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RESUMO

Dermatite Atépica e Ascaridiase no Bairro do Pedregal na Cidade de Campina
Grande — Paraiba.

Foram estudadas as prevaléncias de Dermatite Atopica (DA), parasitoses intestinais,
nivel de renda familiar, escolaridade materna, histéria familiar de alergia, niveis de
IgE e 1gG4 anti-Ascaris lumbricoides (ELISA),frequencia de celulas CCR4+Th2 e
CXCR3+Th1 e sensibilidade cutdnea aos aeroalergenos e antigenos alimentares em
criangcas de 2 a 10 anos de idade no Bairro do Pedregal da cidade de Campina
Grande — PB, onde sao observados baixos indicadores de desenvolvimento
humano. Para avaliar a prevaléncia, foi realizado um estudo transversal e utilizado o
questionario-padrao do International Study of Asthma and Allergies in Childhood)
(ISAAC) que avalia doengas alérgicas em criangas e adolescentes. O questionario
foi aplicado em 1.582 criancas, sendo incluidas no estudo 1.195 criancas que
entregaram a amostra fecal para o exame parasitoldgico de fezes no periodo de 16
de janeiro a 19 de novembro de 2007. A prevaléncia de DA foi de 24,7% (n=296), e
de ascaridiase 26,1% (n=312). A renda familiar observada em 45,9% das familias
das criangas era menor ou igual a um salario minimo e 81,3% das maes se diziam
analfabetas ou tinham o curso fundamental incompleto. Deste total foram
selecionadas aleatoriamente 118 criangas entre as portadoras de DA e ascaridiase,
DA e nao-ascaridiase. Avaliou-se os niveis séricos de IgE e 1gG4 anti-Ascaris
lumbricoides, no sangue periférico, a frequéncia de células CCR4+Th2 e
CXCR3+Th1 e testes cutaneos de leitura imediata. A frequéncia do CCR4+Th2 foi
significativamente mais alta nas criangas sem infeccdo comparando com as
infectadas. Assim, a infecgdo por A. lumbricoides modifica no sangue as células
CCR4+Th2 em criangcas com DA e podem diminuir a severidade das lesdes
cutaneas. Nas 118 criangas avaliadas observou-se que os niveis de IgE-anti-Ascaris
lumbricoides foi elevado em ambos os grupos (p=0.06) enquanto a IgG4 anti-Ascaris
tambem n&o mostrou diferenca significativa entre os 2 grupos avaliados (p=0,3).
Assim, nas 1.195 criangas apesar da elevada frequéncia das patologias envolvidas
observa-se que ha aparente associacao entre Dermatite Atopica e ascaridiase.

Palavras chaves: 1. Dermatite Atopica 2. Ascaridiase. 3. Criangas 4. Prevaléncia
5. Campina Grande 6. Paraiba



ABSTRACT

Atopic dermatitis and ascaridiasis in Pedregal neighborhood in the city of

Campina Grande — Paraiba.

The prevalence of Atopic Dermatitis (AD), intestinal parasitoses, level of family
income, maternal education, family history of allergies, levels of IgE and 1gG4 anti-
Ascaris lumbricoides (ELISA),frequency of CCR4+Th2 and CXCR3+Th1, and
cutaneous sensitivity to aeroallergens and food antigens were studied in children
from 2 to 10 years of age, from Pedregal neighborhood in the city of Campina
Grande — PB, where low indicators of human development were observed. To
assess prevalence, a transversal study was performed and the standard
questionnaire from the International Study of Asthma and Allergies in Childhood)
(ISAAC), which evaluates allergic diseases in children and adolescents, was used.
The questionnaire was applied in 1.582 children, being included in the study 1.195
children who delivered a fecal sample for feces parasitological exam from January
16™ to November 19" 2007. The prevalence of AD was of 24.7% (n=296) and
ascaridiasis 26.1% (n=312). Family income of 45.9% of the children’s family was
lower or equal to a minimum salary and 81.3% of the mothers were illiterate or had
an incomplete primary school education. From this total, 118 children with AD and
ascaridiasis, and AD without ascaridiasis were randomly selected. The serum levels
of IgE and IgG4 anti-Ascaris lumbricoides were evaluated, also the frequency of
CCR4+Th2 and CXCR3+Th1 cells in peripheral blood, and the skin prick test (SPT)
were evaluated. The CCR4+Th2 frequency was significantly higher in helminth-free
than in infected children. In conclusion, current A. lumbricoides infections alter blood
traffic of CCR4+Th2 cells in AD children and may diminish the severity of clinical
manifestations on the skin. In 118 children assessed, it was observed that the levels
of IgE- anti-Ascaris lumbricoides was high in both groups (p=0.06) while IgG4 anti-
Ascaris did not show any significant difference between the two studied groups
(p=0.3). Therefore, in 1.195 children, in spite of the high frequency of the pathologies
involved, it is observed that there is apparent association between Atopic Dermatitis
and ascaridiasis.

Key Words: 1. Atopic Dermatitis. 2. Ascaridiasis. 3. Children. 4. Prevalence.
5. Campina Grande. 6. Paraiba.
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1. APRESENTACAO

O interesse por esse estudo surgiu quando foram avaliados os dados obtidos
da Dissertagdo de Mestrado “Asma e Ascaridiase no Bairro do Pedregal da cidade
de Campina Grande-PB” apresentada no colegiado de Curso de Pds-graduagéo em
Medicina e Saude da Faculdade de Medicina da Universidade Federal da Bahia
(Silva, 2002). Na avaliagédo da prevaléncia de doencgas alérgicas as criangas de 2 a
10 anos envolvidas no estudo, foi utilizado o International Study of Allergies in
Childhood (ISAAC) validado no Brasil e em outros paises (Yamada et al., 2002,
Haileamlak A et al., 2005). Dentre os achados da pesquisa, foi observado que nas
criangcas com Dermatite Atopica (DA) Leve (sem lesdes articulares) né&o
apresentavam diferenga na prevaléncia de ascaridiase (p>0,88), enquanto naquelas
com DA grave (com lesdes articulares) havia uma maior prevaléncia de portadores
da geo-helmitiase (p < 0,03). Assim, surgiu a curiosidade de realizar um estudo
envolvendo ndo so6 a prevaléncia, mas que pudesse se aprofundar na avaliacdo das
possiveis variagdes imunologicas decorrentes da associagao DA e ascaridiase.

O trabalho foi realizado no bairro do Pedregal, onde, conforme dados
fornecidos pela Secretaria Municipal de Saude existem 2.655 familias cadastradas
pelo Programa de Saude da Familia (P.S.F.) estando a populagdo estimada em
10.706 habitantes. Deste total, as criangas na faixa etaria de 2 a 10 anos
compreendem 14,9% (n=1.600) dos moradores. O P.S.F. do bairro do Pedregal foi
iniciado em 1994, por intermédio da Secretaria Municipal de Saude e com a
consultoria de profissionais da saude de Cuba. Atualmente € composto por 2 Postos,
assim distribuidos: 2 meédicos, 2 enfermeiras, 2 auxiliares de enfermagem e 10
agentes de saude em cada um deles.

O trabalho foi iniciado em 16 de janeiro e concluido em 19 de novembro de
2007, apds a aprovagdo do Comité Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Alcides Carneiro (HUAC) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG)
(Anexo 1) e da liberagdo da Secretaria Municipal de Saude de Campina Grande
(Anexo 2). Foram aplicados 1.582 questionarios ISAAC (Anexo 3) em visita
domiciliar, ocasido em que eram entregues os depositos para a coleta de fezes. O
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 4) era lido e explicado até que
nao houvesse duvidas. A presenca do Agente de Saude foi fundamental por facilitar

0 acesso a populagcado da area. Apesar de contarmos com a colaboragdao da maioria
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deles, alguns Agentes de Saude nao tinham disponibilidade para nos acompanhar.
Mas, para surpresa e estimulo, a populagao logo tomou conhecimento do Projeto de
Pesquisa, o que muito facilitou na resposta ao questionario e a entrega da amostra
fecal. Foram entregues 1.195 fezes (75,5%) para exame Coproparasitologico
(Ritchie e Kato-Katz). Tivemos uma perda de 387 (24,4%) de amostras fecais,
decorrentes da ndo entrega do material pelas familias, mas apenas 2 familias se
negaram a nos receber.

As criancas envolvidas no estudo sdo matriculadas nas escolas (IDEB do
municipio de Campina Grande foi de 3,3 em 2007) principalmente para ter direito
aos incentivos do governo, sendo esta, para muitas familias, a unica fonte de renda.
Poucas criangas tém apoio em suas tarefas escolares. O que mais impressiona é a
falta de conhecimento sobre cidadania: ndo sabem o nome completo, data de
nascimento, nome dos pais € nem o enderecgo residencial, ja que frequentemente
mudam de residéncia, como pudemos observado na segunda fase do estudo. Muitos
moram com 0s avds, que, com as suas aposentadorias, contribuem decisivamente
para a renda familiar.

O Pedregal é area de topografia muito acidentada. Portanto sao frequentes
criangcas com escoriagoes e fraturas decorrentes de acidentes o local. Também sao
comuns as brigas “de rua” e mordida de cachorros, uma vez que costumam passar o
restante do dia, apds a escola, livres e soltos brincando nas ruas, convivendo com
esgoto, lixo e dejetos animais. Agdes policiais devido a roubos e comercio ilegal de
drogas sao frequentes no local. Em alguns casos, quando os responsaveis legais
das criangas relatavam ser alfabetizados, eram incapazes de ler o nome dos filhos
que identificava o recipiente para a amostra fecal. Assim, optou-se pela numeragao
cronoldgica da idade das criangas.

As ruas nao sao totalmente saneadas, encontrando-se algumas com esgoto
“a céu aberto” e ao longo de todo o bairro existe um canal que serve de brincadeira
para criangas, ao mesmo tempo em que € um depdsito de lixo e esgoto. Com o
aumento dos niveis pluviométricos na cidade o canal transborda inundando as areas
proximas. A coleta de lixo é feita irregularmente e, em algumas ruas, esta se torna
impossivel, devido as caracteristicas geograficas das mesmas. Assim, segundo a
SEPLAN (Secretaria de Planejamento e Gestdo da Prefeitura Municipal de Campina
Grande), cerca de 92% dos domicilios possuem banheiro ou sanitario. A coleta de

lixo serve a 62% da populagao.
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Apos a primeira fase do estudo (prevaléncia) foi iniciada a segunda etapa do
estudo que contou inicialmente com a escolha aleatéria de uma sub-amostra de 93
criangas portadoras de DA para avaliar aquelas parasitadas ou n&o. Esta etapa se
iniciou em 19 de margo de 2008 e consistiu na coleta de uma segunda amostra fecal
(Ritchie e Kato-Katz) e do sangue periférico para a realizagdo de hemograma,
sorologia (IgE e 1Gg4 anti-A.lumbricoides), a frequéncia de células CCR4=Th2 e
CXCR3+Th1 e testes cutaneos de leitura imediata para aeroalérgenos e alimentos.

Uma grande dificuldade decorreu dos altos niveis pluviométricos (média de
108,3mm/ més em 2008, - AESA; 23,4°C de temperatura média/més e 76% de
umidade relativa do ar - INMET) observados neste periodo, o que dificultou o
deslocamento das criangas e 0s seus responsaveis para serem encaminhados ao
laboratdorio.

Os resultados da pesquisa se encontram apresentados na forma de (02)
artigos:

e O Artigo 1: avalia a prevaléncia de DA e ascaridiase em criangas de 2 a 10
anos. Apesar de serem agravos muito frequientes em todo o mundo, poucos
trabalhos foram encontrados (Schafer et al., 2005, Woédermann et al., 2008),
apesar da busca ativa em bancos de dados disponibilizados pela Capes.
Publicado no Jornal de Pediatria : Silva MT,Souza VM, Bragagnoli G, Pereira TG,
Malaguefio E. Atopic dermatitis and ascaridiasis in childrenaged 2 to 10 years. J
Pediatr (RioJ). 2010; 86(1): 53-58.

e O Artigo 2: Neste, foi avaliada a associagdo da Dermatite Atdpica e ascaridiase,
frequéncia de células CCR4+Th2 e CXCR3+Th1 e testes cutaneos de leitura
imediata para aeroalérgenos e antigenos alimentares respondendo a pergunta
inicial e condutora do estudo (Boggiolini M., 1998; Wakugawa M, et al 2001).
Enviado para publicagdo a revista “The Scandinavian Journal of Clinical &

Laboratory Investigation”.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ascaridiase

2.1.1. O Parasito

A ascaridiase, ascariase ou ascariose tem como agente etiolégico o Ascaris
lumbricoides (LINNAEUS, 1758) e é uma das geo-helmintoses mais frequentes,
especialmente entre populacdo com baixos indicadores de desenvolvimento humano
que a conhece como “lombriga” ou “bicha” (Silva AVM, 2000). Esse verme pertence

familia Ascarididae, Subfamilia Ascaridinae.

O Ascaris lumbricoide € parasito do intestino delgado (jejuno e ileo) e
desenvolve ciclo larvario pulmonar. Os vermes adultos sio cilindricos, medindo o
macho em média 15 a 30 cm de comprimento e a fémea 35 a 40 cm de comprimento
e pbde 200 a 400 mil ovos/dia, os quais sdao muito resistentes no meio externo e

sobrevivem meses em terrenos umidos e quentes (Huggins et al., 2000).

A transmisséo ocorre mediante a ingestao de agua e alimentos contaminados.
Também a poeira, insetos e depdsito sub-ungueal em escolares e manipuladores de
alimentos sdo mecanismos envolvidos na veiculacdo dos ovos de A. lumbricoides
(Huggins et al., 2000).

2.1.2. Epidemiologia

A ascaridiase € uma parasitose mundialmente distribuida (Bundy DAP, 1994).
A prevaléncia do parasitismo na populagao foi avaliada por CHAN MS, em 1997
estimando que 1,5 bilhdes da populacdo mundial estivessem infectadas pelo A.

lumbricoides.

No Brasil, PESSOA & MARTINS (1982), utilizando os resultados do inquérito
helmintolégico realizado por PELLON & TEIXEIRA (1950-1953), estimaram o
parasitismo humano para uma populacdo de 70 milhdes de habitantes em 50
milhdes (71,4%) de portadores de ascaridiase. Em 1971, VINHA (apud Silva AVM,

2000) que usou dados fornecidos pelo Departamento Nacional de Endemias Rurais,
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estimou para a populagao brasileira, de 90 milhées de habitantes, a ocorréncia de
ascaridiase em 54 milhdes (60%). Estudos realizados entre 1984 e 1985 por
MONTEIRO & CLOIS (apud Farias), 1997, por meio de exames coproldgicos,
realizados em amostra probabilistica na populagdo menor de 5 anos de idade do
municipio de Sdo Paulo, mostraram que 30,9% das criangas apresentavam alguma
espécie de parasito intestinal, sendo a ascaridiase uma das mais frequentes, acima
de 10%.

Trabalho realizado em Curitiba (Parana) em 103 criangas, de 6 a 16 anos,

encontrou 42,7% de portadores de ascaridiase (Rosario, 1980).

No Nordeste, LUCENA & MAGALHAES NETO (1942) e PEREIRA et al.
(1984) encontraram 74,8% e 75,2%, respectivamente, na populagdo de areas rurais
de Pernambuco. No sertdo do semi-arido do Nordeste, a prevaléncia € muito menor,
porém em grandes centros urbanos, onde as condigdes basicas de vida digna nao
sdo oferecidas, tém sido observadas elevadas prevaléncias de 56,0% e 76,8%
PEREIRA & COSTA (apud Huggins et al., 2000).

Estudo realizado em Salvador (Bahia) em criangas (n=1131) de 7 a 14 anos

de idade, a prevaléncia de ascaridiase foi de 31,2% (Prado et al., 2001).

