 + Ten-CTL4)], especifica de T. canis.
As amostras ndo reagentes a proteina recombinante foram consideradas “confirmadas” como reativas a T. cati.
IC = intervalo de confianga de 95%.

Em seguida, foi realizada uma segunda analise da sororreatividade, considerando
apenas o indice de reatividade das 61 amostras classificadas como “confirmadas” para infec¢ao
por T. cati (Figura 4). Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os

parametros avaliados.
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Figura 4: Distribui¢do da sororreatividade a IgG anti-Toxocara cati a partir dos resultados obtidos pela triagem
das amostras utilizando rShort [r(Ten-TES26 + Ten-CTL4)]. (A) Criangas vs adultos (p = 0,0594); (B) Renda
familiar (0 a >3,6 salarios-minimos, p = 0,4828); (C) Valor do m? da residéncia, de Al (mais caro) a A5 (mais
barato) (p = 0,437); (D) Presenga/auséncia de pets (p = 0,0654); (E) Historico de verminoses (p = 0,5778); (F) Uso
de vermifugo nos tltimos seis meses (p = 0,6130). Significancia estatistica considerada para p < 0,05. (IR) Indice

de Reatividade.

Também foram realizadas anélises de regressao logistica considerando como variaveis
independentes idade, renda e valor do m? da 4rea de residéncia, a partir da prevaléncia obtida
com o TES de T. cati (Figura 5, item A) e com a proteina recombinante quimérica rShort [r(Tcn-
TES26 + Ten-CTL4)] (Figura 5, item B). No modelo referente ao TES de 7. cati, a idade
apresentou = —0,0217; z = -2,549; p = 0,011, indicando associacdo significativa e
evidenciando maior chance de reatividade em faixas etdrias menores. As varidveis renda
familiar (f = 0,0391; p = 0,555) e valor do m? da residéncia (B = —0,1136; p = 0,3645) nao

apresentaram significancia estatistica. Entretanto, na andlise multivariada excluindo a
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reatividade cruzada com 7. canis, a idade nao apresentou a mesma probabilidade (f =—0,0157;
z=-1,757; p = 0,0789). Renda (B = —0,0465; p = 0,4997) e o valor do m? da residéncia ( =

0,1100; p = 0,4209) ndo apresentaram associa¢do com a reatividade.

@

Probabilidade de resultado reagente

Probabilidade de resultado confirmado cati

0 20 a0 60

0 20 40 60
Idade (anos) Idade (anos)

Figura 5: Analise de regressdo logistica entre a prevaléncia de individuos reativos e a variavel idade. (A) TES de
T. cati: B =-0,0217; z=-2,549; p = 0,011. (B) rShort [r(Tcn-TES26 + Tecn-CTL4)]: f =-0,0157;z=-1,757 e p
=0,0789. Valores de B e z negativos indicam que a prevaléncia da infec¢do aumenta com a diminuigdo da idade,
sugerindo maior frequéncia de reatividade em criangas.

5. DISCUSSAO

Neste estudo, 186 amostras de individuos residentes em diferentes areas do municipio
de Uberlandia, Minas Gerais, foram avaliadas quanto a presenca de anticorpos IgG contra o
antigeno excretorio-secretorio (TES) de 7. cati por meio do ELISA indireto. Entre as amostras
inicialmente reativas, foi conduzido um segundo ELISA indireto empregando a proteina
recombinante quimérica rShort [r(Tcn-TES26 + Ten-CTL4)], desenvolvida a partir de epitopos
especificos de 7. canis, com o objetivo de excluir possiveis reatividades cruzadas ou
inespecificas. Essa estratégia metodologica ¢ relevante diante da reconhecida dificuldade em
diferenciar a sororreatividade entre 7. canis e T. cati, aspecto ainda pouco explorado na
literatura, mas fundamental para compreender a real contribuicdo de 7. cati na toxocariase
humana.

