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FIGUEIREDO, Anna Ligia de Castro. Esguistossomose mansdnica humana: avaliacdo
do receptor antagonista de IL-13 (IL-13ro2) e da resposta imune celular. 2014.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia em Salde) — Centro de
Pesquisas Aggeu Magal hées, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2014.

RESUMO

Estudos indicam que citocinas Thl (IL-2, TNF-a e IFN-y) reduzem a fibrose na
esgui stossomose mansonica, enquanto que as Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) tem
papel critico na patogénese da doenga. O desenvolvimento da resposta Th2 é
dependente de IL-4, mas estudos revelaram a IL-13 como a mediadora da fibrose. Os
mecanismos de controle da IL-13 est&o ligados aos receptores desta citocina. O receptor
IL-13R02, conhecida como “receptor antagonista” se liga com alta afinidade a IL-13, e
estudos identificaram a sua participagdo na diminuicdo da fibrose e tamanho do
granuloma. O principal objetivo desse projeto € avaliar o papel do IL-13Ra2 ¢ da
resposta imune celular nos diferentes graus de fibrose hepética e nas formas clinicas da
esguistossomose mansdnica humana. Os pacientes com diversas formas clinicas foram
selecionados no Ambulatério de Gastroenterologia do HC- UFPE e avaliados através da
ultrassonografia. As citocinas Thl e Th2 foram dosadas através de citometria de fluxo e
ELISA (IL-13 e IFN-y), para a andlise estatistica foram utilizados testes de Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis e o teste de correlacdo de Spearman considerando um p <
0,05 como significativo. Foi encontrado uma correlagéo negativa (p < 0,05) entre o IL-
13Ro2 e a IL-13, sugerindo um aumento da citocina no inicio da fibrose. Foi
encontrada correlacdo inicialmente negativa nos pacientes sem fibrose e posteriormente
positiva, nos pacientes com fibrose grave, entre IFN-y e 1L-13, salientando um novo
mecanismo de regulacdo no processo de fibrose periportal na doenca. Houve correlagcéo
positiva entre as citocinas do perfil Thl e entre as citocinas do perfil Th2, sugerindo
falta de supressdo imunolégica e presenca de ambas as respostas, regulando a doenca,
com diferentes graus de fibrose periportal. Os resultados contribuirdo para um melhor
entendimento sobre 0s mecanismos imunes que controlam o processo de fibrogénese
hepdtica em humanos e poderdo ainda permitir um melhor entendimento da relacéo
entre respostaimune celular e esquistossomose mansonica.

Palavras chave: Citocinas - imunologia. Citocinas - sangue. Citocinas - usO
terapéutico. Receptores de citocinas - imunologia. Receptores de citocinas — sangue.
Receptores de citocinas - uso terapéutico. Esquistossomose mansodnica — imunologia.
Esquistossomose mansbnica — parasitologia. Esquistossomose mansbnica - sangue.
Fibrose hepética - imunologia. Fibrose hepética - parasitologia. Fibrose hepatica -
sangue.



FIGUEIREDO, Anna Ligia de Castro. Human schistosomiasis: evaluation of receptor
antagonist 1L-13 (IL-13r02) and cellular immune responses. 2014. Dissertation
(Master’s degree of Bioscience and Biotechnology for Health) — Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2014.

ABSTRACT

Studies indicate that Thl (IL-2, TNF-o and IFN-y) cytokines reduce fibrosis in
schistosomiasis, while Th2 (IL- 4, IL-5, IL- 6, IL- 10 and 1L-13) plays a critica role in
disease pathogenesis. The development of the Th2 response is dependent on IL-4, but
studies have shown IL-13 as a mediator of fibrosis. Control mechanisms of IL-13
receptors are linked to this cytokine. The IL-13Ro2 receptor, known as "receptor
antagonist” binds with high affinity to IL-13, and studies have identified their
participation in the reduction of fibrosis and granuloma size. The main objective of this
project is to evaluate the role of IL-13Ra2 and cellular immune response in varying
degrees of hepatic fibrosis and the clinical forms of human schistosomiasis. Patients
with different clinical forms were selected in the Clinic of Gastroenterology, HC-UFPE
and evaluated by ultrasonography. Thl and Th2 cytokines were measured using flow
cytometry and ELISA (IL-13 and IFN-y), for statistical analysis the Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis tests and Spearman correlation test were used considering ap < 0.05 as
significant. A negative correlation (p < 0.05) between the IL-13Ra2 and the I1L-13 were
found, suggesting an increase of the cytokine in early fibrosis. Initially negative
correlation between IFN-y and IL-13 was found in patients without fibrosis and
subsequently positive in patients with severe fibrosis, highlighting a new mechanism for
regulating the process of periportal fibrosis disease. There was a positive correlation
between the Thl cytokines and between cytokines of the Th2 profile, suggesting a lack
of immune suppression and the presence of both responses, regulating the disease, with
varying degrees of periportal fibrosis. The results contribute to a better understanding of
the immune mechanisms that control the process of hepatic fibrogenesis in humans and
may also provide a better understanding of the relationship between cellular immune
response and schistosomiasis.

Keywor ds. Cytokines - immunology. Cytokines - blood. Cytokines - therapeutic use.
Cytokine receptors - immunology. Cytokine receptors - blood. Cytokine receptors -
therapeutic use. Schistosomiasis mansoni - immunology. Schistosomiasis mansoni -
parasitology. Schistosomiasis - blood. Liver fibrosis - immunology. Liver fibrosis -
parasitology. Hepatic Fibrosis - blood.
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1 INTRODUCAO

Na esquistossomose, grande parte das pesquisas, atualmente se baseia no
entendimento da associacdo entre a resposta imunologica e a formacéo do granuloma e fibrose
hepética (SOUZA et al., 2012). Os granulomas esquistossomaticos estdo associados com as
células T helper (Th) CD4" e representam a reacdo de hipersensibilidade tardia. Estudos
revelaram que citocinas do perfil Thl interleucina (IL) 2, Fator de necrose tumoral (TNF) a e
Interferon (IFN) y reduzem a patologia associada a fibrose, enquanto que citocinas do perfil
Th2 (IL- 4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) tem papel critico na patogénese da doen¢a (FALLON et
al., 2000; HOFFMANN; CHEEVER; WYNN, 2000; MENTINK-KANE et al., 2011).

O desenvolvimento da resposta Th2 é altamente dependente de IL-4 e da expressdo de
seu receptor tipo I, composto pela cadeia IL-2Ry e IL-4Ra (CHIRARAMONTE et al., 1999;
MENTINK-KANE et al., 2011).Entretanto estudos revelaram a IL-13 como a principal
citocina pré-fibroética, tanto em modelo murino (CHIRARAMONTE et al., 1999; FALLON et
al., 2000; LIU et al., 2012; MENTINK-KANE et al., 2011) como em humanos (ALVES-
OLIVEIRA et al., 2006; JESUS et al., 2004).

Os mecanismos de controle da atividade da IL-13 estdo ligados aos receptores desta
citocina que sdo formados por duas cadeias de ligacdo, receptor al da IL-13 (IL-13Ral) e
receptor a2 da IL-13 (IL-13Ra2), sendo a Unica diferenca estrutural entre elas o maior
dominio intracelular da primeira cadeia. Além disso, o receptor IL-13Ral é uma cadeia de
ligacdo de baixa afinidade, sendo necessario o recrutamento de outra cadeia de receptor, o IL-
4Ra, para a formacdo do complexo de receptores. As semelhangas funcionais entre as
citocinas 1L-13 e IL-4 (determinacdo do perfil de resposta Th2, além de proliferacdo e
diferenciacdo de células B) devem-se ao fato de ambas compartilharem a mesma cadeia do
receptor IL-4Ro (FALLON et al., 2000, ZHENG et al., 2008).

A cadeia de ligacdo IL-13Ra2, conhecida como “receptor antagonista” se liga com alta
afinidade a IL-13 sem a presenca adicional de outra cadeia de receptor ( MENTINK-KANE et
al., 2011; ZHENG et al., 2008). Além de existir em sua forma solGvel, esta cadeia € expressa
em altos niveis em células como fibroblastos, na membrana e possui uma cauda
citoplasmatica (FENG et al., 1998). Estudos em modelo murino de esquistossomose
identificaram a participa¢do do IL-13Ra2 na diminui¢do do granuloma, com promogdo da
sobrevivéncia do hospedeiro (MENTINK-KANE et al., 2004), além de suprimir a fibrose e
hipertensdo portal (CHIARAMONTE et al., 2003). Dessa maneira, 0 receptor antagonista
inibe todas as principais caracteristicas patoldgicas que definem a forma hepatoesplénica
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severa em humanos, sendo considerado um mediador critico na imunomodulagdo da doenca
(LIU et al., 2012; MENTINK-KANE et al., 2004; MENTINK-KANE et al., 2011).

Existem evidéncias relacionando o aumento da expressdo do IL-13Ra2 no soro dos
pacientes esquistossomoticos com o nivel de intensidade (através do ndmero de ovos) da
infeccdo (MENTINK-KANE et al., 2004). Neste caso, as atividades protetoras do receptor
antagonista revelados em modelo murino podem também se estender a doenca humana
(MENTINK-KANE; WYNN, 2004).

Os mecanismos de regulacdo do receptor antagonista (IL-13R02) ainda ndo foram
elucidados em humanos (MENTINK-KANE; WYNN, 2004), sendo assim, baseado na
literatura estudada, nosso estudo é pioneiro na avaliacdo do IL-13Ra2 relacionando-0 com 0
processo de fibrogénese hepéatica. Dada a importancia da infec¢do esquistossomotica,
especialmente em Pernambuco, onde a mesma é endémica, a elucidacdo dos mecanismos
imunes que controlam o processo de fibrogénese hepatica em humanos € de grande relevancia
para a busca de novos métodos ndo invasivos na identificagdo de estagios da doenga, a fim de
melhorar 0 acompanhamento terapéutico, determinar o grau/estagio da evolucédo clinica dos
pacientes, além da busca de novos tratamentos devido ao aparecimento de resisténcia ao
praziquantel (GREENBERG, 2013).




15
FIGUEIREDO, A.L.C

2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Epidemiologia da Esquistossomose

A doenga foi descrita pela primeira vez pelo médico alemé&o Bilharz em 1852, sendo
conhecida, na época, como Bilharziase. E a forma mais grave de parasitoses causadas por
organismos multicelulares ((KATZ; ALMEIDA, 2003) e dentre as doencas parasitarias
humanas, a esquistossomose mansonica € a segunda mais prevalente, ficando atras apenas dos
casos de malaria (BICHLER et al., 2001; UTZINGER et al., 2001). No século XXI, a doenca
ainda representa um grave problema de salude publica e possui grande importancia sécio-
econdmica devido a sua ampla distribuicdo geografica, cronicidade e impacto na economia,
ocorrendo em areas tropicais e subtropicais (RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005;
UTZINGER et al., 2001).

Atualmente, estima-se que 207 milhGes estejam infectados em &reas rurais agricolas e
peri-urbanas, e 800 mil pessoas tenham risco de se contaminar. A doenca esté distribuida de
forma endémica atualmente em 77 paises do mundo, incluindo Africa, Oriente Médio, Caribe,
Brasil, Venezuela, Suriname (figura 1) (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013;
BRANDT et al., 2010).

Figura 1- Distribuicdo geografica mundial dos casos de Esquistossomose
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Fonte: Adaptado da Organizagdo Mundial da Satde (2012)
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No Brasil, a esquistossomose atinge milhdes de pessoas e é popularmente conhecida
como “barriga d’agua” ou “xistose” (KATZ; ALMEIDA, 2003; NEVES et al., 2006). A
espécie do parasita existente no pais foi descrita em 1907, pelo inglés Sambon, que a
denominou Schistosoma mansoni (KATZ; ALMEIDA, 2003). O surgimento da
esquistossomose no pais foi devido ao tréfico de escravos africanos e através de imigrantes
orientais e asiaticos que eram portadores do parasita e, a presenca do hospedeiro intermediério
(caramujos do género Biomphalaria) (figura 2), hospedeiros definitivos susceptiveis e
condicdes ambientais semelhantes as da regido de origem facilitaram a instalacdo e
propagacdo do Schistosoma mansoni no territorio brasileiro. As trés espécies de caramujos do
género Biomphalaria importantes para a doenca sdo: B. tenagophila, B. glabrata, B.
straminea, onde apenas as duas Ultimas sdo encontradas na regido Nordeste (NEVES, 2006).

De acordo com Favre et al. (2001), é nas colecdes hidricas das areas endémicas que
grande parte da populacdo, por questdes sociais e econdmicas, exercem a maioria de suas
atividades do dia-a-dia. Assim, a existéncia de extensas areas agricolas com projetos de
irrigacdo, amplos habitat aquaticos, aliados com a presenca de caramujos transmissores da
doenca, auséncia de infraestrutura e saneamento adequados, precariedade na educacgdo
sanitaria, devastacdo ambiental, ocupacéo de terras por populacdes de baixa renda e mudangas
ambientais que resultam do desenvolvimento de recursos hidricos e de crescimento e
migracdo da populacdo, contribuem para a expansdo da doenca e manutencdo da endemia
naquelas areas onde a mesma ja foi instalada. A doenca, portanto, esta relacionada com
questdes de pobreza e de saude publica, sendo um indicativo s6cio-econdmico muito
importante (MELO; COELHO, 2010; PORDEUS et al., 2008; SILVA; CHIEFFI;
CARRILHO, 2005).

Figura 2- Hospedeiro intermediario da esquistossomose mansénica (caramujo Biomphalaria glabrata)

Fonte: Instituto Oswaldo Cruz (ESPECIE..., 2011)
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A expansdo geografica da esquistossomose € algo preocupante e, com exce¢do do foco
isolado de Fordlandia (Pard), ndo existe notificacdo de extincdo de outros focos de
transmissdo no Brasil (DOMINGUES; SILVA, 2011; NEVES, 2006). As prevaléncias
humanas e o estabelecimento de novos focos de transmissdo da doenca no litoral
demonstrando a continua expansdo tornam a esquistossomose cada vez mais cruel e
largamente incapacitante, acarretando em danos irreversiveis na populacdo afetada
(BARBOSA:; SILVA; SIMOES, 1996). Estima-se que 7 milhdes de brasileiros estejam
infectados com o parasita e cerca de 30 milhdes tenham risco de se contaminar (BRASIL,
2010; SOUZA et al., 2012; LEAL NETO et al., 2013).

Atualmente, a doenca é descrita em 18 estados e no Distrito Federal, e as regides
Sudeste, Centro-oeste e Nordeste sdo as que concentram o0 maior numero de casos. Das
unidades federativas brasileiras, 8 (figura 3) sdo consideradas areas endémicas e atingem 0s
estados do Maranh&o até Minas Gerais. Em estados como Ceard, Distrito Federal, Goiés, Rio
de Janeiro e S8o Paulo a transmissdo ndo atinge grandes &reas, sendo considerada focal
(BRASIL, 2010; LEAL NETO et al., 2013).

Figura 3- Areas endémicas e focais da esquistossomose mansénica no Brasil

e,

Fonte: Amaral et al. (2006)

O pais ainda é considerado uma das areas mais endémicas da doenca em todo mundo,
apesar de ter sido encontrada uma diminuigdo consideravel no nimero de casos da forma
grave hepatoesplénica da esquistossomose no Brasil e na mortalidade por hemorragia
digestiva. Atualmente, estudos apontam para uma situacéo preocupante e longe da erradicagéo
da transmissdo da doenca ou do parasita, € iSSO acarreta em graves consequéncias para o
desenvolvimento do pais (DOMINGUES; SILVA, 2011; FERREIRA; SILVA, 2007). A
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regido Nordeste, que foi a primeira area endémica do pais, € a que apresenta a prevaléncia
mais elevada, e 0 aumento da esquistossomose urbana nessa regido, revela a ameaga constante
que a doenca representa, sendo considerada ainda como um grave problema de satde publica
(BARBOSA; SILVA; SIMOES, 1996).

Pernambuco ocupa o terceiro lugar em prevaléncia no Nordeste e nos Ultimos anos
houve um aumento consideravel dos casos registrados no estado, atingindo em torno de 17
mil individuos (DOMINGUES; SILVA, 2011). Fatores soécio-econondmicos, culturais e
bioldgicos contribuem para a endemia da doenca e novas areas de transmissdo tém sido
encontradas em regides proximas ao litoral e na Regido Metropolitana do Recife,
demonstrando que a doenca continua em expansdo no estado. Nas areas rurais, a doenca
continua a se manifestar predominantemente na forma cronica, afetando a populacéo de baixa
renda, enguanto que nessa expansdo pelo litoral, a maioria dos casos encontrados afeta
principalmente pessoas de classe médio-alta (PEREIRA et al., 2010). A éarea endémica em
Pernambuco ocupa 102 dos 186 municipios (DOMINGUES; SILVA, 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude (2010) classificou a esquistossomose como uma das
17 doencas tropicais negligenciadas, pois é mais encontrada na populacdo de baixa renda e
educacéo, leva a discriminacgéo social, atingindo principalmente mulheres, tem efeitos sobre a
salde da populacdo, além de, atualmente, ser controlada através de meios viaveis.

O controle da esquistossomose € um desafio para os servi¢cos de salde publica, apesar
de a doenca ter diagnostico e tratamento considerados simples. Fatores como: inexisténcia de
métodos eficazes de controle contra propagacao de moluscos, precarias condi¢cdes de moradia,
falta de saneamento bésico, difusdo rapida dos hospedeiros intermediarios, frequéncia do
contato humano com &gua infectada pelo molusco transmissor, seja por lazer, trabalho
agricola ou doméstico, além da falta de uma vacina capaz de prevenir a doenca contribuem
para a expansdo da doenca. Assim, € preciso que mais estudos cientificos e investigacoes
epidemioldgicos, aliados a melhores condigdes de saneamento bésico e educagdo sanitéria,
abranjam toda a complexidade da endemia, desde seus determinantes até a dinamica das
interacOes parasita-hospedeiro, com estratégias na busca de novos meios de controle da
doenga (PORDEUS et al., 2008).
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2.2 Ciclo evolutivo e transmissao

O género Schistosoma (pertencente a classe Trematoda e a familia Schistosomatidae)
é composto por platelmintos que apresentam sexos separados e um nitido dimorfismo sexual,
contendo Vérios estagios de desenvolvimento (com ciclo de vida heter6xeno), parasitando
homens e animais (NEVES, 2006; SOUZA et al., 2011). A infecgdo é causada por uma das 5
espécies de Schistosoma: mansoni, japonicum, haematobium, intercalatum, e mekongi
(CHUAH et al., 2014; UTZINGER et al., 2001). As principais especies contaminantes de
humanos séo: Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum e Schistosoma haematobium
(JORDAN et al., 1969). A diferenca entre essas espécies reside na forma de infectar,
incluindo penetracdo larval e oviposicdo da fémea, além do tamanho, morfologia dos ovos,
reaces inflamatdrias induzidas no hospedeiro e no nimero médio de ovos produzidos
(WARREN, 1975).