Em Campina Grande (Paraiba), COSTA (1995) encontrou 50% de criangas
(n=17), entre 2 e 6 anos, infectadas com A.lumbricoides. FARIAS (1997) estudando
156 criangas de 0 a 5 anos no Centro de Saude da Bela Vista, usando prontuarios
com diagnéstico de parasitose intestinal, encontrou 33,3% de infectados na faixa
etaria de 0 (zero) a 1 ano; 35,9% entre 2 a 3 anos e 30,8% entre 4 e 5 anos de
idade. PEREIRA et al. (1995) estudando criangcas de 0 a 6 anos na Favela dos
Teimosos, encontraram 49,4% de ascaridiase. Avaliando a populagédo geral de uma
outra favela em Campina Grande, PEREIRA et al. (1995) verificaram 54,8% casos
de A. lumbricoides. Em trabalho realizado na Vila Florestal, a 8 km de Campina
Grande, PEREIRA et al. (1996), computando toda a populagéo, encontraram 54% de
ascaridiase. Neste mesmo ano, 1996, os mesmos pesquisadores trabalhando em
Lagoa Seca, a 10 km de Campina Grande, encontraram 54% de pessoas infectadas
com A. lumbricoides. Em 1996, PEREIRA et al., estudando enteroparasitoses em
gestantes do Instituto de Saude Elpidio de Almeida (ISEA), moradoras de Campina
Grande e de outras localidades situadas na regido da Borborema, encontraram
65,6% de casos com ascaridiase. PEREIRA et al. (1996) trabalhando com 193
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criancas na faixa etaria de 8 a 12 anos de idade em duas escolas publicas
encontraram 56% de ascaridiase. Em trabalho realizado no bairro do Pedregal,
avaliando 742 criangas de 2 a 10 anos de idade foi encontrada uma prevaléncia de
56,3% (Nascimento Silva et al, 2003).

2.1.3. Patologia e patogenia

As alteragdes patologicas observadas na ascaridiase devem ser estudadas
acompanhando o ciclo do helminto: larva e vermes adultos. Sendo o A. lumbricoides
um nematdide monoxeno, tem um ciclo evolutivo bem caracterizado. Na fase
obrigatéria de vida livre, apds a postura na luz intestinal, os ovos s&o eliminados
para o meio exterior com as fezes. Encontrando condicbes de umidade e calor,
desenvolvem-se em 10 a 15 dias, passando pelas fases de moérula, blastula e
gastrula, resultando em larva rabditoide, ainda no interior do ovo. Neste estagio os
ovos larvados ou embrionados atingem o estébmago por via oral, por meio de agua e
alimentos contaminados ou por via oral pela poeira depositada na mucosa nasal, e
levados pelo muco até a nasofaringe, onde sao deglutidos (Moraes et al., 2000). Em
seguida, apos a degluticdo os ovos sofrem a acédo do suco gastrico e no duodeno, a
larva infectante é liberada. Nesta fase, vao até a regido cecal onde atravessam a
mucosa e atingem o sistema venoso ou linfatico. Através da veia cava ou pelo canal
toracico, ou por ambos, as larvas atingem os capilares pulmonares e os alvéolos.
Esta migracao constitui o ciclo de Looss, e fundamentam a Sindrome de Loéeffler,
caracterizada por dispnéia, sibilos e condensagao pulmonar migratoria. As larvas do
pulm&o migram até a faringe, voltando ao estdmago e intestino (Moraes et al., 2000).
Na literatura tém sido descritas larvas erraticas no sistema nervoso central,

(meninges, cerebelo) e rins (Moraes et al. 2000).

Os vermes adultos no intestino delgado provocam irritagdo na superficie
mucosa, levando a uma enterite crénica. Nas pessoas infectadas, pode-se observar
lipotimias e perturbacbes visuais, talvez pelo atrito sobre a mucosa intestinal
excitando os neurbnios dos plexos nervosos, que inervam a parede do trato
digestivo (Moraes et al., 2000). Nas parasitoses macigas, sobretudo nas criangas,
um bolo de vermes enovelados pode causar dor e obstrugdo do intestino delgado,
podendo complicar-se por perfuragdao e volvo. Em outras situagdes, os vermes

adultos podem migrar e levar as formas clinicas extra-intestinais. Através da ampola
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de Vater formas jovens e vermes adultos alcangcam as vias biliares, levando a
colecistite, colelitiase ou colédoco-litiase. Ja o abscesso hepatico ascaridiano
decorre da migragdo ascendente dos vermes até o parénquima hepatico e a
sintomatologia resultante é de um abscesso hepatico misto, devido a co-infecgéo por
enterobactérias. A penetragao dos A. lumbricoides no canal de Wirsung determina a
ascaridiase pancreatica, levando a pancreatite aguda. A localizagdo nas vias

urinarias é rara (Pinilla et al., 2001).

2.1.4. Imunologia

A infeccao por A.lumbricoides, especificamente na fase larvaria, € associada
a niveis elevados de IgE sérica, eosinofilia, Sindrome de Loefler e asma (Bazaral et
al., 1973; Moqgbel et al., 1990). Talvez por isto, JARRET et al. (1974) ja
caracterizavam as infecgdes por A. lumbricoides por niveis altos de IgE e eosinofilia.
Um dos primeiros estudos da associagao entre IgE e parasitose, envolvia a infec¢ao
experimental pelo nematdédeo Nippostrongylus brasilienses (Jarret et al., 1974).
Estudos posteriores confirmaram estes achados (Watanabe et al., 1988 e Allen &
Maizels, 1996).

Atualmente, é sabido que as infecgbes helminticas levam a liberagdo de
citocinas pelas células do tipo Th2 (Denburg, 1996). O mecanismo de expulsdo do
verme, por exemplo, envolve os mastécitos da mucosa, por meio das células T
ativadas pelo antigeno parasitario, aparentemente em dois estagios, a partir de
combinagdo de mecanismos T-dependentes e T-independentes, mediadas pelas
citocinas do TNF-alfa e a IL-1, que estimulam a proliferacdo de células caliciformes

e, consequentemente, o aumento de secre¢do do muco (Limaye et al., 1990).

Células T (predominantemente Th2) respondem aos antigenos do parasito e
induzem a producao de anticorpos pelas células que sofreram proliferacdo em
resposta a IL-4 e IL-5. A proliferacdo dos mastdocitos da mucosa ocorre em resposta
as citocinas IL-3, IL-4 e IL-10 que também levam a hiperplasia das células

caliciformes, secretoras de muco no epitélio intestinal (Lymaye et al.,1990).

Os vermes sao danificados por anticorpos e produtos dos mastoécitos,
sensibilizados pela IgE, que degranulam apds o contato com o antigeno e liberam a

histamina, a qual, por sua vez, aumenta a permeabilidade do epitélio intestinal.
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Contudo, segundo ROITT et al. (1999), este mecanismo imunopatolégico nao é

suficiente para eliminar os vermes.

As helmintiases com o predominio Th2 sdo capazes de potente produgao de
IgE policlonal, eosinofilia e mastocitose (Jarret & Miller, 1982) e sintese de IL-4, IL-
5, IL-9, IL-13 e IL-10 (Bancroft & Grencis, 1998). Contudo, em estudos recentes, foi
observado que individuos infectados com altas cargas parasitarias apresentaram
uma menor resposta proliferativa de células Th2, comparado com individuos
parasitados com cargas menores (Turner et al, 2002; Heyes et al, 2004; Jackson et
al, 2004), sugerindo a necessidade de uma potente resposta Th2 para eliminagao do
parasita. Por outro lado, estes achados indicam também a presenca de um estado
de supressao da resposta imune Th2 durante as infec¢gbes por altas cargas

parasitarias.

Este carater imunossupressivo das infeccbes por helmintos vem sendo
intensivamente investigado (Sabin et al, 1996; Cooper et al, 2001). Com relacéo as
reacdes alérgicas, observou-se que a presenga dos vermes Ascaris lumbricoides,
Ancylostoma duodenale e Schistosoma mansoni diminuem a intensidade dos testes
cutaneos de puntura e do quadro alérgico de asma (Lynch et al, 1998; Araujo et
al.,2000; Cooper et al, 2004; Medeiros et al, 2003). Estes dados corroboram a
“hipdtese da higiene” que preconiza o contato com agentes infecciosos, durante a
infancia, como uma condigdo para menor prevaléncia de doengas alérgicas nos

paises em desenvolvimento (Yazdanbakhsh et al, 2002).

Dentre os possiveis mecanismos imunoldgicos comprometidos com a relagao
inversa entre parasitoses e alergia, estd a producdo de IL-10 induzida pelos
helmintos. A IL-10 tem uma agao pan-supressora inibindo ambas as respostas Th1 e
Th2 (Muraille & Leo 1998). A IL-10 tem um efeito inibitério na producao de
quimiocinas (IL-10 e MIP-1a) e citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-12) pelos
macrofagos e células dendriticas, inibindo a resposta Th1. Com relagdo a supressao
da resposta Th2, a IL-10 esta relacionada com a inibigdo da sintese de anticorpos
IgE e com o aumento na produgado de anticorpos IgG4, considerado um bloqueador
da acéo anafilatica via IgE (Hussain et al, 1992; Taylor et al, 2004).
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2.1.5. Quadro clinico

A sintomatologia da infecgdo pelo A. lumbricoides é muito variavel,
dependendo do tipo de migracdo do verme (no intestino ou em localizagdes
ectdpicas), o que dificulta tragar um quadro clinico uniforme. Também a continua
exposicao a infeccao dificulta estabelecer o periodo de incubagao. Alteragdes
intestinais leves, crises diarréicas, nauseas, sensacdo de desconforto e dores
abdominais, podem vir acompanhadas de nervosismo, convulsdes, sono intranquilo
e abaulamento do abddémen. Obstrugcao intestinal, por enovelamento dos vermes,
ictericia obstrutiva, pancreatite, ruptura intestinal com peritonite, apendicite,
gangrena de saco herniario, abscesso pulmonar e outros processos patoldgicos,
dependem da migragao do A. lumbricoides (Moraes et al. 1999; Silva AVM, 2000).

2.1.6. Diagnastico clinico e laboratorial

O diagnastico clinico deve ser considerado em pessoas residentes em areas
endémicas, especialmente naqueles residentes em areas onde as condicbes

sanitarias ndo sao satisfatorias.

O diagnéstico laboratorial é feito pelo encontro dos ovos nas fezes usando os
métodos de sedimentagdo espontanea em agua de Lutz-Hoffman-Pons e Janer e
Ritchie (Lima et al., 1977). O método de Kato-Katz & altamente sensivel para
detectar e quantificar ovos de Schistosoma mansoni, A. lumbricoides e Trichiura
trichiurus (de acordo com a Organizagcdo Mundial de Saude), (Pessoa & Martins,
1982) mas tem como desvantagem n&o detectar protozoarios e larvas de helmintos
e, no caso de ovos de ancilostomideos, a lamina deve ser examinada dentro de no
maximo 3 horas. Também as fezes liquefeitas sao dificeis de serem examinadas
pelo método de Kato-Katz (Pessoa & Martins, 1982). Portanto, utilizamos os
métodos de Ritchie e Kato-Katz na identificacdo e contagem dos ovos de A.

lumbricoides em nosso estudo.
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2.2. Dermatite Atépica

2.2.1. Caracteristicas da Dermatite Atépica

A Dermatite Atopica (DA) também denominada Eczema Atdpico (EA) € uma
doenca inflamatdria da pele de carater cronico e recidivante caracterizada por
prurido intenso e lesdes eczematosas que se iniciam em 85% das vezes na primeira
infancia (Hanifin & Hajka, 1980). A DA é mais frequente em lactentes e a sua
prevaléncia e gravidade, em geral declinam com a idade. Em lactentes e criangas
menores predomina a DA aguda (eritema, exudacédo e vesiculagdo) acometendo
principalmente couro cabeludo, face e superficie extensora dos membros. Ja nas
criancas mais velhas e em adultos a DA sub-aguda e cronica (escoriagdes,
liquenificagdo, pouca ou nenhuma exudagdo) as lesbes se localizam
preferencialmente em flexuras (Adinoff & Clarck, 1996). A presenca de histdria
familiar e associagcdo com outras doencas alérgicas sao frequentes (Castro et al.,
2006).

O primeiro caso de DA, teria sido do fara6 Menés de Menfis, que morreu
provavelmente em 2.900 AC. O historiador romano Suetbnio, descreveu os sinais e
sintomas do imperador César Augusto (63-14 AC), que apresentava pele
liquenificada e intensamente pruriginosa, além de asma e rinite, problemas que eram
exacerbados por variacdo sazonal . Apenas a partir do século XVIII, sao descritos
quadros clinicos, compativeis com DA e com as mais variadas nomenclaturas dadas
pelos diversos autores: Hebra (micosis flexuratum), Brocq e Jacquet (neurodermite —
linquen de Vidal), Vencer (prurigo diatésico), Rash (prurigo de Besnier), Saboroud
(prurigo asma) e Neisser que a denominou como dermatite liquenioide pruriginosa

(Consenso Latino Americano de Dermatite Atopica, 2004).

Em 1906, Clemens Von Pirquet introduziu o conceito de Alergia e
posteriormente, em 1920, Coca e Cooke criaram o termo “atopia” (a=sem, topos
=lugar), para descrever os disturbios geneticamente determinados como asma
brénquica, rinite alérgica e febre do feno e o “rash” cutdneo pruriginoso. Estes

mesmos autores introduziram os testes alérgicos cutaneos.

Em 1930, Sulzberger e Hill classificaram o eczema atopico em 3 fases: do

lactente (até 2 anos), da crianga (2 a 12 anos) e do adolescente e adulto acima de
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12 anos (apud Camelo-Nunes, 2004). Hanifin & Hajjka (1980), baseando-se em
critérios clinicos determinaram critérios maiores e menores para o diagndéstico da
DA. Apesar de se tratar de mecanismo de diagnostico, apresentam dificuldades nos

estudos epidemioldgicos.

Os critérios definidos por Hanifin & Rajka, criando as condigdes essenciais ou
principais e as secundarias facilitaram a classificagdo (Hanifin & Rajka,1980) (Tabela

1).

Tabela 1. Critérios de diagndsticos para Dermatite Atopica de Hanifin & Rajka

Condic¢des Principais (3 ou mais):

1. Prurido (essencial)
2. Morfologia e distribuicao tipica
3. Evolugao cronica com recaidas

4. Atopia pessoal ou familiar

Condig¢des Secundarias (3 ou mais):

Xerose, pitiriase alba, prurido pelo suor, ceratose pilar,eczema malar, iniciado na
infancia, ictiose, ceratose palmo-plantar, reacdo imediata ao teste de puntura,
lesdbes nao especificas de maos e pés, queilites, ceratocones, acentuagao
perifolicular, palidez, eritema facial, intolerancia a |4 e solventes lipidicos,
hipersensibilidade alimentar, dermografismo branco, conjuntivite recorrente,
escurecimento orbital, catarata sub-capsular, dobra infra-orbital (Dennie-Morgan),
tendéncia a infecgao cutdnea com imunidade celular diminuida.

Como se trata de avaliacao clinica, os estudos populacionais se tornavam de

dificil avaliacéao.

Assim, a aquisicdo de um instrumento (questionario escrito auto-aplicavel)
padronizado, o International Study of Asthma and Alergies in Childhood, (ISAAC)
permite pela primeira vez, a determinacdo da prevaléncia de asma, rinite e DA ao
redor do mundo, o que facilitou os estudos epidemiolégicos (Asher et al., 1995;
Williams et al.,, 1999). No Brasil, o questionario do ISAAC foi validado apds a
tradugao para o portugués (cultura brasileira) e aplicado em sete centros (Yamada et
al., 2002) e em sua fase 3 em 20 cidades (Solé et al., 2006).

O manejo dos pacientes com DA se torna complexo por se tratar de doenga
multi-causal, onde fatores genéticos, mudangas no estilo de vida, no padrao

alimentar e a maior exposi¢ao aos alergenos intradomiciliares, bem como a idade de
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inicio dos sintomas seriam fatores que influem no aumento da prevaléncia em paises
desenvolvidos (Akdis et al.,1999; Willams et al., 1999).

2.2.2. Epidemiologia da Dermatite Atopica

Os estudos que avaliam a prevaléncia de DA séo escassos, ja que as formas
leves da doenca podem passar despercebidas ou ser esquecidas com o passar do
tempo e, em criangas mais velhas, a DA pode ser confundida com outras afec¢des
dermatolégicas. Outra grande dificuldade € a variedade da nomenclatura. A
Academia Européia de Alergia e Imunologia Clinica, propbés o termo “Sindrome de
dermatites e eczemas Atopicos” (AEDS), entretanto a sua aceitagao nao foi unanime

entre todos os grupos que trabalham com DA (Castro et al, 2006).