Ao comparar a soroprevaléncia entre adultos e criancas, observou-se diferenca
estatisticamente significativa no segundo ELISA indireto, no qual as criangas apresentaram
prevaléncia de 45,1%, superior a dos adultos (28,6%). O maior risco de infeccdo em criangas

estd fortemente associado a exposicdo a ambientes escolares, ao uso de espagos recreativos
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como pragas € parques, ao habito de geofagia e a menor adesao a praticas higiénicas, aspectos
jé descritos por Cassenote et al. (2014) e comumente presentes na infancia.

A contaminagdo ambiental de locais publicos, como pragas e parques, reflete a presenca
de caes e gatos nesses espagos, que atuam como importantes disseminadores da infec¢ao por
meio da deposi¢ao de fezes contaminadas. De acordo com o estudo de Bonilla-Aldana et al.
(2023), o Brasil ocupa a segunda posi¢do na América Latina em prevaléncia de ovos de
Toxocara em areas de lazer, atingindo 66% dos parques avaliados. Esses achados refor¢cam que
as espécies causadoras da toxocariase estdo amplamente distribuidas em ambientes urbanos,
nao se restringindo apenas a dreas periféricas ou rurais.

A soroprevaléncia da toxocariase no Brasil ¢ marcada por ampla variabilidade, resultado
das diferencas regionais, metodologicas e populacionais. Revisdes recentes apontam valores
entre 4,2% e 65,4% (Fialho, Corréa & Lescano, 2020; Chieffi et al., 2021). Em levantamento
realizado em cinco municipios do Estado de Sao Paulo, Chieffi et al. (1990) encontraram
prevaléncia geral de 3,6%, sendo 6,4% em criangas menores de 15 anos e 2,5% em individuos
com 15 anos ou mais. Em Campinas-SP, Anaruma Filho et al. (2002) observaram 23,9% de
soropositividade, enquanto em Paracatu-MG, Fialho ef al. (2016) reportaram 21,8%, associada
significativamente a baixa renda familiar. No Parana, Mattia et al. (2012) identificaram
prevaléncia de 36,8% em criangas, € em Pelotas-RS, Schoenardie et al. (2013) registraram uma
soroprevaléncia de 50,6%, confirmada por Western blot (banda ~30 kDa). Esses achados
reforcam a complexidade epidemioldgica da toxocariase humana e a relevancia de fatores
socioambientais € comportamentais na sua transmissao.

Outro aspecto amplamente discutido na literatura refere-se a posse de animais de
companhia como fator de risco para a toxocariase. Em uma revisdo sistematica da América do
Sul e Caribe, Ulloque-Badaracco et al. (2023) relatou que 68% dos individuos soropositivos
possuiam cdes em casa, sugerindo forte associacdo. No entanto, neste estudo ndo houve
correlagdo entre soroprevaléncia ou sororreatividade e posse de pets, possivelmente em razao
de cuidados frequentes com vermifugagao, higiene e manejo das fezes no domicilio.

Também foram analisados dados a respeito do historico de verminose e uso de
vermifugos nos seis meses que antecederam a coleta, porém nao houve associagdo desses dados
com a soroprevaléncia ou a sororreatividade. Magnaval et al. (2022) destacam que as terapias
anti-helminticas disponiveis para a toxocariase apresentam eficacia ainda pouco estudada,
sobretudo nas formas clinicas cronicas, como a neurotoxocariase e a toxocariase ocular. Além
disso, outros fatores podem influenciar esse resultado, como a dificuldade dos individuos em

lembrar com precisdo quando administraram o medicamento, a correta adesdo ao tratamento e
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o fato de que o vermifugo ndo impede reinfeccdes em ambientes contaminados. Soma-se a isso
que anticorpos IgG podem permanecer detectaveis por até cinco anos (Elefant ef al., 2006), de
modo que individuos tratados podem permanecer sororreativos em decorréncia da memoria

imunologica.