O Schistosoma mansoni (figura 4) é a Unica espécie relatada no Brasil devido a
inexisténcia dos moluscos suscetiveis a outras espécies (SOUZA et al., 2011). O ciclo de
vida do S. mansoni é complexo e apresenta uma fase de reproducdo assexuada em um
hospedeiro intermediario (caramujo Biomphalaria) e uma fase sexuada em um hospedeiro
definitivo (UTZINGER et al., 2001).

Figura 4- Schistosoma mansoni (macho e fémea acasalados)

Fonte: Portal S&o Francisco (2013)

O ciclo biologico (figura 5) inicia quando, no sistema vascular do hospedeiro
vertebrado, o S. mansoni atinge a forma adulta, alcancando as veias mesentéricas
(principalmente a mesentérica inferior), locais onde machos e fémeas copulam, ocorrendo a
fecundacdo da fémea. Essas fémeas fecundadas, acopladas ou ndo aos machos, migram contra

a corrente sanguinea até atingirem a submucosa de vasos menos calibrosos da parede
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intestinal, e realizam a postura dos ovos. Cada fémea pde cerca de 400 ovos por dia e cerca de
20% chegam ao meio externo (NEVES, 2006).

Os ovos levam cerca de uma semana para atingir a maturidade e contém em seu
interior o miracidio formado. Diversos fatores contribuem para a chegada desses ovos a luz
intestinal juntamente com o bolo fecal, tais como: perfuracdo da parede venular, reacdes
inflamatorias, pressdo dos ovos e adelgacamento da parede dos vasos (NEVES, 2006;
SOUZA et al., 2011). Na agua, os ovos liberam os miracidios (estimulados por temperatura
elevada, luz intensa e oxigenacdo da agua), e assim, esses miracidios podem penetrar nos
moluscos vetores, ndo vetores e até mesmo em girinos. Porém, apenas aqueles miracidios que
penetrarem no hospedeiro intermediario especifico é que vao se desenvolver. No interior do
molusco, os miracidios perdem seus cilios e transformam-se em esporocistos primarios, que
por poliembrionia originam 0s esporocistos secundarios. Os esporocistos, entdo, migram do
local de penetracdo dos miracidios até as glandulas digestivas dando origem as cercarias.
Através do rompimento de vesiculas que sdo formadas no tegumento do molusco, essas
cercarias sdo liberadas atingindo a agua. Nadando livremente, elas sdo atraidas por um
hospedeiro definitivo, o homem, no qual se fixam entre os foliculos pilosos e penetram
ativamente na pele (SOUZA et al., 2011).

O contato do homem com &guas contaminadas com as larvas infectantes — cercarias -
do S. mansoni, devido as atividades agricolas, domésticas, de lazer ou entre outras € a maneira
pela qual ocorre a transmissdo da esquistossomose (BRASIL, 2010).

Além da pele, essas cercarias também podem penetrar através das mucosas e, apos
essa etapa, as larvas resultantes (chamadas esquistossomulos), migram pelo tecido subcutaneo
e sdo levadas da pele até os pulmdes, coragdo, sistema porta, veias mesentéricas, até
alcancarem as alc¢as intestinais do sigmdide e do reto. Uma vez no sistema porta intra-
hepatico, se alimentam até se desenvolverem e se transformar em formas adultas,
completando o ciclo do helminto (SOUZA et al., 2011).
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Figura 5- Ciclo de vida do Schistosoma mansoni
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Fonte: Portal S8o Francisco (CICLO..., 2013)

2.3 ManifestacGes clinicas

A esquistossomose mansonica possui uma fase aguda e uma cronica e sua evolugéo
clinica pode variar desde formas assintomaticas até formas mais graves. O homem adquire a
infeccdo no momento da penetracdo da cercaria através da pele, porém, a patogenia da doenca
depende de uma série de fatores do parasita e do hospedeiro definitivo. E esses fatores (tais
como: resposta imune do individuo, carga parasitaria, cepa, intensidade de infeccdo) vao
estabelecer um amplo espectro das formas clinicas, desde leves até as mais graves e limitantes
(KATZ; ALMEIDA, 2003; NEVES, 2006).

A fase aguda corresponde a penetracdo das cercérias através da pele e pode ser
assintomatica ou sintomatica (NEVES et al., 2006). A forma assintomatica ocorre na maioria
dos portadores da esquistossomose e muitas vezes passa despercebida ou pode ser confundida
com outras doencas, sendo necessarios exames laboratoriais de rotina para seu diagnostico
(BURKE et al., 2009; NEVES et al., 2006).

A forma sintomatica € caracterizada pelo aparecimento de dermatite cercariana e da
sindrome de Katayama (BURKE et al., 2009; NEVES, 2006; PORDEUS et al., 2008). A
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dermatite € uma resposta de hipersensibilidade, mediada por IgE, contra a penetracdo
cercariana, e é caracterizada por erupcdo papular eritematosa e pruriginosa persistindo até
cinco dias apés a infeccdo (BURKE et al., 2009; PORDEUS et al., 2008). A sindrome ou
febre de Katayama corresponde a uma reacdo de hipersensibilidade mediada por imuno-
complexos contra a migragéo dos esquistossomulos (forma imatura do parasita) ou deposi¢ao
inicial dos ovos. Apds trés a sete semanas de infec¢do, o individuo apresenta febre, anorexia,
cefaléia e dor abdominal, podendo apresentar em menor frequéncia, diarréia, nauseas, vomitos
e tosse seca. O quadro geralmente regride espontaneamente, porém em alguns casos pode
desenvolver uma doenca mais persistente e complicada (BURKE et al., 2009).

Através do exame fisico é possivel identificar um leve aumento do figado e do bago,
emagrecimento, febre, prostracdo, taquicardia e desidratacdo; e atraves do exame laboratorial
é identificada uma intensa eosinofilia com leucocitose. Essas manifestacdes clinicas nédo
ocorrem com frequéncia em individuos residentes em areas endémicas (que ja sdo
diagnosticados na maioria das vezes em plena fase crbnica), sendo mais comumente
encontrada em visitantes, imigrantes ou nas infec¢Bes primarias. Esses dados sugerem que 0s
moradores dessas areas podem estar de certo modo, “sensibilizados” face aos antigenos do
parasita, devido a exposi¢do precoce (PORDEUS et al., 2008).

A fase aguda dura cerca de 60 dias e seus sintomas e sinais clinicos comecam a
melhorar gradualmente e, através de tratamento especifico, até desaparecem. Porém, em
individuos nédo tratados, a doenca pode progredir para uma forma crénica comprometendo
varios orgdos (BRASIL, 2010; KATZ; ALMEIDA, 2003). O ciclo de vida do parasita no
hospedeiro, que comeca com a penetracdo das cercarias na pele e termina com 0s vermes
adultos nos ramos terminais da veia porta, explica porque o parasita pode danificar varios
orgdos (SILVA; CHIEFFI; CARRILHO, 2005). A fase cronica representa o indicador de
maior gravidade da doenca em populacdes de algumas regides do pais, principalmente nas
areas com piores condi¢des socioecondémicas (BARBOSA; GONCALVES; MELO, 1995).
Essa fase pode ser dividida em forma leve (assintomatica, hepatointestinal e hepatica) e a
forma mais grave ou avancada (hepatoesplénica) dependendo do comprometimento do
individuo. A forma hepatoesplénica ainda pode ser subdividida em compensada e
descompensada (MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010).

A forma assintomatica é detectada apenas a partir de achados de ovos nas fezes dos
pacientes, devido a falta de sintomatologia. Durante anos, utilizou-se uma separa¢do em
forma intestinal, porém, devido a semelhanca clinica e patolégica com a hepatointestinal

(ambas apresentavam o mesmo comprometimento do figado), essa forma caiu em desuso
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(MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010). As manifestacdes clinicas da esquistossomose
hepatointestinal (EHI) sdo encontradas principalmente em jovens e criangas. Os sintomas séo
caracterizados por nauseas, vOmitos, diarréias, sensacdo de plenitude gastrica e dor
abdominal. Nos casos crénicos graves, pode-se observar fibrose da alca retossigmoide,
entretanto a maioria dos casos € benigna, sendo observadas diarréias sanguinolentas devido a
passagem simultanea de uma grande quantidade de ovos pela luz intestinal (SOUZA et al.,
2011). Ao exame clinico, o figado estd aumentado, principalmente o lobo esquerdo, e o baco
ndo é palpavel (NEVES et al., 2006). O diagnostico dessa fase se baseia em exames
parasitoldgicos positivos, juntamente com dados clinicos e epidemioldgicos dos pacientes. As
dosagens de fosfatase alcalina e gamaglutamil transferase estdo elevadas (MATTOS;
DANTAS-CORREA, 2010). A nova divisdo das formas clinicas da doenca revela que a
esquistossomose hepatica (EH) pode apresentar-se assintomatica ou com sintomas da forma
hepatointestinal, a depender da carga parasitaria e do acimulo de ovos. Ao exame clinico, o
figado se torna, além de palpavel, bastante endurecido (caracteristica semelhante aquela
observada na forma hepatoesplénica) (NEVES et al., 2006). Ocorre fibrose hepatica
moderada a intensa, tipo Symmers, sem apresentar esplenomegalia. Alguns pacientes podem
apresentar varizes esofagicas. A ultrassonografia (US) mostra geralmente uma fibrose
periportal com padréo central (D) ou avangado (E) (classificacdo Niamey), que corresponde
ao grau Il pela classificacdo do Cairo (MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010).

As alteracBes hepaticas iniciam no momento da oviposi¢cdo dos ovos, pelas fémeas do
parasita, e na formacdo dos granulomas. Esses granulomas sdo formados tanto por substancias
antigénicas do ovo (SEA), como também por substancias antigénicas do verme adulto
(SWAP). Os ovos, entdo, sdo liberados nas veias mesentéricas e sdo carregados pela
circulacdo para o interior do 6rgdo. Estes, entdo, ficam retidos nos espagos porta e induzem
uma vigorosa resposta imune com a formacdo de granulomas, conduzindo ao depoésito
excessivo de colageno e de outros componentes da matriz extracelular nas ramificacdes intra-
hepéticas da veia porta e, conseqiientemente, levando ao surgimento de alteracdes hepaticas
tipicas. Com o efeito acumulativo das lesGes granulomatosas, as alteracGes ficam cada vez
mais sérias, levando ao desenvolvimento de uma fibrose periportal em torno das ramificagdes
intrahepaticas, caracteristica morfologica principal da forma grave mais avancada da doenca
(NEVES, 2006).

O aumento na pressdo sanguinea portal, devido a fibrose hepatica periportal, causa as
consequéncias mais graves da infecgdo pelo S. mansoni. Com a evolugdo da doenga, a fibrose

periportal tende a progredir causando congestionamento do fluxo sanguineo da veia intra-
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hepética portal, e da veia esplénica o que contribui para o desenvolvimento da forma mais
grave da doenca, a esquistossomose hepatoesplénica (EHE) (MANZELLA et al., 2008), que
se caracteriza pelo comprometimento e crescimento do figado e bagco. A forma
hepatoesplénica representa de 4% a 12% dos pacientes encontrados em areas endémicas
(DOMINGUES, 2008).

Em sua forma compensada, os sintomas da EHE associam-se, além daqueles ja
relatados para as formas mais leves, a hipertensdo porta e a esplenomegalia, ambas podendo
estar relacionadas com hemorragias, devido a ruptura de varizes esdfago-gastricas, com a
presenca de hematémese (primeiro sinal da forma descompensada da doenca). Os pacientes
possuem sintomatologia inespecifica, como dores abdominais, alteracdes intestinais e
desconforto no hipocondrio esquerdo, devido ao aumento do baco (SOUZA et al., 2011).

A forma descompensada é a principal causa de mortalidade da doenca e caracteriza-se
pela diminuicdo funcional do figado. Pode-se encontrar ao exame fisico ascite, halito
hepaético, ictericia, queda dos pelos e até encefalopatias. No sangue ha a presenca de anemia,
leucopenia (com a presenca de neutropenia e eosinofilia) e plaquetopenia que se apresentam
isoladas ou associadas e sdo atribuiveis ao hiperesplenismo (NEVES, 2006; SOUZA et al.,
2011).

2.4 Diagnostico

O diagndstico da esquistossomose, aguda ou crbnica, é relativamente facil, simples e
rapido, e é dependente principalmente da detec¢do de ovos nas fezes do paciente (BURKE et
al., 2009; KATZ; ALMEIDA, 2003). O diagnostico, aliado ao tratamento, é eficaz na
diminuicdo da infeccdo, porém, a erradicacdo da doenca s6 é possivel com medidas que
interrompam o ciclo evolutivo do parasita, através de melhoria no saneamento basico e
mudanca no comportamento das pessoas que vivem em areas endémicas (KATZ; ALMEIDA,
2003).

O diagnostico clinico pode ser realizado através de sinais e sintomas do paciente,
aliados com dados epidemiol6gicos. Entretanto, existe a necessidade de confirmacdo através
de exames laboratoriais e ultrassonografia (que fornecem informagbes mais seguras para
justificar o diagndstico), ja que a esquistossomose pode ser confundida com outras doencas
devido a diversidade de manifestacGes que ocorrem durante a sua progressdo e em funcéo da

similaridade de sintomas com outras doencas (BRASIL, 2010).
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Os métodos laboratoriais podem ser classificados em parasitoldgicos e imunolégicos.
Os parasitologicos (métodos diretos) detectam ovos do parasito nas fezes ou nos tecidos do
paciente, e ainda sdo considerados como padrdo-ouro para o diagnéstico da esquistossomose
mansoénica e por isso, sdo 0s mais usados atualmente. Dentre eles, destaca-se 0 método Kato-
Katz, mais utilizado pelos programas de controle, e recomendado pela OMS, por ser o0 exame
parasitologico de fezes mais rapido e eficaz (permite avaliar a eficacia de tratamentos e
intensidade de parasitismo), além de ser de facil execucdo (KATZ; ALMEIDA, 2003).

O método Kato-Katz € o de escolha para inquéritos coproscopicos de rotina e em
levantamentos epidemiol6gicos (BRASIL, 2010; NEVES, 2006). No entanto, em &reas onde a
doenca é de pouca gravidade, com a maioria dos portadores eliminando menos de 100 ovos
do parasita por grama de fezes, a prevaléncia da doenca fica subestimada, quando se emprega
somente esse método no diagnostico (OLIVEIRA et al., 2003). Resultados negativos nos
exames parasitologicos de pacientes com infeccdo leve ou em fase cronica ndo excluem a
possibilidade de infeccdo (BRASIL, 2010; NEVES, 2006).

Métodos auxiliares, como eclosdo de miracidios, reacdes sorologicas, bidpsia retal ou
hepética sdo indicados apenas em casos de exame parasitologico de fezes negativo ou em
condi¢cBes muito especiais, entretanto, a bidpsia hepética, para o diagndstico exclusivo da
esquistossomose, ndo deve ser recomendada, sendo utilizada apenas em condigdes especiais,
em casos de diagnostico diferencial ou quando ha necessidade de conhecimento da histologia
do figado (BRASIL, 2010; NEVES, 2006).

Os métodos imunoldgicos (métodos indiretos) indicam a resposta do hospedeiro contra
0 antigeno do parasito. Entre as técnicas soroldgicas mais utilizadas estd o Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (NEVES, 2006). O ELISA, além de proporcionar ensaios
guantitativos, mostra-se muito bem aplicado em estudos populacionais, embora sua utilizacéo,
devido a falta de reagentes comerciais aplicaveis aos diagnosticos da doenca, seja limitada
(OLIVEIRA et al., 2003). Mas, apesar de possuirem boa sensibilidade, ndo permitem a
confirmacgdo absoluta do parasitismo devido a ocorréncia de reages cruzadas com outras
helmintoses dando resultados falso-positivos, além de permanecerem positivos apds a cura do
paciente (GRYSEELS et al., 2006).

Existem ainda os métodos de imagem, no qual se destaca a ultrassonografia. O US € o
mais utilizado por ser um método seguro, rapido, nédo invasivo, simples de ser realizado, ndo
ter as desvantagens de irradiacdo, e ter, comparada aos outros métodos de imagem, um menor
custo e maior aplicabilidade em estudos de campo (DOMINGUES, 2008). O US permite
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avaliar a extensdo, evolucdo, possivel regressdo da doenca apds a realizagdo de tratamentos
apropriados (SANTOS et al., 2007).

Com base na OMS, a classificacdo dos graus de fibrose esta relacionada com uma
graduacdo subjetiva e objetiva. Na objetiva, ocorre uma analise quantitativa na qual se mede a
espessura da fibrose periportal, que acomete principalmente a veia porta no hilo hepético e
estende também para 0s ramos intra-hepaticos do sistema porta e para a regido perivesicular.
O espessamento fibroso periportal constitui-se em alteracfes que permitem uma identificacao
da doenca, sendo caracterizado no US como area de hiperecogenicidade periportal. E na
subjetiva ocorre uma analise qualitativa comparando o figado examinado com determinados
padrdes de comprometimento pela fibrose periportal (BURKE et al., 2009; SANTOS et al.,
2007). A analise qualitativa é obtida através da classificacdo de Niamey (RICHTER et al.,
2001), a qual considera seis padrdes de fibrose periportal denominados: A (auséncia de
fibrose); B (duvidosa); C (periférica); D (central); E (avancada) e F (muito avancada)
(SANTOS et al., 2007).

2.5 Tratamento

O uso de quimioterapia tem sido o método mais defendido no controle da
esquistossomose mansonica, com beneficios de diminuicdo da morbidade da populacdo
(ERKO et al.,, 2012). O tratamento da doenca consiste na utilizacdo de medicamentos
especificos para a cura da infeccdo e deve ser utilizado em pacientes onde se observa a
presenca de ovos nas fezes ou na mucosa retal (BRASIL, 2010). Segundo a OMS, os
programas de controles de parasitoses devem priorizar a populacdo em idade escolar, devido
as criancas representarem o grupo mais vulneravel de rapido crescimento da doenca nos
paises endémicos (FONTES et al., 2003). A quimioterapia representa, nessas areas
endémicas, um importante redutor da morbidade e é também valiosa para resolver casos
individuais da doenca (FERRARI et al., 2003). Existem duas drogas para o tratamento de
criangas e adultos: praziquantel e oxamniquine. Ambas as drogas sdo bem toleradas e a
eficacia do tratamento gira em torno de 80% dos casos, em adultos e 70% em criangas de até
15 anos (BRASIL, 2010).

A introducdo da oxamniquine como tratamento terapéutico na esquistossomose trouxe
inimeras esperangas para o controle da endemia e consequentemente uma reducdo na
morbidade da populacdo (BARBOSA; GONCALVES; MELO, 1995). A droga é produzida

por sintese biologica e pertence ao grupo quimico aminoalquitolueno, atuando apenas na
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espécie Schistosoma mansoni (sendo mais eficaz no sexo masculino do parasita). Sua acao
esta baseada em efeito anticolinérgico, aumentando a motilidade do parasito, como também
inibindo a sintese de &cidos nucléicos. Também é administrado via oral, com dose Unica em
adultos, e em criancas € dividida em duas doses orais por dia de 10mg/kg. Os efeitos
colaterais mais relatados sdo alucinacgdes, tonturas e excitagdo (BRASIL, 2010; NEVES,
2006).