O International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) foi
implantado a partir de dois estudos colaborativos internacionais sobre a asma, um
em Auckland (Nova Zelandia) e o outro na Alemanha (Solé et al., 1998). Em 1991,
foi criado o comité Diretivo para organizar esse estudo em todo o mundo. O
questionario ISAAC esta dividido em 3 partes: a primeira sobre asma, a segunda
investiga rinite e a terceira o eczema (Solé et al., 1998).

Os resultados obtidos com o questionario-padrédo do ISAAC, avaliando o
modulo eczema em criangas apresentou dados que se mostraram muito variaveis.
As maiores taxas de prevaléncia (acima de 15%) foram observadas em centros
urbanos da Africa, Australia, norte e regido oeste da Europa e as menores (abaixo
de 5%) na China, no leste Europeu e na Asia central. Na América Latina e na Asia
Oriental os valores foram intermediarios (Williams et al., 1999). No Brasil, a
prevaléncia de DA foi avaliada em Curitiba (6,8%), Itabira (12%), Recife (12,4%)
Porto Alegre (17,7%), Salvador (3,7%) Uberlandia (13,2%) e Sao Paulo (14%)
(Yamada et al., 2002; Camelo-Nunes et al., 2004).

Estes dados encontrados pelo ISAAC, estimularam outros autores com
Weilland et al., (2004), no qual a prevaléncia de DA e seus sintomas foi relacionado
positivamente com a latitude e negativamente com a temperatura media ambiental,
ou seja, locais com menores variagées de temperatura foram associados a maiores
niveis de prevaléncia de DA.

No Brasil, utilizando o questionario ISAAC, fase lll, foram avaliadas criangas

de 6-7 anos em varias cidades (Tabela 2, Solé et al., 2006).
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Tabela 2. Prevaléncia de sintomas relacionados a eczema atdpico em criangas (6-7
anos de idade) de diferentes centros brasileiros — International Study of
Asthma and Allergies Childhood (ISAAC) — fase 3.

Centro IletSItuulde AItIlt/lUde méIjia N Ecz® flii(zb) grisz(c)
Manaus'® 3,06 92 32,0 3.011 12,0 8,0 4,7
Norte — total 3.011 12,0 8,0 4,7
Natal 5,47 30 28,0 855 13,1 13,0 8,5
Maceio® 9,39 16 25,0 1.990 10,6 7,6 4,7
Aracaju® 10,54 4 25,0 2.443 13,0 11,4 9,1
Feira de Santana 12,16 235 24 1 440 7,3 8,2 7,3
Salvador® 12,58 8 24,0 998 8,6 7.3 5,7
Vitoria da Conquista 14,51 923 20,0 399 10,5 8,3 7.8
Nordeste — total 7.125 11,2 8,2 6,4
Nova Iguacu® 22,45 25 21,8 3.249 13,3 9,8 6,0
Sa0 Paulo — Oeste® 23,30 760 20,0 3.312 12,4 9,5 5,2
Sa0 Paulo — Sul® 23,32 760 20,0 3.047 11,0 7,3 3,2
Santo André@ 23,39 755 23,0 2.167 8,1 5,3 2,1
Sudeste — total 11.775 11,6 8,3 4.4
Itajai® 26,54 1 21,0 1.511 10,7 8,7 3,4
Sul —total 1.511 10,7 8,7 34
Total Geral 23.422 11,5 8,2 5,0

T = Temperatura; n = n° de participantes

(a) = Eczema: rash cutaneo pruriginoso que aparece e desaparece nos Ultimos 12 meses.
(b) = Eczema flexural: este mesmo rash em lugares caracteristicos (dobras, etc.)

(c) = Eczema grave: disturbios do sono pelo rash cutaneo nos ultimos 12 meses

(d) = Centros oficiais do ISAAC, fase 3.

2.2.3. Patogenia e Imunologia

Com relagdo aos aspectos imunologicos, a DA se caracteriza por uma
ativacao preferencial dos linfocitos TCD4+ do subtipo Th2, com producdo de
citocinas IL-4, IL-5, IL-13, a partir de estimulos antigénicos que penetram através da
pele ou mucosa (van Reijsen et al, 1992). A IgE sérica total (especifica para
multiplos alérgenos de penetragao respiratdria, cutdnea e digestiva), encontra-se
aumentada em 80% dos pacientes com DA e esta correlacionada com a gravidade
da doenca (Leung,1993).

Durante a fase aguda da DA (eczema espongiotico), um infiltrado de linfécitos
Th2 no tecido cutaneo é predominante (Nakatani et al, 2001). Vestergaad e
colaboradores (2000) relataram que os pacientes com DA aguda apresentavam um
aumento de linfocitos T CLA+CCR4+ circulantes. A molécula CLA (cutaneos
lymphocyte antigen) € um receptor de E-selectina, molécula de adesao do epitélio

vascular dérmico (Kunstfeld et al, 1997). O CCR4 é preferencialmente um marcador
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de superficie linfocitos Th2 e tem como ligante a quimiocina TARC (Thymus- and
activation-regulated chemokine) secretada por células dendriticas cutaneas, estando
a gravidade da DA relacionada com a presenca de linfécitos T CCR4+ circulantes
(Wakugawa et al, 2001). O CCR3 também esta presente em linfocitos Th2 e tem
como seu principal ligante a eotaxina, esta quimiocina atrai estas células para a pele
(Uguccioni et al, 1997; Sallusto et al, 1997).

Em contraste, nas etapas tardias as citocinas IL-2, TNF-a, IL-12 e IFN-y estao
presentes no tecido cutaneo caracterizando um perfil de resposta imune do tipo Th1.
Este achado indica uma inversdo do padrao de resposta Th2 para Th1, o qual esta
correlacionado com a cronicidade da doenga (eczema liquenificado) (Thepen et al,
1996). Os linfécitos Th1 expressam preferencialmente os receptores CXCR3 e
CCRS5, que tem como principal ligante as quimiocinas IP-10 (interferon-induced
protein-10) e MIP-1a (macrophage inflamatory protein-1a), respectivamente (Moser
& Loetscher, 2001).

Nos individuos portadores de DA, as células apresentadoras de antigenos
cutaneas tém uma alta expresséo de FceRI (Receptor de porgdo Fce da IgE de alta
afinidade) e podem capturar alérgenos ligados a IgE, levando a uma apresentacgao
eficiente destes alérgenos para os linfocitos de memaria/efetores na derme (Maurer
et al, 1998) e, adicionalmente, liberar quimiocinas e citocinas relacionadas com a
cinética do influxo dos linfécitos Th1 e Th2. NOVAK e colaboradores (2004)
demonstraram que as Células de Langerhans, residentes na derme, induzem a
sintese de IL-4 em linfocitos, direcionando a resposta para um perfil Th2, enquanto a
Células Dendriticas Epidermais liberam quimiocinas pro-inflamatorias (IL-1 e MIP-
1a) e as citocinas IL-18 e IL-12 levando a geracao de linfocitos Th1 e o processo

inflamatorio crénico.

2.2.4. Associacao de Dermatite Atopica e Ascaridiase.

A Dermatite Atépica (DA) e a infecgao pelo A. lumbricoides sao consideradas
patologias frequentes em todo o mundo, mas a sua associagdo tem sido pouco
estudada. Dagoye et al, 2003, sugerem que a alta prevaléncia de atopias em paises
em desenvolvimento pode ser explicada pela redugcdo de geo-helmintos. Em
contraste, Schafer et al., 2004 em estudo realizado na Alemanha, mostra com

propriedade a associacéo entre infestacdo por vermes com a redug¢ao da frequéncia
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de DA. Avaliando criangas cubanas, Wordemann et al., 2008 observaram que o A.
lumbricoides €& fator protetor contra DA, enquanto a infeccdo pelo Enterobius
vermicularis € associado com o aumento de risco de Dermatite atdpica. Assim, como
evidéncias experimentais e clinicas sugerem que o contato precoce com alergenos
ambientais e microorganismos levariam a progressado da resposta Th2 para o tipo
Th1 — Teoria da Higiene de Holgate (1999). O atual estudo se adéqua a avaliacao ja
que se trata de uma populagcdo com 26,1% de infeccdo pelo A. lumbricoides e

calendario vacinal completo.



3. PERGUNTA CONDUTORA
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3. PERGUNTA CONDUTORA

Existe associacdo entre Dermatite Atdpica/ascaridiase e alteracdo na
resposta imunoldgica em criangas 2 a 10 anos de idade com Dermatite Atopica
relativa a producdo de CCR4 + TH2 e CXCR3 + TH1 e testes cutaneos de leitura

imediata com e sem ascaridiase?



4. OBJETIVOS
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Avaliar a associacdo entre Dermatite Atdpica e ascaridiase e a resposta

relativa a producdo de CCR4 + TH2 e CXCR3 + TH1 e testes cutaneos de leitura

imediata com e sem ascaridiase em criangas de 2 a 10 anos de idade no bairro do

Pedregal, em Campina Grande, Paraiba.

4.2. Especificos

Verificar associacéo entre DA e ascaridiase.

Avaliar a resposta a produgcdao de CCR4 + TH2 em criangas com DA e
ascaridiase versus o grupo de comparagdo (criangas com DA e sem

ascaridiase)

Avaliar a resposta a produgdo CXCR3 + TH1 em criangas com DA e ascaridiase

versus o grupo de comparagao (criangas com DA e sem ascaridiase).

Avaliar a resposta de teste cutaneo de leitura imediata em criangas com DA e

ascaridiase versus o grupo de comparagéo (criangas com DA sem ascaridiase).
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ARTIGO ORIGINAL

Atopic dermatitis and ascariasis
in children aged 2 to 10 years

Dermatite atdpica e ascaridiase em criancas de 2 a 10 anos

Maria Teresa Nascimento Silval, Valdenia M. Souza2, Gerson Bragagnoli3,
Teobaldo G. R. Pereira4, Elizabeth Malagueiio?

Resumo

Objetivo: Avaliar a associagdo entre dermatite atdpica (DA) e
ascaridiase em criangas de 2 a 10 anos do bairro do Pedregal, Campina
Grande (PB), drea de baixos indicadores socioeconémicos.

Métodos: Trata-se de estudo transversal a partir da aplicacdo do
questionario padrdo do International Study of Asthma and Allergies in
Chlidhood (ISAAC) e exame parasitolégico de fezes para Ascaris lum-
bricoides. A variavel dependente foi o diagnostico de DA ausente, DA
leve e DA grave. Efetuou-se analise de regresséo logistica multivariada,
bem como andlise descritiva das variaveis do estudo. As associagBes
foram estimadas por meio de risco relativo (RR) e razdo de chances
(odds ratio, OR). A inferéncia estatistica foi baseada em intervalos de
confianga de 95% (IC95%).

Resultados: Foramavaliadas 1.195 criangas, sendo 51,2% (n=612)
do sexo feminino. A prevaléncia de DA foi de 24,6%, e a de ascaridiase,
de 26,1%. Das criangas com DA leve, 44 (36,7%) eram parasitadas pelo
A. lumbricoides, enquanto que 40 (22,9%), com DA grave, apresentavam
a mesma geo-helmintose (p = 0,01). Comparando-se os casos negati-
vos para DA com os casos leves e graves, constatou-se que a presenca
de ascaridiase aumentou a ocorréncia de dermatite leve (RR = 1,7;
p = 0,009), mas nédo de DA grave (RR = 0,86; p = 0,46). Avaliando-se
apenas os casos positivos de dermatite, DA leve (n = 120; 40,8%) e DA
grave (n = 176; 59,2%), verifica-se que a exposicdo parasitaria diminui
a ocorréncia da forma grave (RR = 1,46; p = 0,016).

Conclusdo: Existe elevada prevaléncia de DA e de ascaridiase na
populagéo estudada. A forma grave de DA estd associada com baixa
parasitemia de A. lumbricoides.

J Pediatr (Rio J). 2010;86(1):53-58: Dermatite atdpica, ascaridiase,
prevaléncia, criangas.

Abstract

Objective: To assess the association between atopic dermatitis (AD)
and ascariasis in 2 to 10-aged children from the neighborhood Pedregal,
in the city of Campina Grande, Brazil, an area of low socioeconomic
index.

Methods: Cross-sectional study conducted with the use of the
standard questionnaire from the International Study of Asthma and
Allergies in Childhood (ISAAC) and stool parasitological exam for Ascaris
lumbricoides. The dependent variable was AD diagnosis: absent, mild,
and severe. Multivariate logistic regression and descriptive analysis of
the variable were used. Associations were estimated using relative risk
(RR) and odds ratio (OR). The statistical inference was based on 95%
confidence intervals (95%CI).

Results: We assessed 1,195 children, 612 (51.2%) female. The AD
prevalence was 24.6%, and ascariasis prevalence was 26.1%. In the
mild AD group of children, 44 (36.7%) were infected by A. lumbricoides,
while in the severe AD group, 40 (22.9%) had the same geohelminthosis
(p = 0.01). Comparing negative cases of AD between mild and severe
forms, the infection with A. /umbricoides increased the frequency of
mild AD (RR = 1.7; p = 0.009), but not the severe form (RR = 0.86;
p = 0.46). Evaluating only the positive cases of dermatitis, 120 mild
AD (40.8%) and 176 with severe AD (58.2%), it can be said that the
exposure to the parasite decreased the frequency of the severe form of
dermatitis (RR = 1.46; p = 0.016).

Conclusion: There is a high prevalence of AD and of ascariasis in
the population studied. The severe AD is related to lower parasitemia
of A. lumbricoides.

J Pediatr (Rio J). 2010,;86(1):53-58: Atopic dermatitis, ascariasis,
prevalence, children.
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Introducdo

A dermatite atopica (DA) ou eczema atdpico é uma do-
enga inflamatéria que geralmente ocorre em pacientes com
histéria familiar de atopial. Nos paises industrializados, é a
maisfrequente dermatose inflarmatéria emcriancas?. Padrdes
genéticos, periodo de aleitamento materno, alérgenos am-
bientais, uso precoce de antibidticos e até a diminuico do
tamanho das familias tém sido relacionados como fatores de
risco para DA3. Por outro lado, infecgGes virais, bacterianas
ou imunizagdo com o BCG ajudam a explicar a dicotomia
TH1-TH24.

A prevaléncia da DA no Brasil é estudada utilizando-se
o questionario padronizado do International Study of As-
thrma and Allergies in Childhood (ISAAC)>. Em criangas de
Manaus (AM), Natal (RN), Salvador (BA), Sao Paulo (SP) e
Itajai (SC), a prevaléncia de eczema leve variou entre 8,6 e
13,1%, enquanto a de eczema grave, nesses mesmos locais,
foi de 3,4 a 8,5%®".

Assim como a DA, a infeccdo por helmintos € muito
frequente em paises em desenvolvimento’® e tem sido
associada a doengas alérgicas. No Brasil, a ascaridiase &
uma das parasitoses mais frequentes®. Em Campina Grande
(PB), em estudo anterior na mesma area, foi observada uma
prevaléncia de 56,3% de Ascaris lumbricoidesi®.

A alta prevaléncia de atopia em dreas urbanas de paises
em desenvolvimento foi relacionada a redugdo de exposicdo
aos geo-helmintos!!-13, Qutros estudos, como de o Lynch
et al.'4 e o de Williams & Flohri5, observaram redugao do
risco de sensibilizacdo aos aeroalérgenos nas criangas com
infecg8o pelo A. lumbricoides. Em estudo anterior, na co-
munidade do Pedregal, Campina Grande, ndo foi observada
a associag8o entre asma e ascaridiasel!4. Leonardi-Bee et
al.1t, em uma meta-andlise, associaram a infeccdo por A.
lumbricoides a um significante aumento do risco de asma.
Medeiros et al.l” observaram a associagdo de asma com
Schistosoma mansoni.

Apesar da alta prevaléncia de DA e ascaridiase, no Brasil
ao foram encontrados estudos que mostrem a associagao

e essas duas patologias. Em Campina Gra
do Pedregal, observa-se alta frequéncia de doengas alérgicas,
bem como de enteroparasitoses, o que motivou o estudo da

possivel associacdo entre DA e ascaridiase?s.