6. CONCLUSAO

Este estudo apresentou uma abordagem metodologica inovadora para excluir a
reatividade cruzada entre Toxocara spp., por meio da aplicagdo de duas etapas de ELISA,
visando compreender o papel do 7. cati na epidemiologia da toxocariase. Identificou-se que a
prevaléncia da infeccdo estd associada principalmente a infincia, ndo tendo sido influenciada
por fatores socioeconomicos. Esses achados evidenciam a necessidade de estratégias de
prevengao direcionadas as criancas € de maior atengdo a contaminagao com ambientes publicos,

contribuindo para o entendimento e controle da toxocariase humana.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Questionario sociecondmico

} Questionario I g I-|[ [I:@J

Codigo paciente:

1- Localidade de moradia
( )ZonaUrbana ( )Zona Rural
2- Idade:

3- Sexo:

()F (M

4- Profissao:

5- Quantas pessoas moram na casa:
6- Renda familiar:
7- Possui animais de estimacio?

() Sim- Quantos e quais? ( )Nao

8- Ja teve alguma verminose?
( )Sim. ( )Nao
8.1- Quando?
() Menos de um ano () Mais de um ano
9- Fez uso de vermifugo nos ultimos 6 meses?

() Sim — Qual? ( )Nao
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ANEXO 2 - Termo de Consentimento Livre Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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 responsabilidade dos pesquisadores Natalia Berne Pinheiro, Rodrigo
Rodrigues Cambraia e Roberto Ranza.

Nesta pesquisa nos estamos buscando identificar quais sdo os parasitos que estdo
presentes em pacientes com doengas reumaticas.

O Termo/Registro de Consentimento Livre e Esclarecido estd sendo obtido pelo
pesquisador Natalia Berne Pinheiro, Rodrigo Rodrigues Cambraia e Roberto Ranza
profissional habilitado para coleta de sangue, durante a consulta no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia. Vocé tem o tempo que for necessario para decidir
se quer ou ndo participar da pesquisa (conforme item IV da Resolugao n® 466/2012 ou
Capitulo. III da Resolugao n° 510/2016).

Na sua participagdo, 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 presenca de parasitos. Também sera fornecido potes para que, em casa, quando
houver vontade espontaneamente o responsavel colete as fezes. Estas também serdo
enviadas ao laboratorio para visualizagao de parasitos. Além disso, sera realizado sete
perguntas com tempo estimado para responder de 5 minutos. O pesquisador responsavel
atendera as orientacdes das Resolugdes n°® 466/2012, Capitulo XI, Item X1.2: fe n°
510/2016, 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 término da pesquisa. A ciéncia esta em constante evolucdo e as metodologias
disponiveis atualmente ndo sdo as mesmas de amanha. Por i1sso a importancia de poder
realizar novas inferéncias nestes dados com o armazenamento das amostras em
biorrepositorio. O armazenamento das amostras de sangue, soro e fezes sera no
laboratorio de Helmintologia do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas em freezer a -20°C até o processamento. As analises a serem realizadas serdo
de técnicas de sorodiagnostico, molecular e coproparasitologicas. Apds a conclusio das
analises, em um periodo de cinco anos, o material ndo utilizado sera imerso em hipoclorito
2% e o material descartado em lixo biologico apropriado. Caso haja intengao de utilizagéo
das amostras em pesquisas futuras o participante de pesquisa sera contatado para novo
consentimento, em atendimento a Portaria n® 2.201 de setembro de 2011, artigo 18.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados
e ainda assim a sua identidade sera preservada. E compromisso do pesquisador
responsavel a divulgaciao sos resultados da pesquisa, em formato acessivel ao grupo ou
populagio que foi pesquisada (Resolugao CNS n° 510 de 2016, Artigo 3°, Inciso IV).
Vocé nao tera nenhum gasto e nem ganho financeiro por participar na pesquisa. Havendo
algum dano decorrente da pesquisa, voceé tera direito a solicitar mdenizagdo através das
vias judiciais (Codigo Civil, Lei 10.406/2002, Artigos 927 a 954 ¢ Resolugdo CNSn° 510
de 2016, Artigo 19).