O praziquantel atua em todas as espécies do género Schistosoma e pertence ao grupo
quimico isoquinolino-pirazino, o que dificulta possiveis reacdes cruzadas com a oxamniquine.
E administrado via oral, com dose de 60mg/kg para criancas e 50mg/kg para adultos, ambas
em doses Unicas. Os efeitos colaterais sdo leves e passageiros e predominam dor abdominal,
cefaléia e sonoléncia. A droga atua lesando o tegumento do parasito, através de mudancas
ultraestruturais, resultando em aumento da permeabilidade aos ions de calcio. Esses ions se
acumulam no citoplasma do parasita, levando a contragfes musculares e paralisia do verme
adulto. A droga também danifica a membrana do tegumento e, com isso, expbe antigenos-
alvo a resposta imune do hospedeiro (BRASIL, 2010; NEVES, 2006). Por ser nacionalmente
produzida, em Farmanguinhos/Fundacdo Oswaldo Cruz/RJ, o praziquantel € a droga de
escolha atual no tratamento da doenca (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Todos os pacientes com evidéncias de infeccdo, mesmo na auséncia de sintomas,
devem ser tratados, incluindo imigrantes e viajantes (BRASIL, 2010). Utilizar tratamento
quimioterapico é de extrema importancia para evitar 0 aumento da carga parasitaria dos
pacientes, impedir a evolucdo da doenca para estagios mais avangados, além de proporcionar
cura da doenca (BRASIL, 2010). Entretanto, estudos com estratégias utilizando novos
quimioterapicos sdo necessarios devido ao aparecimento de resisténcia ao praziquantel
(GREENBERG, 2013).

A auséncia de conhecimento sobre os mecanismos exatos da acdo do praziquantel
contribui para a falta de esclarecimento sobre 0 modo de agdo de resisténcia a droga em
Schistosomas. Tem sido demonstrado que o surgimento da resisténcia se deve a sequéncia de
larga escala e ao uso repetido do mesmo quimioterapico. Embora essa resisténcia seja pouco
detectada em campo, uma susceptibilidade reduzida da droga em S. mansoni tem sido
encontrada em muitos focos endémicos. Com isso, nessas areas endémicas, onde a
quimioterapia com o praziquantel é implementada, é de grande importancia o
desenvolvimento de ferramentas para diminuir ou até mesmo evitar a disseminacdo dessa
resisténcia (GREENBERG, 2013; WANG et al., 2012).
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2.6 Fibrose hepética na esquistossomose

A reparacdo tecidual € um processo bioldgico de fundamental importancia, pois
representa um mecanismo crucial para a sobrevivéncia do individuo substituindo células e
tecidos lesados durante varios estimulos agudos ou crénicos. O processo consiste em duas
fases: regeneracéo e fibrose (FRIEDMAN, 2008; JIAO; FRIEDMAN; ALOMAN, 2009). A
regeneracdo hepética é caracterizada por um crescimento tecidual organizado e ordenado
quando da perda do parénquima, o qual desencadeia um processo regenerativo até a
restauracdo da massa hepatica. Essa restauracdo ocorre por hiperplasia celular compensatéria
nos lébulos remanescentes, com consequente aumento em suas dimensfes (RAMALHO et
al., 1993). A fibrose, inicialmente benéfica, pode evoluir para um processo patogénico
levando a remodelacdo e formacdo de tecido de cicatrizacdo permanente além de causar
faléncia de oOrgdos e morte em alguns casos (FRIEDMAN, 2008; JIAO; FRIEDMAN;
ALOMAN, 2009).

As consequéncias da fibrose hepética representam a maior causa de mortalidade e
morbidade e sua ocorréncia se deve a uma variedade de fatores, tais como: uso excessivo de
alcool e drogas, alergias cronicas e diferentes agentes infecciosos. Além disso, consiste como
uma agressdo crbnica ao figado em conjunto com o acumulo de elementos da matriz
extracelular (ECM) - colagenos, elastina, proteoglicanos e proteinas -, 0 que é uma
caracteristica das doencas hepaticas cronicas (JIAO; FRIEDMAN; ALOMAN, 2009).

A ativacdo das células estreladas hepaticas (conhecidas também como lipdcitos ou
células de Ito) é o evento dominante na fibrogénese e consiste na alteracdo fenotipica dessas
celulas em fibroblastos e em miofibroblastos proliferativos e fibrogénicos (ANTHONY et al.,
2010; FRIEDMAN, 2008; JIAO; FRIEDMAN; ALOMAN, 2009). As células estreladas
hepéaticas constituem as principais estruturas responsaveis pela homeostase do 6rgdo e
desempenham um papel central na resposta a lesdo hepatica (WYNN, 2004, 2007). Elas sdo
responsaveis pela formacdo da ECM, que é importante para manter a funcéo diferenciada de
todas as células residentes no figado. Porém, com o desenvolvimento do processo fibrotico,
ocorrem mudancgas quantitativas e qualitativas na composi¢do da ECM hepética (WYNN,
2004, 2007), devido ao acumulo em excesso de proteinas componentes da matriz extracelular
que sdo produzidas pelos miofibroblastos (BRANDT et al., 2010). O acumulo de tecido
fibroso em decorréncia da formacdo do granuloma pode obstruir o fluxo sanguineo portal,

resultando em hipertensdo portal e suas sequelas (esplenomegalia e varizes
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gastroesofagianas), o que causa morbidade e mortalidade associada com a esquistossomose
(BURKE et al., 2009).

A fibrose representa um aspecto importante na esquistossomose e é consequéncia da
reacdo granulomatosa (resposta imunoldgica), dirigida contra os ovos do parasita que sao
depositados no figado, sendo limitada ao espago periportal, sem haver comprometimento do
parénquima hepatico nem progressdo para cirrose (BRANDT et al., 2010). Na
esquistossomose, grande parte das pesquisas, atualmente se baseia no entendimento da
associacdo entre a resposta imunoldgica e a formagdo do granuloma e fibrose hepatica
(SOUZA et al., 2012). Os granulomas esquistossomoticos estdo associados com as células T
helper CD4" e representam a reacdo de hipersensibilidade tardia (ABATH et al., 2006;
PEARCE; MACDONALD, 2002). Estudos revelaram que as citocinas do perfil Thl (IL-2,
TNF-a e IFN-y) reduzem a patologia associada a fibrose, enquanto que as citocinas do perfil
Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e 1L-13) tem papel critico na patogénese da doenca (FALLON et
al., 2000; HOFFMANN; CHEEVER; WYNN, 2000; WYNN et al., 1995, MENTINK-KANE
etal., 2011).

As principais citocinas reguladoras associadas com a producdo de proteinas da matriz
extracelular sdo: TGF-B, IFN-y, TNF-o, IL-6, IL-4, IL-13, IL-5, IL-10. Estudos em
camundongos e humanos com esquistossomose identificaram o papel anti-fibrético do IFN-y,
através da sua atuacdo na inibicdo da producdo de ECMP pelas células estreladas. Com isso,
ocorreria a sintese de metaloproteinases (MP), aumentando assim, a atividade das colagenases
do figado, além da inibicdo da sintese dos inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs)
(DESSEIN et al., 1999; HENRI et al., 2002). Em modelo murino da esquistossomose, as
citocinas TGF-B, 1L-13 e IL-4 sdo relacionadas com a fibrogénese e estimulam as células
estreladas hepaticas a se transformarem em miofibroblastos e exercem o efeito oposto ao IFN-
v na sintese das ECMP e TIMPs (CHIARAMONTE et al., 2001).

2.7 Imunopatologia da esquistossomose

As respostas humoral e celular sdo mecanismos extremamente importantes para o
entendimento do desenvolvimento da patologia associada com a esquistossomose. A resposta
imunologica induzida a partir de infecgdes produzidas pelo S. mansoni, varia de acordo com a
evolucdo parasitaria e migracdo por diferentes 6rgdos e tecidos do hospedeiro definitivo
(FITTIPALDI, 2006).

No processo inflamatério provocado pelo Schistosoma mansoni a leséo tipica resulta
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em uma reagdo granulomatosa em torno dos ovos que séo depositados no sistema venoso
portal e ficam retidos em sinusoides hepaticos. Os granulomas sdo formados por fibras
colagenas e células do tipo: linfdcitos, macréfagos e eosindfilos, em proporcdes diferentes e
que variam dentre os diferentes orgdos de acordo com a fase da doenca. A formacédo do
granuloma é mediada por células T CD4" e estudos recentes tém demonstrado o importante
papel de citocinas no controle do desenvolvimento da doenga (JESUS et al., 2004).

O entendimento da diferenciaco celular em linfocitos T CD4" tem sido crucial para o
entendimento das bases que tornam uma resposta imunologica benéfica ou ndo para o
hospedeiro em resposta aos patdgenos (MOSMANN et al., 1997). A ativacao dos linfocitos T
CD4" é realizada pelo reconhecimento de determinantes antigénicos apresentados pelo
complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC Il), na superficie de células
apresentadoras de antigenos. Os linfocitos T CD4" podem se diferenciar, principalmente em
células T efetoras, chamadas de Th1l e Th2. Esta classificacdo ocorre de acordo com o padrdo
de citocinas produzidas por essas células. As citocinas Thl sdo responsaveis pela inducéo de
uma reacao de hipersensibilidade tardia, através da ativacdo de uma resposta inflamatoria e
citotoxica. Por outro lado, as citocinas Th2 sdo responsaveis pela proliferacao de linfocitos B,
que estimula a producdo de IgE e aumenta o nimero de eosinofilos e mastdcitos. A regulacéo
e a producdo dessas respostas Thl e Th2, ocorre de forma simultanea e a resposta Thl inibe a
resposta Th2 e vice-versa (ABATH et al., 2006; JANEWAY et al., 2007).

Modelos experimentais ilustram de forma clara o envolvimento de células T CD4" na
resposta a progressao da doenca (CHUAH et al., 2014). Em murinos, nos estagios iniciais da
infeccdo ocorre uma resposta imunoldgica predominante Thl, contra a migracdo dos
esquistossdbmulos e das formas imaturas adultas. Essa resposta € caracterizada pelo aumento
da expressdo das citocinas IFN-y, IL-6, IL-1, TNF-o e IL-12. Porém, no momento da
oviposicdo, ocorre uma imunomodulacdo, onde predomina uma resposta Th2, aumentando
niveis de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (BURKE et al., 2009; CHUAH et al., 2014).

A resposta Th2 alcanga o pico em aproximadamente 6 a 8 semanas pos infeccdo e
entdo é modulada com a progressdo da doenca (BURKE et al., 2009; CHUAH et al., 2014).
Essa resposta Th2 é caracterizada pelo aumento de IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10. Em murinos,
essas citocinas do perfil Th2 tém importante funcdo na formagdo do granuloma, na presenga
de eosindfilos e no desenvolvimento da fibrose (JESUS et al., 2004). A infeccdo progride
para uma fase mais cronica e ocorre uma regulacdo desse perfil Th2 (mais ou menos na 122
semana) juntamente com uma redugdo no tamanho do granuloma hepatico. Essa

imunomodulacao regula o equilibrio das respostas Th1/Th2, sendo acionada por IL-10 e TGF-
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B, que induzem células Treg (CHUAH et al., 2014).

Um estudo utilizando modelo murino deficiente em IL-4 e IL-13 demonstrou que a IL-
4 esta relacionada com a resposta granulomatosa, e identificou a participacao da citocina pro-
fibrotica 1L-13 no desenvolvimento da fibrose hepatica na esquistossomose (FALLON et al.,
2000). Estudos de Chiaramonte et al. (1999) e Fallon et al. (2000) demonstraram o papel da
IL-13 como principal citocina mediadora da fibrose na esquistossomose murina (juntamente
com IL-4 e TGF-P) através de estimulos para a producao de colageno in vitro por fibroblastos
Em contraste, no mesmo estudo, citocinas Thl (IFN-y e IL-12), exibiam atividades anti-
fibréticas, sendo o IFN-y, o principal associado com a reducdo da deposicdo de colageno na
cicatrizagao normal e no processo de fibrose (FALLON et al., 2000).

Estudos recentes em murinos tém revelado um papel da citocina IL-17 e das células T
regulatérias (Treg) na infeccdo pelo Schistosoma. Assim, estudos relacionados com a
diferenciacdo de células Treg e a citocina IL-17, tém demonstrado um link entre essas
respostas na qual, a Treg diminuiria o desenvolvimento da doenga (sendo associada com a
sobrevivéncia do parasito), enquanto a IL-17 aumentaria a progressdo da mesma. Foi relatado
gue o mecanismo utilizado por essa citocina estaria relacionado com o recrutamento de
granuldcitos (eosindfilos, no caso da esquistossomose) e isso contribuiria para o
desenvolvimento de danos nos tecidos e fibrose (SOUZA et al., 2012; MBOW et al., 2013).

Durante o processo de infeccdo em humanos, o perfil de producdo de citocinas esta
relacionado com as diferentes formas clinicas da esquistossomose (MORAIS et al., 2008).
Existem evidéncias de que citocinas pro-inflamatorias (TNF-o, IL-1 e IL-6) sejam
responsaveis pela génese da fase aguda. A resposta imunoldgica observada em pacientes
nessa fase, durante a 3* e 5* semana, é uma associacdo na expressio de citocinas do tipo Thl e
Th2, com predominio, porém, das citocinas Thl, onde sdo vistos niveis elevados de IFN-y,
IL-5 e baixos de IL-10. Ocorre elevacdo também do numero de eosinofilos e na producédo de
IgE (CALDAS et al., 2008). Montenegro et al. (1999) observaram uma producdo elevada de
IFN-y na fase inicial da doenca e que a IL-10 tem papel fundamental na supressdo da resposta
imune tanto na infeccdo aguda, como na cronica.

Com o desenvolvimento da fase cronica, os pacientes, nas formas EI/EHI apresentam
ambas as respostas, Th1/Th2, com predominancia de citocinas Th2, com altos niveis de I1L-4 e
IL-5. Apds a oviposicdo, ocorre um aumento de IFN-y e IL-2 (ABATH et al., 2006; BURKE
et al., 2009). N&o existem relatos na literatura sobre a imunopatologia associada com a forma
hepatica. No entanto, os perfis de citocinas relatado em pacientes com EHE sdo mais

varidveis. Esses pacientes tém uma baixa resposta Th2 associada com aumento na produgéo
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de IFN-y e TNF-a, ¢ diminui¢do da IL-5 e IL-10, ap6s estimulo com SEA e SWAP, o que
leva ao desenvolvimento de uma resposta imunoldgica predominantemente pré-inflamatéria
(BURKE et al., 2009; MORAIS et al., 2008). Em contraste, baixos niveis de IFN-y e altos de
TNF-a contra SEA, niveis elevados de IL-4 contra preparacdo de SWAP e altos niveis de IL-
10 contra SEA e SWAP também estdo sendo associados com risco de desenvolvimento da
forma hepética severa da doenga (BURKE et al., 2009). Abath et al. (2006) identificaram que
pacientes com a forma mais grave da doenca apresentavam resposta predominante Th2 e ndo
conseguiam desenvolver uma resposta Thl significativa. Em individuos nos estagios inicias
do desenvolvimento da hepatoesplenomegalia também foi demonstrada uma relagéo no perfil
de citocinas Th2 com a fibrose periportal severa (MAGALHAES et al., 2004).

Existem estudos que relatam que durante a fase aguda, a resposta imune do hospedeiro
contra os antigenos dos ovos € mais intensa do que na fase cronica da infeccdo, e isso
acontece porque durante a fase cronica ocorre uma diminui¢do na producdo das citocinas Th2,
ao mesmo tempo em que se verifica um rapido aumento na producdo das citocinas Thl. Essa
transicdo no perfil de citocinas produzidas leva a uma diminuic¢do do tamanho dos granulomas
recentemente formados, ocasionando uma imunomodulacdo. Porém, a continua formacao de
granulomas no parénguima hepético pode acarretar no desenvolvimento de fibrose severa,
ocasionada por uma elevacao na resposta Th2 (PEARCE; MACDONALD, 2002).

Em sintese, nos seres humanos, baixos niveis de IFN-y e altos niveis de TNF-a
(sugerindo sua participacdo na formacdo do granuloma) estdo associados com a presenca de
fibrose periportal avancada (HENRI et al., 2002).

2.7.1 Interferon y

O IFN-y é produzido por células natural killer (NK), T CD4" e CD8". Essa citocina
possui importantes funcdes na imunidade mediada por células contra microorganismos
intracelulares, atuando em antagonismo com as func¢des do TGF-f através da inibigdo da sua
ativagdo, impedindo a fosforilacdo e da transducéo de sinais dessa citocina. O efeito final do
IFN-y ¢ inibir rea¢cdes com predominancia de eosinofilos dependentes de IgE e, a0 mesmo
tempo, promover reagdes ativando macrdéfagos para destruir células infectadas (WYNN;
RAMALINGAM, 2012). Na esquistossomse, através da inibi¢do da diferenciacéo de células
estreladas hepaticas, o IFN-y exerce um papel importante na regulagdo de fibroblastos e na
sintese de colageno, e consequentemente a producdo de matriz extracelular. Também é

responsavel por aumentar a atividade de colagenases do figado, pela inibicdo da sintese de
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TIMPs e pelo estimulo da sintese de MP (HENRI et al., 2002). O IFN-y foi demonstrado
como sendo a principal citocina antifibrética (OLIVEIRA et al., 2006), ja que casos de fibrose
periportal severa foram associados com baixos niveis de IFN-y (HENRI et al., 2002;
TALLAT et al., 2007) e que em modelos murinos, o IFN-y inibe a deposi¢dao de colageno
(STAVITSKY, 2004).

2.7.2 Interleucina 4 e Interleucina 13

A IL-4 é expressa por células Th2, porém a mesma pode ser produzida em menores
quantidades por células Thl (VARELLA et al., 2001; ZHENG et al., 2008). A citocina I1L-13
é produzida principalmente por células T CD4", mas outras células, incluindo T CD8" e
células NK-T, basofilos e eosinofilos também podem produzi-la (ABBAS, 2010).

Por compartilharem o mesmo complexo receptor, as duas citocinas possuem fungdes
semelhantes. A IL-4 possui como principal atividade determinar o perfil da resposta
imunologica Th2, além de induzir a proliferagdo da diferenciacdo de células B e aumentar a
expressao de Complexo principal de Histocompatibilidade (MHC) classe Il (possibilitando
assim uma maior ativacdo de Th2). Ela ainda estimula a producdo de IgE nas células B
ativadas e aumenta a expressdo de receptores para essa imunoglobulina em mastdcitos e
baséfilos. A IL-4 tem seu efeito antagonizado pelo IFN-y. Um estudo em camundongos
infectados com S. mansoni e deficientes de IL-4R e via STAT6 (transdutor de sinal e ativador
da transcricdo 6) demonstrou uma diminuicdo do desenvolvimento do granuloma, sugerindo
um papel da IL-4 e I1L-13 na resposta granulomatosa. Porém com o bloqueio da IL-13, ndo
houve alteracdo do granuloma, indicando que, apenas a IL-4 participa dessa etapa
(VARELLA et al., 2001).