O T,
nae, no paiiro

Qr

Métodos

A populagdo estudada foi constituida de criangas entre
2 e 10 anos de idade residentes no bairro do Pedregal da
cidade de Campina Grande (PB). Nessa comunidade existem
2.655 familias cadastradas pelo Programa de Salde da Fa-
milia (PSF), com aproximadamente 1.600 criangas na faixa
etdria estudada, conforme dados fornecidos pela Secretaria
Municipal de Salde. A populagdo do bairro é estimada em
10.706 habitantes, e as criancas estudadas equivalem a
14,9% do total dos habitantes!s.

0 estudo foi iniciado em 16 de janeiro de 2007 e concluido
em 19 de novembro de 2007. Aplicou-se questiondrio padréo
(mddulo eczema) do ISAACS aos responsaveis pelas 1.582
criancas durante visita domiciliar, sendo entregue o recipiente
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para coleta de fezes. Nesta ocasido também foi realizado o
exame clinico dermatoldgico das criancas e preenchidas as
exigéncias do termo de consentimento livre e esclarecido.
O exame parasitolégico foi realizado no Laboratério de Pa-
rasitologia, Unidade Académica de Medicina, Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), Campina Grande (PB).
Seguiram o estudo 1.195 (75,5%) criangas, que apresenta-
ram amostra fecal para exame coproparasitolégico. Foram
excluidas 387 criangas (24,5%), porque houve fechamento
temporario do PSF do bairro do Pedregal e as amostras nio
foram entregues.

Campina Grande estd localizada a 7°13'50" de latitude
sul, 35°52°52" de longitude oeste, 552 m de altitude, onde
sdo observadas variagdes de temperatura entre 15 e 30 °C,
e umidade relativa do ar de 82% em média (Instituto Na-
cional de Meteorologia, INMET), tendo a cidade, também,
altos indices pluviométricos (754 mm/ano em 2007 ¢ 866
mm até agosto de 2008, segundo dados da Agéncia Execu-
tiva de Gestdo das Aguas do Estado da Paraiba, AESA). As
criangas que ali residem usam roupas leves e apresentam
varios problemas dermatolégicos como escabiose, pitiriase
versicolor e molusco contagioso, doenga tipica de paises de
clima quente.

O questionario ISAAC foi aplicado para avaliar a DA e
seus sintomas. Segundo seus critérios, considera-se DA leve
o "eczema que aparece e desaparece nos Ultimos 12 meses”
e DA grave, "eczema, lestes flexurais nos Ultimos 12 meses e
prurido noturno”. Qs casos foram distribuidos emtrés grupos:
grupo sem DA, grupo DA leve e grupo DA grave.

Na pesquisa dos ovos de A. lumbricoides foram utliza-
dos os métodos de Ritchie e Kato-Katz. Todas as criangas
com ascaridiase foram tratadas com mebendazol (100 mg,
duas vezes ao dia, durante 3 dias), e aquelas portadoras de
outras parasitoses intestinais foram medicadas conforme
indicaggo.

Os procedimentos de andlise incluiram andlise descritiva
univariada e anadlise multivariada de regresséo logistica. Na
andlise multivariada foram introduzidas no modelo de re-

..... [P PR S S, o =o Ry,

gress&o logistica todas as variaveis que apresentaram valor
de p < 0,2 na associagdo com DA, permanecendo no modelo
as que apresentaram valor p < 0,05. As associagdes foram
estimadas pelo risco relativo (RR) e a razdo de chances (odds
ratio, OR), e as inferéncias estatisticas foram baseadas em
intervalos de confianga de 95% (IC95%).

Avariavel dependente foi o diagnéstico de DA ausente, DA
leve e DA grave. As covariaveis foram idade, género, renda
familiar, escolaridade materna, histéria familiar de alergia e
presenca de infecgdo pelo A. lumbricoides. A idade, varidvel
continua, foi categorizada em quatro grupos: 2 a 3 anos, 4 a
5 anocs, 6 a 7anos e 8 a 10 anos. Quanto a renda familiar, a
amostra foi dividida em trés grupos: < a um saldrio-minimo,
de um a dois saldrios-minimos e > a dois saldrios-minimos.
A varidvel escolaridade materna foi avaliada estratifican-
do-se em dois grupos: 1) maes analfabetas ou com nivel
fundamental incompleto e 2) maes com curso fundamental
completo ou maior escolaridade. Para as andlises foram
utilizados o software Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) versd@o 10.0 para Windows e o STAT 9.2.
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O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Universitario
Alcides Carneiro, UFCG, Campina Grande (22 de maio de
2006).

Resultados

Na anélise das varidveis demograficas das 1.195 criangas
estudadas, 51,2% (n = 612) eram do sexo feminino, ndo se
observando diferengas nas proporgdes quanto ao sexo. No que
tange 3 idade, a média foi de 5,58 anos com desvio padrdo
de 2,58. A faixa etdria com o maior nimero de criancas foi
a de 8 a 10 anos (28,3%). Renda mensal menor ou igual a
um salario minimo foi encontrada em 91,1% das familias.
Quanto a escolaridade, a maioria das maes (68,4%) tinha o
nivel fundamental incompleto.

A prevaléncia de ascaridiase foi de 26,1% (n = 312), e
a de DA foi de 24,7% (n = 296). Destes casos, 40,5% eram
portadores de DA leve, e 59,4%, de DA grave.

Nos casos de DA, ndo houve diferenca entre sexo
masculino e feminino (p = 0, 258) nem associagdc com a
idade (p = 0,205). Para a andlise da renda familiar, foram
considerados os grupos de um a dois salério minimos e >
que dois saldrios minimos, excluindo-se o grupo < a um
saldrio-minimo, que ndo diferia do grupo com renda de um
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a dois saldrios-minimos. Verificou-se associagdo estatistica-
mente significativa entre renda familiar e DA (p = 0,022).
A menor renda mostrou-se como fator de protecdo para
DA leve (RR = 0,42; IC95% 0,23-0,78) e para DA grave
(RR =0,52; IC95% 0,30-0,91). Na andlise da escolaridade
materna, ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos estudados (RR = 0,71; IC95% 0,42-1,20;
p = 0,16) (Tabela 1).

Ainda na Tabela 1, analisando-se a presenca de ascaridi-
ase, foi observado que ha associagdo coma DA (p = 0,016).
Comparando-se os casos negativos para DA com os casos
leves e graves, a presenga de infecg8o pelo A. lumbricoides
aumentou a ocorréncia de DA leve (RR = 1,7; p = 0,009),
mas nao de DA grave (RR =0,86; p = 0,46).

Avaliando-se apenas os casos positivos de DA leve
(n = 120; 40,8%) e DA grave (n = 176), constata-se que a
exposicdo ao parasito diminui a ocorréncia da forma grave
(RR =1,46; p = 0,016).

Na Tabela 2, observa-se a histéria familiar de doen-
gas alérgicas como asma, rinite, urticdria e DA na mée
e irmaos. A presenca de DA grave nas criangas foi mais
frequente quando a mae tem rinite (RR = 1,62; p = 0,02)
ou DA (RR = 2,69; p = 0,085) e quando os irmdos tém DA
(RR =6,16; p = 0,001).

Tabela 1 - Anélise univariada da associagdo da dermatite atépica com varidveis demograficas e com ascaridiase em criangas de 2 a 10 anos

de idade no bairro do Pedregal, Campina Grande (PB)

Dermatite
RR (IC95%} RR (IC95%}
Nao, Leve, Grave, “Nao” versus “Nao"” versus

Variaveis n (%} n (%)} n (%} “DA leve” p “DA grave” p
Sexo (p = 0,258)

Feminino 466 (51,8) 53 (44,2) 93 (52,8) - - - -

Masculino 433 (48,2) 67 (55,8) 83 (47,2) 1,36 (0,92-1,99) 0,115 0,96 (0,69-1,32) 0,807
Grupo etdrio (p = 0,205)

De 2 a 3 anos 252 (28,0) 30 (25,0) 50 (28,4) - - - -

De 4a 5 anos 215 (24,0) 25 (20,8) 48 (27,3) 0,97 (0,55-1,71) 0,934 1,12 (0,72-1,74) 0,596

De 6 a7 anos 189 (21,0) 21 (17,5) 26 (14,8) 0,96 (0,72-1,30) 0,818 0,83 (0,64-1,07) 0,159

De 8 a 10 anos 243 (27,0) 44 (36,7) 52 (29,5) 1,15 (0,97-1,35) 0,098 1,02 (0,89-1,18) 0,728
Renda familiar (p = 0,022)

<15M 67 (7,4) 17 (14,2) 21 (11,9) - - - -

Dela<25SM 426 (47,4) 46 (38,3) 70 (39,8) 0,42 (0,23-0,78) 0,006 0,52 (0,30-0,91) 0,022

2 2SM 406 (45,2) 57 (47,5) 85 (48,3) 0,89 (0,67-1,20) 0,481 0,97 (0,75-1,24) 0,789
Escolaridade (p = 0,197)

Analfaheto e ensino 720 (80,1) 102 (84,7) 149 (85,0) - - - -

fundamental incompleto

Ensino fundamental 179 (19,9) 18 (15,3) 27 (15,0) 0,71 (0,42-1,20) 0,203 0,73(0,47-1,13) 0,160

completo ou mais
Ascaris lumbricoides (p = 0,016)

Presenga 228 (25,4) 44 (36,7) 40 (22,7) 1,0 - 1,0 -

Auséncia 671 (74,6) 76 (63,3) 136 (77,3) 1,70 (1,14-2,54) 0,009 0,86 (0,59-1,26) 0,460

DA = dermatite atopica; IC95% = intervalo de confianga de ©95%; RR = risco relativo; SM = salario-minimo
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Tabela 2 - Andlise multivariada da associagdo da dermatite atépica com a histdria familiar de alergia em criangas de 2 a 10 anos de idade
no bairro Pedregal, Campina Grande (PB)

Dermatite
RR (IC95%) RR (IC95%}
Nio, Leve, Grave, “Ndo” versus “Nio” versus

Variaveis n (%} n{%} n (%) “DA leve” p “DA grave” p
Mde asma (p = 0,298)

Ndo 679 (77,4) 90 (71,9) 120 (76,3) 1,0 - 1,0 -

Sim 198 (22,6) 28 (28,1) 47 (23,7) 1,06 (0,67-1,68) 0,779 1,34 (0,92-1,94) 0,121
M3e rinite (p = 0,020)

Nio 616 (70,2) 82 (59,3) 99 (69,5) 1,0 - 1,0 -

Sim 261 (29,8) 36 (40,6) 68 (30,5) 1,03 (0,68-1,57) 0,868 1,62 (1,15-2,28) 0,005
Mde urticdria (p = 0,184)

Ndo 885 (97,7) 115(85,2) 159 (97,5) 1,0 - 1,0 -

Sim 20 (2,3) 3{4,8) 8 (2,5) 1,11 (0,32-3,81) 0,862 2,15 (0,93-4,96) 0,073
Mae DA (p = 0,085)

Nio 863 (98,4) 116 (98,3) 160 (95,8) 1,0 - 1,0 -

Sim 14 (1,6) 02(1,7) 7 (4,2) 1,06 (0,23-4,73) 0,936 2,69 (1,07-6,78) 0,035
Irmédo asma (p = 0,678)

Ndo 284 (39,4) 52 (35,6) 32 (36,6) 1,0 - 1,0 -

Sim 437 (60,6) 58 (64,4) 90 (63,4) 1,17 (0,74-1,85) 0,482 1,12 (0,77-1,63) 0,536
Irméo rinite (p = 0,274)

Ndo 284 (39,4) 36 (32,4) 46 (40,0) 1,0 - 1,0 -

Sim 436 (60,6) 54 (67,6) 96 (60,0) 1,09 (0,73-1,62) 0,665 1,18 (0,85-1,64) 0,317
Irmdo urticdria (p = 0,152)

Nio 673(93,3) 84(88,7) 126 (93,3) 1,0 - 1,0 -

Sim 48 (6,7) 6(11,3) 16 (6,7) 1,20 (0,74-1,96) 0,448 1,09 (0,70-1,70) 0,672
Irmédo DA (p = 0,001)

Ndo 673(93,2) 81 (90,0) 98 (69,0) 1,0 - 1,0 -

Sim 49 (6,8) 09 (10,0) 44 (31,0) 1,52 (0,72-3,22) 0,268 6,16 (3,89-9,75) < 0,001

DA = dermatite atdpica; IC95% = intervalo de confianca de 95%; RR =risco relativo.

Na andlise de regressdo logistica multivariada com-
preendendo os fatores familiares e a presenga de A.
lumbricoides, para observar a associagdo destes com
DA e suas formas leve e grave (Tabela 3), pode-se ob-
servar que a presenca do parasito tem forte associagdo
com a forma leve de DA (OR = 2,26; IC95% 1,38-3,68;
p < 0,001). Ter irmdos com DA aumenta significativa-
mente o risco de DA na forma grave (OR =5,9 IC95%
3,63-6,69; p < 0,001}, muito mais que a rinite materna
(OR = 1,55; IC95% 1,04-2,31; p < 0,028). DA na mae
aumenta o risco de DA grave nas criangas (OR = 3,15;
1IC95% 0,98-10,1; p < 0,053).

Discussdo

A presenca de DA é uma condigdo geneticamente pre-
vista e moderada por fatores ambientais20. A prevaléncia
de DA tem sido bem estudada apds os registros de dados
obtidos pelo questiondrio ISAACSS. Os valores mais altos
foram observados em centros urbanos da Africa, Austrdlia,
norte e oeste da Europa, e os mais baixos, na China, leste
da Europa e Asia.

No Brasil, o ISAAC fase 3 mostrou diferencas significativas
nos diversos centros avaliados, com dados que variaram no
item "eczema” de 7,3 a 13,3% e, em “eczema em flexuras”,
de 5,3 a 13,1% nas criancas de 6 a 7 anos®.

A associagdo entre DA e ascaridiase tem sido pouco
estudada apesar de serem consideradas patologias de alta
prevaléncia em todo o mundo, tanto em paises desenvolvi-
dos como naqueles em desenvolvimento’ 2. Esse status foi
observado no presente estudo, endossado pela baixa renda
e baixa escolaridade materna.

Mesmo que ndo tenha sido abordado um instrumento
de qualificacio das precarias condi¢bes socioecondmicas e
higiénico-sanitdrias, elas existem no bairro do Pedregal e
favorecem a presenca de geo-helmintos e outras parasi-
toses. A prevaléncia de A. fumbricoides foi menor do que
a verificada em estudo anterior (56,3%)2! possivelmente
em decorréncia da prescricdo profildtica de medicagao
anti-helmintica pelos profissionais do PSF antes da devida
comprovacdo de presenga de parasitos no exame copro-
parasitoldgico.

O diagnéstico de infeccdo parasitdria em umestudo trans-
versal com coleta Unica de material fecal pode indicar tanto
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Tabela 3 - Andlise multivariada dos fatores presenga de Ascaris fumbricoides e histéria familiar de alergia na dermatite atdpica
em criancas de 2 a 10 anos de idade no bairro do Pedregal, Campina Grande (PB)

OR bruta (IC85%)

OR ajustada (IC95%)

Varidveis “N&o"” versus DA leve” “Né&o" versus “DA grave” p
Ascaris lumbriceides
Auséncia 1,0 - -
Presenca 2,26 (1,38-3,68) 0,001 1,02 (0,63-1,64) 0,917
Irmao com DA
Ndo 1,0 - - -
Sim 1,57 (0,73-3,37) 0,245 5,94 (3,63-6,69) < 0,001
M&e com rinite
Ndo 1,0 - -
Sim 1,28 (0,82-2,10) 0,253 1,55 (1,04-2,31) 0,028
M&e com DA
Ndo 1,0 - -
Sim 1,79 (0,36-8,82) 0,46- 3,15 (0,98-10,1) 0,053

DA = dermatite tdpica; IC95% = intervalo de confianga de 95%; OR =razao de chances (odds ratio).

uma nova infec¢do quanto uma infecgdo crénica. A auséncia
de infeccdo também pode indicar presumivelmente a ndo
exposicdo ou, entdo, um recente tratamento’ 12,

O clima pode afetar a prevaléncia de asma e DA em
criangas?2. As prevaléncias encontradas por Solé et al.23 em
centros préoximos da linha do Equador (Manaus, 12,0% em
"eczema” e 8,0% em “eczema em flexuras”; e Natal, 13,1 e
13,0%, respectivamente) mostram alta prevaléncia, o que
coincide com o presente estudo. Em estudo realizado na
Nigéria, onde sdo observadas condigdes climaticas seme-
Ihantes as do Nordeste do Brasil, Nnoruka2* considerou como
fatores agravantes da DA a intoleréncia ao calor, transpirag&o
excessiva e umidade intradomiciliar.