Os riscos consistemn em vazamento da identificacdo das pessoas, por ser dados sigilosos,
porém iremos fazer um cadastro onde apenas o coordenador do projeto tera acesso e a
partir deste ntunero de cadastro todas as amostras irdo receber apenas codigos. Além
disso, apds 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.
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Assim sera promovido a reducio da taxa de infec¢do nestes individuos.
Vocé ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem qualquer
prejuizo ou coagdo. Até o momento da divulgacao dos resultados, vocé também é livre
para solicitar a retirada dos seus dados da pesquisa.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com
vocé, assinada e rubricada pelos pesquisadores.
Em caso de qualquer duvida ou reclamagéo a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em
contato com Natalia Berne Pinheiro, Campus Umuarama - Bloco 4C - Sala 229. Av.
Amazonas - /n - Bairro Umuarama, Uberlandia — MG. Telefone: (34) 3225-8669.

Para obter orientagdes quanto aos direitos dos participantes de pesquisa acesse a cartilha
no link:
https://conselho.saude.gov.br/images/comissoes/conep/documentos/Cartilha_Direitos E
ticos_2020.pdf.
Vocé podera também entrar em contato com o Comité de Ftica na Pesquisa com Seres
Humanos — CEP, da Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av. Jodo Naves
de Avila, n° 2121, bloco A, sala 224, campus Santa Monica — Uberlandia/MG, 38408-
100; pelo telefone (34) 3239-4131 ou pelo e-mail cep@propp.ufu.br. O CEP/UFU é um
colegiado 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 padroes éticos conforme resolicoes do Conselho Nacional de Satde.

Uberlandia, ....... de oo de 20.......

Assinatura do(s) pesquisador(es)

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

Assinatura do participante de pesquisa
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ANEXO 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Para Responsavel Legal Por Menor

de 18 Anos.

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

Considerando a sua condi¢do de responsavel legal pelo(a) menor, apresentamos este
convite e solicitamos 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 Natalia
Berne Pinheiro, Rodrigo Rodrigues Cambraia e Roberto Ranza.

Nesta pesquisa nos estamos buscando identificar quais sdo os parasitos que estdo
presentes em pacientes com doengas reumaticas.

O Termo/Registro de Consentimento Livre e Esclarecido estd sendo obtido pelo
pesquisador Natalia Berne Pinheiro, Rodrigo Rodrigues Cambraia e Roberto Ranza
profissional habilitado para coleta de sangue, durante a consulta no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia. Vocé tera o tempo que for necessario para decidir
se a pessoa sob sua responsabilidade participara ou nao da pesquisa (conforme item IV
da Resolucdo n°® 466/2012 ou Capitulo ITI da Resolugao n°® 510/2016).

Na participagdo do(a) menor sob sua responsabilidade, ele(a) sera 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 presenca de parasitos.
Também sera fornecido potes para que, em casa, quando houver vontade
espontaneamente o responsavel colete as fezes. Estas também serdo enviadas ao
laboratorio para visualizacgdo de parasitos. Além disso, sera realizado sete perguntas com
tempo estimado para responder de 5 minutos. O pesquisador responséavel atendera as
orientagodes das Resolugdes n°466/2012, Capitulo XTI, Item X1.2: fen® 510/2016, 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 término da pesquisa.
A ciéncia esta em constante evolugdo e as metodologias disponiveis atualmente nio sio
as mesmas de amanha. Por 1sso a importancia de poder realizar novas inferéncias nestes
dados com o armazenamento das amostras em biorrepositorio. O armazenamento das
amostras de sangue, soro e fezes sera no laboratorio de Helmintologia do Departamento
de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biologicas em freezer a -20°C até o
processamento. As analises a serem realizadas serdo de técnicas de sorodiagnostico,
molecular e coproparasitologicas. Apos a conclusao das analises, em um periodo de cinco
anos, o material ndo utilizado sera imerso em hipoclorito 2% e o material descartado em
lixo biolégico apropriado. Caso haja intengdo de utilizacdo das amostras em pesquisas
futuras o participante de pesquisa serd contatado para novo consentimento, em
atendimento a Portaria n® 2.201 de setembro de 2011, artigo 18.

