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Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2018.

RESUMO

A fibrose periportal é considerada um sinal patognomonico da esquistossomose e desencadeia
a evolucdo para as formas graves. O estudo de biomarcadores envolvidos na fibrose da doenca
visa identificar e validar marcadores como novos métodos de diagnostico da morbidade e
avaliacdo de critério de cura. Objetivamos estudar biomarcadores para predi¢do da fibrose e
acompanhamento pos-terapéutico em populacdo de area endémica para a esquistossomose.
379 pacientes foram avaliados pela US para classificacdo da fibrose, dos quais 41 (10,8%)
foram identificados sem fibrose, 292 (77%) com fibrose leve a moderada e 46 (12,2%) com
fibrose avancada para validacdo do Coutinho-index. Foram dosados fosfatase alcalina (FA) e
plaquetas para aplicacdo do indice, com a férmula FA(/LSN)/plaquetasx100. Um cut-off de
>(,228 com uma area sob a curva ROC de 0,55, sensibilidade 68,2% e especificidade 46,3%,
para predizer a presenca de fibrose. O indice mostrou auséncia de fibrose em 46,3% dos
pacientes sem fibrose e em 71,6% dos diagnosticados com fibrose moderada e avancada na
US. Para confirmar a fibrose avangada, um cut-off de >0,326; &rea sob a curva ROC de 0,70,
sensibilidade 65,2% e especificidade 73,1%, identificando em 65,2% dos pacientes na US.
Para os biomarcadores moleculares, em 12 individuos positivos para Schistosoma mansoni e
sem tratamento foi verificada a expressdo de microRNAs (miR-182 e miR-10a). 3 (25%)
pacientes foram identificados sem fibrose e 9 (75%) com fibrose. Foram analisados antes, 30,
90 e 180 dias apos o tratamento com praziquantel. Uma correlacdo positiva entre a carga
parasitaria e a expressdo de miR-182 (r=0,72; p=0,01) foi observada e o aumento da
expressdo de miR-10a ap6s o tratamento (p=0,04). Os resultados apresentam o Coutinho-
index como potencial candidato para predicdo da fibrose periportal na triagem de pacientes
cronicos em areas endémicas e o estudo do envolvimento de miRNAs na esquistossomose
contribui para a elucidacdo dos mecanismos de progressdo da doenca.

Palavras chave: Esquistossomose mansoni. Fibrose. Biomarcadores. Fosfatase alcalina.
Plagquetas. MicroRNAs.
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follow-up in patients with schistosomiasis mansoni. 2018. Thesis (PhD in Biosciences and
Biotechnology in Health) - Aggeu Magalhdes Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Recife,
2018.

ABSTRACT

Periportal fibrosis is considered a pathognomonic sign of the dschistosomiasis and triggers the
evolution to severe forms. The understand biomarkers involved in fibrosis induced by
schistosomiasis aims identify and validate these molecules as new methods of diagnosis of
morbidity and evaluation of cure criteria. We aimed evaluate biomarkers for periportal
fibrosis diagnosis and post-therapic follow-up in endemic area for schistosomiasis. Among
379 patients evaluated by the US, to classify the fibrosis pattern, 41 (10.8%) were diagnosed
without fibrosis, 292 (77%) with intermediate fibrosis and 46 (12.2 %) fibrosis advanced for
the validation of Coutinho-index. We measured the alkaline phosphatase (ALP) and platelet
intended application of the index, using the formula ALP(/LSN)/plateletsx100. A cutoff
0f>0.228 (ROC curve of 0.55), 68.2% and 46.3% for sensibility and specificity, respectively.
Coutinho-index showed absence of fibrosis in 46.3% of patients without fibrosis and in 71.6%
of patients diagnosed with intermediate and advanced fibrosis in the US. To endorse the
presence of advanced fibrosis we established a cut-off of> 0.366 (ROC curve of 0.70),
sensitivity 65.2% and specificity 73.1%, identifying in 65.2% of patients in the US. Working
with molecular, we analyse 12 untreated individuals, Schistosoma mansoni positive, to verify
expression of microRNAs (miR-182 and miR-10a). 3 (25%) patients have no fibrosis and 9
(75%) presented fibrosis. Blood collection of these patients occurred before treatment,
furthermore, 30, 90 and 180 days after treatment with praziquantel. A positive correlation was
seen between parasite load and miR-182 expression (r=0.72, p=0.01) and increase in miR-10a
expression after treatment (p=0.04). Our results present the Coutinho-index as a potential
candidate for the predict of periportal fibrosis in the screening of chronic patients in endemic
areas. The involvement of miRNAs in the schistosomiasis contributes to the elucidation of
mechanisms of disease progression.

Keywords: Schistosomiasis mansoni; Fibrosis; Biomarkers; Alkaline phosphatase; Platelet;
MicroRNA:s.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose ainda é considerada uma das mais importantes e a segunda
infeccdo parasitaria humana com o maior nimero de obitos (COLLEY et al., 2014). Acomete
mais de 215 milhbes de individuos em areas rurais, peri-urbanas e urbanas de 73 paises
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017). A doenca é frequentemente cronica e no
Brasil, é causada por trematddeos da espécie Schistosoma mansoni, sendo considerada uma
das mais importantes endemias parasitarias no pais. A maioria dos casos da doenca ocorre na
regido Nordeste, onde os estados de Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia apresentam as
maiores prevaléncias (BRASIL, 2014).

O estado de Pernambuco possui em torno de 15% da populacéo infectada e ocupa o 3°
lugar em prevaléncia na Regido Nordeste, sendo a esquistossomose considerada uma das
principais causas de mortalidade dentre as doencas transmissiveis (BRASIL, 2014). Nos
ultimos anos, observou-se aumento consideravel dos casos diagnosticados, atingindo em torno
de 17 mil no Estado (SILVA; DOMINGUES, 2011). E cerca de 40% dos casos de Obitos
atribuidos a esquistossomose no pais sao oriundos de Pernambuco, o qual vem sendo ao longo
dos ultimos anos, responsavel pelo maior nimero de dbitos pela doenga no pais (BRASIL,
2011).

Na patogenia da esquistossomose, o figado € o principal érgdo afetado, pois logo apos
a oviposicdo pelas fémeas nas veias mesentéricas, 0os ovos, ndo eliminados nas fezes, sdo
levados pela circulacdo sanguinea para o interior do 6rgao. Estes ovos ficam presos nos
pequenos vasos do figado, induzindo uma vigorosa resposta imune com a formacdo de
granulomas (ABATH et al., 2006). Devido a continua oviposicdo e formagdo de novos
granulomas em torno desses ovos, as lesdes hepaticas progridem (BARSOUM et al., 2013). A
infeccdo cronica e o processo inflamatorio granulomatoso conduzem ao excesso de deposito
de colageno e de outros componentes da matriz extracelular nas ramificagdes intra-hepaticas
da veia porta, causando a fibrose periportal (FPP), caraterizada por ser um sinal
patognomonico da esquistossomose hepéatica (AZEREDO et al., 2015; MACHADO et al.,
2002).

Na infecgdo ocasionada pelo S. mansoni, a maioria dos individuos infectados é
assintomatica, mas em torno de 10% destes, evoluem para as formas mais cronicas e graves
da doenga (LEITE et al., 2013). A auséncia de diagnostico ou tratamento oportuno contribui
para a progressdo do processo fibrogénico, podendo resultar na forma mais severa da doenca,

a hepatoesplénica (EHE) com a formacdo de hipertensdo portal, varizes de esofago e
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recorrente hemorragia digestiva alta (HDA), podendo levar o paciente ao ébito (MEDEIROS
etal., 2014).

A avaliacdo da FPP fornece informac6es Uteis para a adogdo das medidas terapéuticas
em pacientes infectados pelo S. mansoni. Geralmente a fibrose na esquistossomose é avaliada
pela ultrassonografia (US) abdominal, sendo a técnica de imagem de escolha e apresenta uma
abordagem importante no hospital e em campo para identificar a morbidade da doenca
(PINTO-SILVA et al., 2010; RICHTER et al., 2016).

Devido as limitagdes na utilizacdo da US no diagnéstico da FPP e das formas clinicas
da esquistossomose, como disponibilidade do equipamento, operadores treinados e ndo esta
prontamente disponivel em todas as &reas endémica (LAMBERTUCCI; SILVA; ANTUNES,
2007; MEDEIROS et al., 2014), a identificacdo de outros testes de laboratorio de rotina ndo
invasivos, mais baratos e de simples execucdo, como marcadores bioldgicos, apresenta-se
COmMo um promissor campo de pesquisa.

O presente grupo de pesquisa tem desenvolvido diversos estudos com marcadores
bioquimicos, hematoldgicos, imunoldgicos e moleculares envolvidos nos processos
patoldgicos da esquistossomose, com a finalidade de identificar biomarcadores com
potenciais usos para o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico da infecgdo e
morbidade, terapéutico e avaliacdo de critério de cura.

Estudos recentes tem demonstrado grande interesse no mecanismo de controle da
expressao génica mediado pelos microRNAs (miRNA). Os miRNAs sdo moléculas de RNA
ndo codificantes de aproximadamente ~22 nucleotideos de comprimento, que se ligam e
inibem a traducdo de mMRNA por inibicdo translacional ou por sua degradacéo e participam da
regulacdo dos niveis proteicos da célula, controlam ativamente a homeostase, com grande
implicacdo no desenvolvimento embrionario, proliferacdo, diferenciacdo e metabolismo
celular (PEREIRA et al., 2015).

Niveis elevados de miRNAs circulantes sdo comumente associados ao inicio e
progressdo da patologia em doencas humanas. Assim, miRNAs circulantes no soro vem
surgindo como promissores para o diagnéstico de uma variedade de doencas (SETHI et al.,
2018). A deteccdo de miRNAs do S. mansoni ou do hospedeiro no soro de pacientes
infectados, vem sendo indicados como potenciais marcadores biologicos para infecgéo,
morbidade e critério de cura pos-terapéutica (HOY et al., 2014). Entre os miRNAS expressos
pelos individuos infectados tanto com S. japonicum e pelo S. mansoni foi verificado uma
maior expressao de miR-10a e miR-182 (CABANTOUS et al., 2017; KELADA et al., 2013) e
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estudos em modelos murinos demonstraram o envolvimento destes miRNAS no processo de
fibrogénese hepética esquistossomotica (HUANG et al., 2018).