A poluicdo atmosférica seria fator agravante, como
documentado por Fernandez-Mayoralas et al.2%, fato ndo
observado em estudo realizado no Brasil em cidades com
maior nivel de poluigdo23. No bairro do Pedregal é frequente
a queima de lixo domiciliar, e sdo observadas familias que
usam lenha e carvdo em suas cozinhas, fatores de agravo
para doengas alérgicas.

A presencga de A. Jumbricoides nas criangas deste estudo
protegeu-as da DA grave possivelmente por mecanismos
imunolégicos. Esse mesmo fendmeno foi observado por
Wordemann et al. em criangas cubanas’. Dagoye et al. su-
geriram que a reducdo das infeccdes parasitarias pode ser
fator determinante para o aumento de doengas alérgicas em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento!s. O mecanismo
imunoldgico desta relacdo é ainda controverso. A resposta
talvez esteja no modelo envolvendo a dicotomia TH1-TH2
guando a exposic8o aos helmintos favorece uma maior
estimulagdo TH2, o que também é observado nas doengas
alérgicas2¢. Deste modo, a presenca de ascaridiase mostra
um efeito inverso na gravidade da doenga alérgica.

Como na drea de estudo s&o observadas altas prevalén-
cias de enteroparasitoses!? e todas as criangas apresentam

calendario vacinal completo, seria de se esperar a diminui¢do
de doengas alérgicas e que a ocorréncia de fatores imu-
noprotetores TH1 fosse desencadeada, funcionando como
mecanismo para a menor ocorréncia de DA427,

Sabe-se da alta prevaléncia de atopia nos familiares
das criangas, comprovada por Sebok et al.2%, que associou
a doenga alérgica a heranga genética de pai, m&e, avés e
parentes. Assim, a histéria familiar € um dos mais impor-
tantes fatores para diagnéstico e expressa a constituicio
atépica do paciente. No atual estudo, relacionou-se atopia
entre maes com rinite e DA, e a de irmaos, com DA. Entre
estes, o maior risco da forma grave de DA nas criangas
decorreu de o paciente ter irmdoc com DA, corroborando
a ideia de predisposicdo genética. As mé&es e irmaos
estudados compartilhavam o mesmo ambiente, entdo a
hereditariedade pdde assim ser avaliada. As informacgdes
sobre o pai foram prejudicadas, pois a maioria das maes
assume sozinha a responsabilidade sobre as criangas.

Os dados obtidos neste estudo demonstraram que crian-
cas de 2 a 10 anos de idade residentes em area urbana com
baixos indices socioecondmicos poderiam ter a infestagdo
pelo A. lumbricoides como determinante para uma menor
gravidade da DA.
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Abstract

Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease with biphasic (acute
and chronic) clinical manifestations related to the selective trafficking of Th2 and Th1
cells from peripheral blood towards the skin. In acute (eczematous) AD, IL-4
production and the high frequency of the Th2 cells that express chemokine (C-C
motif) receptor 4 (CCR4) are associated with the severity of the disease. Later, in the
chronic AD phase (lichenification) IFN-y is detected, reflecting the predominance of
the chemokine (C-X-C motif) receptor 3 (CXCR3) + Th1 cells. Ascaris lumbricoides
infections have been associated with the patient’s failure to display AD symptoms.
However, few studies have investigated the relationship between AD severity and
Ascaridiasis. In this study, we recruited children from a low-income suburb, where
geohelminth infections are prevalent and the prevalence of AD is particularly high AD
(~25%). Moreover, the exposure to the parasite decreased the frequency of the
severe form of dermatitis. From these children, a subsample of the chronic AD (CAD)
patients was evaluated for an association between parasite infection and the
frequency of CCR4+Th2 and CXCR3+Th1 cells in the peripheral blood, accompanied
by the skin prick test (SPT). There was no correlation between positive SPT and AD
symptoms in infected children. The CCR4+Th2 frequency was significantly higher in
helminth-free CAD patients than in the CAD-infected ones. In conclusion, current A.
lumbricoides infections alter blood traffic of the CCR4+Th2 cells in chronic AD

patients and may diminish the severity of the clinical manifestations on the skin.

Key words: Atopic dermatitis; Ascaris lumbricoides; CCR4; CXCRS; flow cytometry;

children.
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Introduction

Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease associated with genetic
background, environmental factors and the intense T helper (CD4+) (Th) subtype 2
cell immune response (anti-allergen IgE, IL-4, IL-5, IL-13) [1]. The course of the
disease is marked by biphasic clinical manifestations, which are closely related to the
selective trafficking of both Th2 and Th1 cells from peripheral blood towards the skin
[2]. The trafficking of Th1 and Th2 lymphocytes is controlled through the selective
expression of adhesion molecules and chemokine receptors [3]. Thus, in acute
(eczematous and flexural skin lesion) AD the patients display IL-4 production
together with a high frequency of CCR4+ Th2 cells, which is related to the severity of
the disease [4]. Subsequently, in the chronic phase - lichenification of the skin lesions
- IFN-y was detected, reflecting the predominance of the Th subtype 1 cells [5], which
express CXCR3 [3].

In Ascaris lumbricoides infections a protective Th2 response is elicited in the
host [6]. A strong inverse association has been demonstrated between atopy and
active intestinal helminth infections. This finding, however, was corroborated by
allergen skin test responses and not by the development of allergic symptoms [7-9].
With regard to AD symptoms, Cooper et al. [10] have pointed out that the presence
of geohelminth infections does not offer protection against atopic eczema. In
contrast, Schaffer et al. [11] demonstrated that previous A. lumbricoides infections
can reduce the frequency of atopic eczema in schoolchildren. Wérdemann et al. [12]
obtained similar results when they investigated the effect of current Ascaridiasis in
AD patients. Recently, we observed infection with A. lumbricoides decreased the
frequency of the severe form of dermatitis in children from an urban area with a low
socioeconomic profile and endemic for this helminth [13].

Based on these data, we set out in the present study to examine the

association between A. lumbricoides infection and the severity of the clinical
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manifestations of AD. A laboratory evaluation of the frequency of CCR4+Th2 cells in
the peripheral blood of the infected CAD children was performed, together with the
skin prick test. Our results show that A. lumbricoides-infected chronic AD patients
have a low frequency of CCR4+Th2 cells, indicating that these patients can be

protected against severe skin symptoms.

Materials and Methods

Study subjects

Pedregal is a low-income suburb in the city of Campina Grande, state of Paraiba,
Brazil. In a study with 1,195 children aged 2-10 years an AD prevalence of 24.6%
(294/1,195) was observed [13]. All the parents that gave their written consent to their
children’s participation were questioned about the presence of AD and its symptoms
through the questionnaire of the International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (ISAAC) [14]. AD patients displaying severe clinical symptoms (flexural
lesions and nightly itching) were observed in 59.1% (174/294) of this population and
mild AD symptoms alone (lichenification) in 40.5% (120/294) [13]. Samples of feces
from each child were collected and examined by means of the Ritchie and Kato-Katz
methods [13]. All the children with positive results for geohelminth infection were duly
treated with anti-parasite drugs. The collections of clinical data and the samples for
the feces examinations were carried out over a period of 18 months. At the end of
that time, the AD children were recalled for a second parasitological examination. A
low load of eggs in A. lumbricoides-positive children (<1,500 eggs per gram of feces)
was observed. Severe AD symptoms were prevalent in 77% (134/174) of the
helminth-free CAD patients, while 23% (40/174) were reinfected by A. lumbricoides.
Mild symptoms, were observed in 63.3% (76/120) and 36.6% (44/120) of the non-

infected and reinfected CAD patients, respectively [13].
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In the present investigation, a subsample from these chronic AD children
underwent a skin prick test (n=84) and donated blood for analysis of the
Th2(CD4+CCR4+) or Th1(CD4+CXCR3+) cell frequency (n=47); this was followed by
comparative analyses of these parameters in non-infected or infected chronic AD
children. The present study was approved by the Ethics Committee on Humans

Being of the Hospital Universitario Alcides Carneiro-UFCG/PB.

Skin Prick Test (SPT)

Thirteen glycerinated allergen extracts and two control agents were used for skin
testing. Aeroallergens tested were Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia
tropicalis, Periplaneta americana, cat and dog epithelium allergen extracts
(International Pharmaceutical Immunology do Brasil LTDA [IPI-ASAC]). The food
allergens were peanut, cocoa, corn, milk, egg, soybean, wheat and crab. Histamine
(1:1000) and glycerinated saline were used as positive and negative controls,
respectively. Skin reactions were read 20 min after application and were considered

to be positive if the mean diameter of the wheals was 3 mm.

Flow cytometric analysis

A subsample of 47 patients who provided a blood sample was separated into four
groups: A. lumbricoides-infected children (ASC, n=9); A. lumbricoides-infected and
AD children (ASC+AD, n=12); AD children (AD, n=18); and a control group
composed of non-infected children without the clinical manifestations of AD (NI+NAD,
n=8). Double labeling was performed in peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
from each child (1x106 cells), obtained by centrifugation in Ficoll-Hypaque reagent
(Sigma-Aldrich Co), after incubation with fluorochrome-conjugated antibodies (e-
Bioscience, San Diego, Ca, USA): PE-Cy5 anti-human CD4 plus PE anti-human

CCRA4 or PE anti-human CXCR3, for 30 min at room temperature. After washing, the
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PBMC were acquired and analyzed in a GUAVA-PCA (G&E) flow cytometer. Limits

for the quadrant markers were always set based on negative populations.

Statistical analysis

The Mann-Whitney test was used for quantitative analysis (median of the frequency
of cells). The frequencies of positive SPT results were expressed as percentages.
For analyzing the percentage of patients with high levels of CCR4+CD4+ cells in the
experimental groups, the mean frequency of the all the patients was calculated (cut-
off = 21%). Patients were regarded as having a high level of these cells in the
peripheral blood when the frequency was > 21% and a low level when it was < 21%.
Fisher's exact test was used to compare proportions. Differences were considered
statistically significant at p <0.05. Statistical analyses were performed using the

Statistical Package for Social Science program (SPSS), version 9.0 for Windows.

Results
The dynamic of the Th1 and Th2 influx for skin has been used to establish AD
severity. For A. lumbricoides-infected or non-infected children with chronic AD, CCR4
and CXCR3 expression, respectively, were used as markers for Th(CD4+)2 and
Th(CD4+)1 cells. The results (Figure 1a) show a higher frequency of CCR4+CD4+
cells in non-infected CAD patients, when compared to the infected ASC+CAD group.
There was a higher frequency, albeit not significantly so, of the CCR4+CD4+cells in
children infected only by A. lumbricoides (ASC), as compared with the control group
(NI+NAD). With regard to CXCR3+CD4+cells, there were no significant differences
between the groups (Figure 1b).

The levels of the CCR4+CD4+ cell population in the patients were determined
based on the cut-off, which was established by the mean frequency of the all the

patients. Among the patients in the ASC+CAD group, 58.3% (7/12) had high levels of
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CCR4+CD4+ cells, while the remaining 41.7% (5/12) had low levels (Fig. 2). On the
other hand, most of the helminth-free CAD patients (94.5%; 17/18) had high levels of
this cell population in their peripheral blood.

Table | shows the positive SPT results in the children with chronic AD included
in this study, whether or not infected by A. lumbricoides. There were no significant
differences in the frequency of positive results for the allergen extract tests between
the groups. However, it is possible to observe a low frequency of positive tests for
food allergens in comparison to the positive tests for the aeroallergens D.
pteronyssinus and B. tropicalis in both groups.

Table I. Positive skin prick test response for food allergen and aeroallergen in chronic

AD patients infected or not infected by A. lumbricoides

Infected CAD Non-infected CAD

(n=19) (n=65)
Food allergens (%positive SPT)  (%positive SPT)
Peanut 5 11
Cocoa 5 5
Corn 5 2
Milk 0 2
Soybean 5 0
Egg 0 2
Wheat 0 2
Crab 5 3
Aeroallergens (%positive SPT)  (%positive SPT)
P. americana 10 9
Cat epithelium 5 3
Dog epithelium 5 3
D. pteronyssinus 53 37

B. tropicalis 37 26
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Legends

Figure 1. CCR4+CD4+(a) and CXCR3+CD4+(b) cells in the peripheral blood from A.
lumbricoides-infected and chronic AD (ASC+CAD); helminth-free CAD (CAD); only A.
lumbricoides-infected (ASC) or non-infected or non-AD patients (NI+NAD). 1 x 10°
cells were stained with anti-CCR4-PE or anti-CXCR3-PE and anti-CD4-PE-Cy5
monoclonal antibodies and analyzed by flow cytometry. The results expressed are

correspondent to percentage of double-positive cells. *p < 0.01 compared to CAD

group.

Figure 2. Percentage of patients of the group A. lumbricoides-infected and chronic
AD (ASC+CAD) or helminth-free CAD (CAD) expressed high or low levels of
CCR4+CD4+ cells in the peripheral blood. Fisher's exact test p < 0.02.
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Discussion

It has been reported a high incidence of allergic diseases in industrialized countries
in contrast to developing ones, where parasitic nematode infections are highly
prevalent and allergy remains uncommon [15-17]. In relation to A. lumbirocides
infection, studies have provided conflicting results because of differences in
population status (age, urban or rural origin and socioeconomic level) and worm
infections (parasite load and previous contact or active infection) [17]. Despite the
low incidence of allergy in areas endemic for A. lumbricoides and the high prevalence
of negative SPT results, the relationship between Ascaridiasis and the improvement
in allergic symptoms is still not clear [10, 18]. Most investigations have been
supported by analyses after anti-helminthic treatment, whether followed by
reinfection or not [7, 9].

Epidemiological studies on the association between worm infestation and
eczema are scarce [10-13]. We have demonstrated for the first time the influence of
infestation by worms on the severity of AD symptoms. Our results showed that
current A. lumbricoides infections in AD children from an urban area decreased the
risk of their displaying severe AD symptoms [13]. Mild and severe AD symptoms
have been closely related to the dynamic of the CXCR3+/Th1 and CCR4+/Th2 cell
influx, respectively, towards the skin [2]. In this study, we showed that in infected
patients there was a low frequency of CCR4+ lymphocytes, a membrane marker
involved in the Th2 cell chemotactic influx.

This study was performed in an area endemic for A. lumbricoides [13], where
the children were submitted to an anti-helminthic therapeutic procedure. Chronic AD
patients, ~1 year after the treatment, were recalled for a second parasitological

examination and evaluation by the skin prick test and determination of Th2(CCR4+)
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or Th1(CXCR3+) cell frequency. This experimental design provided a true picture of
the helminth-free AD patients for a cross-sectional study and is an indication of the
importance of nonactive or active infestation in severe AD. However, the mass
treatment, as well as the total of drop-outs during the course of the study, limited the
number of re-infected CAD patients for constituting this group. Hence, the few
patients harboring a concurrent Trichuris trichiura infection were not excluded. The
frequency of T. trichiura infection was similar in the ASC and ASC+CAD infected
groups, in addition to which tricuriasis has not been reported as a major factor in
allergic symptoms [19]. In agreement with this, there were no conspicuous
differences in our results for T. trichiura co-infected patients and those infected with
A. lumbricoides alone.

In spite of their different etiology, Ascardiasis and AD are diseases in which
the effector mechanisms are elicited through the Th2-type immune response (high
levels of IgE, IL-4, IL-5 and eosinophilia) [20, 21]. Indeed, children without chronic AD
or helminths had a low frequency of CCR4+CD4+ cells in their blood circulation. We
are aware that all the patients who had had prior treatment with albendazole may
have had increased Th2 responses to A. lumbricoides [22]. However, this has, in
fact, been demonstrated for long-term treatment. In our study, a short-term treatment
was used (two or more doses of anti-helmintic drugs), which had no effect on
cytokine production in response to ascariasis or allergens [22]. In addition, the
children in all the groups, including the negative control group, were given an anti-
helminth drug (NASC+NAD), ruling out the treatment as a cause of bias in the
results.