Em nenhum momento, nem o(a) menor € nem voce serdo identificados. Os resultados da
pesquisa serdo publicados e ainda assim a identidade dele(a) e a sua serdo preservadas. E
compromisso do pesquisador responsavel a divulgagdo os resultados da pesquisa, em
formato acessivel ao grupo ou populagido que foi pesquisada (Resolugdo CNS n° 510 de
2016, Artigo 3°, Inciso IV).

Nem ele(a) e nem vocé terdo gastos e nem ganhos financeiros por participar na pesquisa.
Havendo algum dano decorrente da pesquisa, vocé tera direito a solicitar indenizagio
através das vias judiciais (Codigo Civil, Lei 10.406/2002, Artigos 927 a 954 e Resolucido
CNS n° 510 de 2016, Artigo 19).



Os riscos consistem em vazamento da identificacio das pessoas, por ser dados sigilosos,
porém iremos fazer um cadastro onde apenas o coordenador do projeto tera acesso € a
partir deste nimero de cadastro todas as amostras irdo receber apenas codigos. Além
disso, apds 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 sera promovido a reducao da taxa de infec¢do nestes individuos.

A qualquer momento, vocé podera retirar o seu consentimento para que o(a) menor sob
sua responsabilidade participe da pesquisa. Garantimos que nao havera coagdo para que
o consentimento seja mantido, nem que havera prejuizo ao(a) menor sob sua
responsabilidade. Até o momento da divulgacao dos resultados, vocé também é livre para
solicitar a retirada dos dados do(a) menor sob sua responsabilidade da pesquisa.

O(A) menor sob sua responsabilidade também podera retirar seu assentimento sem
qualquer prejuizo ou coagdo. Até o momento da divulgagdo dos resultados, ela também é
livre para solicitar a retirada dos seus dados da pesquisa.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com
vocé, assinada e rubricada pelos pesquisadores.

Em caso de qualquer duvida ou reclamacéo a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em
contato com Natalia Berne Pinheiro, Campus Umuarama - Bloco 4C - Sala 229. Av.
Amazonas - /n - Bairro Umuarama, Uberlandia — MG. Telefone: (34) 3225-8669.

Vocé podera também entrar em contato com o Comité de Ftica na Pesquisa com Seres
Humanos — CEP, da Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av. Jodo Naves
de Avila, n° 2121, bloco A, sala 224, campus Santa Ménica — Uberlandia/MG, 38408-
100; pelo telefone (34) 3239-4131 ou pelo e-mail cep@propp.ufu.br. O CEP/UFU € um
colegiado 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 eticos conforme resoligoes do Conselho Nacional de Satde.

Uberlandia, ....... de ... de 20.......

Assinatura do(s) pesquisador(es)

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

Assinatura do participante de pesquisa
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ANEXO 4 - Parecer consubstanciado do CEP.