Barreto e et al. (2017) avaliaram biomarcadores bioquimicos, hematoldgicos e
imunologicos como potenciais preditores da FPP em 116 pacientes provenientes de
ambulatério hospitalar de referéncia para os casos crénicos e graves da esquistossomose no
estado de Pernambuco. Os resultados alcangados mostraram éxito no desenvolvimento de um
indice bioldgico, com os biomarcadores fosfatase alcalina e plaquetas (Coutinho-index =
FA(/LSN)/ plaguetas x 100), denominado Coutinho-index (em homenagem ao professor
Amaury Domingues Coutinho, um exemplo de grande pesquisador e incentivador de diversas
pesquisas sobre esquistossomose no Brasil, principalmente em nossa regido). O Coutinho-
index mostrou melhor desempenho na predi¢do da FPP avancada com uma area abaixo da
curva ROC de 0,994 (p = 0,0001) com sensibilidade de 98% e especificidade de 94,7%, em
que 98% dos pacientes estudados apresentaram os resultados de FPP avancada, de acordo
com o diagndstico através do exame de US.

O desenvolvimento de pesquisa de campo em area endémica para a esquistossomose
mansoni na tentativa de avaliar a FPP através de biomarcadores confirmara a sua utilizacdo
como método valioso para a deteccdo dos estagios mais avancados da fibrose em possiveis
pacientes assintomaticos. Dessa forma, pode contribuir para um diagndstico mais rapido da
progressdo da doenga, sendo fundamental para a determinacéo das estratégias de tratamento e
no prognostico, diminuindo o risco de complicacdes. Ademais, o papel dos miRNAs na
patologia causada pelo S. mansoni permanece ainda ndo esclarecido, o estudo da expressdo de
RNAs (miRNA e mRNA) apresenta-se como uma poderosa e moderna ferramenta para
analise na pesquisa clinica, com a possibilidade de identificacdo da regulacdo da expressao
génica de citocinas envolvidas no processo fibrogénico, através de miRNAs, contribuindo
para a elucidacdo da base molecular da patologia, e podera indicar novos alvos de diagndstico

da morbidade e acompanhamento po6s-terapéutico.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Epidemiologia

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) sdo caracterizadas por um grupo de
enfermidades causadas por agentes infectoparasitarios e sdo consideradas endémicas,
principalmente, em populacdes de baixa renda. Também apresentam indicadores inaceitaveis
e investimentos reduzidos em pesquisas, producdo de medicamentos, inovacao tecnoldgica e
em politicas publicas para o seu controle. Contribuindo para a manutencdo do quadro de
desigualdade, ja que representam forte entrave ao desenvolvimento dos paises afetados
(MOLYNEUX, 2013).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, atualmente 17 doencas parasitarias
cronicas sdo classificadas como DTN, entre as quais estdo as leishmanioses, hanseniase,
tracoma, doenca de Chagas, filariose, oncorcercose, esquistossomose, entre outras
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012). Mais de um bilhdo de pessoas sdo
acometidas com uma ou mais doencas negligenciadas, o que representa um sexto da
populagdo mundial, e essas doencgas, em conjunto, matam um milhdo de pessoas por ano,
além de causar impacto na produtividade dos trabalhadores e manutencédo de paises de baixa
renda em situacdo de pobreza (PONTES, 2009).

A esquistossomose é considerada uma das DTN resultante da falta de investimentos na
producdo de novos medicamentos, diagndsticos e priorizacdo de politicas publicas que
alcance medidas efetivas parta interrupcdo da transmissdo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2017). E uma doenca de veiculacdo hidrica cuja transmissdo ocorre quando um
individuo suscetivel entra em contato com aguas onde existem caramujos do género
Biomphalaria liberando a forma infectante do parasito, as cercarias.

Estima-se que mais de 215 milhdes de pessoas no mundo possam estar infectadas com
uma das trés principais espécies de Schistosoma e 700 milhdes de pessoas estdo vulneraveis
ao risco de infeccdo pelo parasito nas regides tropicais do globo, onde a doenca é registrada
em 73 paises distribuidos pela Africa, leste do Mediterraneo e América (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2017). N&o obstante sua magnitude, expressa no nimero de doentes,
sua cronicidade com casos graves, ampla distribuicdo geografica e repercussao
socioecondmica, a esquistossomose esta entre as parasitoses de grande relevancia na saude
publica, sendo considerada a segunda infeccdo parasitaria humana com o maior nimero de
Obitos (COLLEY et al., 2014).
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Nos paises da América Latina e regido do Caribe, apenas infec¢bes pelo Schistosoma
mansoni sdo encontradas. Apesar dos esfor¢os para o controle da esquistossomose, o Brasil é
0 pais da América do Sul onde se concentra 0 maior nimero de casos registrados
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2009). Em 2012, o Brasil e a
Venezuela informaram a realizagcdo de tratamento para esquistossomose, com a droga de
escolha (praziquantel), em 27.460 pessoas nos dois paises, das quais 99% eram brasileiras
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2014).

Atualmente, no pais, a esquistossomose ocorre em 19 das 27 unidades federadas
(Figura 1), abrangendo uma area considerada endémica que vai desde o estado do Rio Grande
do Norte em direcdo ao Sul, incluidas as zonas quentes e Umidas dos estados da Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, onde se interioriza alcancando Minas Gerais, no
Sudeste, seguindo o trajeto de importantes bacias hidrograficas, além de estar presente, de
forma localizada, em outros estados de todas as cinco grandes regides do pais (BRASIL,
2014).

De acordo com dados do Ministério da Salde, a série historica do percentual de
positividade no periodo de 1990 a 2010 aponta uma prevaléncia média de 8% e uma tendéncia
de decréscimo de 0,25% ao ano, entretanto, neste mesmo periodo apresentou um ndmero
expressivo de formas graves, com uma média de 1.567 internacdes e 527 6bitos (BRASIL,
2012). Em 2013, os estados mais afetados foram Alagoas, Sergipe, Paraiba e Pernambuco
com 7,2%, 6,8%, 5,5% e 4,2%, respectivamente, de pessoas com resultados positivos
(BRASIL, 2014).

Dados do Ministério da Saude apontam a regido Nordeste do Brasil como responsavel
pelo maior registro de casos de esquistossomose e situam Pernambuco entre os estados com
prevaléncia média mais elevada de pessoas infectadas pelo S. mansoni. Considera-se a

endemia uma das principais causas de mortalidade por doenca transmissivel (BRASIL, 2012).
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Figura 1 — Distribuigdo da esquistossomose segundo percentual de positividade no Inquérito Nacional
de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e Geo-helmintose Brasil, 2010-2015.
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Fonte: Katz (2018).

Uma avaliacéo da situacdo da doenca em Pernambuco, no ano de 2010, verificou que a
ocorréncia da esquistossomose no estado é considerada endémica em 102 (55,2%) de seus
185 municipios, principalmente nas regifes da Zona da Mata e Metropolitana do Recife. A
média anual de internagdo, no periodo de 2005 a 2010 foi de 133 internagGes e 0 nimero
médio de Obitos, no mesmo periodo, chegou a 190 O6bitos (BRASIL, 2011). O estado
apresentou no periodo de 2005-2014 a maior taxa de mortalidade quando comparada ao Brasil
e com a regido Nordeste, representando que cerca de 40% dos casos de Obitos atribuidos a
esquistossomose sdo oriundos de Pernambuco, o qual vem sendo ao longo dos Gltimos anos,
responsavel pelo maior nimero de ébitos pela doenca no pais (PERNAMBUCO, 2015).

Um estudo analisou a tendéncia da positividade da esquistossomose mansoni detectada
nos exames coproscopicos de populacdo que vive em area endémica do estado no periodo de
2005 a 2010 (BARRETO et al., 2015). Embora o resultado tenha apresentado uma tendéncia
significativa de redugdo da positividade em Pernambuco, vale ressaltar a dinamica de
transmissdo focal da esquistossomose em &reas restritas, internas aos municipios
pernambucanos, com elevado numero de individuos positivos e prevaléncia da doenca de até

70% (SAUCHA et al., 2015). Demonstrando que este perfil de elevada transmisséo focal
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revela a necessidade de agbes continuas de vigilancia e controle da esquistossomose em
Pernambuco.

Antes considerada uma endemia estritamente rural e doenca da pobreza, a
esquistossomose expande-se para areas urbanas e litoraneas da Regido Metropolitana de
Pernambuco, com a ocorréncia de casos agudos e cronicos e focos de moluscos hospedeiros
intermediérios. Na forma de surtos epidémicos ou estabilizada como endemia, a doenca
assume caracteristicas epidemiologicas, clinicas, econdmicas e socioculturais distintas
daquelas encontradas nas zonas rurais do Estado (BARBOSA et al., 2010, 2011, 2013, 2015,
GOMES et al., 2016a, 2016b).

Embora o diagnostico e tratamento da esquistossomose sejam relativamente simples, o
controle da doenca € uma das tarefas mais dificeis dos servicos de satde publica em razéo de:
ampla difusdo dos hospedeiros intermediarios; mecanismos de escape com relacdo a
existéncia dos métodos de controle atuais; frequéncia do contato humano com a agua em
atividades agricolas, domésticas e/ou lazer; dindmicas proprias de cada microfoco de
transmissdo; alto custo das obras de engenharia sanitaria que garantam abastecimento de agua
adequado para as residéncias e eliminacdo dos dejetos, impedindo, assim, a contaminacdo dos
recursos hidricos. Além disso, existe ainda: as limitacbes do tratamento individual e em
massa; falta de abordagem preventiva associada a curativa na organizacdo dos servicos; e a
inexisténcia de uma vacina capaz de prevenir a doenga (CARACIOLO et al., 2016; COSTA et
al., 2017; QUITES et al., 2016).