For its part, in the helminth-free AD children the CCR4+CD4+ cell profile was

much more evident. This finding suggests that without current infection a higher Th2
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clone expansion or an enhanced mechanism of activated cell attraction occurs in the
peripheral blood. In helminth infection, the down-regulatory action of the cytokines IL-
10 and TGF-B on the allergic inflammatory cascade is well-known [23]. It has been
demonstrated that in the presence of IL-10 the production of CCRA4-ligand
chemokins, such as stimulated T cell chemoattractant protein-1 (STCP-1), is
diminished [24]. On the other hand, recent investigations have demonstrated the
generation of the regulatory T (Treg) cells during A. lumbricoides infection and
associated it with the down-regulation of allergen-specific Th2 in the host,
irrespective of the action of the IL-10 [25, 25]. Whether Treg cells and/or suppressive
cytokines are involved in the lower frequency of Th2 cells in peripheral blood in
infected CAD patients requires further experimental analysis.

Given the high prevalence of atopic dermatitis in the children from study area
and the genetic predisposition to Th2 response in allergic diseases, we established a
threshold in the levels of Th2 cells. In this way, the patients of this study were
separated into high and low level of CCR4+/CD4+ cells. Thus, the high levels of
these cells observed in the circulation of non-infected AD children and no alteration in
the levels of CXCR3+CD4+ cells (data not shown) might account for these children’s
greater tendency to display severe symptoms.

Chronic AD patients were less responsive to food allergens in the skin test,
irrespective of helminth infection. It may be that factors such as a low parasite load
and the urban location of the population influenced these results [17]. The absence of
a positive SPT to food allergens did not rule out a diagnosis of AD, since the patients
were identified according to the criteria defined by ISAAC questionnaire [14] and in
developing countries it is common to find a negative SPT result conflicting with a

positive clinical diagnosis [28].
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A high percentage of positive skin tests to the aeroallergens D. pteronyssinus
and B. tropicalis was observed in both groups. The presence of AD in response to
aeroallergens has been demonstrated [29]. On the other hand, these results may
reflect the widespread sensibility to both aeroallergens in these patients. In fact,
approximately 30% of the non-infected or reinfected CAD patients displayed
asthma/rhinitis allergic symptoms (data not shown). It is important to mention that
there is a high degree of similarity between Ascaris tropomyosin and tropomyosins
from mites, cockroaches, and shrimps [30]. Similar levels of anti-Ascaris IgE were
detected in the infected and non-infected AD patients (data not shown), and the IgE
antibodies may have reacted to aeroallergen extracts in the skin test.

In conclusion, our findings showed that A. lumbricoides-infected chronic AD
patients had a low propensity for acuteness of skin symptoms, in accordance with the
low frequency of CCR4+Th2 cells in the peripheral blood. Future studies need to
concentrate on determining the immunological basis for this ameliorative effect of A.

lumbricoides in atopic dermatitis.
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6. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos de criangas estudadas na faixa etaria de 2 a 10

anos, no bairro do Pedregal, pode se concluir que nesta populagao:

A prevaléncia de infeccdo pelo Ascaris lumbricoides foi de 26,1%.

e A prevaléncia de Dermatite Atdpica foi de 24,7%.

e A associagédo de Dermatite Atdpica (leve) e ascaridiase foi de 36,7%.
e A associagéo entre Dermatite Atopica (grave) e ascaridiase foi 22,7%.

e A prevaléncia de DA nos irmdos das criangas estudadas foram
respectivamente, 10,0% de DA (leve) e 69,0% DA (grave).

e A presenca de DA (grave) nas criancas foi mais frequente quando a mae tem
rinite.
e Criancas com DA (leve) e DA (grave) estando expostas ao A. lumbricoides

ocorre diminuicdo da forma grave.

e A frequéncia de CCR4+TH2 foi significativamente mais alta nas criangas sem

infeccdo comparando com as infectadas.

e Nao foi observada correlagao entre positividade dos testes cutdneos e sintomas

de DA nas criangas infectadas.

e Nao foi observada diferenga significativa na frequéncia de CXCR3+TH1 nos

dois grupos (infectados e nao infectados).
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7. RECOMENDACOES/PERSPECTIVAS

Este trabalho propiciou uma integragdo maior entre a comunidade do

Pedregal e a Unidade Académica de Medicina da Universidade Federal de Campina

Grande — Paraiba.

Como objetivo de dar continuidade a este estudo, estdo previstas as

seguintes agoes:

1.

10.

Desenvolver projetos na area de educagao higiénico-sanitarias com os alunos
da Escola Manoel da Costa Cirne, localizada no bairro do Pedregal, visando
uma maior conscientizagao na tentativa de diminuir a prevaléncia de parasitoses

mais frequentes.

Continuar o contato com a populagdo do Pedregal com a perspectiva de manter

uma coorte com as criancas avaliadas neste estudo.

Avaliar a associagao de asma e ascaridiase em criangas.

Avaliar a associagao de rinite alérgica e ascaridiase em criangas.
Avaliar a associagao de urticaria e ascaridiase em criancas.

Avaliar a associacdo entre carga parasitaria (A. lumbricéides) e dermatite

atdpica nas criangas.

Avaliar a associagdo das demais parasitoses com DA, asma, rinite alérgica e
urticaria.

Avaliar a associgcao de eosinofilia em criangas com DA, asma, rinite alérgica e
urticaria.

Avaliar a evolugdo da DA nestas criancas na medida que vao crescendo no

mesmo meio ambiente.

Avaliar a possivel associacdo de dermatite atopica nas criangas com a

concomitancia de quadros respiratorios.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

Comitd de Etica em Pesquisa

%2 om Setes Humanes

DECLARACAQ

Declaro para os devidos fins que, em reunido de 26/04/2006, foi
aprovado, por unanimidade. o Projeto de Pesquisa: DERMATITE A TOPICA
E ASCARIDIASE NO BAIRRO DO PEDREGAL DA CIDADE DE
CAMPINA GRANDE — PARAIBA (Protocolo 20060314-001). Projeto a ser
realizado no perfodo de janeiro de 2005 a junho de 2008.

Apos conclusdo da pesquisa. deve ser encaminhado ao CEP/HUAC, em
30 dias (trinta dias), relatério final de conclusdo. antes de envio do trabalho
para publicagdo. Haverd apresenta¢do publica do trabalho no Centro de
Estudos do HUAC, em data a ser acordada entre pesquisador e CEP/HUAC,

Foi autorizado, mas sé poderd ser publicado apos a conclusdo e
apresentag@o publica, no Auditério do Hospital Universitario Alcides
Carneiro.

Relator(a):
Joelson Nogueira de Carvalho.

AnaTlilha Alves de Lima
17406

ecretina Execatlva CEPMUACILFGS

Ana Ffﬁvi& Alves de Lfma
Secretaria Executiva CEP/HUAC/UFCG.

Campina Grande (PB), 22 de maio de 2006,

Rua: Dr. Carlos Chagas s/n — Sao José — Campina Grande - Paraiba
Telefone: Oxx 83.341.1616 — Ramal 245

g-mail: cepidhuac.ufcg.edubr - cephuacielig.com. by
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Anexo 2. Liberagdo da Secretaria Municipal de Saude do municipio de Campina

Grande — Paraiba, para desenvolver o Projeto de Pesquisa em area do Programa de
Saude da Familia.

PREFEITURA MUNICIPAL DE CAMPINA GRANDE
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE
PROGRAMA SAUDE DA FAMILIA

Of. Apres. 30 /2006 Campina Grande, 3 1de Maio de 2006

APRESENTACAQ

Estamos apresentando a aluna MARIA TERESA NASCIMENTO
SILVA do curso Doutorado em MEDICINA TROPICAL da UFPE ., que
pretendem desenvolver projeto de pesquisa intitulado: “"DERMALITE
ATOPICA E ASCARIDIASE " .na UBSF- Pedregall .

Dada a releviancia da proposta, solicitamos oferecer o apoio
necessario de acordo com a programagdo desta unidade e a disponibilidade
da equipe.

Alenciosamente, Se ¢ Lira Dantas

Gerente de Atengdo Basica

b
(i A

Semy I'Ell‘lliﬁlfi[‘ﬂ Dantas
rerente de Arenpdo RBasica
Secretaria Municipal de Sande de Camping Grande, Paraiba.



77

Anexo 3. Questionario/Formularios

Modelo do questionério ISAAC, IgE especifica para A. lumbricoides, IgG4
especifica para A . lumbricoides,Testes cutaneos de leitura imediata com
aeroalérgenos e antigenos alimentares, proliferacéo linfocitaria para

antigenos de A. lumbricoides e exame parasitoldgico de fezes.

Dermatite atopica e Ascaridiase no bairro do Pedregal — Campina Grande - PB

Numero: Data: / /
Endereco:

Nome:

Idade: Data de Nascimento: / /
( ) Masculino ( ) Feminino

Nivel socioecondmico (Renda Familiar): Numero de salarios minimos:

Nivel de escolaridade materna:

( ) Analfabeta ( ) ensino fundamental incompleto ( ) ensino fundamental completo
( ) ensino médio incompleto () ensino médio completo ( ) ensino superior incompleto
( ) ensino superior completo

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

2.Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado ou falta de ar ?
( )Sim () Nao

3.Nos ultimos 12 (doze) meses , vocé teve quantas crises de chiado no peito ou falta
de ar.

4 Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé acordou a noite com chiado no peito ou com
falta de ar?
() Sim ( )Néo

5.Nos ultimos 12 (doze) meses, seu chiado no peito ou falta de ar, foi tdo forte, a
ponto de impedir que vocé falasse normalmente?
() Sim () Nao
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6.Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito ou falta de ar, apos
exercicios fisicos?
() Sim () Néo

7.Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé tem tido crises de tosse seca, a noite, sem
estar gripado ou com infecgao respiratéria?
() Sim () Nao

8. Qual a frequéncia de suas gripes e resfriados?

9.Alguma vez na vida vocé teve problemas de espirros, coriza (corrimento nasal),
coceira ou obstrugao nasal, quando nao estava resfriado ou gripado?

( )Sim () Nao
10.Em qual dos ultimos 12 (doze) meses este problema ocorreu?
() Janeiro () Maio () Setembro
() Fevereiro ( )Junho () Outubro
() Margo () dJulho () Novembro
() abril () Agosto () Dezembro

11.Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes suas atividades diarias foram
atrapalhadas por esses sintomas nasais (espirros, coriza, coceira ou
entupimento)?

12.Quando isso acontece vocé tem coceira nos olhos ou garganta®?.
() Sim () Nao

13.Quando vocé tem contato com poeira, mofo ou cheiro forte, vocé tem coceira
espirros ou coriza?
() Sim () Nao

14.Alguma vez na vida vocé teve irritagcbes ou coceira na pele (eczema), que
apareciam e desapareciam nos ultimos 12 meses ?.
( )Sim ( )Nao

15.Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) afetaram algum desses
seqguintes locais: dobras do cotovelo, atras do joelho, na frente do tornozelo,
abaixo das nadegas ou em volta do pescoco, orelhas ou olhos?
( )Sim ( )Nao

16.Quando bebé, vocé apresenta brotoejas ou assaduras de dificil controle em
pescogo, bochechas, atras das orelhas, ou na area das fraldas ?
( )Sim () Nao

17.Manchas com coceira na pele que aparecem e desaparecem pelo menos 6
meses alguma vez? () Sim ( ) Nao

18. Essas manchas nos ultimos 12 meses? ( ) Sim ( ) Nao



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
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Localizagao em dobras? () Sim ( ) Nao
Idade de inicio < 2 anos () Sim ( ) Nao
Idade de inicio > 2 anos () Sim ( ) Nao
Nao desaparecimento completo dos sintomas nos ultimos 12 meses:

( )Sim ( )Nao
Acorda a noite pelo prurido: () Sim ( ) Nao
Eczema alguma vez: () Sim ( ) Nao
Historia familiar:
Pai: Asma () Sim ( ) Nao
Rinite ( )Sim ( )Nao
Urticaria () Sim ( ) Nao
DA ( )Sim ( )Nao
Mae: Asma () Sim ( ) Nao
Irméos: N° de irmaos:
Asma () Sim ( ) Nao
Rinite ( )Sim ( )Nao
Urticaria () Sim ( ) Nao
DA ( )Sim ( )Nao
Avos Paternos: Asma () Sim ( ) Nao
Rinite  ( ) Sim ( ) Nao
Urticaria ( ) Sim ( ) Nao
DA () Sim ( ) Nao
Avos Maternos: Asma () Sim ( ) Nao
Rinite () Sim ( )Nao
Urticaria ( ) Sim ( ) Nao
DA ( )Sim ( )Nao
Vocé tem urticaria? () Sim ( ) Nao
Vocé tem alergia a algum medicamento? ( ) Sim Qual? () Néo
Vocé tem alergia a bebida ou alimento? () Sim Qual? ( ) Nao

Nos ultimos 15 dias fez uso de algum medicamento?
() Sim Qual? () Naéo

Vocé tem alguma doenga que precise do uso de medicamento?
() Sim Qual? ( )Nao

Cicatrizde BCG? ( )Sim ( ) Nao



Observacoes a critério médico:
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Exames complementares:

Numero:

IgE Especifica:

Data:

/

1gG4: Especifica

Proliferacao de linfocitos:

Hemacias:

Hemoglobina:

Hematdcrito:

Leucocitos/mm?:

Bastonetes:

Segmentados:

Eosinofilos:

Basofilos:

Linfécitos Tipicos:

Linfécitos Atipicos:

Mondcitos:

Plaquetas/mm?;




Parasitologico de Fezes:

a. Método de Ritchie

Helmintos:

Ancilostomideos ------------ :
Ascaris lumbricoides ------- :
Enter. vermiculares--------- :
Sch. mansoni ---------------- :

Strong. stercorales --------- :

Taenia sp.

Tr. trichiura

Hymenolepis nana---------- :

Protozoarios:
Etam. coli

Entam.histolytica------------ :
Giardia lamblia -------------- :
Endolimax nana ------------- :

lodameba butschilli--------- :

b. Método de Kato-Katz:

A~ A~ A~ o~ o~ o~ o~ o~

) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim

) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim

e N e e e e e

A~ AN AN AN~

Z Z2 Z Z Z Z Z Z

Qn
(@)

e A Qe Qr A Qe
O O O O O o

Qan
(@)
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Testes Cutaneos de Leitura Imediata

Aeroalérgenos e Alimentos:

Dermatofagoide farinae/d.pteronissinus:

Blomia tropicalis:

Epitélio de Cao:

Epitélio de Gato:

Epitélio de Carneiro:

Periplaneta americana/blatela germanica:

Amendoim:

Cacau:




Caranguejo:
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Ovo:

Soja:

Leite:

Milho:

Trigo:

Controle Positivo:

Controle Negativo:

Observacodes
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Anexo 4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Titulo do projeto de tese: Dermatite Atopica e Ascaridiase no Bairro do Pedregal, da
Cidade de Campina Grande — Paraiba.

Durante a leitura do documento abaixo fui informado que posso interromper para
fazer quaisquer perguntas.

Eu, , fui procurado(a)
pela médica Maria Teresa Nascimento Silva , sobre o Projeto de Pesquisa com titulo
acima citado a ser realizado por ela. Nesse estudo feito pela médica Teresa
Nascimento, vai participar o (a) menor meu (minha) filho (a) ou sob a minha inteira
responsabilidade, ,de de
idade.A médica Teresa Nascimento ainda me disse que outras pessoas vao ajuda-la
no trabalho e que muitas perguntas seréo feitas a mim sobre a crianga e até mesmo
de toda minha familia. Além disto, deverei trazer 3 amostras de fezes, e, quando
necessario permitir a coleta de sangue venoso .