@i U F UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plotoforma
UBERLANDIA/MG %oﬂ

Comité de Eficn cm Poaqmizn

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Parasitos zoondticos: epidemiologia, diagnéstico e educagéo sanitaria de popula¢ées
em vulnerabilidade social

Pesquisador: NATALIA BERNE PINHEIRO

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 63623822.2.0000.5152

Instituicdo Proponente: Instituto de Ciéncias Biomédicas

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 5.768.585

Apresentacao do Projeto:

“Para o desenvolvimento deste projeto primeiramente iremos aguardar a finalizagdo e aprovagao da
solicitagdo ao comité de ética em Pesquisa com humanos. De posse de todos os documentos necessarios
iremos iniciar com os alunos de graduagdo em area de saide um treinamento nas técnicas de laboratorio
para o processamento das amostras de fezes e de sangue. Apds este momento iremos iniciar as reuniées
com os lideres das comunidades em vulnerabilidade social da cidade de Uberléndia-MG e com os diretores
e professores de Escola de Ensino Fundamental |, visando alinhar da melhor forma as intervengdes que
serdo realizadas. Estas reunides serdo de grande importancia para a adesdo das escolas comunidades e
responsaveis das criangas que serdo incluidas no projeto. Neste momento iremos explicar o objetivo do
projeto os beneficios e possiveis efeitos adversos ao participar da agdo e a forma como as coletas iro
ocorrer. Aos que aceitarem que as criangas de sua responsabilidade participem, sera fornecido um Termo
de Acentimento Livre e Esclarecido. Com isso iniciaremos a distribuicdo de material para que os
responsaveis coletem em seu domicilio, quando houver defecagdo espontanea, o material fecal das
criancas. O sangue sera coletado por agentes de saude capacitados no momento da entrega do material.
Todas as amostras serdo levadas ao Laboratdrio de Parasitologia da Universidade Federal de Uberlandia
para armazenamento e processamento. Assim que obtivermos os resultados iniciaremos a entrega dos
laudos aos responsaveis e as autoridades em salde para a construgdo de estratégias de tratamento e
controle dos parasitos de importancia em saude publica.

Enderego: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco "1A”", sala 224 - Campus Sta. Ménica

Bairro: Santa M&nica CEP: 38.408-144
UF: MG Municipio: UBERLANDIA
Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)3239-4131 E-mail: cep@propp.ufu.br
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ANEXO 5 - Parecer consubstanciado do CEP.

@ U FU UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
UBERLANDIA/MG %oﬂ

Comité de Etica cm Pesquoisa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DIAGNOSTIQO DE GEOHELMINTOS EM PACIENTES PORTADORES DE DOENCAS
REUMATOLOGICAS AUTOIMUNES E PADRAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA
SISTEMICA

Pesquisador: NATALIA BERNE PINHEIRO

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 63571422.1.0000.5152

Instituicao Proponente: Instituto de Ciéncias Biomédicas
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 5.820.607

Apresentacdo do Projeto:

As informacgdes elencadas nos campos “Apresentacdo do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e “Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios” foram retiradas dos documentos Informagdes Basicas da Pesquisa n°® 1916435 e
Projeto Detalhado (Projeto.pdf), postados em 22/09/2022 e 20/09/2022, respectivamente.

INTRODUGCAO

Os pacientes incluidos neste estudo serdo compostos por pessoas atendidas pelo Servigo de Reumatologia
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU). Estes pacientes serao divididos
em trés grupos, cada um contendo 100 individuos, com doengas reumatoldgicas autoimunes: artrite
reumatoide, espondiloartrites e IUpus eritematoso sistémico. Um grupo controle sera formado por individuos
livres de doengas crdnicas e autoimunes. Para todos os individuos que aceitarem participar da pesquisa
sera aplicado um questionario (Anexo |) simples e de facil entendimento visando obter dados basico como
faixa etaria e informacdes especificas como regido e cidade de sua moradia, profissdo, contato com animais
e utilizagdo de anti-helminticos.Aspectos éticos Serdo incluidas neste estudo amostras de individuos livres
de doengas crénicas e autoimunes e pacientes triados e selecionados pelo Servigo de Reumatologia

Endereco: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Ménica

Bairro: Santa Mdnica CEP: 38.408-144
UF: MG Municipio: UBERLANDIA
Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)3239-4131 E-mail: cep@propp.ufu br

Pagina 01 de 11

39