A 1L-13 foi inicialmente reconhecida pelos seus efeitos sob mondcitos e células B,
onde ela também regulava a expressdo de MHC classe 11, além de promover a troca da classe
IgE e inibir a producéo de citocinas inflamatorias. Essa citocina também est4 associada com a
regulacdo de receptores de quimiocinas e producdo de muco. O IFN-y também € antagonista
dessa citocina (ZHENG et al., 2008).

Finalmente, a IL-13 foi revelada como um potente mediador do processo fibrogénico
em esquistossomose e asma, 0s quais indicam o seu papel regulador chave na matriz
extracelular (L1U et al., 2012; MENTINK-KANE et al., 2011). Além disso, diferentes estudos
sugerem que esta citocina estimule a producdo de TGF-B. Através de multiplos tipos

celulares, a IL-13 induz a producdo de arginase-1 em macrofagos e, essa enzima utiliza a L-
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arginina como substrato para produzir a L-ornitina. Esse aminoacido serve como substrato
para a producdo de ornitina descarboxilase e ornitina amino-transferase, 0s quais S&o
responsaveis pela producdo de poliaminas e prolinas, respectivamente. A prolina é um
aminoéacido essencial para a producdo de colageno e, consequentemente, no desenvolvimento
de fibrose (WYNN, 2003, 2007).

2.7.3 Receptores da IL-4 e IL-13

A IL-13 possui dois receptores, dentre os quais um se liga com baixa afinidade a essa
citocina (IL-13Ral) e outro que se liga com alta afinidade (IL-13Ra2). A IL-13 medeia seus
efeitos através da ligacdo a um complexo receptor constituido por IL-4Ro (comum para a IL-
13 e IL-4) e pelo receptor, IL-13Ral (figura 6). No primeiro momento, a IL-13 se liga ao IL-
13Ral, com baixa afinidade, e em seguida, ocorre a ligagdo com o IL-4Ro gerando um
heterodimero de alta afinidade de ligacdo (complexo receptor tipo II). A IL-4 também se liga
a esse complexo de receptores e isso pode justificar a sobreposicao de fungdes existentes entre
essas duas citocinas. Porém, a IL-4 também se liga a receptores do tipo | (compostos por IL-
4Ra e cadeias y) (QASEEM et al., 2013).

Na presenca da IL-4 e da IL-13, ocorre uma sinalizacdo exclusiva para ambas as
citocinas, via STAT6, que é mantida através de transdutores de sinal e ativadores da
transcricdo (Jak). A ativacdo de Jak resulta na fosforilacdo de tirosinas citoplasmaticas, em
IL-4R, que recrutam STAT6. Com isso, a STAT6 é entdo fosforilada e ativada, o que leva a
sua associacao com promotores de IL-4 e IL-13, que, em seguida, conduzem para o0 ndcleo
onde ocorre transcricdo, diferenciacdo de células Th2 (QASEEM et al., 2013).

Outra cadeia de receptor tem sido descrita, a IL-13Ra2, que se liga exclusivamente a
IL-13 com alta afinidade. A ligacdo da IL-13 com esse segundo receptor, diminui a
disponibilidade da citocina no meio, reduzindo a sinalizagéo da citocina com o complexo IL-
4R/IL-13Ral. Porém, se os niveis de IL-13 aumentarem, essa inibicdo deixa de acontecer
(MANNON; REINISCH, 2012; QASEEM et al., 2013).
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Figura 6- Receptores da IL-4 e IL-13 e vias de Sinalizacdo
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Fonte: Holgate (2012)

2.7.4 Receptor a2 da IL-13 (IL-13Ra2)

O IL-13Ra2 se encontra ligado @ membrana, no citoplasma ou solavel (WYNN, 2003;
ZHENG, 2008). Esse receptor é expresso em basofilos e em diversas células: endoteliais,
epiteliais, epiteliais respiratorias, fibroblastos, eosindfilos, mondcitos, macréfagos e células B
(DAINES et al., 2002; OGATA et al., 1998; TABATA; HERSHEY, 2007; YOSHIKAWA et
al., 2003).

O IL-13R02 ¢ uma proteina de 380 aminoacidos com um padrdo de consenso (dois
pares de cisteinas conservadas na por¢do amino-terminal), caracteristica de receptores da
familia de citocinas hematopoiéticas (receptor da citocina tipo 1). A porcdo intracelular
consiste de um dominio citoplasméatico contendo apenas 17 aminoacidos (cauda curta).
Existem relatos de ligacdo do receptor com sinais intracelulares (STAT3, PI13-K E MAPK)
porém ainda ndo esta claro se esse mecanismo ocorre de forma direta ou através da ligacdo
adicional de alguma proteina (DAVID et al., 2001; MANNON; REINISCH, 2012; PANDYA
et al., 2010).

A expressdo desse receptor é regulada em resposta a citocinas Th2 (IL-4, IL-13, IL-
10) e IFN-y (DAINES et al., 2002; SIVAPRASAD et al., 2010; ZHENG et al., 2003). O IL-
13R02 atua controlando a via de sinalizagdo da IL-4 em queratinocitos (ZHENG et al., 2003),
e é um potente inibidor da citocina IL-13 (WILSON et al., 2007), porém seus mecanismos de
acdo ainda ndo sdo totalmente conhecidos.

Uma hipdtese é a de que esse receptor, presente na superficie das células, dispute com
0 complexo IL-4Ra/IL-13Ral pela ligagdo da 1L-13, reduzindo a disponibilidade da citocina
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no meio. Tem sido relatado também que a ligacdo desse receptor com a IL-13 causa uma
internalizagdo do complexo IL-13/13Ra2 e isso ocasiona uma modulagdo na resposta dessa
citocina (através da ndo ativacdo da via STAT6), limitando também sua disponibilidade no
meio, além de diminuir a ativacdo de receptores presentes na superficie celular (ANDREWS
et al., 2006; DAVID et al., 2003; ZHENG et al., 2003).

A forma soltvel do receptor € um importante regulador de inflamagdes e atua como
um modulador endoégeno para a sinalizacdo de citocinas. Essa forma tem sido relatada
atuando nas respostas da IL-13, atraves da ligacdo e neutralizacdo dessa citocina (TABATA,;
HERSHEY, 2007). O receptor também atuaria bloqueando a produgdo de colageno,
diminuindo a progressdo da fibrose estabelecida em determinadas doengas (WILSON et al.,
2007; WOOD et al., 2003).

Citocinas do perfil Thl (IFN-y) também tém sido relatadas na mobilizagdo para a
superficie de estoques intracelulares desse receptor em cultura de células, e isso poderia
controlar respostas celulares induzidas por IL-13. Estudos observaram que o IFN-y
estimularia a producdo do IL-13Ro2, através da ativacdo de macrdfagos, inibindo
cronicamente respostas induzidas por IL-13 em células e tecidos. O mesmo estudo revelou
que o IFN-y também atuaria na inibi¢do da expressao de IL-13Ral, reduzindo a formagdo do
complexo IL-4Ra/IL-13Ral, e assim, diminuiria a IL-13 e a via de sinalizacdo de IL-4
(ZHENG et al., 2003).

Estudos de fragmentos de pulmdo em camundongos transgénicos com loci nulos para
IL-13Ra2, indicaram uma remodelacdo e inflamacdo pulmonar induzida por IL-13 ou
ovalbumina. O receptor atuaria atenuando eficazmente a eotaxina induzida por IL-13 e a
fosforilagdo do STAT6 em fibroblastos (ZHENG et al., 2008).

Um estudo com camundongos infectados com S. mansoni e deficientes para esse
receptor, demonstraram um aumento da fibrose hepatica e isso foi atribuido a uma atividade
aumentada da IL-13. Tratamento com IL-13Ro2 nesses camundongos foi demonstrado como
ser capaz de reverter esse fenotipo pro-fibrético do animal, através da modulagéo da atividade
da IL-13 na matriz extracelular (WOOD et al., 2003). Em contraste, o receptor pode atuar
contribuindo na resposta pro-fibrética ocasionada por TGF-p. Porém, a fibrose mediada por
IL-13 na infecgéo pelo S. mansoni é independente de TGF-f (SIVAPRASAD et al., 2010).

Outro estudo em camundongos infectados cronicamente e deficientes em IL-13Ra2
revelou uma exacerbacdo granulomatosa e uma impossibilidade de supresséo da resposta
inflamatoria na fase crénica da infecgdo, demonstrando um papel importante desse receptor na

regulacdo das inflamacGes. Além disso, esses camundongos também desenvolveram fibrose
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hepética grave, hipertensdo portal, sucumbindo a infeccdo de maneira acelerada (WYNN,
2004). Assim, o IL-13Ra2 foi considerado um mediador critico na imunomodulagdo da

fibrose periportal (MENTINK-KANE et al., 2011; ZHENG et al., 2008).
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos revelaram que citocinas do perfil Thl (IL-2, TNF-a ¢ IFN-y) reduzem a
patologia associada a fibrose, enquanto que citocinas do perfil Th2 tem papel critico na
patogénese da esquistossomose, aumentando a patologia associada a fibrose. A IL-13 foi
revelada como um potente mediador do processo fibrogénico em esquistossomose, sendo a
principal citocina pro-fibrotica, enquanto que o IFN-y foi demonstrado como a principal
citocina antifibrético. Os mecanismos de controle da atividade da 1L-13 estdo ligados aos
receptores desta citocina (FALLON et al., 2000; MENTINK-KANE et al., 2011).

Estudos tem relacionado o IL-13R02 como um importante regulador da resposta
imune em diversas doencas, como asma, alergias e inflamagdes pulmonares (MENTINK-
KANE et al., 2004). Porém, os mecanismos de regulacdo desse receptor ainda ndo foram
totalmente esclarecidos na esquistossomose humana e elucidar os mecanismos protetores
desse receptor e o seu papel na inibicdo da fibrose do tecido, mediada pela IL-13, contribuira
no entendimento do processo de respostas inflamatérias mediadas por células Th2
(CHIARAMONTE et al., 2004). Sendo assim, até onde sabemos, nosso estudo é pioneiro na
avaliacdo do IL-13Ra2 relacionando-0 com o processo de fibrogénese hepatica na
esquistossomose.

A avaliacdo da produgdo do IL-13Ra2 e das citocinas Thl e Th2 do estudo em
resposta a antigenos de ovo do S. mansoni em cultura e a associa¢ao dos niveis do IL-13Ra2,
IL-13 e IFN-y com os diferentes graus de fibrose periportal e diferentes formas clinicas
contribuird na geragdo de conhecimento sobre o desenvolvimento de novas imunoterapias

para 0s pacientes portadores da doenca.




39
FIGUEIREDO, A.L.C

4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar os niveis do receptor antagonista de IL-13 (IL-13Ro2) e da resposta imune

celular na esquistossomose mansonica.

4.2 Especificos

a) Padronizar o Human DuoSet ELISA IL-13Ra2

b) Caracterizar o perfil socio-epidemioldgico, clinico e laboratorial dos pacientes
incluidos no estudo;

c) Awvaliar a producgéo do IL-13Ra2, das citocinas de perfil Thl (IL-2, IFN-y e TNF-a)
e de perfil Th2 (IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13) apds estimulo com antigenos de ovo do S.
mansoni em cultura de células sanguineas;

d) Correlacionar os niveis do receptor e das citocinas Thl e Th2 entre si e com 0s

diferentes graus de fibrose periportal e diferentes formas clinicas.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
5.1 Desenho do estudo

O desenho de estudo foi do tipo corte transversal com grupos de comparacgéo interna,
no qual as medicbes sdo realizadas em um Unico momento, ndo existindo periodo de
seguimento dos pacientes (BASTOS; DUQUIA, 2007).

5.2 Populacéo de estudo

Pacientes com esquistossomose mansonica de ambos os sexos com idade entre 18 a 65
anos foram selecionados, por demanda esponténea, no periodo de agosto a dezembro de 2013,
no ambulatério de Esquistossomose do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), através da historia epidemioldgica, exame clinico, ultrassonografia
abdominal e parasitoldgico de fezes.

Os resultados de exame clinico, US, parasitolégico de fezes, de realizacdo de
tratamento com Praziquantel, contagem de plaquetas, aspartato transaminase (AST), alanina
transaminase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama glutamil transferase (yGT), foram
retirados de informacdes do prontuario de cada paciente.

Os pacientes tiveram a confirmacdo da presenca ou ndo da fibrose periportal através
da ultrasonografia abdominal utilizando a classificagdo de Niamey (RICHTER et al., 2001).
Essa classificacdo caracteriza a fibrose periportal em seis padrfes: A — auséncia; B — duvidosa

(céu estrelado); C — periférica; D — central; E — avancada; F — muito avancada (figura 7).

Figura 7- Representacdo ultrassonografica do figado de acordo com os diferentes padrées de fibrose periportal
segundo a classificacdo de Niamey
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Fonte: Adaptado de Ritcher et al. (2001)
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Os pacientes foram divididos em 2 grupos de acordo com o padrdo de fibrose
periporta. O grupo 1 foi denominado controle, sendo formado por pacientes
esquistossomoticos (confirmados através do parasitologico de fezes) sem desenvolvimento de
fibrose periportal, portanto, com padrdes A e B.

O grupo 2 foi constituido por pacientes com fibrose estabelecida e denominado caso.
Porém, esse grupo foi subdivido em 2 categorias, da seguinte forma: FPP moderada
(pacientes com padrdes C e D) e FPP avancada (padrdes E e F).

Além disso, os pacientes foram caracterizados nas diferentes formas clinicas da
doenga, apds exame ultrassonogréfico e clinico, em EHI, EH (forma leve), EHE (forma grave)
(MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010).

Foram critérios de exclusdo para a selecdo dos pacientes aqueles que apresentavam
hepatopatias de outras etiologias, como hepatite B ou C, uso de imunossupressores,
transplante de figado, pacientes esplenectomizados, com doenca renal crdnica, com HIV e
consumo de alcool > 210 g/semana em homens ou 140 g/semana em mulheres (ANGULO,
2002).

5.3 Célculo Amostral

Uma média de 600 pacientes tem o diagnostico confirmado para esquistossomose
mansénica no ambulatério de esquistossomose do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco no periodo de 01 ano. A prevaléncia para esta doenca € 60% neste
ambulatorio.

Para o calculo de amostra foi utilizado um percentual de exposicdo de 30% entre 0s
controles, uma Odds Ratio (OR) minima de 3,5, um risco de 5%, poder de 80% e uma razao
de 0,4 (2,5 casos para cada controle) (BARRETO, 2011). Com isso, chegamos ao resultado de
86 casos e 34 controles, totalizando 120 pacientes no periodo de estudo.

5.4 Antigenos e mitdgenos

5.4.1 Preparacao de antigeno SEA

Para obtencdo desse antigeno, segundo Gazzinelli et al. (1983), figados foram
removidos de camundongos albinos Swiss outbred, segmentados e embebidos em phosphate

buffer saline (PBS), pH 7.2 por 24 horas a 4°C. Apds essa etapa, foram submetidos a banho-
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maria 37°C, triturados e filtrados através de membrana de 0,45-um (Milipore, New Haven,
CT).

Os antigenos obtidos foram dosados através do método de Bradford (1976) e seus
perfis protéicos analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida a uma
concentracdo de 12% na presenca de dodecil sulfato de sddio a 10% de acordo com Laemmili
(1970) e corados pelo Comassie Blue (SILVA, 2008).

5.4.2 Utilizac&o dos antigenos e mitdgenos

O SEA foi utilizado para estimular as culturas de células numa concentragdo final de
20 ug/ml (MORAIS et al., 2008).

O acetato de miristato forbol (PMA, 50 pg/ml) e ionomicina (Iono, 1 pg/ml,
Calbiochem Burlingame, CA, USA) ap6s demonstrar eficacia quanto aos resultados, foram

utilizados associados para a estimulagdo mitogénica de culturas.

5.5 Padronizacdo do DuoSet ELISA IL-13Ra2

Para a padroniza¢do do DuoSet ELISA IL-13Ra2 R&D Systems foram realizados 15
experimentos, no periodo de margo/2013 a agosto/2013. Foram avaliados: o tipo de substrato
para revelacdo dos resultados, a 4gua para o preparo dos reagentes, albumina do soro bovino
(BSA) para preparo do reagente diluente, temperatura de incubacdo das amostras e o tipo de
placa. Os melhores parametros foram definidos através da qualidade da curva produzida pelo
experimento.

Primeiramente, foram avaliados quatro diferentes substratos para revelacdo dos
resultados: ABTS Sigma (lote 119K144), ABTS Sigma (lote 050785), TMB (BD) e TMB
(R&D Systems). Apos resultados, 0 TMB (R&D Systems) foi selecionado.

A éagua utilizada para o preparo dos reagentes (PBS, PBS/Tween-20 e PBS/BSA)
também foi avaliada, sendo testadas dois tipos: destilada (sugerida pelo protocolo do ELISA)
e ultra-pura. Apo6s nossos experimentos foi selecionada a Milli-Q.

Dois BSAs foram testados: lote 22K1266, Sigma e lote 017K0775, Sigma e de acordo
com os resultados obtidos, o BSA (lote 017K0775 Sigma) foi utilizado.

A temperatura de incubagdo das amostras também foi avaliada, utilizando a
temperatura ambiente (T.A.) e 8°C a 10°C e ap0s resultados, foi fixada a temperatura

ambiente para realizacdo dos experimentos. O ultimo parametro avaliado foi o tipo de placa
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utilizada para leitura do ELISA, sendo testado a placa tipo Corning (lote 25805-96) e a
Immulon 4 (ThermoLabsystems). Apos resultados a placa Immulon 4 foi selecionada.

5.5.1 Determinacéo do melhor tempo de producéo do IL-13Ra2

Trés individuos ndo-infectados (saudaveis) e trés individuos portadores de
esquistossomose mansénica (com a foma hepatoesplénica da doenca) foram selecionados para
estabelecer o tempo adequado de cultivo para a deteccdo do IL-13Ra2. Setecentos microlitros
de sangue total (MORAIS et al., 2008) foram depositados em duplicata em pocos de placa de
cultura e estimulados com PMA/IONO, SEA e sem estimulo (controle negativo). A placa foi
incubada a 37°C na presenca de 5% de CO2 e os sobrenadantes da cultura celular foram

coletados nos tempos de 6, 12, 24, 36 e 48 horas, de acordo com Chen et al. (2013).