A OMS estabeleceu um plano de acdo para a eliminacdo de doencas infecciosas e
negligenciadas até 2022, propondo atividades atualizadas, claras e inovadoras para reduzir a
morbidade, a incapacidade e a mortalidade, com o objetivo de acelerar o progresso dos
esforcos para eliminar essas doencas da lista de problemas de salde publica e impedir a
transmissdo dessas doencas entre e para o0s seres humanos. O plano de acdo aborda,
principalmente, a vigilancia, o manejo, o controle e a eliminagdo de 13 doengas, entre as
quais, a esquistossomose, sendo o Brasil considerado um dos paises para ser signatéria deste
plano por apresentar focos atuais de transmissdo da doenca (ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2016).

2.2 Patogenia e Manifestacgdes Clinicas da Esquistossomose

A patologia da esquistossomose mansoni é desencadeada, principalmente, por uma

resposta imunoldgica que ocorre em torno dos ovos vivos do parasito retidos nos tecidos do
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hospedeiro (COLLEY et al., 2014). O figado € o principal 6rgdo afetado, uma vez que 0s ovos
ndo eliminados nas fezes sdo levados pela circulagcdo sanguinea e ficam presos nos pequenos
vasos portais do figado, induzindo uma vigorosa resposta imune com a formacdo de
granulomas (ALMADI et al., 2011). A resposta granulomatosa é considerada uma reacdo de
hipersensibilidade do tipo tardia mediada por células T CD4" (ABATH et al., 2006), com a
participacdo de eosindfilo, macréfagos ativos e citocinas produzidas por linfécitos Th2
(CHUAH et al., 2014).

O surgimento de lesdes e das formas clinicas da esquistossomose depende de fatores
relacionados ao parasito como: cepa, fase evolutiva e intensidade da infeccédo; fatores
intrinsecos do individuo: idade, estado nutricional, background genético e a resposta
imunolodgica; como também a carga parasitaria adquirida e a frequéncia de exposices. A
evolucdo clinica pode variar desde formas assintomaticas até as extremamente graves. A
doenca se desenvolve em duas fases, uma aguda e uma crénica, correspondendo ao estagio de
desenvolvimento do parasito no hospedeiro (COLLEY et al., 2014).

A fase aguda € caracterizada pela dermatite cercariana e pela febre de Katayama. A
dermatite cercariana ocorre ap0s a penetracdo das cercarias no hospedeiro e pode provocar um
quadro de dermatite urticariforme, com micropapulas eritematosas e pruriginosas, de duracao
geralmente transitéria que cede quase sempre espontaneamente (BARSOUM et al., 2013).
Nesta fase, devido aos sintomas inespecificos, o diagnéstico torna-se dificil, mas o histérico
epidemioldgico de exposicdo a colecdes hidricas sugestivas de contaminacdo, contribui para o
diagnostico. A febre de Katayama é em decorréncia da migracdo das formas imaturas do
parasito, os esquistossomulos, ocorrendo em algumas semanas apés a infecgdo. E
caracterizada por linfodenopatia, mal-estar, febre, fadiga, mialgia, cefaléia, indisposicdo e
tosse seca, durando de 2 a 10 semanas. Ao exame fisico, 0 paciente pode apresentar leve
aumento do figado e do baco e no exame laboratorial, uma eosinofilia elevada (KAPOOR,
2014; ROSS et al., 2007).

Os sintomas clinicos da fase aguda raramente ocorrem em populacBes de areas
endémicas, mas € comum entre individuos, como visitantes e emigrantes, que se expdem pela
primeira vez ao estdgio infectante (cercérias) do parasito em cole¢des hidricas contaminadas
(BARRETO et al., 2016; ENK et al., 2010).

Em individuos que ndo foram tratados ou a continua exposicao a forma infectante do
parasita com casos de reinfeccdo, a doenca pode evoluir para a fase crénica, com sinais de

progressao da doenca para diversos 6rgdos e com niveis extremos de gravidade. As formas
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cronicas sd@o mais prevalentes e mais associadas a morbidade em &reas endémicas (COLLEY
etal., 2014).

A classificacdo das formas cronicas da esquistossomose contempla uma escala
crescente de gravidade, sendo de acordo com o0s 6Orgdos acometidos. De acordo com o
Ministério da Saude do Brasil, atualmente, a fase crénica da doenca é dividida e classificada
em trés formas clinicas: hepatointestinal, hepéatica e hepatoesplénica (BRASIL, 2014).

A esquistossomose hepatointestinal (EHI) é a forma mais encontrada nas regides
endémicas, entretanto, a maioria dos individuos infectados ndo apresentam sintomas e o
diagndstico é realizado atraveés do encontro de ovos do S. mansoni no exame coprdscopico de
rotina nos servicos de saude (BRASIL, 2014; PORDEUS et al., 2008). Nas pessoas com
queixa clinica, caracteriza-se por sintomas digestivos como nauseas, vomitos, dor epigastrica,
flatuléncias, podendo ocorrer surtos diarreicos ou constipacdo intestinal crénica. No exame
fisico, o figado pode ser palpével, devido ao leve aumento de volume e nos casos mais
avancados dessa forma clinica pode-se observar a presenca de tecido fibrético nos espacos
intra-hepaticos do sistema porta pelo exame de ultrassonografia (US) do abdémen superior,
representando um quadro de evolucdo da doenca (BARSOUM et al., 2013; BRASIL, 2014).

Na forma hepética ocorre o estabelecimento da hepatomegalia, presenca de fibrose
moderada ou intensa na US, mas sem esplenomegalia e sem o0s sinais e sintomas da
hipertensdo portal (BRASIL, 2014). Devido a continua oviposicdo pelas fémeas do S.
mansoni € 0 acumulo da formacdo de novos granulomas em torno desses ovos, as lesbes
hepéticas se tornam mais graves, resultando no aumento da pressdo sanguinea no sistema
porta, porque o figado se torna fibrético. Com o evoluir da doenca, a fibrose progride,
congestionando o fluxo sanguineo da veia intra-hepatica portal, o que contribui para o
desenvolvimento da forma mais avancada e grave da doenca, a esquistossomose
hepatoesplénica (EHE) (MANZELLA et al., 2008).

Resultados de estudos de inquéritos epidemioldgicos apresentam que em torno de 10%
dos pacientes infectados por S. mansoni de areas endémicas, evoluem para a forma mais
severa da doenca, a EHE (LEITE et al., 2013). A EHE ¢ caracterizada pelo paciente que
apresenta os oOrgdos figado e baco aumentados de volume (hepatoesplenomegalia), com
presenca de fibrose hepatica moderada a acentuada. Alguns casos de EHE evoluem para uma
forma descompensada, resultando no desenvolvimento de hipertensdo portal, com ascite,
aumento da formacdo de circulagdo colateral e varizes gastroesofégicas, as quais podem
romper e causar hemorragia digestiva alta (HDA), representando a causa usual de ébitos pela

esquistossomose (MEDEIROS et al., 2014). Um estudo descritivo do tipo série de casos foi
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realizado em pacientes atendidos em hospital de referéncia para a forma EHE em Pernambuco
e verificou a presenca de HDA em 61,6% dos casos avaliados, dos quais 86,7%
manifestaram-se por hematémese (SILVA; DOMINGUES, 2011).

A deposicao ectopica de ovos do S. mansoni pode levar a morbidades inesperadas. O
mais comum envolve a migracdo de parasitas ou ovos para o sistema nervoso central, com
sintomas de compressdo espinhal ou encefalopatia. A mielorradiculopatia esquistossomética
(MRE) ¢é a forma ectopica mais grave e incapacitante da infeccdo pelo S. mansoni, o
envolvimento da medula espinhal pode resultar em dor lombar ou paralisia dos membros
inferiores, com fraqueza muscular, perda sensorial e incontinéncia urinéria (BRASIL, 2006;
CARVALHO, 2013).

Também ha a ocorréncia de hipertensdo pulmonar por obstrucdo vascular, provocada
por ovos, vermes mortos e/ ou vasculite pulmonar por imunocomplexos. Os sintomas e sinais
clinicos caracterizam a sindrome do cor pulmonale (BRASIL, 2014; PAPAMATHEAKIS et
al., 2014).

2.3 Fibrose Hepatica na Esquistossomose

2.3.1 Fibrose periportal

A fibrose hepética é uma resposta de reparo as lesbes no figado, caracterizada por
deposicdo excessiva de proteinas de matriz extracelular (ECM) e pode ser induzida por uma
variedade de fatores como o abuso de drogas, alcool e gordura, alergias cronicas e diferentes
agentes infecciosos. Resulta do dano crénico ao figado em conjunto com o acumulo de
elementos ECM como coldgenos, elastina, proteoglicanos e proteinas, caracterizando as
doencas hepaticas crénicas (EBRAHIMI et al., 2016; FRIEDMAN, 2008; JIAO et al. 2009).

O processo fibrogénico pode ser considerado como o resultado de um desequilibrio
entre a sintese da ECM e sua degradacdo. O equilibrio entre as metaloproteinases da matriz
(MMPs) e os inibidores tissulares de metaloproteinases (TIMPs) é crucial para a homeostase
da ECM, gerando um balanco entre as agdes de sintese (fibrogénese) e degradacéo (fibrolise)
da ECM, sendo este mecanismo importante para o sucesso do reparo de danos causados ao
tecido hepatico (EBRAHIMI et al., 2016)

Diferentes populacdes de células desempenham papéis no processo fibrogénico, mas a
ativacdo das células estreladas hepaticas é o evento dominante na fibrogénese e consiste na

alteracdo fenotipica dessas células em fibroblastos e miofibroblastos proliferativos e
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fibrogénicos. Os miofibroblastos desenvolvem fungdes contracteis, acumulam-se em locais de
lesdo e secretam as proteinas da ECM formando a fibrose (ANTHONY et al., 2010;
KISSELEVA, 2017; MEDERACK:e et al., 2013).