Afirmo que entendi tudo o que escrito acima e concordo em participar do projeto de
pesquisa

Campina Grande: / /

Nome

Ficha n°

Responsavel: ou
Assinatura

impressao digital
Testemunhas:
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Anexo 5. Instrugcéo aos autores — Artigo 1

Jornal de

(i%j Ped | atri a INSTRUGCOES AOS AUTORES

« Escopo e politica
ISSN 0021-7557 verséo impressa . Instrugges para envio de mater!al para publllcagao
1SN 16724789 versdo anline « Instrugbes para envio de material por e-mail

« Diretrizes para a preparagao do original

Escopo e politica

Informacdes gerais

O Jornal de Pediatria € a publicacao cientifica da Sociedade Brasileira de Pediatria
(SBP), com circulagao regular desde 1934. Atualmente, sua versédo impressa atinge
quase 20.000 leitores e instituicdes no Brasil e na América Latina. Todo o conteudo
do Jornal de Pediatria estd disponivel em portugués e inglés no site
http://www.jped.com.br, que é de livre acesso. O Jornal de Pediatria é indexado pelo
Index Medicus/MEDLINE (http://www.pubmed.gov), SciELO (www.scielo.org),
LILACS  (http://www.bireme.br/abd/P/lilacs.htm), EMBASE/Excerpta  Medica
(http://www.embase.com), Sociedad Iberoamericana de Informacion Cientifica (SIIC)
Data Bases (http://www.siicsalud.com), Medical Research Index
(http://www.purplehealth.com/medical-research-index.htm) e University Microfilms
International.

O Jornal de Pediatria publica resultados de investigagdo clinica em pediatria e,
excepcionalmente, de investigacao cientifica basica. O Jornal de Pediatria aceita a
submissdo de artigos em portugués e inglés. Na versao impressa da revista, os
artigos sédo publicados exclusivamente em inglés. A grafia adotada é a do inglés
americano. No site, todos os artigos s&o publicados em portugués e inglés, tanto em
HTML quanto em PDF. Os sdcios da SBP também recebem uma copia impressa da
revista em portugués.

Processo de revisao (Peer review)

Todo o conteudo publicado pelo Jornal de Pediatria passa por processo de revisao
por especialistas (peer review). Cada artigo submetido para apreciacédo é
encaminhado aos editores, que fazem uma revisdo inicial quanto aos padroes
minimos de exigéncia do Jornal de Pediatria e ao atendimento de todas as normas
requeridas para envio dos originais. A seguir, remetem o artigo a dois revisores
especialistas na area pertinente, selecionados de um cadastro de revisores. Os
revisores sdo sempre de instituicbes diferentes da instituicdo de origem do artigo e
sdo cegos quanto a identidade dos autores e local de origem do trabalho. Apds
receber ambos os pareceres, o Conselho Editorial os avalia e decide pela aceitagao
do artigo sem modificagdes, pela recusa ou pela devolugdo aos autores com as
sugestdes de modificagdes. Conforme a necessidade, um determinado artigo pode
retornar varias vezes aos autores para esclarecimentos e, a qualquer momento,
pode ter sua recusa determinada, mas cada versdao € sempre analisada pelo
Conselho Editorial, que detém o poder da decisao final.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0021-7557&lng=pt&nrm=iso
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Tipos de artigos publicados

O Jornal de Pediatria aceita a submissdo espontanea de artigos originais,
comunicagdes breves, artigos especiais e cartas ao editor.

Editoriais e comentarios, que geralmente referem-se a artigos selecionados, séao
encomendados a autoridades em areas especificas. O Conselho Editorial também
analisa propostas de comentarios submetidas espontaneamente.

Artigos originais incluem estudos controlados e randomizados, estudos de testes
diagnosticos e de triagem e outros estudos descritivos e de intervengdo, bem como
pesquisa basica com animais de laboratério. O texto deve ter no maximo 3.000
palavras, excluindo tabelas e referéncias; o numero de referéncias ndo deve exceder
30. O numero total de tabelas e figuras ndo pode ser maior do que quatro.

Artigos que relatam ensaios clinicos com intervengao terapéutica (clinical trials)
devem ser registrados em um dos Registros de Ensaios Clinicos listados pela
Organizagdo Mundial da Saude e pelo International Committee of Medical Journal
Editors. Na auséncia de um registro latino-americano, o Jornal de Pediatria sugere
que os autores utilizem o registro www.clinicaltrials.gov, dos National Institutes of
Health (NIH). O numero de identificagdo devera ser apresentado ao final do resumo.

ComunicagOes breves sado artigos curtos, com um limite de 1.500 palavras,
excluindo referéncias e tabelas, que descrevem observagdes experimentais que nao
justificam a publicagdo como artigo original. Excepcionalmente, serdo considerados
nessa categoria relatos de casos de pacientes ou situag¢des singulares, doengas
raras ou nunca descritas, assim como formas inovadoras de diagndstico ou
tratamento. Dependendo do tépico, o texto pode ser organizado como um artigo
original (ver acima) ou seguir o formato de relato de caso, ou seja: iniciar por uma
introducao breve que situa o leitor quanto a importancia do assunto e apresenta os
objetivos da apresentagdo do(s) caso(s); por um relato resumido do caso; e por
comentarios que discutem aspectos relevantes e comparam o relato com outros
casos descritos na literatura. O numero maximo de referéncias € 15. N&o incluir mais
de duas figuras ou tabelas. O resumo deve ser estruturado conforme o tipo de artigo
(ver Diretrizes para a Preparagao do Original).

Cartas ao editor devem comentar, discutir ou criticar artigos publicados no Jornal de
Pediatria. O tamanho maximo € de 1.000 palavras, incluindo no maximo seis
referéncias bibliograficas. Sempre que possivel, uma resposta dos autores sera
publicada junto com a carta.

Artigos de revisdo - avaliagbes criticas e ordenadas da literatura em relagdo a
temas de importancia clinica, com énfase em fatores como causas e prevencao de
doengas, seu diagndstico, tratamento e prognéstico - sdo em geral escritos,
mediante convite, por profissionais de reconhecida experiéncia. Metanalises se
incluem nesta categoria. Autores ndo convidados podem também submeter ao
Conselho Editorial uma proposta de artigo de revisdo, com um roteiro. Se aprovado,
o autor pode desenvolver o roteiro e submeté-lo para publicagédo. Artigos de reviséo
devem limitar-se a 6.000 palavras, excluindo referéncias e tabelas. As referéncias
bibliograficas deverao ser atuais e em numero minimo de 30.

Artigos especiais sdo textos n&o classificaveis nas categorias acima, que o
Conselho Editorial julgue de especial relevancia. Sua revisdo admite critérios
proprios, ndo havendo limite de tamanho ou exigéncias prévias quanto a bibliografia.
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Instrucdes para envio de material para publicagéo

Os manuscritos devem ser enviados por correio eletrénico (e-mail). Caso sejam
submetidas figuras ou fotografias cuja resolugdo nao permita uma impressao
adequada, a secretaria editorial podera solicitar o envio dos originais ou copias com
alta qualidade de impressao.

Recomenda-se que os autores guardem uma versao do material enviado, que n&o
sera devolvido.

Instrucdes para envio de material por e-mail

1.
2.
3.

9)

h)

Enviar para: jped@jped.com.br
Assunto: escrever o titulo abreviado do artigo

Corpo da mensagem: deve conter o titulo do artigo e o nome do autor
responsavel pelos contatos pré-publicagdo, seguidos de uma declaragdo em que
0s autores asseguram que:

o artigo é original;

nunca foi publicado e, caso venha a ser aceito pelo Jornal de Pediatria, ndo sera
publicado em outra revista;

nao foi enviado a outra revista e ndo o sera enquanto sua publicacdo estiver
sendo considerada pelo Jornal de Pediatria;

todos os autores participaram da concepcdo do trabalho, da analise e
interpretacao dos dados e de sua redacio ou revisao critica;

todos os autores leram e aprovaram a versao final;

nao foram omitidas informagdes sobre quaisquer ligagdes ou acordos de
financiamento entre os autores e companhias ou pessoas que possam ter
interesse no material abordado no artigo;

todas as pessoas que fizeram contribuigdes substanciais para o artigo, mas nao
preencheram os critérios de autoria, sdo citados nos agradecimentos, para o que
forneceram autorizagao por escrito;

reconhecem que a Sociedade Brasileira de Pediatria passa a ter os direitos
autorais, caso o artigo venha a ser publicado. (Obs.: caso o artigo seja aceito
para publicacdo, sera solicitado o envio desta declaragdo com a assinatura de
todos os autores.)

4. Arquivos anexados: anexar dois arquivos separados, contendo respectivamente:

(a) pagina de rosto, resumo em portugués (ou inglés, se o artigo for submetido em

inglés), palavras-chave, texto e referéncias bibliograficas, (b) tabelas e figuras.
Esses arquivos devem permitir a leitura pelos programas do Microsoft Office®
(Word, Excel e Access).
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Diretrizes para a preparacao do original
Orientacdes gerais

O original - incluindo tabelas, ilustragdes e referéncias bibliograficas - deve estar em
conformidade com os "Requisitos Uniformes para Originais Submetidos a Revistas
Biomédicas", publicado pelo Comité Internacional de Editores de Revistas
Médicas1,2 (ver a ultima atualizagdo, de fevereiro de 2006, disponivel em
http://www.jped.com.br/port/normas/normas_07.asp).

Cada segao deve ser iniciada em nova pagina, na seguinte ordem: pagina de rosto,
resumo em portugués, resumo em inglés, texto, agradecimentos, referéncias
bibliograficas, tabelas (cada tabela completa, com titulo e notas de rodapé, em
pagina separada), figuras (cada figura completa, com titulo e notas de rodapé em
pagina separada) e legendas das figuras.

A sequir, as principais orientacfes sobre cada secao:
Pagina de rosto
A pagina de rosto deve conter todas as seguintes informagdes:

a) titulo do artigo, conciso e informativo, evitando termos supérfluos e abreviaturas;
evitar também a indicagao do local e da cidade onde o estudo foi realizado,
exceto quando isso for essencial para a compreensao das conclusoes;

b) titulo abreviado (para constar na capa e topo das paginas), com maximo de 50
caracteres, contando os espacos;

c) nome de cada um dos autores (o primeiro nome e o ultimo sobrenome devem
obrigatoriamente ser informados por extenso; todos os demais nomes aparecem
como iniciais);

d) titulagdo mais importante de cada autor;
e) endereco eletronico de cada autor;

f) informar se cada um dos autores possui curriculo cadastrado na plataforma
Lattes do CNPq;

g) a contribuicdo especifica de cada autor para o estudo;

h) declaracdo de conflito de interesse (escrever "nada a declarar" ou a revelagao
clara de quaisquer interesses econdmicos ou de outra natureza que poderiam
causar constrangimento se conhecidos depois da publicagdo do artigo);

1) definicdo de instituicdo ou servigo oficial ao qual o trabalho esta vinculado para
fins de registro no banco de dados do Index Medicus/MEDLINE;

J) nome, enderecgo, telefone, fax e enderecgo eletrénico do autor responsavel pela
correspondéncia;

k) nome, endereco, telefone, fax e endereco eletrénico do autor responsavel pelos
contatos pré-publicagao;

I) fonte financiadora ou fornecedora de equipamento e materiais, quando for o
caso;

m) contagem total das palavras do texto, excluindo o resumo, agradecimentos,
referéncias bibliograficas, tabelas e legendas das figuras;

n) contagem total das palavras do resumo;
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0) numero de tabelas e figuras.

Resumo

O resumo deve ter no maximo 250 palavras ou 1.400 caracteres, evitando o uso de
abreviaturas. O resumo das comunicagdes breves deve ter no maximo 150 palavras.
Todas as informagdes que aparecem no resumo devem aparecer também no artigo.
O resumo deve ser estruturado3, conforme descrito a seguir:

Resumo de artigo original

Objetivo: informar por que o estudo foi iniciado e quais foram as hipéteses iniciais,
se houve alguma. Definir precisamente qual foi o objetivo principal e informar
somente os objetivos secundarios mais relevantes.

Métodos: informar sobre o delineamento do estudo (definir, se pertinente, se o
estudo é randomizado, cego, prospectivo, etc.), o contexto ou local (definir, se
pertinente, o nivel de atendimento, se primario, secundario ou terciario, clinica
privada, institucional, etc.), os pacientes ou participantes (definir critérios de selegao,
numero de casos no inicio e fim do estudo, etc.), as intervengdes (descrever as
caracteristicas essenciais, incluindo métodos e duragdo) e os critérios de
mensuracao do desfecho.

Resultados: informar os principais dados, intervalos de confianga e significancia
estatistica.

Conclusdes: apresentar apenas aquelas apoiadas pelos dados do estudo e que
contemplem os objetivos, bem como sua aplicagdo pratica, dando énfase igual a
achados positivos e negativos que tenham méritos cientificos similares.

Resumo de artigo de revisao

Objetivo: informar por que a revisao da literatura foi feita, indicando se ela enfatiza
algum fator em especial, como causa, prevencdo, diagnoéstico, tratamento ou
prognostico.

Fontes dos dados: descrever as fontes da pesquisa, definindo as bases de dados e
0s anos pesquisados. Informar sucintamente os critérios de selegao de artigos e os
meétodos de extracdo e avaliacdo da qualidade das informacdes.

Sintese dos dados: informar os principais resultados da pesquisa, sejam
quantitativos ou qualitativos.

Conclusdes: apresentar as conclusdes e suas aplicagdes clinicas, limitando
generalizagdes aos dominios da reviséo.

Resumo de comunicacgéo breve

Para observagdes experimentais, utilizar o modelo descrito para resumo de artigo
original.
Para relatos de caso, utilizar o seguinte formato:

Objetivo: informar por que o caso merece ser publicado, com énfase nas questdes
de raridade, ineditismo ou novas formas de diagndstico e tratamento.

Descricao: apresentar sinteticamente as informagdes basicas do caso, com énfase
nas mesmas questdes de ineditismo e inovagao.
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Comentérios: conclusdes sobre a importancia do relato para a comunidade
pediatrica e as perspectivas de aplicagao pratica das abordagens inovadoras.

Abaixo do resumo, fornecer de trés a seis descritores, que sao palavras-chave ou
expressdes-chave que auxiliardo a inclusdo adequada do resumo nos bancos de
dados bibliograficos. Empregar descritores integrantes da lista de "Descritores em
Ciéncias da Saude™, elaborada pela BIREME e disponivel nas bibliotecas médicas
ou na Internet (http://decs.bvs.br). Se ndo houver descritores adequados na referida
lista, usar termos novos.

Abreviaturas

Devem ser evitadas, pois prejudicam a leitura confortavel do texto. Quando usadas,
devem ser definidas ao serem mencionadas pela primeira vez. Jamais devem
aparecer no titulo e nos resumos.

Texto

O texto dos artigos originais deve conter as seguintes se¢des, cada uma com seu
respectivo subtitulo:

a) Introducdo: sucinta, citando apenas referéncias estritamente pertinentes para
mostrar a importancia do tema e justificar o trabalho. Ao final da introdugao, os
objetivos do estudo devem ser claramente descritos.

b) Métodos: descrever a populagao estudada, a amostra e os critérios de selegao;
definir claramente as variaveis e detalhar a analise estatistica; incluir referéncias
padronizadas sobre os métodos estatisticos e informacdo de eventuais
programas de computagdo. Procedimentos, produtos e equipamentos utilizados
devem ser descritos com detalhes suficientes para permitir a reproducao do
estudo. E obrigatéria a inclusdo de declaracdo de que todos os procedimentos
tenham sido aprovados pelo comité de ética em pesquisa da instituicdo a que se
vinculam os autores ou, na falta deste, por um outro comité de ética em pesquisa
indicado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa do Ministério da Saude5.

c) Resultados: devem ser apresentados de maneira clara, objetiva e em sequéncia
l6gica. As informagdes contidas em tabelas ou figuras ndo devem ser repetidas
no texto. Usar graficos em vez de tabelas com um numero muito grande de
dados.

d) Discusséo: deve interpretar os resultados e compara-los com os dados ja
descritos na literatura, enfatizando os aspectos novos e importantes do estudo.
Discutir as implicagbes dos achados e suas limitagdes, bem como a necessidade
de pesquisas adicionais. As conclusdes devem ser apresentadas no final da
discussdo, levando em consideragdo os objetivos do trabalho. Relacionar as
conclusdes aos objetivos iniciais do estudo, evitando assertivas ndo apoiadas
pelos achados e dando énfase igual a achados positivos e negativos que tenham
méritos cientificos similares. Incluir recomendacdes, quando pertinentes.
O texto de artigos de revisdo ndo obedece a um esquema rigido de secoes.
Sugere-se uma introdugao breve, em que os autores explicam qual a importancia
da revisdo para a pratica pediatrica, a luz da literatura médica. Nao € necessario
descrever os métodos de selecao e extracdo dos dados, passando logo para a
sua sintese, que, entretanto, deve apresentar todas as informagdes pertinentes
em detalhe. A seg¢ao de conclusbes deve correlacionar as idéias principais da
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revisdo com as possiveis aplicagbes clinicas, limitando generalizagdes aos
dominios da revisao.