5.6 Preparacéo celular e dosagem de citocinas

O sangue total (5 ml), coletado em tubo vacutainer com heparina (MONTENEGRO et
al., 1999), foi cultivado em meio RPMI 1640 contendo penicilina (100 U/ml) e estreptomicina
(100 pg/ml). As placas de cultura foram estimuladas com SEA, PMA/Iono, além de ter um
controle sem estimulo. As culturas foram entdo, incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO,
em atmosfera Umida e os sobrenadantes coletados em tempo determinado de acordo com a
cinética realizada para o receptor e um tempo de 96h, para as citocinas 1L-13, IFN-y
(MORAIS et al., 2008), IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e TNF-o e em seguida armazenado a —70°C
para posterior realizacdo de ELISA e CBA.

5.7 Detecgéo do IL-13Ra2 por ELISA

A deteccdo dos niveis do IL-13Ra2 nos sobrenadantes de cultura dos pacientes
selecionados no estudo, foi realizada através do Human IL-13 R alpha 2 DUuoSET seguindo a
metodologia: anticorpos monoclonais de camundongo anti-humano IL-13Ro2 (4pg/ml) foram
utilizados para sensibilizar as placas Imullon 4 “overnight”. Na proxima etapa, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS/Tween-20, 0,05% (PBST), bloqueadas com PBS/bovine serum
albumin (BSA Sigma lote 017K0775) 1% (Reagente Diluente) e colocadas a 37°C por 1 hora.
Apobs lavagens, os sobrenadantes de cultura em duplicata correspondendo a cada paciente

foram colocados na placa e mantidos a 37 °C por 2h. Ap0s esta etapa, as placas foram lavadas e
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0s anticorpos biotinilados anti-humano IL-13Ra2 (300ng/mL) foram adicionados por 2h a 37
°C. Posteriormente e ap6s lavagem novamente das placas, o conjugado peroxidase-
estreptavidina (1:1000 por 20 minutos a 37 °C) foi acrescentado aos po¢os da placa e em
seguida o substrato Tetrametilbenzidina (TMB) R&D Systems foi usado para detectar o
anticorpo biotinilado. A concentracdo do IL-13Ra2 na amostra foi determinada a partir da
diluicdo seriada do recombinante humano IL-13Ro2 Fc/chimera. A curva padréo foi formada
por 8 pontos em duplicata utilizando fator de diluicdo 2, sendo o ponto da curva de maior
concentracdo foi de 20.000 pg/ml e o de mais baixa concentracao foi de 156,5 pg/ml, além de
dois pogos sem padrdes ou amostras de pacientes, que foram denominado branco. A leitura foi
realizada em leitor de ELISA, onde o comprimento de onda duplo utilizado foi de 450/595nm.

Os anticorpos e padrdes utilizados nesse ensaio foram obtidos pela R & D Systems.

5.8 Detecgéo do IL-13 e IFN-y por ELISA

As citocinas IL-13 e IFN-y foram quantificadas no sobrenadante de cultura dos
pacientes selecionados, através de ELISA, com o kit Quantikine (R&D Systems®), seguindo
as instrucoes do fabricante.

Os kits contém placas de poliestireno de 96 pogos pré-sensibilizadas com anticorpos
monoclonais anti-citocinas especificos. Os padrGes foram preparados através da
reconstituicdo das citocinas recombinante liofilizadas, resultando em solugdes estogue de
concentracédo definida (4000 pg/ml para o IL-13 e 1000 pg/ml para o IFN-y). A curva padréo
foi composta por 6 pontos em duplicatas com fator de dilui¢do 2, sendo o ponto da curva de
maior concentragdo de 4.000 pg/ml para IL-13 e 500 pg/ml para IFN-y, sendo o ponto da
curva de menor concentracdo de 125 pg/ml para IL-13 e 15,6 pg/ml para o IFN-y. Foram
adicionados nas placas, em seus respectivos pogos, padrdes, amostras dos pacientes em
duplicata e pocos sem padrdes ou amostras de pacientes, que foi denominado branco. As
placas foram entdo incubadas a temperatura ambiente por 2 horas, sendo posteriormente
lavadas com solugdo tampdo. Apos essa etapa, foram adicionados anticorpos policlonais
conjugados a enzima peroxidase, especificos para as respectivas citocinas. As placas foram
incubadas novamente a temperatura ambiente por 2 horas e ap0s nova lavagem, foi
adicionada a solucdo de substrato TMB e as placas serdo incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi adicionada uma solugdo (&cido sulfurico 2N)
para interromper a reagdo. A intensidade da cor produzida foi medida em um
espectrofotbmetro utilizando comprimento de onda duplo de 450/595nm. As leituras e 0s
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calculos das concentracdes referentes as dosagens das diferentes citocinas foram realizados
com o software Microplate Manager, versdo 4.0 (Biorad laboratories).

5.9 Deteccdo de citocinas Th1l/Th2 por Cytometric Bead Array usando citdmetro de

fluxo

As citocinas I1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a foram quantificadas no
sobrenadante de cultura dos pacientes selecionados, através de Citometria de fluxo (CBA-
Cytometric Bead Array), com o kit BD Cytometric Bead Array Human Th1/Th2 Cytokine Kit
I1, seguindo as instrucdes do fabricante, no citbmetro BD FACSCalibur. Esse citbmetro é um
analisador analdgico equipado com dois lasers com a capacidade de analise multicolor padrao
(até 4 cores). O laser principal é lido em um comprimento de onda de 488nm, enquanto o
laser secundério é lido em 635nm.

O kit CBA (BD) foi utilizado para a quantificagdo das citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a
(Thl) e IL-4, IL-6, IL-10 (Th2) em uma mesma amostra. Seis populacdes de beads com
intensidades de fluorescéncias distintas foram conjugadas com um anticorpo de captura
especifico para cada citocina, misturados para formar o CBA e lidos no canal FL4 do
citometro de fluxo. As populagbes de cada bead foram visualizadas de acordo com as suas
respectivas intensidades de fluorescéncia. No CBA, as beads de captura das citocinas séo
misturadas com o anticorpo de deteccdo conjugado com o fluorocromo PE e depois incubadas
com as amostras para formar o ensaio. Os tubos foram preparados utilizando 25ul da amostra,
30ul da mistura de beads e 25ul do anticorpo de deteccdo (Human Th1/Th2 — Il PE Detection
Reagente). O mesmo procedimento foi utilizado para a obtengdo da curva padrdo (que
continha 10 tubos, incluindo o tubo sem amostra ou padrdo, denominado branco). Os tubos
foram entdo, homogeneizados e incubados por 3 horas, em temperatura ambiente, no escuro.
ApoOs essa etapa, foram adicionados 0,5ml de Wash Buffer em cada tubo e todos foram
centrifugados por 5 minutos em 200g. Os sobrenadantes de cada tubo foram entéo descartados
e foi adicionado 300ul de Wash Buffer para ressuspender o pellet bead de cada tubo. E os

resultados foram obtidos através de graficos e tabelas utilizando o software FCAP.

5.10 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do GraphPad Prism versao 6,

considerando um valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo. Foi realizada uma
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andlise descritiva para expor os resultados obtidos nas dosagens das citocinas. A apresentacdo
das variaveis mensuradas foi feita atraves de gréficos incluindo também o uso de algumas
medidas descritivas como minimo, maximo e mediana. Os dados relativos aos niveis de
citocinas foram testados quanto a normalidade usando o teste Shapiro-Wilk. Para analise
comparativa das variaveis quantitativas foi utilizado Teste t-student quando observado o
pressuposto de normalidade. Quando ndo observado o pressuposto, os testes utilizados foram

Mann-Whitney (para comparacdo de dois grupos) e Kruskal-Wallis (para comparacdo de 3
grupos).

Para correlacionar os niveis do receptor IL-13Ra2 e das citocinas Thl ¢ Th2 entre si
foi utilizados o teste de Spearman. O coeficiente de corelacdo de postos de Spearman é

denominado pela letra grega p (rho) e ¢ usado para analise de dados ndo-paramétricos

(WAYNE, 1995).
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6 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do CPgAM
obtendo aprovacdo, com parecer de n. 15/12 e registro no CAAE: 04304912.8.0000.5190
(ANEXO).

Os pacientes do grupo caso e do grupo controle envolvidos neste estudo tiveram
participacdo voluntaria, apés leitura e assinatura do “Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido” (APENDICE A), segundo a resolucdo CNS 196/96. Dados dos prontuarios
desses pacientes e resultados de exame como ultrassonografia foram coletados e armazenados

em formulario de pesquisa especifico (APENDICE B).
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7 RESULTADOS

7.1 Caracteristicas socio demograficas, epidemiologicas e clinicas

Nesse estudo foram incluidos 74 pacientes portadores da esquistossomose mansonica,
sendo 7 com padréo de fibrose A (grupo controle), 43 com padrdo C+D (grupo caso) e 24
com padrdo E+F (grupo caso). Pacientes esquistossomoticos com o padrdo B de fibrose nédo
foram encontrados. Na classificacdo dos pacientes quanto a forma clinica foram incluidos 24
pacientes com a forma EHI, 7 com a forma EH e 43 com a forma EHE. Quanto a idade,
observou-se que a mediana dos pacientes foi de 53,5 anos, com variagao de 18 a 65 anos.

Os pacientes do grupo controle apresentaram uma mediana de idade de 60 anos e 0s
pacientes dos grupos caso apresentaram medianas de 52 e 51 anos, padrdo de fibrose C+D e
E+F, respectivamente. Essa diferenga de medianas ndo foi estatisticamente significativa (p=
0,3160). A maioria dos pacientes era do sexo feminino (64,87%) em ambos 0S grupos
controle e caso.

Ao classificar os pacientes pela faixa etaria, observou-se que 18,92% (14/74) estavam
com idade entre 18-39 anos, 56, 76% (42/74) entre 40 e 59 anos e 24, 32% (18/74) acima de
60 anos (tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas demogréficas e epidemiolégicas de pacientes com Esquistossomose do HC/UFPE,
2013

Variaveis n A C+D E+F
n pacientes 74 7 43 24
IDADE
Mediana (%) 53,5 60 52 51
SEXO
Masculino (%) 35,13 28,57 27,91 50
Feminino (%) 64,87 71,43 72,09 50
FAIXAETARIA
18-39 (%) 18,92 0 16,28 29,17
40-59 (%) 56,76 42,85 60,46 54,17
>60 (%) 24,32 57,15 23,26 16,66

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: HC/UFPE= Hospital das clinicas de Pernambuco - n= ndmero de pacientes; n= nimero de pacientes; A=
padrdo de fibrose A; C+D= padréo de fibrose CD; E+F= padrdo de fibrose EF

O grau de instrucao foi avaliado de acordo com o ultimo ano cursado pelos pacientes.
O resultado demonstrou que 7 (9,46%) pacientes ndo tinham nenhum grau de escolaridade, 47

(63, 51%) tinham o ensino fundamental incompleto, 6 (8, 11%) tinham o ensino fundamental
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completo, 1 (1,35%) tinha o ensino médio incompleto e 13 (17,57%) tinham o ensino medio
completo (tabela 2).

A renda familiar foi estimada a partir do nimero de salarios minimos obtidos por
todos os moradores que trabalhavam no domicilio dos pacientes. Com isso, 14,87% (11/74)
possuiam renda inferior a um salario minimo, 67,57% (50/74) possuiam renda entre 1 a 2
salarios, 10,81% (8/74) recebiam entre 3 a 4 salarios, 2,70% (2/74) possuiam uma renda
superior a 4 salarios minimos e 4, 06% (3/74) pessoas ndo quiseram responder (tabela 2).

A situacdo trabalhista dos pacientes também foi questionada e observou-se que a
maioria destes estavam empregados (40,54%), principalmente exercendo atividades de
agricultores e pedreiros. Um percentual de 28,38% estava desempregado e 21,62% dos
pacientes estavam aposentados por idade. Um pequeno percentual, (8,11% e 1,35%) era do lar

e estudante, respectivamente, e podem ser observados na tabela 2.

Tabela 2- Grau de escolaridade, renda familiar e situacdo trabalhista dos pacientes com Esquistossomose do
HC/UFPE, 2013

Caracteristica
ESCOLARIDADE
Nenhum EFI EFC EMI EMC
% 9,46 63,51 8,11 1,35 17,57
RENDA FAMILIAR
Né&o respondeu <1 la2 3a4 >4
% 4,06 14,87 67,57 10,81 2.7
SITUACAO
TRABALHISTA
Empregado Desempregado Aposentado Do lar  Estudante
% 40,54 28,38 21,62 8,11 1,35

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: HC/UFPE= Hospital das clinicas de Pernambuco — EFI= ensino fundamental incompleto — EFC= ensino
fundamental completo — EMI= ensino médio incompleto — EMC= ensino médio completo

Sobre a provavel forma de infeccdo pelo S. mansoni, 100% dos pacientes portadores
da doenca relataram terem tido contato com agua de rio infectado com molusco Biomphalaria
e a maioria (90,54%) havia realizado tratamento para a doenca. Destes, 81,08% (60/74) foram
infectados em agua de rios da Zona da Mata Pernambucana (ZM), 17,57% (13/74)
informaram a forma de infeccdo através de dgua de rios pertencentes a regido metropolitana
do Recife (RMR) e apenas 1 (1, 35%) foi infectado em agua de rio de outros Estados (tabela
3).

O ultimo contato com essas aguas suspeitas de infeccdo também foi questionado e o

resultado demonstrou que a maioria dos pacientes teve o Ultimo contato com aguas infectadas
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ha& mais de 10 anos (60,81%), 28,38% tiveram contato nos Gltimos 10 anos e que uma minoria

(10,81%) ainda tem contato com essas aguas (tabela 3).

Tabela 3- Regido geografica de infeccdo e Gltimo contato com aguas infectadas dos pacientes com
Esquistossomose do HC/UFPE, 2013

Caracteristica epidemioldgica %
Regido de contato
ZM 81,08
RMR 17,57
Outros estados 1,35
Ultimo contato com &guas infectadas
Mantém contato 10,81
<10 anos 28,38
>10 anos 60,81

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: HC/UFPE= Hospital das clinicas de Pernambuco — ZM= Zona da Mata — RMR= Regido metropolitana do
Recife.

As medianas do nimero de plaquetas dos grupos A, C+D e E+F foram 202, 146 e 65
/mm3, respectivamente. Foram observados quadros de trombocitopenia em 47,8% dos
pacientes do grupo C+D e em 93,3% do grupo E+F. Pacientes com fibrose grave
apresentavam uma diminui¢do acentuada do numero de plaquetas quando comparados com 0s
pacientes com fibrose moderada (p = 0, 0066). Além disso, pacientes com fibrose grave
apresentavam uma diminuicdo do nimero de plaquetas quando comparados com 0s pacientes
sem fibrose (p < 0, 0001).

Os niveis séricos dos marcadores bioquimicos AST e ALT retirados dos prontuarios
foram comparados entre os grupos com diferentes graus de fibrose hepéatica na
esquistossomose mansodnica. O AST apresentou uma mediana de 28 U/L no grupo C+D e 30
U/L no grupo E+F ndo sendo observada diferenca significativa entre os grupos (p = 0,6811).
Quanto a ALT, foi observada uma mediana de 21,5 U/L no grupo C+D e 23 U/L no grupo
E+F. Ao compararmos os niveis de ALT entre os grupos estudados, foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo com fibrose moderada e fibrose grave (p =
0,0017).

Com relagdo as enzimas colestaticas, y-GT e FA, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos estudados (p = 0,7116 para FA e p = 0,1499
para y-GT). As medianas nos grupos com fibrose moderada foram: FA = 99 U/L e y-GT=

57,5 U/L. Ja as medianas no grupo com fibrose avancada foram: FA= 84 e y-GT= 85.




51
FIGUEIREDO, A.L.C

7.2 Avaliacdo da producéo de citocinas em sobrenadantes de cultura celular de sangue

total em pacientes com diferentes graus de fibrose periportal esquistossomotica

7.2.1 Producao do receptor antagonista de IL-13 (IL-/3Ra.2)

ApoGs a etapa de padronizacdo do DuoSet do IL-13Ra2, os pardmetros testados e
selecionados para a realizacdo dos experimentos foram descritos na quadro 1. Em seguida, foi
realizada a coleta do sobrenadante celular apds 48 horas (tempo de cultivo celular onde foi
verificada a maior producdo do receptor) do estimulo com SEA para posterior dosagem do
receptor (através do Human DUoSET IL-13Ra2 R&D Systems).

Quadro 1- Representacéo dos pardmetros selecionados na padronizagdo do DuoSet ELISA IL-13Ra2

TMB (R&D Ultra-pura BSA (lote Temperatura Immulon 4
Systems) 017K0775 Sigma) ambiente (ThermoLabsystems)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ap0s as dosagens, os niveis do IL-13Ra2 nos grupos com diferentes graus de fibrose
hepética sdo mostrados na figura 8. Nao foram identificados nos grupos com diferentes graus
de fibrose, aumento do receptor apds estimulo com SEA, em compara¢do com o controle
interno (sem estimulo), onde encontramos p= 0,5939 no grupo A, p= 0,4914 no grupo C+D e
p= 0,7703 no grupo E+F (figura 8). N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre

0s trés grupos estudados apos estimulo com SEA (p =0, 7413).

Figura 8- Niveis do IL-13Ra2 nos grupos com diferentes graus de fibrose periportal
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: A figura representa as medianas dos grupos estudados, com valores de minimo e maximo; *: p=
0,5939; **: p= 0,4914; ***: p= 0,7703 quando comparado o grupo estimulado com o correspondente sem
estimulo; A= grupo com padrdo de fibrose A; CD= grupo com padrao de fibrose C+D; EF= grupo com padrédo
de fibrose E+F; SE= sem estimulo; SEA= antigeno soltvel do ovo.
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7.2.2 Citocinas do perfil Thl (IL-2, IFN- y e TNF-a)

Foram analisados os niveis de IL-2, nos pacientes com os diferentes graus de fibrose
hepatica, apds 96 horas de estimulacdo com SEA. Foi observado um aumento nos niveis dessa
citocina nos grupos A (p = 0,0317), C+D (p < 0,0001) e E+F (p < 0,0001), em comparagao
com o controle interno negativo (sem estimulo) (figura 9). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa, ap6s estimulo com o antigeno, entre os grupos sem fibrose e

com fibrose moderada a grave (p = 0,8806).

Figura 9- Niveis do IL-2 nos grupos com diferentes graus de fibrose periportal
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: A figura representa as medianas dos grupos estudados, com valores de minimo e maximo; *: p =
0,0317; **: p < 0,0001; ***: p < 0,0001 quando comparado o grupo estimulado com o correspondente sem
estimulo; A= grupo com padrdo de fibrose A; CD= grupo com padréo de fibrose C+D; EF= grupo com padrao
de fibrose E+F; SE= sem estimulo; SEA= antigeno soltvel do ovo.