As células estreladas hepaticas sdo responsaveis pela formacdo da ECM, sendo
importante para manter a funcdo diferenciada de todas as células residentes no figado. Porém,
com o processo fibrético, ocorrem mudangas quantitativas e qualitativas na composi¢do da
ECM hepética. Nos estagios avancados, o figado contém aproximadamente seis vezes mais
ECM do que o figado normal, incluindo colagenos (I, 1l e IV), fibronectina, elastina,
laminina, &cido hialurdnico e proteoglicanos (EBRAHIMI et al., 2016; FRIEDMAN, 2008).

A permanéncia do agente agressor no figado resulta em uma maior deposicdo dos
componentes da ECM devido a diminuicdo da sua degradacdo pelas MPs ocasionada pela
super expressao dos TIMPs (EBRAHIMI et al., 2016). Esse desequilibrio em conjunto com o
acumulo dos ECM distorce a arquitetura hepatica, levando a formacédo de cicatrizes fibrosas
que resultam em alteracdes estruturais e funcionais.

Na esquistossomose mansoni, a fibrose hepatica é decorrente da resposta imunolégica
granulomatosa em torno dos antigenos liberados pelos ovos do parasito. Devido a continua
oviposicao e a formagdo de mais granulomas em torno desses ovos, as lesdes hepaticas se
tornam mais graves (BARSOUM et al., 2013). A infecgdo cronica conduz ao excesso de
depdsito de coladgeno e de outros componentes da ECM nas ramificacdes intra-hepaticas da
veia porta, causando a fibrose periportal (FPP), a qual é considerada como sinal
patognomonico da esquistossomose hepéatica (AZEREDO et al., 2015; MACHADO et al.,
2002).

A FPP é a alteracdo que permite identificar a doenca, caracterizada no exame
ecografico como éarea de hiperecogenicidade periportal. Portanto, é limitada ao espaco
periportal, sem haver comprometimento do parénquima hepatico nem progressao para cirrose
(AZEREDO et al., 2010, 2015; BARSOUM et al., 2013).

O espessamento periportal tanto pode acometer o tronco da veia porta e seus ramos,
definindo uma FPP central, como se estender para os ramos intra-hepaticos periféricos de
menor calibre, caracterizando a FPP periférica (Figura 2). Este acometimento tem intensidade
variavel, refletindo o grau de comprometimento vascular. Observa-se o parénquima hepatico
com textura e ecogenicidade normais, ja que ndo ha envolvimento parenquimatoso
(AZEREDO et al., 2015).
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Figura 2 — Imagem ultrassonogréafica da fibrose hepéatica na esquistossomose mansoni.

Fonte: Barsoum et al. (2013).
Nota: As setas brancas indicam a fibrose periportal central e as setas vermelhas a fibrose periférica em
um paciente com esquistossomose hepatoesplénica avangada.

O acumulo de tecido fibroso em torno dos vasos do sistema porta hepatico leva a
obstrucdo do fluxo sanguineo portal, resultando em hipertensdo portal e suas sequelas
(AZEREDO et al., 2015) como ascite, varizes gastroesofagianas e hemorragia digestiva, esta
ultima considerada a principal causa de mortalidade associada com a esquistossomose.

A avaliacdo da presenca da FPP é de primordial importancia na determinacdo das
estratégias de acompanhamento da resposta do paciente a terapia adotada, prognostico,
monitoramento das formas clinicas e do risco potencial para o desenvolvimento de

complicagdes em pacientes com a forma grave hepatoesplénica (BARRETO et al., 2017).

2.3.2 Imunopatologia

A principal imunopatologia resultante da esquistossomose mansoni é desencadeada
por uma inflamacéo granulomatosa crénica, considerada uma reacéo de hipersensibilidade do
tipo tardia mediada por células T CD4" (ABATH et al., 2006), com a participacio de
eosinofilo, macrofagos ativos e citocinas produzidas por linfécitos Th2 (CHUAH et al., 2014)
contra 0s ovos que ficam presos nos pequenos vasos intra-portais do figado (ALMADI et al.,
2011). Quando esta reacao granulomatosa néo é controlada, o figado torna-se fibrético.

Os linfdcitos T CD4+ podem se diferenciar, principalmente, em dois tipos de células

T efetoras, denominadas Thl (as quais produzem as citocinas IL-2, TNF-a e IFN-y) e Th2
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(que produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e I1L-13). As respostas das citocinas Thl (IL-2, IFN-y e
TNF-a) estdo relacionadas a diminuicdo da fibrose na esquistossomose, enquanto que as
citocinas Th2 (IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13) desempenham um papel critico funcionam na
patogénese da doenca (BRANDT et al., 2010).

Os estudos sobre a resposta imune na esquistossomose hepatica ilustram claramente o
envolvimento da resposta das células T CD4+ na progressao da doenca. Uma resposta do tipo
Th1 é iniciada nos estagios agudos da infeccdo e caracterizada pelo aumento da expressdo das
citocinas pro-inflamatorias I1L-1, IL-12, TNF-a e IFN-y. Ap6s o inicio da deposi¢do dos ovos,
a resposta imune muda para uma resposta mais vigorosa do tipo de Th2, sendo caracterizada
pela producdo de niveis elevados das IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e a sintese de IgE. A medida
que a infeccdo evolui para um estagio mais crénico, uma imumodulacdo da resposta Th2 é
observada, podendo ser conduzida pela IL-10 e TGF-B que induzem as células T reguladoras
(Tregs), que regulam o equilibrio das respostas Th1/Th2. Recentemente, as células Thl7
foram associadas a inflamacéo hepatica na esquistossomose, entretanto, seu papel regulaco
da patologia granulomatosa, ainda ndo esta claro (CHUAH et al., 2014; MORAIS et al.,
2008).

Muitas citocinas estdo envolvidas na regulacdo da producdo de proteinas da matriz
extracelular nos processos fibrogénicos. A IL-13 é considerada uma citocina pré-fibrotica,
sendo assim, relacionada ao desenvolvimento da fibrose hepéatica induzida pelo S. mansoni.
No figado, a IL-13 esta associada a progressao da fibrose, pois pode induzir a producédo de
colégeno, de TGF-B e genes associados a fibrose no carcinoma hepatocelular. O seu papel nas
doencas hepaticas crénicas tem sido estudado de forma mais extensa em modelos de infeccao
experimental com S. mansoni, levando a formacdo de granulomas e subsequente
desenvolvimento de fibrose hepatica. Varios estudos mostraram que a IL-13 é a citocina Th2
profibrética predominante na infeccdo pelo S. mansoni, e seu bloqueio previnem a
fibrogénese hepética (FIGUEIREDO et al., 2016; GIESECK et al. 2018).

O IFN-y exerce um papel na regulacdo da ativagdo de fibroblastos e na sintese de
colageno através da inibicdo da diferenciacdo das células estreladas hepaticas e,
consequentemente, a producdo de ECM; e aumenta a atividade das colagenases do figado pela
estimulacdo da sintese de MP e pela inibicdo da sintese dos TIMPs (HENRI et al., 2002). De
fato, o IFN-y ¢é considerado uma citocina antifibrética, j& que casos de FPP severa foram
associados com baixos niveis de IFN-y (BOOTH et al., 2004; HENRI et al., 2002) e que em
modelos murinos, o IFN-y inibe a deposigao de colageno (STAVITSKY, 2004).
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Assim, baixos niveis na produgdo de IFN-y e niveis elevados de IL-13 tém sido
associados com um aumento no risco de desenvolver fibrose hepéatica severa na
esquistossomose (ALVES-OLIVEIRA et al., 2006; DeJESUS et al., 2004; GIESECK et al.
2017).

2.3.3 microRNAs e regulacéo da fibrose hepética na esquistossomose mansoni

Os miRNAs sao pequenos RNAs enddgenos ndo-codificantes que apresentam uma fita
simples contendo de 20 a 24 nucleotideos (nt) de extensdo e atuam principalmente na
regulacdo negativa da expressdao génica, desestabilizando mRNAs e/ou interferindo na
producdo das proteinas que os codificam (MISKA, 2005; PEREIRA et al.,, 2015). A
abundancia de determinado miRNAs é resultado do balanco entre sua biossintese (ou
biogénese) e sua degradacao.

A biogénese dos miRNAs inclui sua transcri¢cdo no nucleo celular, exportacdo para o
citoplasma e subsequente processamento e maturacdo. Os miRNAs sdo produzidos a partir de
percussores de RNA em forma de grampo denominados miRNAs primarios (pri-miRNAS).
Na maioria dos casos, a transcricdo dos genes miRNAs é mediada pela RNA polimerase II,
uma enzima que também é responsavel pela transcricdo de genes que codificam proteinas. Os
nucleotideos dos pri-miRNAs apresentam uma estrutura de stem-loop, ou seja, um tronco que
apresenta 33-35 pares de bases, um terminal em forma de alca e segmentos de fita simples de
RNA tanto no lado 5’ como no lado 3’. No nucleo, os pri-miRNAS séo processados por um
complexo que inclui Drosha e uma proteina de ligagdo de RNA de dupla fita. A estrutura
resultante, designada miRNA precursor (pre-miRNA), é exportada para o citoplasma por meio
da exportina-5, com auxilio da proteina de transporte nuclear RAN-GTP. Uma vez no
citoplasma, o pre-miRNA ¢ convertido em duplex de miRNA através do complexo de Dicer,
que remove a al¢a na estrutura stem-loop. Este duplex de RNA € incorporado ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC, contendo proteinas AGO2), no qual as duas fitas de
RNA sdo separadas. Uma destas fitas permanece associada ao RISC e constitui 0 miRNA
maduro, ao passo que a fita complementar sofre degradacdo. Os miRNAs normalmente
regulam os niveis de transcrigdo pela ligagdo as 3° UTR de seus mRNAs-alvo, modulando os
niveis proteicos (Figura 3) (ARANTES et al., 2015; LIU, 2016).
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Figura 3 — Viséo geral da biogénese de microRNAs.
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A interacdo entre miRNAS e seus alvos constitui um sistema complexo onde um Gnico
miRNA pode interagir e regular diversos alvos e, por outro lado, diversos miRNAs podem
controlar um mesmo alvo. Os miRNAs estdo envolvidos em processos bioldgicos essenciais
como regulacdo de ciclo celular, apoptose, desenvolvimento, diferenciacdo e proliferacdo
celular (MISKA, 2005), e até o ano de 2015, mais de 2.500 sequéncias maduras de miRNAs
foram caracterizadas no genoma humano (PEREIRA et al., 2015).