O texto de relatos de caso deve conter as seguintes sec¢des, cada uma com seu
respectivo subtitulo:

a) Introducao: apresenta de modo sucinto 0 que se sabe a respeito da doenga em
questdo e quais sao as praticas de abordagem diagndstica e terapéutica, por
meio de uma breve, porém atual, revisdo da literatura.

b) Descricdo do(s) caso(s): o caso € apresentado com detalhes suficientes para o
leitor compreender toda a evolugdo e seus fatores condicionantes. Quando o
artigo tratar do relato de mais de um caso, sugere-se agrupar as informag¢des em
uma tabela, por uma questdo de clareza e aproveitamento do espaco. Evitar
incluir mais de duas figuras.

c) Discussao: apresenta correlacbes do(s) caso(s) com outros descritos e a
importancia do relato para a comunidade pediatrica, bem como as perspectivas
de aplicacao pratica das abordagens inovadoras.

Agradecimentos

Devem ser breves e objetivos, somente a pessoas ou instituigdes que contribuiram
significativamente para o estudo, mas que n&o tenham preenchido os critérios de
autoria. Integrantes da lista de agradecimento devem dar sua autorizagao por escrito
para a divulgacdo de seus nomes, uma vez que os leitores podem supor seu
endosso as conclusdes do estudo.

Referéncias bibliograficas

As referéncias bibliograficas devem ser numeradas e ordenadas segundo a ordem
de aparecimento no texto, no qual devem ser identificadas pelos algarismos arabicos
respectivos sobrescritos. Para listar as referéncias, nao utilize o recurso de notas de
fim ou notas de rodapé do Word. As referéncias devem ser formatadas no estilo
Vancouver, de acordo com os exemplos listados a seguir:

1. Artigo padréo

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ transplantation in HIV-infected
patients. N Engl J Med. 2002;347:284-7.

Se houver mais de 6 autores, cite os seis primeiros nomes seguidos de "et al".
2. Livro

Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA. Medical microbiology. 4th ed.
St. Louis: Mosby; 2002.

3. Capitulo de livro

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromosome alterations in human solid tumors.
In: Vogelstein B, Kinzler KW, editores. The genetic basis of human cancer. New
York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-113.

4. Teses e dissertagcdes

Borkowski MM. Infant sleep and feeding: a telephone survey of Hispanic Americans
[dissertag&o]. Mount Pleasant (MI): Central Michigan University; 2002.
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5. Trabalho apresentado em congresso ou similar (publicado)

Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's computational effort statistic for
genetic programming. In: Foster JA, Lutton E, Miller J, Ryan C, Tettamanzi AG,
editores. Genetic programming. EuroGP 2002: Proceedings of the 5th European
Conference on Genetic Programming; 2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin:
Springer; 2002. p. 182-91.

6. Artigo de revista eletrénica

Zimmerman RK, Wolfe RM, Fox DE, Fox JR, Nowalk MP, Troy JA et al. Vaccine
criticism on the World Wide Web. J Med Internet Res. 2005;7(2):e17.
http://www.jmir.org/2005/2/e17/. Acesso: 17/12/2005.

7. Materiais da Internet
7.1 Artigo publicado na Internet

Wantland DJ, Portillo CJ, Holzemer WL, Slaughter R, McGhee EM. The effectiveness
of web-based vs. non-web-based interventions: a meta-analysis of behavioral

change outcomes. J Med Internet Res. 2004;6(4):e40.
http://www.jmir.org/2004/4/e40. Acesso: 29/11/2004.
7.2 Site

Cancer-Pain.org [site na Internet]. New York: Association of Cancer Online
Resources, Inc.; c2000-01. http://www.cancer-pain.org/. Acesso: 9/07/2002.

7.3 Banco de dados na Internet

Who's certified [banco de dados na Internet]. Evanston (IL): The American Board of
Medical Specialists. c2000. http://www.abms.org/newsearch.asp. Acesso: 8/03/2001.

Obs.: uma lista completa de exemplos de citagdes bibliograficas pode ser
encontrada na Internet, em http://www.icmje.org/ ou
http://www.jped.com.br/port/normas/normas_07.asp. Artigos aceitos para publicagao,
mas ainda nao publicados, podem ser citados desde que indicando a revista e que
estao "no prelo". Observagdes ndo publicadas e comunicacdes pessoais ndo podem
ser citadas como referéncias; se for imprescindivel a inclusdo de informacgdes dessa
natureza no artigo, elas devem ser seguidas pela observagao "observagdo nao
publicada" ou "comunicagao pessoal" entre parénteses no corpo do artigo. Os titulos
dos periédicos devem ser abreviados conforme recomenda o Index Medicus; uma
lista com suas respectivas abreviaturas pode ser obtida através da publicagcdo da
NLM "List of Serials Indexed for Online Users", disponivel no endereco
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/Isiou.html. Para informagées mais detalhadas,
consulte os "Requisitos Uniformes para Originais Submetidos a Revistas
Biomédicas". Este documento esta disponivel em http://www.icmje.org/ ou
http://www.jped.com.br/port/normas/normas_07.asp.

Tabelas

Cada tabela deve ser apresentada em folha separada, numerada na ordem de
aparecimento no texto, e conter um titulo sucinto, porém explicativo. Todas as
explicacbes devem ser apresentadas em notas de rodapé e ndo no titulo,
identificadas pelos seguintes simbolos, nesta sequéncia: *,1, %, §, ||..”*,TT.¥%. Nao
sublinhar ou desenhar linhas dentro das tabelas, ndo usar espacos para separar
colunas. Nao usar espaco em qualquer lado do simboloz.
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Figuras (fotografias, desenhos, gréaficos)

Todas as figuras devem ser numeradas na ordem de aparecimento no texto. Todas
as explicacbes devem ser apresentadas nas legendas, inclusive acerca das
abreviaturas utilizadas na tabela. Figuras reproduzidas de outras fontes ja
publicadas devem indicar esta condicdo na legenda, assim como devem ser
acompanhadas por uma carta de permissdo do detentor dos direitos. Fotos nao
devem permitir a identificagdo do paciente; tarjas cobrindo os olhos podem n&o
constituir protecdo adequada. Caso exista a possibilidade de identificacdo, €
obrigatéria a inclusdo de documento escrito fornecendo consentimento livre e
esclarecido para a publicagdo. Microfotografias devem apresentar escalas internas e
setas que contrastem com o fundo.

As ilustragcdes sao aceitas em cores para publicacdo no site. Contudo, todas as
figuras serdo vertidas para o preto-e-branco na versao impressa. Caso os autores
julguem essencial que uma determinada imagem seja colorida mesmo na versao
impressa, solicita-se um contato especial com os editores. Imagens geradas em
computador, como graficos, devem ser anexadas sob a forma de arquivos nos
formatos .jpg, .gif ou .tif, com resolugdo minima de 300 dpi, para possibilitar uma
impressao nitida; na versdo eletrbnica, a resolugdo sera ajustada para 72 dpi.
Graficos devem ser apresentados somente em duas dimensdes, em qualquer
circunstancia. Desenhos, fotografias ou quaisquer ilustragcbes que tenham sido
digitalizadas por escaneamento podem nao apresentar grau de resolugao adequado
para a versao impressa da revista; assim, € preferivel que sejam enviadas em
versao impressa original (qualidade profissional, a nanquim ou impressora com
resolugao grafica superior a 300 dpi). Nesses casos, no verso de cada figura deve
ser colada uma etiqueta com o seu numero, o nome do primeiro autor e uma seta
indicando o lado para cima.

Legendas das figuras

Devem ser apresentadas em pagina propria, devidamente identificadas com os
respectivos niumeros.

Referéncias:

1. International Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for
manuscripts submitted to biomedical journals. Updated February 2006.
http://www.icmje.org/. Acesso: 28/03/2006.

2. Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas. Requisitos uniformes para
originais submetidos a revistas biomédicas. Atualizacao de fevereiro de 2005.
http://www.jped.com.br/port/normas/normas_07.asp. Acesso: 28/03/2006.

3. Haynes RB, Mulrow CD, Huth EJ, Altman DJ, Gardner MJ. More informative
abstracts revisited. Ann Intern Med. 1990;113:69-76.

4. BIREME - Centro Latino-Americano e do Caribe de Informacdo em Ciéncias da
Saude. DeCS - Descritores em ciéncias da saude. http://decs.bvs.br. Acesso:
28/03/2006.

5. Ministério da Saude. Conselho Nacional de Saude. Resolugdo no. 196 de
10/10/96 sobre pesquisa envolvendo seres humanos. DOU 1996 Out 16; no. 201,
secao 1:21082-21085.
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Lista de verificacao

Recomenda-se que os autores utilizem a lista abaixo para certificarem-se de que
todo o material requerido esta sendo enviado. Nao € necessario anexar a lista.

Declaracdo de que todos os autores viram e aprovaram a versao submetida, no
corpo da mensagem do e-mail.

Pagina de rosto com todas as informacdes solicitadas (integrante do primeiro
arquivo anexado).

Resumo na lingua de submisséo, com descritores (integrante do primeiro arquivo
anexado).

Texto contendo introdugdo, métodos, resultados e discussao (integrante do
primeiro arquivo anexado).

Texto contendo a informacgao sobre aprovacao do trabalho por comité de ética
(no corpo do texto, na segao de Métodos).

Referéncias bibliograficas no estilo Vancouver, numeradas por ordem de
aparecimento (integrante do primeiro arquivo anexado).

Tabelas numeradas por ordem de aparecimento (integrante do segundo arquivo
anexado).

Figuras numeradas por ordem de aparecimento (integrante do segundo arquivo
anexado).

Legendas das figuras (integrante do segundo arquivo anexado).
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Anexo 6. Instru¢cdes aos autores — Artigo 2

Instructions for Authors

The Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory Investigation accepts
contributions within clinical chemistry/biochemistry and clinical physiology. This
includes molecular biology, hematology, clinical immunology and immunohematology
from all countries. Included in the publishing programme are Original Articles,
Editorials, Invited Reviews, Proceedings From Meetings, Short Technical Notes
(improvements of methods, etc.) and Letters To The Editor. All articles are published
in English.

The Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory Investigation's Manuscript
Central site, a web-based manuscript submission and handling system, is now
available. Please submit all manuscripts online via the journal's Manuscript Central
site, that is accessible via the Journal's home page:
http://www.informaworld.com/sjcli. Click on "online submission" which directs you to
Manuscript Central's log in page. Here either create an account or enter an existing
account to log in your "author center" to upload manuscripts. If you have difficulties in
submitting your manuscript electronically, contact site administrators via "Get Help
Now" on any screen.

The receipt of the manuscript will be acknowledged by an e-mail which includes a
manuscript ID number. The manuscript ID number should be quoted in all
correspondence with the Editorial Office.

Papers must not have been submitted for publication elsewhere, and on acceptance
they become the copyright of the journal. All authors must sign a statement that they
have agreed to submission of the manuscript for publication in the journal.

Manuscripts

All manuscripts submitted must be prepared in accordance with the Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (the Vancouver
convention), available at http://www.icmje.org

Conflict of interest and funding

Authors are responsible for recognising and disclosing financial and other conflicts of
interest that might bias their work. They should acknowledge in the manuscript all
financial support for the work and other financial or personal connections to the work.

Ethics and consent

When reporting experiments on human subjects, indicate whether the procedures
followed were in accordance with the ethical standards of the responsible committee
on human experimentation and with the Helsinki Declaration of 1975, as revised in
1983. Do not use patients’' names, initials, or hospital numbers, especially in
illustrative material. Papers including animal experiments or clinical trials must be
accompanied by an approval by the local ethics committee. Please give date of issue
and registration number.

Identifying information should not be published in written descriptions, photographs,
and pedigrees unless the information is essential for scientific purposes and the
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patient (or parent or guardian) gives written informed consent for publication.
Informed consent for this purpose requires that the patient be shown the manuscript
to be published.

Presentation
Submit manuscript text as a Word-file and Figures as separate TIF format files. Use
Times New Roman 12 pt and double spacing throughout the manuscript.

The material should be submitted in the following order:

1.

o s

Title page, with the author's name, institution, and, if the title is longer than 40
letters and spaces, a short title not exceeding this limit for use in the running
heads. The name and full contact details of the author to whom proofs and
offprints are to be sent should also appear on the title page.

An abstract which should not exceed 250 words in length. Up to 10 key words
should be appended to the abstract in alphabetical order, and they should not
include words contained in the title of the article. When possible, the key
words should be adjusted to Medical Subject Headings of Index Medicus.
Tables with their headings. Tables should be within the main manuscript
document and numbered with roman numerals. Each table should have a
short descriptive heading and sufficient explanation to be understandable
without reference to the text. Units in which the results are expressed should
appear at the top of each column. Abbreviations should be defined in a
footnote the first time they are used.

Legends to figures.

References, which are to be numbered consecutively as they appear in the
text. In the list of references, all authors are to be named. Unpublished results
should not be listed in the reference list unless the article is accepted for
publication.

Figures. Please make sure that the units of measurement are presented in Si
units, and that all labelling is in proportion to the figure. The size of letters,
numbers and symbols in figures should be 1.3--1.6 mm when printed. Graphs
should be plotted on blue graph or plain white paper: grid lines that are to
show in the engraving should be inked in black. Photos should be uploaded
seperately in TIFF or EPS. Please note that all the legends to figures must be
typed within the figure legends section in the main document. The extra cost
of printing colour photos will be charged to the author (USD 600 for the first
colour page, USD 300 per each subsequent page). The author may be
charged for expensive typesetting of complicated tables or formulae. The latter
should be submitted seperately as figures.

Brief acknowledgements of grants and other assistance, if any, can be printed
at the end of the text. Cost of changes to the electronic manuscript may be
charged to the author(s).

For further information and support, please contact the editorial office at
editorial.office@sijcli.org.
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Abbreviations and terminology

Any non-standard abbreviations (to be avoided if possible) should be properly
defined in the text the first time they are used. For chemical nhomenclature, please
consult www.chem.gmw.ac.uk/iupac, which contains full-text recommendations from
the International Union of Pure and Applied Chemistry.

Quantities and units must be expressed according to the recommendation of the
Systéme International (Sl), the only exception being hydrostatic pressures in body
fluids: these should be expressed in mmHg.. The volume unit Liter must be
abbreviated "L" (capital L). Concentration units are mol/liter, (milli, micro, nano,
pico)mol/L, written in full or as standard abbreviation.

Please use these simple guidelines when preparing your electronic manuscript:

1. Please be consistent. The same elements should be keyed in exactly the
same way throughout the manuscript.

2. Do not break words at the end of lines. Use a hyphen only to hyphenate
compound words.

3. Enter only one space after the full-stop at the end of a sentence.

4. When emphasizing words, please use the italic feature of your word processor
software.

5. Do not justify your text; use a ragged right-hand margin.

6. Use a double hyphen (--) to indicate a dash in text.

7. Do not use the lowercase | for 1 (one) or the uppercase O for 0 (zero).

8. The space bar should only be used as word separator. Use TAB when
indenting paragraphs or separating columns in tables.

9. Please keep graphic elements (e.g. images) as separate files (e.g. EPS- or

TIFF-files).

Obtaining documents

Documents available on the Internet can be collected by direct connection with an
Internet browser or through e-mail via one of the following addresses:
www4mail@web.bellanet.org OR www4mail@wm.ictp.trieste.it OR www4mail@ftp.
uni-stuttgart.de

The subject line should be kept blank. In the body of the e-mail write (starting in the
first left position) GET www.icmje.org/or www.icmje.org/. The former will be replied
with the requested page as unformatted plain text. The latter will yield an HTML-
formatted e-mail attachment.

Supplements

Papers exceeding 24 printed pages, such as doctoral theses and other monographs
and proceedings from meetings, may be published as Supplements to the journal,but
publication has to be financed by the author. Permission for the printing of such a
supplement must be obtained from the Managing Editor. The Editors do not,
however, undertake any revision of the the work, so full responsibility for the contents
and presentation of the supplement rests with the author. Please contact the editorial
office at editorial.office@sjcli.org.
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