A figura 10 mostra os niveis de IFN-y no controle interno (sem estimulo) e apos
estimulo com SEA, nos trés grupos avaliados. Foi observada producdo aumentada dessa
citocina apds estimulacdo antigénica (quando comparado com o controle interno sem
estimulo) nos grupos C+D (p <0,0001) e E+F (figura 10; p = 0,0008). Porém, observamos que
ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos sem fibrose e

com fibrose moderada a grave, apds estimulo com SEA (p = 0,5899).
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Figura 10- Niveis do IFN-y nos grupos com diferentes graus de fibrose periportal
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: A figura representa as medianas dos grupos estudados, com valores de minimo e maximo; *: p =
0,0952; **. p < 0,0001; ***. p = 0,0008 quando comparado o grupo estimulado com o correspondente sem
estimulo; A= grupo com padrao de fibrose A; CD= grupo com padrdo de fibrose C+D; EF= grupo com padrdo
de fibrose E+F; SE= sem estimulo; SEA= antigeno soluvel do ovo.

A producdo de TNF-a induzida pelo SEA também foi avaliada nos individuos sem
fibrose (A) e com fibrose moderada a grave (C+D e E+F). Observamos, na figura 11, um
aumento nos niveis dessa citocina apos estimulo com antigeno, nos grupos C+D (p= 0,0040) e
E+F (p= 0,0044), quando comparado com o controle interno (sem estimulo). Porém, ndo
identificamos diferenca estatisticamente significativa entre os grupos estudados, apds
estimulagdo antigénica (p = 0, 9612).

Figura 11- Niveis do TNF-a nos grupos com diferentes graus de fibrose periportal
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: A figura representa as medianas dos grupos estudados, com valores de minimo e maximo; *: p =
0,0952; **: p = 0,0040; ***: p = 0,0044 quando comparado o grupo estimulado com o correspondente sem
estimulo; A= grupo com padrdo de fibrose A; CD= grupo com padrdo de fibrose C+D; EF= grupo com padréo
de fibrose E+F; SE= sem estimulo; SEA= antigeno soltvel do ovo.
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7.2.3 Citocinas do perfil Th2 (IL-4, IL-6, I1L-10, I1L-13)

Com relagéo aos niveis de IL-4 produzidos apos estimulos com SEA foi observado um
aumento dessa citocina ap0s esse estimulo, em comparacdo com o controle interno (sem
estimulo) no grupo C+D (p= 0.0059), como mostra a figura 12. Apds estimulo com SEA, ndo
foram identificadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos estudados (p = 0,
4743).

Figura 12- Niveis do IL-4 nos grupos com diferentes graus de fibrose periportal
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: A figura representa as medianas dos grupos estudados, com valores de minimo e méximo; *: p =0,
2222; **: p = 0,0059; ***: p = 0,1010 quando comparado o grupo estimulado com o correspondente sem
estimulo; A= grupo com padréo de fibrose A; CD= grupo com padréo de fibrose C+D; EF= grupo com padrédo
de fibrose E+F; SE= sem estimulo; SEA= antigeno soltvel do ovo.

Os niveis de IL-6 produzidos apos estimulo com SEA, em compara¢do com o controle
interno (sem estimulo), foram representados na figura 13 e estavam aumentados nos grupos A
(p = 0,0362), C+D (p <0,0001) e E+F (p <0,0001). Porém nédo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os trés grupos estudados apds estimulo com antigeno (p =
0, 2756).
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Figura 13- Niveis do IL-6 nos grupos com diferentes graus de fibrose periportal
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: A figura representa as medianas dos grupos estudados, com valores de minimo e maximo; *: p =
0,0362; **: p < 0,0001; ***: p < 0,0001 quando comparado o grupo estimulado com o correspondente sem
estimulo; A= grupo com padrdo de fibrose A; CD= grupo com padréo de fibrose C+D; EF= grupo com padrao
de fibrose E+F; SE= sem estimulo; SEA= antigeno soltvel do ovo.

Com relacéo a produgdo de IL-10 nas culturas estimuladas com SEA em individuos
infectados pelo S. mansoni, podemos observar na figura 14 um aumento na expressdo dessa
citocina nos grupos C+D (p <0,0001) e E+F (p= 0,0009), quando comparados com o controle
interno (sem estimulo). Apds estimulo com SEA, ndo houve diferencas estatisticamente

significativas entre os trés grupos estudados (p = 0, 6722).

Figura 14- Niveis do IL-10 nos grupos com diferentes graus de fibrose periportal
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: A figura representa as medianas dos grupos estudados, com valores de minimo e maximo; *: p =
0,1412; **: p < 0,0001; ***: p = 0,0009 quando comparado o grupo estimulado com o correspondente sem
estimulo; A= grupo com padréo de fibrose A; CD= grupo com padréo de fibrose C+D; EF= grupo com padréo
de fibrose E+F; SE= sem estimulo; SEA= antigeno soltvel do ovo
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Os niveis de IL-13, nos grupos com diferentes graus de fibrose periportal sdo
mostrados na figura 15. N&o foram identificados aumentos dessa citocina quando
comparamos o controle interno (sem estimulo) e o estimulo com SEA (figura 15), nos grupos
sem fibrose (A), fibrose moderada (C+D) e grave (E+F). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre os trés grupos estudados apos estimulagdo antigénica (p =
0,9807).

Figura 15- Niveis da IL-13 nos grupos com diferentes graus de fibrose periportal
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: A figura representa as medianas dos grupos estudados, com valores de minimo e maximo; *: p =
0,8477; **: p =0,9242; ***: p = 0,2964 quando comparado o grupo estimulado com o correspondente sem
estimulo; A= grupo com padrdo de fibrose A; CD= grupo com padréo de fibrose C+D; EF= grupo com padrao
de fibrose E+F; SE= sem estimulo; SEA= antigeno soltvel do ovo.

7.3 Correlacbes entre a producdo das citocinas nos diferentes grupos de pacientes

portadores da esquistossomose mansonica
7.3.1 Correlacdes observadas em pacientes do grupo controle (padrao de fibrose A)
A tabela 4 expressa as correlages entre as citocinas produzidas obtidas a partir do
estimulo com SEA de S. mansoni. Os resultados apontam correlagdes negativas significativas
de -0,40 e -0,80 entre IL-13 e IFN-y e entre 1L-13 e IL-13Ra2, respectivamente.

7.3.2 Correlacdes observadas em pacientes do grupo caso (padréo de fibrose C+D e E+F)

Na andlise de correlacdo para os pacientes do grupo C+D, ndo identificamos

correlagdo estatisticamente significativa entre a 1L-13 e IL-13Ro2 (-0,29; p = 0,0582).
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Observamos correlacdo positiva entre as citocinas: IFN-y e IL-6 (0,42), IFN-y e IL-10 (0,41),
TNF-a ¢ IL-6 (0,47) e IL-2 e IL-10 (0,32); e entre as citocinas: IL-2 e IL-4 (0,66), TNF-a ¢
IL-4 (0,57), ap6s estimulo com SEA. Observamos também uma correlagdo positiva
significativa entre citocinas Thl, onde foram encontradas correlagcdes de 0,46 entre IFN-y e
IL-2 e 0,44 entre TNF-a e IL-2, e entre IFN-y ¢ TNF-a (0,56). Os resultados demonstram
também uma correlacdo entre as citocinas do perfil Th2, onde foram identificadas correlacdes
positivas entre as citocinas IL-4 e IL-10 (0,52) e IL-6 e IL-10 (0,53) (Tabela 4).

Observamos na tabela 4 correlacdes positivas significativas de 0,43 entre as citocinas
IFN-y e IL-6, de 0,41 entre TNF-a e IL-6 e 0, 46 entre IL-13 e IFN-y nos pacientes do grupo
com padrao de fibrose E+F. Identificamos também uma correlagdo positiva entre as citocinas
IFN-y e TNF-a (0,71) e entre IL-6 e IL-10 (0,58) e uma correlacdo entre as citocinas IL-4 e
IL-10 (0,41). Néo identificamos correlacdo estatisticamente significativa entre a IL-13 e IL-

13Ra2 (-0,13; p = 0,5238) nos pacientes com padréo de fibrose E+F.

Tabela 4- Correlagdes das citocinas nos grupos com diferentes padrdes de fibrose periportal dos pacientes com
Esquistossomose do HC/UFPE, 2013

Correlagéo A(p) p C+D (p) p E+F (p) p

IFN-y x TNF-a 0,63 0,2333 0,56* <0,0001 0,71* <0,0001
IFN-y x IL-2 0,47 0,4667 0,46* 0,0015 0,35 0,0888
TNF-a x IL-2 0,6 0,3500 0,44* 0,0027 0,38 0,0632
IL-4 x IL-6 0,7 0,2333 0,09 0,5435 -0,057 0,7883
IL-4 x IL-10 0,9 0,0833 0,52* 0,0003 0,41* 0,0433
IL-6 x IL-10 0,6 0,35 0,53* 0,0002 0,58* 0,0029
IFN-y x IL-4 0,94 0,0667 0,26 0,0825 0,02 0,8973
IFN-y x IL-6 0,63 0,3333 0,42* 0,0047 0,43* 0,0320
IFN-y x IL-10 0,94 0,0667 0,41* 0,0053 0,09 0,6666
TNF-a x IL-4 0,6 0,3500 0,57* <0,0001 0,14 0,4987
TNF-a x IL-6 0,9 0,0833 0,47* 0,0014 0,41* 0,0438
TNF-a x IL-10 0,7 0,2333 0,61* <0,0001 0,18 0,3970
IL-2 x IL-4 0,2 0,7833 0,66* <0,0001 0,36 0,0838
IL-2 x IL-6 0,3 0,6833 0,14 0,3560 0,3 0,1456
IL-2 x IL-10 0,5 0,4500 0,32* 0,0351 0,28 0,1796
IL-13 x IFN-y -0,4* <0,0001 0,28 0,0616 0,46* 0,0211
IL-13 x IL-13R02 -0,8* <0,0001 -0,29 0,0582 -0,13 0,5238

Fonte: Elaborada pelo autor

Nota: HC/UFPE= Hospital das clinicas de Pernambuco; p = valores de rho da correlagdo de spearman; * =
correlacéo significativa existente entre as citocinas; A= padrdo de fibrose A; C+D= padréo de fibrose CD; E+F=
padrao de fibrose EF
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7.4 Avaliacdo da producéo de citocinas em sobrenadantes de cultura celular de sangue

total em pacientes com diferentes formas clinicas da esquistossomose

A tabela 5 representa os niveis do IL-13Ra2 e das citocinas Thl e Th2, dosados nos
sobrenadantes de cultura, apds estimulo com SEA, e comparados com 0s sem estimulo
(controle interno), de pacientes infectados com esquistossomose mansénica portadores das
formas EHI, EH e EHE. N&o observamos aumento de IL-13Ro2 e IL-13 na forma EHI
qguando comparados o sem estimulo (controle interno) com o estimulo com SEA. Observamos
na forma EHI, quando comparamos com o controle interno (sem estimulo), aumento das
citocinas IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 (tabela 5). N&do houve diferenca estatisticamente
significativa nos niveis do receptor e das citocinas quando comparamos entre as trés formas
clinicas entre si (tabela 6).

Na forma EHE identificamos, apds estimulo com SEA, aumento das citocinas IFN-y,
TNF-a, IL-2, IL-4 IL-6 e L-10, quando comparados com o sem estimulo (controle interno).
N&o observamos aumento nos niveis do receptor e da IL-13 apds estimulo com SEA (quando
comparados com o sem estimulo) na forma EHE (tabela 5).

Também ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos niveis do receptor e
das citocinas quando comparamos entre as trés formas clinicas entre si (tabela 6). No nosso
estudo, ndo identificamos aumento nos niveis das citocinas avaliadas na forma EH. O n muito
pequeno desse grupo (por ser uma nova forma de classificacdo), pode justificar a auséncia das

citocinas estudadas.

Tabela 5- Niveis do IL-13Ra2 e das citocinas Thl e Th2 nos sobrenadantes de cultura celular ap6s estimulo com
antigeno soltvel de ovo (SEA) e sem estimulo (meio de cultura) de pacientes com diferentes formas clinicas da
doenca selecionados no HC/UFPE, 2013

EHI EH EHE

Citocina (SEXSEA) (SEXSEA) (SEXSEA)
IFN-y p = 0,0006* p = 0,6004 p < 0,0001*
TNF-a p = 0,6057 p = 0,4206 p = 0,0002*
IL-2 p < 0,0001* p =0,2222 p < 0,0001*
IL-4 p = 0,0028* p = 1,0000 p = 0,0208*
IL-6 p < 0,0001* p =0,0952 p < 0,0001*
IL-10 p < 0,0001* p = 0,1508 p < 0,0001*
IL-13 p =0,7886 p = 0,9365 p = 0,2450
IL-13Ra2 p =0,6623 p=04211 p =0,6937

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: HC/UFPE= Hospital das clinicas de Pernambuco; EHI= esquistossomose hepatointestinal; EH=
esquistossomose hepatica; EHE=esquistossomose hepatoesplénico; SE= sem estimulo; *= p estatisticamente
significativo (p<0, 05)
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Tabela 6- Comparacao entre os niveis do IL-13Ra2 e das citocinas Thl e Th2 entre as diferentes formas clinicas
da doenca nos pacientes do HC/UFPE, 2013

Citocina  EHIXEHXEHE
IFN-y p =0, 6450
TNF-a  p=0,6512

IL-2 p=0, 4505
IL-4 p=0,1925
IL-6 p=0, 6467
IL-10 p=0,1927
IL-13 p=0,3648
IL-13R02 p =0, 1545

Fonte: Elaborada pelo autor
Nota: HC/UFPE= Hospital das clinicas de Pernambuco; EHI= esquistossomose hepatointestinal; EH=
esquistossomose hepatica; EHE=esquistossomose hepatoesplénico

7.5 Correlagdes entre a producdo das citocinas nas diferentes formas clinicas da

esquistossomose mansénica

Na anélise de correlacdo entre as citocinas nos pacientes com a forma EHI, nédo
identificamos correlacdo estatisticamente significativa entre a IL-13 e IL-13Ra2 (-0,21; p =
0,2904). Observamos correlagéo positiva entre as citocinas: IFN-y e IL-2 (0,41), IFN-y e IL-4
(0,46), TNF-a e IL-2 (0,38) e IL-4 e IL-6 (0,44); e entre as citocinas: IFN-y e 1L-6 (0,52),
IFN-y e IL-10 (0,71), TNF-a e IL-4 (0,70), TNF-o ¢ IL-6 (0,56) e TNF-a e IL-10 (0,56), ap6s
estimulo com SEA. Observamos também uma correlacdo positiva significativa entre IFN-y e
TNF-a (0,70), IL-4 e IL-10 (0,50), IL-6 e IL-10 (0,70) e entre IL-2 e IL-4 (0,60) apds
estimulagdo antigénica (Tabela 7).

Nos pacientes com a forma clinica EHE (tabela 7) observamos correlacéo entre IL-
13Ra2 e IL-13 (0,37), entre IFN-y e IL-13 (0,43), IFN-y e IL-2 (0,44), IFN-y ¢ IL-6 (0,37),
TNF-a e IL-4 (0,36), TNF-a e IL-6 (0,42), TNF-a e IL-10 (0,48), IL-2 e IL-4 (0,43) e IL-2 e
IL-10 (0,35). Identificamos correlagdo positiva entre as citocinas IFN-y ¢ TNF-a (0,67), IL-4
e IL-10 (0, 53) e IL-6 e IL-10 (0, 50). No nosso estudo ndo identificamos correlagdo entre o
receptor e as citocinas na forma EH (dados ndo mostrados).
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Tabela 7- Correlaces das citocinas nos pacientes com as diferentes formas clinicas da Esquistossomose do
HC/UFPE, 2013

EHI EHE

Correlacdo » P » p
IFN-y x TNF-o. 0,70 0,0001 0,67* <0,0001
IFN-y x IL-2 0,41* 0,0429 0,44* 0,0031
TNF-a x IL-2 0,38* 0,0102 0,40 0,0524
IL-4 x IL-6 0,44* 10,0282 0,14 0,356
IL-4 x IL-10 0,50* 0,0114 0,53* 0,0002
IL-6 x IL-10 0,70* 10,0001 0,50*  0,0006
IFN-y x IL-4 0,46* 0,0224 0,39 0,1334
IFN-y x IL-6 0,52* 0,0078 0,37* 0,0122
IFN-y x IL-10 0,71* <0,0001 0,20 0,1771
TNF-0 x IL-4 0,70 10,0001 0,36* 0,0147
TNF-a x IL-6 0,56* 0,0041 0,42* 0,0045
TNF-0 x IL-10 0,57* 10,0033 0,48* 0,0011
IL-2 x IL-4 0,60* 0,0018 0,43* 0,0035
IL-2 x IL-6 0,22 0,2956 0,19 0,2093
IL-2 x IL-10 0,23 0,2637 0,35* 0,0184
IL-13 x IFN-y 0,03 10,8480 0,43* 0,0036

IL-13xIL-13Ro2  -0,21 0,2904 -0,37* 0,0123
Fonte: Elaborada pelo autor
Nota: HC/UFPE= Hospital das clinicas de Pernambuco; p = valores de rho da correlacéo de spearman ;* =
correlacéo significativa existente entre as citocinas
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8 DISCUSSAO

Estudos epidemioldgicos em populacbes de areas endémicas indicam que 0 processo
de fibrose hepatica que ocorre durante a esquistossomose pode estar relacionado com diversos
fatores da populacdo (sexo, idade, carga parasitaria, fatores imunoldgicos e genéticos)
(ANDRADE, 2009). O entendimento dos mecanismos pelo qual a fibrogénese se desenvolve
nessas populacdes, que estdo submetidas as mesmas condi¢cBes ambientais daqueles
individuos que ndo a desenvolvem, ainda ndo esta completamente elucidado e € alvo de
diversos estudos na atualidade (ANDRADE, 2009).

A anélise da idade dos pacientes do presente estudo, com variacdo entre 18 a 65 anos,
revelou uma mediana de 53, 5 anos. Esse resultado condiz com o estudo realizado por
Oliveira et al. (2006), onde os pacientes incluidos no estudo apresentavam mediana de 53
anos de idade. Isso pode ser explicado pela resposta imune induzida pela reexposigédo
constante ao parasita ao longo da vida ou pelo lento processo de formacgédo da fibrose. Os
individuos mais jovens, portanto, ndo foram expostos tempo suficiente para efeitos
cumulativos de deposi¢do do colageno no trato periportal (SOUZA et al., 2012).

Dos pacientes portadores da esquistossomose, no nosso estudo, mais de 60% eram do
sexo feminino. Em outros estudos realizados por Gazzinelli et al. (2006) e Pereira et al.
(2010) também foram encontrados uma propor¢ao maior do sexo feminino, sendo o primeiro
trabalho encontrado 52,8% dos pacientes desse sexo. Além disso, Gazzinelli et al. (2006)
afirmam que essa propor¢do maior em mulheres pode ser justificada devido ao continuo uso
das &guas dos rios para realizar atividades domésticas, como lavar roupas, lougas e tomar
banho. Essas condi¢cBes sdo consideradas como possiveis fatores responsaveis pela
contaminacdo ligada ao sexo, indicando que essa susceptibilidade feminina tem explicacdes
socioecondmicas.