A manutencdo dos niveis fisioldgicos de miRNAs € crucial para o desenvolvimento
normal, uma vez que perturbacfes estdo associadas a inumeras doencas ja descritas em
humanos (LEI et al., 2018; SETHI et al., 2018; VAISHYA et al, 2018), mostrando que 0s
miRNAs exercem papel crucial no desenvolvimento de muitas doencas, podendo ser também
marcadores do seu progresso, prognéstico, diagnostico e na avaliagdo da resposta ao
tratamento (YAO et al., 2017).

Uma vez que os miRNAs atuam como reguladores pés-transcricionais em muitos

organismos, estudos foram realizados para determinar o papel que desempenham no
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Schistosoma. Esses estudos apoiam a nocdo de que os miRNAs podem ser reguladores
importantes para o desenvolvimento do Schistosoma e potenciais biomarcadores e alvos
terapéuticos contra a esquistossomose. Alem disso, descobertas recentes forneceram novas
informacdes sobre os papéis dos miIRNAs no desenvolvimento do parasito e na patogénese da
esquistossomose e no banco de dados miRBAse, estdo documentados as sequencias de
aproximadamente 225 miRNA de S. mansoni. (CABANTOUS et al., 2017; HOY et al., 2014;
ZHU et al., 2014).

Analises integrativas dos perfis de miRNAs e mRNAs no figado de modelos
experimentais (camundongos) infectados pelo parasito sugerem que 0s MIRNASs e seus
correspondentes mRNA alvos, podem funcionar coordenadamente para regular o processo
fibrogénico do hospedeiro durante a infeccdo pelo Schistosoma. Nesse mesmo estudo, 0s
autores identificaram que miRNAs derivados do parasita podem ser detectados em soros de
individuos infectados e podem distinguir entre infeccbes com exame parasitolégico negativo e
positivo tanto em areas de baixa ou alta intensidade de infeccdo, apresentando resultados com
alta especificidade e sensibilidade (HOY et al., 2014).

Na infeccdo pelo S. japonicum (causa inflamacdo hepéatica cronica com o
desenvolvimento de fibrose, assim como na infeccdo pelo S. mansoni) analisaram 0s
mecanismos reguladores alterados na fibrose hepatica e mostraram que a fibrose grave resulta
dos efeitos cumulativos da desregulagédo de muitas vias (CABANTOUS et al., 2017). Como
os miRNAs demonstraram ser reguladores criticos pds-transicionais exercendo controle sobre
diversas doencas, mudancas na producdo de miRNA poderiam estar possivelmente envolvidas
no desenvolvimento de fibrose severa (CABANTOUS et al., 2017). Estudos em animais
mostraram que varios miRNAs contribuem para a progressdo da fibrose (CAl et al., 2015;
HONG et al., 2017).

De fato, um painel de miRNAs mostrou-se desregulado em tecido hepatico murino
infectado por S. japonicum, sugerindo um papel para essas moléculas na regulacdo da fibrose
ocorrida durante a infeccdo (HOY et al., 2014). Cabantous et al. (2017) apresentam evidéncias
de que miRNAs (hsa-miR-150-5p; hsa-miR-146b-5p; hsa-miR-143-3p; hsa-miR-10a-5p; hsa-
miR-199a-3p; hsa-miR-31-5p; hsa-miR-4521; hsa-miR-22-3p; hsa-miR-221-3p) expressos
pelos individuos infectados com S. japonicum desempenham um papel importante na fibrose
hepatica, atuando no metabolismo, organizacdo das proteinas da matriz, mobilizacédo lipidica
e limitacdo do estresse por dano oxidativo. Também em modelos murinos na infecgédo pelo S.
japonicum, foi verificada uma alta expressdo de miR-182 nas amostras de tecido hepatico
com fibrose (HUANG et al., 2018).
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Os miRNAs expressados sdo cada vez mais reconhecidos como mediadores da
comunicacdo celular e seus papéis regulatorios no sistema imunolégico sdo estabelecidos
(FERNANDEZ-MESSINA et al., 2015). Com relagdo a resposta imunologica, os miRNAS
surgiram como os reguladores chave da resposta imune inata ¢ adaptativa (O’CONNEL et al.,
2010). Um estudo foi realizado para investigar os mecanismos moleculares da atividade de
células T regulatorias (Treg).

Através do perfil de expressdo génica e sequenciamento foram isolados miRNA de
Treg de tecido inflamado tipo 1 ou tipo 2 apo6s a infeccdo por Leishmania major ou
Schistosoma mansoni, respectivamente. Foram identificados dois miRNA: miR-10a e miR-
182 reguladores do eixo IL-12/IFN-y e IL-4/IL-2, respectivamente (KELADA et al., 2013),
que fazem parte do conjunto das principais citocinas anti e pro fibroticas na esquistossomose.

As citocinas 1L-13 e IL-4 tém atividades bioldgicas similares e compartilharem o
mesmo complexo receptor (CALLARD; MATTHEWS; HIBBERT, 1996). Entre essas
citocinas, a IL-13 no figado esta associada a progressdo da fibrose e varios estudos mostraram
que a IL-13 é a citocina profibrotica predominante na infeccdo pelo S. mansoni, e seu
blogqueio previne a fibrogénese hepatica (FIGUEIREDO et al., 2016; GIESECK et al., 2018).
A IL-4 apresenta similaridade na atividade bioldgica com a IL-13, a qual apresenta-se
relacionada ao desenvolvimento da FPP.

Como o diagndstico precoce da evolucdo para as formas graves e crbnicas da
esquistossomose € critico para o controle da morbimortalidade associada a doencga, a detec¢édo
de miRNAs em pacientes infectados pelo S. mansoni e, como 0s miRNAS sdo extremamente
estaveis na circulacdo, estes vem sendo indicados como potenciais marcadores para infecgéo,
avaliacdo da morbidade e, também, como critério de avaliacdo de cura pos terapia especifica.
Devido a expressdo e o envolvimento de miR-182 e miR-10a no processo fibrogénico da
esquistossomose hepatica, como também a indicacdo de regularem o0 mMRNA das citocinas IL-
13 e IFN-y, respectivamente, com papel na FPP, esses dois miRNAs foram selecionados para
0 estudo de biomarcadores moleculares na morbidade pelo S. mansoni e acompanhamento
pos-terapéutico nos pacientes.

O papel do miRNAs na patologia causada pelo S. mansoni permanece ainda nao
esclarecido e a elucidacdo da base molecular da patologia pode indicar novos alvos de
diagnostico da morbidade e acompanhamento pés-terapéutico (CHENG; JIN, 2012; LIU et
al., 2016; ZHU et al., 2014).
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2.3.4 Biomarcadores na detec¢ao de fibrose hepatica

A avaliacdo da presenca e gravidade da fibrose hepatica € de primordial importancia
na determinacdo das estratégias de tratamento, acompanhamento da resposta do paciente a
terapia adotada, prognostico, monitoramento das formas clinicas e do risco potencial para o
desenvolvimento de complicacfes em pacientes com doenca hepatica cronica (SCOTT,;
GUHA, 2014), como a esquistossomose mansoni.

A US ¢é uma ferramenta importante na avaliacdo das alteracdes hepaticas relacionadas
a esquistossomose, porém, requer a disponibilidade do equipamento e operadores treinados.
Esses entraves promoveram pesquisas na tentativa de identificar biomarcadores para predizer
a presenca de fibrose e avaliar a sua intensidade.

Um biomarcador é definido como aquele que apresenta como caracteristica o objetivo
de medir e avaliar como um indicador de processos bioldgicos normais, processos
patogénicos ou respostas farmacoldgicas a uma intervencdo terapéutica (BIOMARKERS
DEFINITION WORKING GROUP, 2001). Essas caracteristicas ttm um maior significado na
hepatologia, pois ha falta de sintomas objetivos durante os estagios iniciais da doenca e
também devido a grande maioria das pessoas com doenca hepética desconhecer o diagndstico
(SCOTT; GUHA, 2014).

Um teste ideal para a fibrose deve ser facil de executar, ter baixo custo e ser confidvel,
proporcionando uma avaliacdo precisa dos graus de fibrose. A disponibilidade de um teste
ndo invasivo permitird o exame de mais individuos, permitindo avaliar os pacientes em um
ambiente ndo especializado, como por exemplo, em unidades de salde, e ainda podem
apresentar o beneficio econémico ao reduzir os custos no diagnoéstico da morbidade hepética
(SCOTT,; GUHA, 2014), em comparacdo ao custo da realizacdo do exame de US nos
pacientes esquistossomoticos, no contexto da doenca abordada.

Diversos estudos com marcadores ndo-invasivos, ndo somente para o diagnostico da
fibrose, mas para diferenciar os graus de fibrose em distintas doencas hepaticas, como
hepatite B e C, cirrose e esteatose hepatica, foram desenvolvidos. Esses marcadores foram
usados em combinacdo para formacdo de escores de risco para fibrose, como o FibroTest e
ActiTest (POYNARD et al., 2002, 2003, 2004, 2005), APRI (WAI et al., 2003), Forns index
(FORNS et al., 2002), Hepascore (ADAMS et al., 2005), FIB-4 (STERLING et al., 2006),
APRG (WANG et al., 2017), dentre outros.

Na doenga hepatica causada pelo S. mansoni, diferente biomarcadores (citocinas,

plaquetas, marcadores séricos e moleculares) tém sido estudados e relacionados na
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participacdo do processo fibrogénico da FPP (BUCHARD et al., 1998; CABANTOUS et al.,
2017; DOMINGUES et al., 2011; HOY et al., 2014; KOPKE-AGUIAR et al., 2002;
MARINHO et al., 2010; MEDEIROS et al., 2014; MORAIS et al., 2010; RICARD-BLUM et
al., 1999).