Analisando o grau de escolaridade, o resultado encontrado foi de um grande
percentual de pacientes apenas com ensino fundamental incompleto (63,51%). Este resultado
estd de acordo com os achados de Pereira et al. (2010), onde a prevaléncia da doenca foi
maior entre pessoas mais pobres, vivendo no interior dos Estados e com baixo nivel de
escolaridade. A orientacdo adequada a populacdo € indispensavel para a prevengdo, assim,
melhorias na educacdo podem levar os pacientes a procurarem tratamento precoce, evitando
0s casos de reinfeccOes pelo parasita (SILVA; LEAL; DOMINGUES, 2013). Apesar disso,

Silva, Leal e Domingues (2013), identificaram uma pequena melhora no nivel de educacéo
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entre 0s pacientes, possivelmente devido ao crescimento socioeconémico do pais nos ultimos
anos.

De acordo com a renda familiar baseado em salarios minimos, nesse estudo
evidenciou-se que 67,57% dos pacientes eram provenientes de segmentos menos favorecidos
e com baixos salarios (1 a 2 salarios minimos). Esse resultado indica que a melhoria nas
condicGes econdmicas e de educacgdo, aliadas a medidas de saneamento bésico poderiam
contribuir para minimizar este importante problema de saude publica (SILVA; LEAL,;
DOMINGUES, 2013).

Embora a dgua potavel seja um fator para reducdo da exposicdo em areas endémicas
de esquistossomose (apenas 7 individuos do estudo ndo tinham saneamento béasico na
residéncia), a predominancia de trabalho agricola facilita o continuo uso de fontes de aguas
infectadas de caramujos, pela populacdo. A maioria das familias, como é mostrado no
trabalho de Gazzinelli et al. (2006), continua a usar &gua de rios para lavar roupas, tomar
banho, pescar e desenvolver atividades recreativas (principalmente mulheres). Existe, porém,
uma alta vulnerabilidade a infeccdo mesmo dentre aqueles que ndo exerciam atividades
intrinsecas ao rio, devido a falta de saneamento basico e pelo uso de rios para outras diversas
atividades. Outras razdes para o uso elevado de &guas infectadas € a maior quantidade em
volume de 4gua encontrada em cOrregos e rios e a existéncia de avarias nos sistemas
rudimentares de distribuicdo de dgua dessas populacdes (GAZZINELLI et al., 2006).

O local de infeccdo da doenca também foi dimensionado e no nosso estudo
encontramos 0s pacientes indicando ter tido contato com &gua de rios infectados pelo S.
mansoni, principalmente na Zona da Mata do Estado (81,08%). Nesse sentido, corroborando
com nosso estudo, Silva, Leal e Domingues (2013), encontraram uma predominancia da
doenca ainda situada na Zona da Mata pernambucana, apesar da expansdo para areas na
regido metropolitana e litoral. Também Brandt et al. (2010), encontraram uma maior
prevaléncia da doenc¢a na Zona da Mata do estado de Pernambuco. Além disso, é importante
salientar que o aumento da populacdo em areas endémicas, eleva o nimero de pessoas com
risco de contaminacdo pela esquistossomose (CHITSULO et al., 2000).

No nosso estudo, encontramos 60,8% dos individuos com mais de dez anos sem
contato com &guas de rios. A forma EHE necessita de 5 a 15 anos para se estabelecer como
doenca no individuo (SILVA; LEAL; DOMINGUES, 2013) e isso pode explicar o tempo
entre ultimo contato com agua de rios infectados pelo S. mansoni e a tardia e ja cronica
identificacdo da doenca. Além disso, a falta de sintomatologia ou a semelhanca de

sintomatologia inicial com outras doencas pode levar o individuo a ndo procurar atendimento
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por muitos anos, justificando o elevado tempo entre o Ultimo contato com rio e o
descobrimento de formas graves da doenga (SILVA; LEAL; DOMINGUES, 2013).

Assim, melhorias na qualidade de vida da populacéo, incluindo melhores condicGes de
saneamento basico e educacdo, aliados a avaliacdo e monitoramento médico, principalmente
relacionado as varizes esoféagicas e melhores condi¢cdes hospitalares para atendimento de
pacientes com esquistossomose e melhoria no diagnostico, sdo necessarios para um aumento
da qualidade de vida desses pacientes e diminuicdo da morbidade e mortalidade pela doenca
parasitaria (SILVA; LEAL; DOMINGUES, 2013).

Nos Ultimos anos, a mensuracdo do nimero de plaguetas no sangue tem sido utilizada
como um excelente marcador indicativo de gravidade da doenca. A reducdo dessa contagem
de plaquetas esta relacionada com o aumento de sangramento, além de presenca de fibrose
periportal e hipertensdao portal (LAMBERTUCCI; SILVA; ANTUNES, 2007). No nosso
estudo, observamos diferencas estatisticamente significativas entre os grupos sem fibrose e
fibrose grave, e entre os grupos com fibrose moderada e grave. O baixo custo, a facilidade de
acesso ao exame de contagem de plaquetas, aliados com esses resultados, indicam que esse
exame representa um adequado marcador bioldgico, identificando pacientes com e sem
fibrose (LAMBERTUCCI; SILVA; ANTUNES, 2007).

O processo de fibrose hepéatica desenvolve-se em uma variedade de doengas humanas,
como hepatite B, hepatite C, dentre outras. A ativacdo das células estreladas hepaticas é o
evento dominante na fibrogénese e consiste na alteracdo fenotipica dessas células em
fibroblastos e em miofibroblastos proliferativos e fibrogénicos (ANTHONY et al., 2010;
FRIEDMAN, 2008; JIAO; FRIEDMAN; ALOMAN, 2009). Com o desenvolvimento do
processo fibrético, ocorrem mudangas quantitativas e qualitativas na composicdo da ECM
hepatica (WYNN, 2004, 2007), devido ao acumulo em excesso de proteinas, componentes da
matriz extracelular que sdo produzidas pelos miofibroblastos (BRANDT et al., 2010).

As principais citocinas reguladoras associadas com a producdo de ECMP sdo: TGF-p,
IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-4, IL-13, IL-5, I1L-10. Estudos em camundongos e humanos com
esquistossomose identificaram o papel anti-fibrotico do IFN-y, através da sua atuagdo na
inibicdo da producdo de ECMP pelas células estreladas. A partir dessa inibi¢do, ocorreria a
sintese de MPs, aumentando assim, a atividade das colagenases do figado, além da inibicdo da
sintese dos TIMPs (DESSEIN et al., 1999; HENRI et al., 2002). Em modelo murino da
esquistossomose, as citocinas TGF-p, IL-13 e IL-4 sdo relacionadas com a fibrogénese e
estimulam as células estreladas hepaticas a se transformarem em miofibroblastos e exercem o

efeito oposto ao IFN-y na sintese das ECMP e TIMPs, sendo a IL-13 a principal citocina
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fibrotica envolvida no processo (CHIARAMONTE et al., 2001). Os mecanismos de controle
da atividade da IL-13 est&o ligados aos receptores desta citocina que sdo formados por duas
cadeias de ligacdo, o IL-13Ral ¢ o IL-13Ra2 (FALLON et al.,, 2000; HOFFMANN;
CHEEVER; WYNN, 2000; MENTINK-KANE et al., 2011).

Estudos tem relacionado o0 IL-13R02 como um importante regulador da resposta
imune em diversas doencas, como asma, alergias e inflamacgdes pulmonares (MENTINK-
KANE et al., 2004). Para estudar o papel da IL-13 foi utilizado em camundongos, no estudo
de Wilson et al. (2007) o slL-13Ra2, para bloguear as atividades da citocina. Tratamento em
camundongos com slL-13Ra2 reduziu o volume do granuloma em mais de 50%. Isso revela
claramente o papel de IL-13 na inducdo da resposta inflamatéria frente a infeccdo
(CHIARAMONTE et al., 1999). A regulacédo do receptor € critica para o controle de IL-13 na
patologia hepéatica. Camundongos com auséncia do receptor desenvolvem fibrose exacerbada
(WILSON et al., 2007).

O estudo de Mentink-Kane et al. (2004) demonstrou um aumento de IL-13Ra2 no
soro de individuos infectados pelo S. mansoni, apesar de ndo relatar diferencas na expressao
do receptor com o aumento da intensidade de infeccdo. O nivel global do receptor nos
individuos fracamente infectados também foi bastante semelhante aos daqueles cronicamente
infectados. Em contraste com o receptor, os niveis de IL-13 foram muito instaveis nos
pacientes e ndo houve correlagdo com os do receptor em pacientes com grau de fibrose
elevado, assim como no nosso estudo (MENTINK-KANE et al., 2004). Nés néo
identificamos diferenca entre os niveis do receptor nos individuos cronicamente infectados
com os graus de fibrose periportal e com diferentes formas clinicas da doenca.

No nosso trabalho, também foram identificados baixos niveis tanto do receptor como
da IL-13 e encontramos correlacdo negativa significativa entre ambos, em individuos com
padrdo de fibrose A, sugerindo um aumento da IL-13, no inicio do processo de fibrogénese,
saturando o receptor e tornando a citocina livre e disponibilizada no meio. Identificamos
tambem correlagdo negativa entre a IL-13 e o receptor na forma EHE. No estudo de
Chiaramonte et al. (2003), os niveis do receptor foram marcadamente reduzidos em
camundongos com auséncia de 1L-13, o que poderia justificar esse nivel reduzido do receptor
nos grupos estudados. O bloqueio dos receptores dessa citocina e da IL-4 impede o
desenvolvimento de granuloma e fibrose hepatica em camundongos (SOUZA et al., 2012).

Wilson et al. (2007) identificaram papéis distintos, mas cooperativos entre 1L-10 e IL-
13Ra2, no processo de fibrose periportal. Mentink-Kane et al. (2011) através de estudos

preliminares realizados com camundongos infectados e deficientes de IL-10, IL-13Ra2 e IL-
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12p40 sugeriram que, quando um Unico gene regulador for suprimido, outro mecanismo
supressor estaria aumentado, compensando a falta da via suprimida. Camundongos deficientes
de IL-13Ra2 apresentaram um aumento acentuado na producdo de IL-10. Na auséncia de IL-
10, IL-12p40 e IL-13Ra2, ocorre um desenvolvimento da fibrose periportal, o que contribui
para 0 aparecimento de anemia, trombocitopenia, hemorragia gastrointestinal, ascite e
mortalidade de pacientes (MENTINK-KANE et al., 2011).

Chiaramonte et al. (2003) e Zheng et al. (2003) também revelaram que a inducdo de
expressao do receptor por IFN-y pode representar um novo mecanismo de regulacéo de 1L-13.
Assim como no estudo de Chiaramonte et al. (2003), nosso trabalho também ndo conseguiu
suportar essa hipdtese, o que pode ser justificado pelo diferente modelo estudado
(CHIARAMONTE et al., 2003).

Alguns estudos demonstraram papel importante de citocinas Thl na reducdo desse
processo de fibrose. A avaliacdo da producdo da citocina IL-2 no nosso estudo, em
sobrenadante de cultura celular de sangue total, demonstrou niveis elevados desta citocina
apos estimulo com SEA nos grupos estudados, apesar de ndo ter sido encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre eles. Este resultado foi semelhante ao observado por
Oliveira-Prado et al. (2012), que identificaram um aumento de IL-2, ap6s estimulagdo com
SEA, nos pacientes cronicamente infectados (com diferentes graus de fibrose). O mesmo
estudo identificou aumento de IL-4, IL-5 e TNF-q, sugerindo uma resposta mista Th1/Th2 em
grupos infectados, ap6s estimulo com antigenos de S. mansoni. No nosso estudo, nés
identificamos correlagdes positivas entre IL-2 e IL-10, entre IFN-y e IL-2 e entre TNF-a e IL-
2, nos grupos com fibrose moderada a grave e nas formas EHI e EHE, que sugerem essa
resposta mista nos pacientes com graus de fibrose moderada a grave e com as diferentes
formas clinicas da doenca.

Ridi et al. (2006), ap6s imunizacdo de camundongos das linhagens CD1, BALBI/c e
C57BL/6 com diversas proteinas (como Sm14, isomerase de triose-fosfato e glutationa-S-
transferase), relataram uma inducéo de producdo de IFN-y, IL-2 e anticorpos especificos, mas
que ndo conferiram uma protecdo consistente contra a infeccdo pelo parasita. Pearce et al.
(2012) estudando pacientes, utilizando sangue estimulados com antigenos do ovo,
identificaram uma modulagéo na producgéo de IL-4 através das citocinas Thl (IL-2 e IFN-y),
corroborando com a correlagdo positiva encontrada no nosso estudo entre IL-2 e IL-4 nos
pacientes com padrdo de fibrose C+D e com a forma clinica EHE. Mwatha et al. (1998)
também identificaram um aumento da resposta Thl ap6s estimulacdo com SEA em pacientes

com a forma mais grave da doenca, corroborando com o aumento das citocinas Thl nos
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pacientes com padrdo de fibrose C+D e nos pacientes com a forma EHE da doenca
encontrado no nosso estudo. Pearce et al. (2012) identificaram que apds a oviposic¢éo (EHI),
ocorre um aumento de citocinas Thl (IFN- y e IL-2) em camundongos e esse aumento de IL-2
nos pacientes com a forma EHI foi identificado no nosso estudo.

Mentink-kane et al. (2011) e Wynn (2000) tém sugerido o papel antifibrético do IFN-
Y, uma vez que ele atua inibindo a produgdo de ECMP, aumentando a atividade de
colagenases no figado. Souza et al. (2012) encontraram niveis elevados dessa citocina em
pacientes com fibrose moderada e grave, ndo encontrando diferencas entre 0s grupos
estudados. Esse resultado estd de acordo com nossos achados, onde foi observado um
aumento de IFN-y, apés estimulo com SEA, nos grupos com padrédo de fibrose C+D e E+F,
sem diferencas entre os grupos. Este dado pode sugerir uma tentativa de controle da
progressdo do processo fibrogénico em pacientes cronicamente infectados. Altos niveis de
IFN-y tém sido associados com protecdo para individuos infectados por esquistossomose em
areas endémicas. Isso pode explicar o aumento dessa citocina nos grupos estudados
(OLIVEIRA-PRADO et al., 2012). Aumento de IL-13, IFN-y ¢ IL-10 sdo observados em
pacientes cronicamente infectados, identificando uma auséncia de supressdo imunoldgica
(OLIVEIRA et al., 2012). Apesar do nosso estudo ndo ter identificado aumento de IL-13, n6s
também observamos essa resposta mista Th1/Th2 nos pacientes estudados.

Analisando as citocinas nas diferentes formas clinicas da doenga, nos identificamos
aumento de IFN-y em pacientes com a forma EHI e EHE da esquistossomose. Estudos de
Pearce et al. (2012) utilizando camundongos com EHI identificaram aumento de IFN-y.
Mwatha et al. (1998) estudando individuos com a forma mais grave da doenca, identificou
apos estimulo com SEA, aumento dessa citocina, corroborando com nossos achados.

Ademais, IL-4 e IL-13 podem estar atuando juntas, em altos niveis, na supressdo de
citocinas Thl. O estudo de Chiaramonte et al. (1999) demonstrou niveis elevados de IFN-y
quando da auséncia de uma dessas citocinas e niveis ainda mais elevados quando da auséncia
de ambas as citocinas. Foram encontrados no nosso trabalho, niveis baixos de IL-13 e altos de
IFN-y, demonstrando a inexisténcia de uma supressdo imunolégica e um balanco Th1/Th2.
Alem disso, a neutralizacdo de producéo de IFN-y tem sido relacionada com a formagdo do
granuloma e aumento de fibrose e um aumento nos niveis dessa citocina, estaria relacionado
com uma tentativa de evitar a progressao da doenca (MORAIS et al., 2008; MWATHA et al.,
1998).

Embora com papel controverso, a citocina TNF-a, também pode participar na

formagéo de granuloma e evolucédo da fibrose hepatica (SOUZA et al., 2012). Alguns autores
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tém identificado o papel dessa citocina na progressao da fibrose periportal esquistossomética,
enquanto outros, como Hoffman et al. (1998) afirmaram que o TNF-o tem um efeito protetor
no processo fibrogénico. No nosso estudo, foi identificado um aumento de TNF-a apos
estimulacdo com SEA nos grupos com fibrose moderada e grave, 0 que sugere gque essa
citocina pode estar envolvida no desenvolvimento da patologia associada & doenca. Nossos
resultados estdo de acordo com o estudo realizado por Souza et al. (2012), onde também
foram encontrados altos niveis de TNF- a ap0s estimulacdo antigénica nos pacientes com
padrdo de fibrose C+D, porém sem diferencas entre 0s grupos estudados o que sugere a
participacdo dessa citocina na patologia hepéatica em individuos cronicamente infectados..
Henri et al. (2002), também indicaram um papel pré-fibroético para essa citocina. 0 que sugere
a participacdo dessa citocina na patologia hepatica em individuos cronicamente infectados.
Nosso resultado ndo corrobora com os dados encontrados por Silva-Teixeira (2004), que
identificaram diferencas entre os grupos estudados (niveis mais elevados dessa citocina em
pacientes com fibrose moderada a grave, do que naqueles sem fibrose).

O TNF-a apesar de ser produzido por uma diversidade celular é produzido
principalmente por macrofagos. Células Thl também podem produzir essa citocina de forma
direta ou através da producdo de IFN-y. Adicionalmente, estudos tem relatado a participacéo
de citocinas Th2 na limitacdo de producdo de TNF-a ¢ IFN-y. Nesse contexto, a IL-4 tem sido
vista como uma citocina inibidora da producdo de TNF-a possivelmente através da regulacdo
da expressdo do gene dessa citocina (MWATHA et al., 1998). No nosso estudo, foi
identificada uma elevada producédo de IL-4 e TNF-a e uma correlagdo entre dessas citocinas
nos pacientes com a forma EHE e moderada nos pacientes com grau de fibrose C+D e na
forma clinica EHI. Também observamos uma diminuicdo de IL-4 nos pacientes E+F, apds
estimulo com SEA.

Estudo realizado por Abath et al. (2006), também encontraram um aumento nos niveis
de IFN-y e TNF-a, demonstrando o efeito protetor do IFN-y. O aumento de TNF-a estaria
positivamente associado ao desenvolvimento de fibrose periportal, agravando a doenca e,
possivelmente, equilibrando o efeito protetor do IFN-y. Isso corrobora com a correlagdo
significativa encontrada entre essas citocinas em pacientes com fibrose moderada e grave e
nas formas EHI e EHE encontrada no nosso estudo. Além disso, 0 TNF-o é um forte indutor
de IL-6, demonstrando seu papel na progressdo da doenca (KHALIL et al., 1996). E isso
corrobora com a correlagdo encontrada entre essas duas citocinas no nosso estudo. O perfil de
producdo de citocinas em pacientes com esquistossomose € bastante variavel: alguns estudos

mostram uma associagdo com perfil Thl e outros com perfil Th2 (ABATH et al., 2006).
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Burke et al. (2009) identificou predominancia de perfil Th2, associada com aumento de IFN-y
e TNF-a. Pacientes com a forma EHE continuam a produzir alta resposta Thl, pois eles
falham na inibicdo através das citocinas Th2, importantes no processo de desenvolvimento da
doenca (ABATH et al., 2006).

Com relacéo a dosagem dos niveis de IL-4 no sobrenadante de cultura celular no nosso
trabalho, foi identificado um aumento dessa citocina apds estimulo com SEA no grupo com
padrdo de fibrose C+D e nos pacientes com as formas EHI e EHE da doenca. Esse resultado
estd de acordo com o estudo de Oliveira-Prado et al. (2012), que encontraram altos niveis de
IL-2, IL-4, TNF-a, sugerindo uma resposta mista Th1l/Th2, em grupos infectados apds
estimulo com antigenos de S. mansoni. Pearce et al. (2012), através de um estudo com
camundongos, observaram producdo de IL-4 maior em camundongos com infeccOes
avancadas do que naqueles com infecgbes atenuadas. Silva-Teixeira et al. (2004) também
identificaram aumento de IL-4 em individuos com grau de fibrose elevado, constatando o
papel dessa citocina no processo fibrogénico. Abath et al. (2006) estudando pacientes com as
formas EHI e EHE da doenca, identificou uma predominancia da resposta Th2, com aumento
de IL-4 em ambas as formas, apesar dos pacientes continuarem a produzir alta resposta Thl,
corroborando com nossos achados.

Outra citocina estudada, a IL-6, demonstra papel controverso na progresséo da doenca.
Essa citocina, de acordo com estudo de Fielding et al. (2014), atua através dos fatores de
transcricdo (STATL1 e STAT3), desempenhando um papel de estimulacdo da infiltracdo
leucocitaria durante a infeccdo. No nosso estudo, nés identificamos aumento dessa citocina
nos pacientes sem fibrose e com fibrose moderada a grave, além dessa citocina ter sido
aumentada nos pacientes com as formas clinicas EHI e EHE. Abath et al. (2006) também
observou aumento da resposta Th2 nos pacientes com as formas EHI e EHE da
esquistossomose. A IL-6 medeia a expressdo de citocinas Thl e a relacdo entre a IL-6 e 0
IFN-y é demonstrada através do mecanismo de acdo dessas citocinas. A IL-6 teria um papel
protetor, através da ativacdo de células T produtoras de IFN-y, para aquisi¢do de resisténcia a
infeccbes. Porém, Rutitzky e Stadecker (2011) observaram uma relagdo entre os niveis de
IFN-y e de IL-6. O estudo observou que um aumento nos niveis de IFN-y estaria relacionado
com uma tentativa de minimizar os efeitos causados pelo aumento de IL-6. Essa correlagdo
positiva entre as citocinas IFN-y e IL-6 foi encontrada no nosso estudo.

A IL-6 também tem um papel no recrutamento, ativacao e sobrevivéncia de células T.
IL-6 governa as caracteristicas efetoras de varios tipos de células T, incluindo Th17, Th22 e

células secretoras de IL-10. Isso pode justificar a correlacdo existente entre o aumento de IL-6
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com o aumento de IL-10 nos pacientes com a fibrose moderada e grave e com as formas EHI
e EHE da doenca (FIELDING et al., 2014). A inducdo de doenca hepética grave estaria
relacionada com aumento da expressdo de IL-17, com polarizacéo da resposta imune para um
perfil Thl. E essa producdo de IL-17 poderia estar relacionada com o papel da IL-6 (SOUZA
et al., 2012). Além disso, a IL-6 seria responsavel por um aumento do nivel de IL-17, citocina
fibrética que contribui para o desenvolvimento de formas mais graves da doenca. (RUTIZKY;
STADECKER, 2011).

Outra citocina avaliada nesse estudo, a IL-10, € descrita como protetora na
esquistossomose, impedindo a progresséo da doenca para formas mais graves (SOUZA et al.,
2012). No nosso estudo, nés encontramos altos niveis dessa citocina nos pacientes com
fibrose moderada e grave, e nas formas clinicas EHI e EHE ap6s estimulo com SEA,
comparando com o controle interno. Porém ndo identificamos diferencas estatisticas entre os
grupos, assim como o trabalho de Souza et al. (2012) e de Silva- Teixeira et al. (2004). Tem
sido demonstrado altos niveis de IL-10 em pacientes infectados com formas crbnicas da
doenca, o que pode ser uma tentativa de controle do sistema imune. A IL-10 esta envolvida na
regulacdo da resposta imunoldgica humana durante a infec¢do pelo S. mansoni. Além disso, a
literatura mostra altos niveis de IL-10 associados com a resposta celular de pacientes durante
fase cronica assintomatica (OLIVEIRA-PRADO et al., 2012).

Hoffmann et al. (2000) identificaram a importancia da citocina IL-10 na prevencdo da
resposta Th2. O trabalho demonstrou que o aumento da IL-10 nos grupos com fibrose
moderada a grave pode representar uma tentativa de modulacdo, através da inibicdo da
resposta inflamatdria e pré-fibrotica. A modulacdo da resposta imune exacerbada € essencial
para promover a sobrevida do paciente durante a infeccdo por esquistossomose e isso €
conseguido através de varios mecanismos e um deles € através da citocina IL-10. Estudos com
camundongos infectados com S. mansoni, deficientes de 1L-10, demonstraram que as células
produtoras dessa citocina regulam a doenca, controlando a producédo de citocinas Thl e Th2
(CHUAH et al., 2014).

IL-10 tem um papel importante na regulagdo do desenvolvimento da esquistossomose
em resposta a producdo de citocinas dos perfis Thl e Th2, e isso est4d de acordo com as
correlagdes encontradas no nosso estudo. Nosso estudo, assim como o do Abath et al. (2006)
e Wynn et al. (2004), demonstrou uma regulagdo entre citocinas Thl e Th2. A neutralizagio
dessa citocina foi demonstrada como um fator para o desenvolvimento de cronicidade da

doenca. Além disso, niveis elevados de IL-10 sdo requeridos uma vez que a auséncia dessa
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citocina poderia desencadear uma predominancia de IFN-y, o que resultaria em uma morte
rapida do individuo infectado (RANI et al., 2012).

A IL-10 também modula a producéo de IL-4, IFN-y, TNF-a e IL-17. No nosso estudo,
foi identificada uma correlacdo significativa entre IL-10 e IL-4 nos pacientes com fibrose
grave e em pacientes com as formas EHI e EHE e entre TNF-a ¢ IL-10 e entre IFN-y e I1L-10
nos pacientes com fibrose moderada e com formas EHI e EHE. A IL-17, com sua producéo
estimulada pela citocina IL-6, pode contribuir para danos hepatocelulares quando da auséncia
de IL-10. Por isso a importancia de uma correlacdo entre 1L-10 e IL-6 (HERBERT et al.,
2008). Essa correlacdo foi identifica no nosso estudo nos pacientes com as formas EHI e
EHE. Porém, Magalhées et al. (2004) identificaram altos niveis de IL-10 apenas em pacientes
com fibrose grave. Estes dados contraditorios sugerem que outros mecanismos modulatorios
da resposta envolvida no desenvolvimento da fibrose hepéatica devem co-existir.

Muitos trabalhos tém demonstrado que a IL-13 desempenha funcdo importante no
desenvolvimento do processo fibrogénico hepético. Jesus et al. (2004) identificaram altos
niveis dessa citocina apds estimulacdo com SEA, porém sem diferenca entre 0s grupos
estudados. Morais et al. (2008), avaliando o perfil de citocinas associados com fase aguda e
cronica, ndo identificaram diferenca entre os niveis de IL-13 nos individuos cronicamente
infectados pelo parasita e com diferentes formas clinicas da doenga. No nosso estudo também
ndo identificamos diferengas nos niveis da citocina no sobrenadante de cultura celular entre as
formas clinicas. Foram identificados baixos niveis dessa citocina nos individuos sem fibrose,
fibrose moderada e grave, e ndo encontramos diferencas estatisticamente significativas entre
eles, corroborando com o trabalho de Silva-Teixeira et al. (2004).

Podemos sugerir que de acordo com Abath et al. (2006) sugerem o aparente conflito
com nossos resultados pode ser explicado através das diferencas nos desenhos do estudo, na
populacdo estudada e nas etapas de avaliacdo da doenca. Estudos tem relatado um aumento de
IL-13 na fase préfibrética, correlacionando a citocina com inducdo de lesdo fibrotica
intermitente (JESUS et al., 2000; SOUZA et al., 2012).

Estudos realizados em camundongos infectados com S. mansoni e deficientes de I1L-10
e IFN-y identificaram o papel da IL-13 na fibrogénese hepatica. Esses animais desenvolveram
uma exagerada resposta de IL-13 ap0s infeccdo. Esta observacgéo sugere que a IL-10 e o IFN-
vy S80 necessarios para evitar uma resposta com perfil Th2, e consequentemente evitar a
producdo de IL-13, levando ao desenvolvimento da doenca (WYNN et al., 2004). No nosso

estudo foi identificada uma fraca correlagcdo negativa entre os individuos sem fibrose e uma
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fraca correlagdo positiva entre IFN-y e 1L-13 nos individuos com padrdo de fibrose E+F e
com a forma EHE da doenca.

O perfil de producdo de citocinas em pacientes com esquistossomose € bastante
variavel: alguns estudos mostram uma associacdo com perfil Thl e outros com perfil Th2
(ABATH et al., 2006). Hoffmann e Winn (2000) indicaram que ambos os perfis, Th1/Th2,
sdo potencialmente prejudiciais, porém a polarizacdo para uma resposta Th2 estaria
relacionada com aumento da fibrose.

Portanto, diferencas nos padrGes de producdo e regulacdo das citocinas estdo
associadas com os diferentes padrdes de fibrose e diferentes formas clinicas que ocorrem na
esquistossomose mansonica (SOUZA et al., 2012). A avaliacdo da producdo de citocinas e
seus receptores em estudos, em resposta a estimulacdo antigénica, e a associacdo dessa
producdo com os diferentes graus de fibrose periportal e com as diferentes formas clinicas é
essencial para contribuir no aumento dos conhecimentos sobres 0s mecanismos envolvidos no
processo, diminuindo o risco potencial para complicacGes. Além disso, o estudo podera gerar
conhecimentos para o desenvolvimento de novas imunoterapias para 0s pacientes portadores

da doenca.
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9 CONCLUSAO

No nosso estudo encontramos pacientes com baixa renda da populagéo, niveis baixos
de grau de instrucdo, falta de saneamento bésico adequado e isso contribui para a instalagéo e
expansdo da doenca ao longo do estado. Além disso, Pernambuco apresenta condicdes
ambientais favoraveis para a expansdo da esquistossomose.

A forte correlacdo negativa entre a IL-13 e seu receptor nos pacientes
esquistossomoticos crénicos sem fibrose, sugere que no inicio da fibrose ocorre um aumento
de IL-13, que provavelmente satura o receptor dessa citocina, e a IL-13 livre é disponibilizada
no meio.

A citocina IL-13 se mantém em nivel semelhante nos grupos sem fibrose e com
presenca moderada e grave da fibrose periportal. Provavelmente a IL-13 mantém-se sempre
em niveis regulares para a producao continua da fibrose.

A presenca de IFN-y apos estimulo com SEA, com diferenga estatistica ao se
comparar apenas com o meio (sem estimulo) e sem diferencas entre 0s grupos, sugere uma
protecdo anti-fibrotica presente em todos 0s grupos.

A correlacdo positiva entre as citocinas IFN-y e TNF-a (Th1), IL-4 e IL-10 (Th2), nos
grupos C+D e E+F e nas formas EHI e EHE, sugere que existe presenca concomitante de
resposta Thl e Th2, nesses dois grupos de padrdo de fibrose periportal (moderada a grave) e
nas diferentes formas clinicas, atuando no processo inflamatério e ao mesmo tempo,
protegendo o pacientes de um processo inflamatorio letal. As correlagdes encontradas onde a
citocina IL-2 esté presente (IFN-y x IL-2; TNF-a X IL-2; IL-2 x I1L-4; IL-2 x IL-10) demonstra
e confirma a acdo dessa citocina no direcionamento da resposta Thl e/ou Th2, no grupo de

moderada fibrose.
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10 PERSPECTIVAS

Apesar de nao poder concluir a respeito da correlacdo que inicialmente é negativa no
grupo sem fibrose e posteriormente se torna positiva na fibrose grave, entre o IFN-y e IL-13, é
importante salientar que estudos direcionados as essas duas citocinas podem indicar um novo
mecanismo de regulagéo.

Outros mecanismos envolvendo o desenvolvimento da fibrose hepatica devem co-
existir, principalmente aqueles em que a IL-10 e IL-6 estejam envolvidas. Nesse caso ndo ha a
presenca precoce dessas citocinas, mas provavelmente elas atuam a partir da fibrose moderada
e continua na fibrose grave.

Faz-se necessario, porém, estudos em populacGes maiores, onde se possa obter maior
entendimento do comportamento das citocinas e Seus receptores nos pacientes
esquistossomoticos com diferentes graus de fibrose periportal e com as diferentes formas

clinicas da doenca.
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PACIENTE
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declaro que aceito participar do estudo cientifico: “AVALIACAO DO PAPEL DO
RECEPTOR ANTAGONISTA DE IL-13 (IL-13Ra2) E SUA RELACAO COM OS
GRAUS DE FIBROSE HEPATICA NA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA”.
Fui informado (a) que esta pesquisa tem como objetivo analisar a participagdo de um
receptor de citocina (substincia que temos no sangue e que faz parte do sistema de
defesa do nosso organismo) e sua relagdo com a gravidade da esquistossomose. . Minha
participagiio nesse estudo ndo vai me beneficiar diretamente, mas os resultados desta
pesquisa poderfio contribuir para um melhor acompanhamento no tratamento dos
pacientes, além de contribuir, no futuro, para o desenvolvimento de novas
imunoterapias para os pacientes portadores da doenca. Fui inforrﬁado que a minha
participagdo neste estudo compreendera exames clinicos e laboratoriais para melhor
compreensio da doenga. Meus dados coletados serflo, registrados, sem expor meu nome
ou me identificar garantindo, portanto, meu anonimato. Também fui informado (a) que
para dosagem das substancias que 0s pesquisadores deste estudo querem analisar, sera
necessario a coleta de uma amostra equivalente a uma colher de chd do meu sangue
(5ml), através de um tubo adaptado a uma agulha, estéril e descartavel. Os riscos de
retirar sangue sdo dor e formagdo de hematoma local. Esse material sera enviado para o
laboratério do CPgAM/FIOCRUZ para a realizagdo dos referidos te'stes. serao
guardados podendo ser utilizados em pesquisas posteriores e eu tenho plena liberdade
de recusar ou retirar o consentimento sem sofrer nenhum tipo de pressdo. Minha
participagdio é voluntaria e eu poderei desistir de participar da pesquisa a qualquer
momento, sem com isso, ter nenhum prejuizo do meu atendimento/ acompanhamento
no servico onde sou atendido (a). Quando"yos resultados deste estudo forem apresentados

em revistas médicas ou em reunides cientificas, eu néo serei identificado pelo nome.
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7
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incompleto ;

8.

15:

16.

17

; USG::‘Graus de fibrose

FICHA CADASTRAL DOS PACIENTES DO PROJETO ESQUISTOSSOMOSE
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Prontuario HC: Registro na pesquisa: Data coleta:

Data de Nascimento:__ /_/__ Idade:
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(1) Empregado (2) Desempregado (3) Aposentado (4) Do lar (5) Outro
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dizer

()la2;()3a4;( )maisque4;( )ndo quis

; Ckydjﬁdi:g‘c‘”)esy de moradia: ( )casa propna ; ( )alugada ; ( )de parentes ; ( )ougros
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. Possui fitho

( )SIM ; ( )NAO Quantidade vivos:___ Mortos:
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Comlte de Etica
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Titulo do Projeto: “Avaliagdo do papel do receptor antagonista de IL-13 (IL-
13Ra2) e sua relagdo com os graus de fibrose hepatica na Esquistossomose
Mansénica”.

Pesquisador responsavel: Anna Ligia Figueiredo.

Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPqAM/FIOCRUZ

Data de apresentacdo ao CEP: 19/06/12

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 15/12

Registro no CAAE: 04304912.8.0000.5190

PARECER N° 23/2012

O Comité avaliou as modificagbes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questfo estédo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolugio CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ditima formatagao
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 05 de setembro de 2015.
Em caso de necessidade de renovacdo do Parecer, encaminhar relatério e

atualizagdo do projeto.

Recife, 05 de setembro de 2012.

/R

Coordenadora do CEP/CPqAM

(,

ina Campos de Mi da
Pesquisadora em Saide Publca
Observagéo: Mat. SAPE 464777
CEP/CPoAM / FIOCRUZ
Anexos:

¢ Orientagbes ao pesquisador para projetos aprovados;

¢ _Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 05/09/2013.
Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n
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Comrte de Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: “Avaliagéo da participacéo do receptor antagonista de I1L-13
(IL-13ra2) na relagdo com os graus de fibrose hepatica na esquistossomose
mansonica”.

Pesquisador responsavel: Anna Ligia Figueiredo.

Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPqAM/Fiocruz

Data de apresentacdo ao CEP: 19/09/2013

Registro no CAAE: 04304912.8.0000.5190

Numero do Parecer PlatBr: 449.871

PARECER

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do
Projeto em questido estdo condizentes com a conduta ética que deve nortear
pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o Cédigo de Etica,
Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado-em sua ultima formatagéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 07 de novembro de 2016.

Em caso de necessidade de renovagao do Parecer, encaminhar relatério

e atualizacao do projeto.

Recife, 07 de novembro de 2013.

/A

Coordenadora do CEP/CPgAM

Janaina Campos de Miranda
ra em Saide POBECS
Coordenadora
Mat. SIAPE 464777
CEP/CPgAM / FIOCRUZ

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n
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Comité de Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: “Esquistossomose mansénica humana: avaliagdo do

receptor antagonista de IL-13 (IL-13ra2) e da resposta imune celular”.
Pesquisador responsavel: Anna Ligia Figueiredo.

Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentagdo ao CEP: 22/04/2014

Registro no CAAE: 04304912.8.0000.5190

Numero do Parecer PlatBr: 645.130

PARECER

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do
Projeto em questéo estéo condizentes com a conduta ética que deve nortear
pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o Cédigo de Etica,
Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatacdo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 07 de maio de 2017.

Em caso de necessidade de renovagéo do Parecer, encaminhar relatério
e atualizagéo do projeto.

Recife, 13 de maio de 2014.

Cbocm“>/ﬂ;4A Qe Lﬂ’\

Coordenadora do CEP/CPgAM

de Miranda
Janaina Campos o

Pesquisadore om
=
Mal.
CEP | CPeAM | FIOCRUZ

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n

CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 ‘ ‘D
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