Entretanto, estudos entre a relacdo de biomarcadores com a fibrose hepéatica na
esquistossomose € considerado pequeno quando comparada aos estudos com hepatopatias de
outras etiologias e a maioria dos escores foram desenvolvidos e testados em pacientes
infectados pelo HCV e sua extrapolacdo para outras doencas fibrogénicas deve ser
considerada com cautela (SCOTT; GUHA, 2014). Apresentando um promissor campo de
estudo no desenvolvimento de métodos ndo invasivos para a FPP.

O presente grupo de pesquisa realizou um estudo com o objetivo de desenvolver um
indice biologico que fosse capaz de predizer a presenca de FPP nos pacientes com diagndstico
de esquistossomose mansoni. Uma populacdo com 116 individuos, provenientes de
ambulatdrio de hospital de referéncia para a doenca em Pernambuco, foi avaliada e resultados
promissores foram encontrados. Com os biomarcadores fosfatase alcalina e plaquetas foi
desenvolvido um indice bioldgico que apresentou excelente acuracia na predicdo da FPP
avancada nos pacientes avaliados (BARRETO et al., 2017).

Dessa forma, a verificacdo deste indice em individuos de éarea endémica para a
esquistossomose segue como uma continuacdo do estudo prévio realizado com o objetivo de
validar a utilizacdo do indice na verificacdo da presenca de FPP avancada e progressdo da
doenca para as formas cronicas e graves em populacdo de campo. Em continuacdo a pesquisa
de biomarcadores, o estudo da expressao de miRNAs e sua relacdo com a regulacdo de
MRNA de citocinas envolvidas no processo fibrogénico, contribui para a elucidacdo da base
molecular da patologia da esquistossomose, e podera indicar novos alvos para avaliacdo da

morbidade e acompanhamento pds-terapéutico dos pacientes.

2.4 Diagnostico e tratamento da esquistossomose

O diagnostico da esquistossomose pode ser feito através do exame clinico-
epidemioldgico ou laboratorial. Os sinais e sintomas caracteristicos da doenga podem sugerir
0 seu diagndstico clinico juntamente com os dados epidemiologicos do paciente, como
historico de exposicdo (contato com &guas que contenham caramujos) e ser procedente de

uma area endémica. Entretanto, a esquistossomose pode ser confundida com outras doencas
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em funcdo das diferentes manifestacbes que ocorrem durante a sua evolugdo, tendo o
diagndstico confirmado através de exames especificos (BRASIL, 2014).

Uma variedade de técnicas de diagnostico foi desenvolvida para a deteccdo da
esquistossomose nas Ultimas décadas, que vdo desde a deteccdo microscopica basica até
abordagens moleculares sofisticadas. As estratégias de diagnostico atuais podem ser
agrupadas em quatro categorias principais: parasitologico direto, testes imunologicos,
deteccdo de DNA e RNA, e citocinas, metabdlitos e outras moléculas do Schistosoma como
biomarcadores (UTZINGER et al., 2015; WEERAKOON et al., 2015).

O encontro dos ovos do parasito nas fezes do paciente através do exame parasitologico
pela técnica quantitativa de Kato-Katz é o método recomendado pela OMS nas acles de
rotina dos programas de controle da esquistossomose, permitindo também avaliar a
intensidade da infeccdo (COLLEYet al., 2014).

O diagnostico imunoldgico inclui testes que detectam anticorpos ou antigenos
circulantes do Schistosoma no plasma ou soro do hospedeiro. Uma série de testes ja foi
formulado, como ELISA, imunofluorescéncia, teste intradérmico (UTZINGER et al., 2015).
Apesar de apresentarem pouco valor no diagnostico da doenca devido a ocorréncia de reacdes
cruzadas com outras helmintoses, ndo se correlacionarem com a intensidade da infecgéo,
permanecerem positivos apds a cura do paciente e pela dificuldade de execucdo, sao indicados
nos casos em que testes parasitoldgicos sdo negativos em individuos com infeccdo leve e no
diagnostico de viajantes, emigrantes e pessoas expostas ocasionalmente (ALARCON et al.,
2007; INFURNARI et al., 2017). O progresso dos métodos imunoldgicos abriu um campo
para o desenvolvimento e uso de testes rapidos menos laboriosos que sdo Uteis em
comunidades e servicos de satde de &reas endémicas (FERREIRA et al., 2017).

A deteccdo de DNA ou RNA do Schistosoma por meio de técnicas mais avancgadas
baseadas na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um complemento promissor ao
diagndstico parasitoldgico e soroldgico da esquistossomose (WEERAKOON et al., 2015).
Técnicas moleculares e diferentes DNA alvos foram descritos com especificidade de 100%
(VERWENW; STENSVOLD, 2014). As técnicas moleculares apresentam como vantagem a
possibilidade de detectar DNA ou RNA do parasito em diferentes tipos de amostras e ser
altamente especifica, entretanto, € pouco utilizada no diagndstico da esquistossomose por
exigir equipamentos caros e pessoal altamente qualificado, sendo seu uso restrito nas
pesquisas cientificas e servigos de referéncia (van LIESHOUT; ROESTENBERG, 2015).
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A morbidade da esquistossomose persiste mesmo depois que 0S 0v0oS nNdo sdo mais
detectaveis nas fezes. Isso destaca a importancia do diagnodstico precoce da doenca para
prevenir ou reverter o progresso da fibrose hepatica.

Diferentes métodos foram desenvolvidos e empregados para identificar as lesdes
provocadas pelo S. mansoni particularmente no figado e sistema porta, métodos como a
bidpsia hepatica (DIMMETTE, 1955), exame de ultrassom (US) do abdémen (PINTO-SILVA
et al., 2010; RICHTER et al., 2016), marcadores bioldgicos (CORREIA et al., 2009;
LAMBERTUCCI et al.,, 2007; MEDEIROS et al., 2014; SILVA et al, 2011) e, mais
recentemente, a medicao da rigidez hepética (elastografia) (VEIGA et al., 2017).

Atualmente, um dos métodos mais empregados no diagndstico de morbidade e da FPP
em pacientes esquistossomaticos € o exame US do abddmen superior. Através da US é
possivel analisar: a superficie hepética, o tamanho dos lobos direito e esquerdo do figado
(indicando presenca ou auséncia de hepatomegalia), o volume do bago (esplenomegalia), os
didmetros das veias porta e esplénica, o estagio da FPP e os sinais de hipertensdo portal
(circulacdo colateral e ascite), permitindo avaliar a extensao, evolucdo e possivel regressdo da
doenca apods seu tratamento (PINTO-SILVA et al., 2010).

A avaliacdo ultrassonogréfica para o diagnostico da FPP é composta por uma
graduacdo subjetiva (anélise qualitativa, comparando-se o figado examinado com padrdes de
acometimento pela fibrose) e objetiva (analise quantitativa, medindo-se a espessura da FPP).
A andlise qualitativa é obtida através da classificacdo de Niamey (RICHTER et al., 2001,
2016), a qual considera seis padrdes de FPP denominados: A (auséncia de fibrose); B
(duvidosa); C (periférica); D (central); E (avancada) e F (muito avancada). Ja a analise
quantitativa é realizada de acordo com a classificacdo do Cairo (CAIRO WORKING
GROUP, 1992), na qual a FPP é ordenada em trés graus através da média de espessura do
tecido fibrético encontrado: grau | — leve (> 3 a <5 mm); grau Il — moderada (> 5 a < 7 mm);
grau Il —severa (> 7 mm).

Apesar da ampla utilizagdo da US no diagnéstico e acompanhamento da
esquistossomose, seu uso apresenta algumas limitacGes: requer a disponibilidade do aparelho
de ultrassom, necessidade de um examinador treinado para o diagnostico da doenca; variacao
inter-examinador, sendo considerado um procedimento examinador-dependente; ndo esta
acessivel em todos os centros, principalmente nos menores que estdo situados em areas
urbanas e rurais endémicas (LAMBERTUCCI; SILVA; ANTUNES, 2007; MEDEIROS et
al., 2014).
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Como resultado dessas limitacGes, estudos surgiram abrindo um importante campo de
pesquisa na tentativa de desenvolver métodos diagnosticos ndo invasivos através de
biomarcadores com potencial para prover um método sensivel e custo efetivo na avaliacdo do
grau/estagio da fibrose hepatica na esquistossomose humana.

O PCE, seguindo as orientacbes da OMS, recomenda o controle da esquistossomose
através do tratamento dos portadores do parasito com o medicamento anti-helmintico
praziquantel (PZQ), devido a sua eficacia no combate a infeccdo e por sua contribuicdo para a
reducdo da evolucdo da doenca para as formas graves, refletindo na diminuicdo das
morbidades associadas a esquistossomose (BRASIL, 2014).

O PzQ foi introduzido, em 1996, na rotina do PCE e atualmente é o Unico
medicamento utilizado. E apresentado em comprimidos de 600 mg e administrado por via
oral, em dose Unica de 50 mg/kg de peso para adultos e de 60 mg/kg de peso para criancas, e é
administrado apds uma refei¢do. O indice de cura aproxima-se de 80% para os adultos e de
70% para as criangas (BRASIL, 2014).

Estudos revelam que o tratamento com PZQ afeta os niveis das respostas imunoldgicas
especificas na esquistossomose, atraves da acdo direta matando os parasitas e expondo 0s seus
antigenos ao reconhecimento da resposta imune (BOURKE et al., 2013).

Evidéncias também sugerem que a reducgdo na intensidade da infeccdo pds-tratamento
pode ndo reverter a morbidade relacionada a doenca, porque algumas ocorrem em todos 0s
graus de infeccdo, e algumas refletem danos permanentes no 6rgédo atingido (ANDRADE et
al., 2017). Este estudo realizou uma meta-analise com 71 estudos, avaliando os efeitos do
tratamento com PZQ na morbidade da esquistossomose e obteve as seguintes estimativas de
reducdo: hepatomegalia esquerda em 54%, hepatomegalia direita em 47%, esplenomegalia em
37%, fibrose periportal em 52%, diarreia por 53% e sangue nas fezes em 75%.

De acordo com as recomendacGes do MS para o PCE, apds o tratamento dos
portadores de S. mansoni, para avaliar a cura parasitolégica, devem ser realizados trés exames
de fezes no quarto més apds o tratamento (BRASIL, 2014). Porém, devido ao diagndstico
considerado como “padrdo-ouro” da infecgdo ¢ a detec¢do de ovos do parasito nas fezes do
hospedeiro através do método de Kato-Katz, dificuldades relacionadas a baixa sensibilidade
do exames pos-terapéutica especifica, a baixa carga parasitaria em alguns individuos, variacao
na oviposicdo do verme e a quantidade da amostra examinada, impossibilitam a confirmacéo
da cura da infeccdo. Outro desafio é a frequente reinfeccdo da populagdo continuamente

exposta as coleces hidricas contaminadas com as cercarias do S. mansoni nos locais de
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transmissao, devido a falta de medidas que promovam a mudanca das condicGes sanitarias do
ambiente (SIQUEIRA et al., 2017).

Dessa forma, é bastante incentivado tanto pelo MS bem como pela OMS, o estudo de
biomarcadores para diagnostico precoce da infeccdo, avaliagdo da morbidade e
acompanhamento pds-terapéutico que apresentem sensibilidade e especificidade para a
doenca. Para o estudo de biomarcadores moleculares pds-tratamento com o PZQ, optamos por
avaliar os pacientes no primeiro, no terceiro e no sexto més apds o tratamento especifico junto
com a realizacdo de exames parasitologicos de fezes, de acordo com proposta de Domingues
(2010).

O presente estudo teve como objetivos: 1. validar o Coutinho-index como teste de
triagem para avaliacdo da morbidade, através da predicdo de FPP avancada; 2. avaliar a
expressao de miRNAs envolvidos no processo da fibrogénese hepética na esquistossomose

antes e apds o tratamento com PZQ.
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3 JUSTIFICATIVA

Na esquistossomose mansoni, o figado € o 6rgdo mais afetado com a formacédo de
fibrose nos espacos intraportais. A progressao da fibrose para os estdgios mais avancados
pode evoluir a doenga para as formas mais graves e levar o paciente ao ébito.

A doenca é considerada negligenciada e no Brasil é responsavel por uma média de 500
Obitos anuais. O diagndstico da morbidade apresenta-se de grande valor para verificar seu
estadgio e progressdo nos individuos infectados pelo S. mansoni. Para um diagnostico
completo, a avaliagdo da presenca e gravidade da fibrose periportal é de primordial
importancia na determinacdo das estratégias de tratamento, acompanhamento da resposta do
paciente a terapia adotada, progndstico, monitoramento das formas clinicas e do risco
potencial para o desenvolvimento da forma grave hepatoesplénica e suas complicagdes.

O estudo de potenciais biomarcadores (isolados ou em conjunto) e do seu
envolvimento no processo fibrogénico da esquistossomose visa contribuir para o
entendimento da evolucdo da patogenia e apresentam-se como uma ferramenta promissora
para o diagnostico e avaliacdo da fibrose periportal em populagcdes endémicas, continuamente
expostas ao risco de transmissdo da esquistossomose e com pouco acesso as técnicas de
diagndstico mais sofisticadas, como o exame de ultrassom.

O desenvolvimento de um novo método de diagndstico ndo-invasivo visa contribuir
para um diagnéstico mais rapido da evolucdo da doenca para as formas graves, através da
predicdo da presenca de fibrose periportal avancada. A utilizacdo do Coutinho-index tem
como proposta contribuir para a triagem de possiveis casos de evolugdo para as formas graves
da esquistossomose nas préprias areas endémicas, através da solicitacdo de dosagem dos
marcadores que compdem o indice, os quais sdo de facil realizacdo, baixo custo e estdo
disponiveis nos pequenos laboratérios de areas endémicas. Contribuindo para o
desenvolvimento de novas ferramentas para o diagnostico precoce da esquistossomose
mansoni com alteracdes hepaticas.

Além disso, o estudo de marcadores moleculares, como 0 miR-10a e miR-182 que
possam estar associados com a regulacdo da expressdo génica do processo fibrogénico na
esquistossomose, visa contribuir para a elucidacdo da base molecular da patologia, e podera

indicar novos alvos de diagnostico e terapéuticos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Estudar os marcadores bioldgicos para o diagnéstico da morbidade e acompanhamento

pos-terapéutico em pacientes com esquistossomose mansoni.

4.2 Obijetivos especificos

a)

b)

d)

Determinar o padrdo de fibrose periportal nos pacientes estudados através da
ultrassonografia;

Dosar os niveis séricos de fosfatase alcalina e 0 nimero de plaquetas de pacientes
esquistossomoticos;

Validar o indice bioldgico — Coutinho-index — para o diagnéstico da fibrose periportal
como apoio na triagem dos casos crénicos e graves da esquistossomose mansoni em
areas endémicas do estado de Pernambuco;

Identificar e quantificar os microRNAs (miR-10a e miR-182) em pacientes com 0s
diferentes padrdes de fibrose periportal antes e apds 30, 90 e 180 dias do tratamento
com praziquantel;

Avaliar e associar a expressao génica dos mRNAs de IFN-y e IL-13 com a expresséo
dos miRNAs miR-10a e miR-182, respectivamente em pacientes com os diferentes
padrdes de fibrose periportal da esquistossomose antes e apds 30, 90 e 180 dias do

tratamento com praziquantel.
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5 METODOLOGIA

5.1 Desenho de estudo

O presente trabalho foi dividido em duas etapas principais, na primeira foi realizada a
validacdo do Coutinho-index, seguindo a classificacdo proposto por Sackett e Haynes (2002)
de teste diagndstico na fase Ill. Nesta fase € verificado se o resultado do teste diferencia
pacientes com e sem o diagnostico entre aqueles que seriam 0s suspeitos de apresentarem o
mesmo. Realizando a andlise em comparacdo com o padrdo de referéncia para verificar
quanto o teste é capaz de diagnosticar o alvo entre 0s suspeitos, devendo em todos 0s
individuos envolvidos no estudo, ser realizado o diagndstico considerado como “padrdo ouro”
e 0 novo método proposto. Foi selecionada uma amostra ndo probabilistica de individuos com
diagnéstico confirmado de esquistossomose e realizado o exame de ultrassom para a deteccéao
da fibrose periportal nos pacientes selecionados.

Na segunda etapa foi realizado um estudo de coorte, através da analise de expressdo de
microRNASs, sendo elencando o ensaio da expressao génica de miR-182 e miR10a, e a
verificacdo da associacdo da expressédo dos miRNAs com a expressdo de mRNA alvos, como

a IL-13 e IFN-y, respectivamente.

5.2 Local de estudo

Para a validacdo do indice bioldgico proposto, a selecdo de pacientes foi desenvolvida
no municipio de Jaboatdo dos Guararapes, considerado como uma area endémica de grande
importancia epidemiol6gica no estado de Pernambuco para a esquistossomose mansoni
(SAUCHA et al., 2015). O municipio foi selecionado por ter se enquadrado nos seguintes
critérios: a) realizar mais de 1.000 exames coproscopicos em um ano; e b) realizar o Programa
de Controle da Esquistossomose (PCE) integrado com a atencdo bésica. Critérios baseados no
estudo de Quinino e colaboradores (2010) a respeito do grau de implantacdo do PCE em
municipios endémicos de Pernambuco.

O municipio de Jaboatdo dos Guararapes pertence a Regido Metropolitana do Recife,
situado cerca de 18 Km da capital do estado e ocupa uma &rea de 258,7 Km?. Segundo
estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, em 2016 sua populacdo era de
691.125 habitantes, sendo considerado o segundo municipio mais populoso de Pernambuco
(IBGE, 2017).
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Dentre as cole¢des hidricas existentes estd a Lagoa do Olho D’Agua (também
chamada de Lagoa do Né&utico), formada pelo afogamento dos rios que desaguam no litoral
durante a Gltima fase de avanco do mar (transgressao marinha) do periodo Holoceno. Bastante
assoreada, esta lagoa sofre influéncia das marés, das enchentes do Rio Jaboatdo e poluicéo por
esgoto e lixo dos assentamentos localizados em seu entorno. Além disso, durante o ano
observa-se uma grande quantidade de galerias entupidas, que jorram 0 esgoto para a rua e
para as colecdes hidricas da regido (SOUZA et al., 2008).

Entre os anos de 2010 a 2016 foram registrados uma média de 315 exames
parasitologicos de fezes positivos para Schistosoma mansoni por ano, apresentando uma
positividade média de 3% (Tabela 1).

Tabela 1 — Positividade para a esquistossomose mansoni no municipio de Jaboatao dos
Guararapes, Pernambuco, 2010-2016.

ANO N° de exames realizados ~ N° de exames positivos Positividade
2010 8.513 275 3,2%
2011 11.332 470 4.2%
2012 10.308 432 4.2%
2013 10.180 272 2,7%
2014 14.523 308 2,1%
2015 10.510 213 2%
2016 11.084 240 2,2%
Média 10.921 315 3%

Fonte: Elaborada pela autora a partir do banco de dados do SISPCE/SANAR/SES-PE

No periodo de setembro de 2015 a agosto de 2016 foram realizados 11 mutirdes de US
do abddmen superior para o diagnéstico da FPP e das formas clinicas da esquistossomose, em
nove unidades de Programa de Salde da Familia (PSF) do municipio. Todas as unidades estéo
localizadas proximas & Lagoa do Olho D’Agua (Figura 3), area reconhecida pelo encontro de
caramujos do género Biomphalaria (SOUZA et al., 2008), e, portanto, considerada uma area

de risco para a transmissdo da esquistossomose.
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Figura 4 — Localizacio geografica da Lagoa Olho D’Agua e das Unidades de Satde estudadas no
municipio de Jaboatdo dos Guararapes.

Fonte: elaborado pela autora através do Google Earth.
Nota: A estrela vermelha indica a localiza¢do da Lagoa Olho D’Agua e a cruz amarela indica as unidades de
satde incluidas no estudo.

Devido a sazonalidade do periodo de chuva e possivel transbordamento da Lagoa,
optamos em realizar a segunda etapa da pesquisa em outro local, a fim de se evitar reinfeccdo
ao S. mansoni dos individuos participantes do estudo.

Dessa forma, foi selecionada uma nova area, utilizando os seguintes critérios: a) ser
considerada area endémica para esquistossomose em Pernambuco; e b) apresentar
importancia epidemiolégica com transmissdo da doenga em area urbana. Esse Gltimo critério
levou em consideracdo que individuos de areas urbanas tém menos risco de exposicdo ao
parasito em comparacao aos moradores de area rural.

A selecdo de pacientes foi realizada no municipio de Escada, o qual foi elencando,
pelo governo de Pernambuco, como area prioritaria para o enfrentamento a esquistossomose
(PERNAMBUCO, 2013, 2015). O municipio pertence a Regido da Zona da Mata Norte,
situado cerca de 62 Km da capital do estado, ocupa uma area de 342,2 Km? e esgotamento
sanitario adequado em torno de 37%, com estimativas para 2017 de 68.281 habitantes (IBGE,
2018).
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Entre os anos de 2011 a 2017 foram registrados uma média de 338 exames
parasitologicos de fezes positivos para Schistosoma mansoni por ano, apresentando uma
positividade média de 15,4% (Tabela 2).

Tabela 2 — Positividade para a esquistossomose mansoni no municipio de Escada,
Pernambuco, 2011-2017.

ANO N° de exames realizados ~ N° de exames positivos Positividade
2011 191 65 34%
2012 474 97 20,5%
2013 1.816 353 19,4%
2014 3.197 424 13,3%
2015 3.223 597 18,5%
2016 3.169 399 12,6%
2017 3.313 436 13,2
Média 2.197 338 15,4%

Fonte: Elaborada pela autora a partir do banco de dados do SISPCE/SANAR/SES-PE

No periodo de setembro de 2017 a janeiro de 2018 foram realizadas selecdo de
individuos com diagnéstico para esquistossomose, coleta sanguinea, exame de US e
acompanhados apds o tratamento especifico por 30, 90 e 180 dias em dois PSF, localizados

em &rea urbana do municipio.

5.3 Calculo da amostra

Para o estudo da validacdo do Coutinho-index, o tamanho da amostra foi calculado
utilizando uma férmula de calculo de amostra para avaliacdo de acuracia de testes (JONES et
al., 2003) e considerando o0s seguintes parametros: prevaléncia de fibrose de 20%,
sensibilidade do indice de 95%, especificidade de 80% e um intervalo de confianca de 0,05,
obtendo-se um “n” total de 365 individuos.

Para o estudo dos microRNAs e seus mRNA alvos foi realizada uma selecdo por

conveniéncia durante o periodo de realizacdo das coletas.
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5.4 Populacéo de estudo

Para o estudo de validacdo do Coutinho-index foi realizado um total de 445 exames de
US nas unidades de saude, dos quais, 379 (85,2%) individuos de ambos os géneros, com
idade entre 18 a 65 anos, com ovos de S. mansoni no exame parasitologico de fezes Kato-
Katz, realizados através das a¢Bes de rotina do PCE e registrados no Sistema de Informacéo
do Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose (SISPCE) do municipio de
Jaboatdo dos Guararapes, foram selecionados. Junto a coordenacdo do PCE municipal foi
solicitado o encaminhamento desses pacientes aos PSF, como também de individuos com
historico epidemioldgico da doenca, residente das areas consideradas endémicas pelo
municipio.

Para a analise da expressdo e quantificacdo de microRNAs e mRNA alvo foram
selecionados 12 individuos de ambos 0s sexos, com diagndstico parasitolégico de Kato-Katz
positivo para ovos de S. mansoni, realizados no ano de 2017 nas agdes do PCE e registrados
no SISPCE do municipio de Escada. Os pacientes selecionados estavam positivos e sem
tratamento especifico no momento da coleta. Em todas as coletas poOs-tratamentos, 0s
individuos selecionados realizaram exame parasitolégico através da técnica de Kato-Katz para
verificagdo da auséncia de reinfecgéo.

Ap6s as avaliages clinica, ultrassonogréfica e coleta sanguinea, os pacientes sem
tratamento para a esquistossomose foram tratados com praziquantel 600mg (50mg/Kg),
seguindo as recomendacBes do MS (BRASIL, 2014).

Os pacientes que apresentaram sinais e/ou sintomas de gravidade da doenca foram
encaminhados para o Ambulatério de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas (HC) da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), a fim de serem acompanhados adequadamente.

5.5 Critérios de exclusao

Para a selecdo da populacdo do estudo foram considerados como critérios de exclusao
dos pacientes: diagnostico de hepatopatias de outras etiologias, detectadas pelo ultrassom do
abdome ou sorologia positiva para hepatites do tipo B ou C; consumo abusivo de alcool (>
210g/semana); uso de farmacos hepatotdxicos; transplante de figado; doenca renal crénica
e/ou pacientes esquistossomoticos esplenectomizados (MEDEIROS et al., 2014).

Para confirmacédo do critério de exclusdo por hepatopatias de etiologia viral, todos os

individuos selecionados para o estudo foram testados para hepatite B (anti-HBc e HBsSAQ) e
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HCV (anti-HCV) no Laboratorio do Departamento de Virologia/lAM- Fiocruz. Para detecgdo
do anti-HBc foi realizado o método imunoenzimético competitivo através do kit bioelisa anti-
HBc da Biokit, seguindo as instrucdes do fornecedor e para a deteccdo de HBsAg foi utilizado
o0 teste rapido VIKIA® HBsAg, seguindo as instrucdes do fornecedor. Todas as amostras
foram enviadas para o Laboratdrio de Virologia do Laboratdrio Central de Saide Publica de
Pernambuco (LACEN-PE) para confirmacdo dos resultados. Para a confirmagdo do
diagnostico da hepatite C foi utilizado o kit Imuno-Répido da WAMA Diagndstica, seguindo
as instrucbes do fornecedor. Dos pacientes incluidos na populacdo de estudo para validagédo
do Coutinho-index, seis foram excluidos por confirmacdo do diagndstico para hepatite B e um
pelo resultado positivo para o anti-HCV no teste rpido. Nenhum paciente da populacéo de

estudo do municipio de Escada apresentou resultados positivos nos testes rapido.

5.6 Ultrassonografia do abdémen superior

Os individuos selecionados para compor a populacdo de estudo foram encaminhados
as unidades dos PSF da area de estudo para avaliacao clinica e US de abdémen superior para
caracterizar a forma clinica da doenca, através da presenca de hepatomegalia e/ou
esplenomegalia e a verificacdo da presenca ou auséncia de fibrose periportal. A US foi
realizada por médico gastroenterologista e especialista no diagnoéstico por imagem da
esquistossomose, integrante do grupo de pesquisa, com auxilio de equipamento Ultrasom
Portatil GE Healthcare, durante o periodo de selecdo dos pacientes.

Para a classificacdo das formas clinicas dos casos cronicos de esquistossomose foram
utilizados os seguintes critérios: Forma hepatointestinal (paciente sem esplenomegalia, com
ou sem hepatomegalia e/ou com ou sem FPP, sem hipertensdo portal); Forma hepatica
(individuo com hepatomegalia, FPP moderada ou avancada, sem hipertensdo portal e sem
esplenomegalia); Forma hepatoesplénica (paciente com bago aumentado, com didmetro
longitudinal acima de 12 cm), com hepatomegalia, com FPP moderada a avancada e com ou
sem hipertensdo portal).

Para caracterizar a FPP foi utilizada a classificagdo de Niamey (RICHTER et al.,
2001), que identifica a fibrose em seis padrdes: A — auséncia de fibrose; B — fibrose duvidosa;
C- fibrose periférica; D- fibrose central; E — fibrose avancada; F- fibrose muito avancada.

Os individuos participantes do estudo foram divididos em 3 grupos de acordo com o

padrdo FPP diagnosticados pela US.
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a) Pacientes sem fibrose - Formado por individuos com diagnostico parasitologico
positivo ou histérico epidemiolégico de esquistossomose sem desenvolvimento de
FPP, portanto, com padrdes A e B na US;

b) Pacientes com FPP moderada — Constituido por pacientes com diagndstico
parasitoldgico positivo ou histérico epidemioldgico de esquistossomose e com FPP
considerada moderada, padrées C e D na US;

c) Pacientes com FPP avancada — Formado por individuos com diagnostico
parasitologico positivo ou histérico epidemioldgico de esquistossomose e com

diagndstico de FPP avancada, padroes E e F, na US.

5.7 Dosagem dos biomarcadores do Coutinho-index

Nos pacientes selecionados foram coletados, através do sistema vacutainer, 10 mL de
sangue venoso para a realizagdo das dosagens dos marcadores bioldgicos que compbem o
indice em estudo e também para a pesquisa de marcadores virais para hepatites B ou C, no
mesmo dia de realizacdo da US. Os marcadores bioldgicos estudados foram a fosfatase
alcalina (FA) e as plaquetas. Do sangue coletado, (10 mL) 5 mL foi sem anticoagulante,
posteriormente centrifugado a 1500 xg para separacdo do soro utilizado na dosagem FA e
marcadores virais, e 5 mL coletados com EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) para a
quantificacdo do numero de plaguetas.

A FA foi dosada no Laboratério do Departamento de Virologia/lAM- Fiocruz através
do kit Fosfatase Alcalina da Labtest, seguindo as instru¢fes do fornecedor. Este kit tem por
finalidade a determinacgdo da FA por método cinético de tempo fixo e medicdo de ponto final.
Seus niveis séricos foram expressos como razdo do valor obtido pelo limite superior de
normalidade (LSN).

A contagem de plaquetas foi realizada no Laboratério de Imunoparasitologia/|AM-
Fiocruz utilizando equipamento ABX Micros ES60 da Horiba, seguindo as instru¢fes do

fornecedor.
5.8 Coutinho-index
Com os resultados dos exames laboratoriais (FA e plaquetas) e da confirmagéo dos

critérios de exclusdo foi aplicado o Coutinho-index em cada paciente, o qual apresenta a

seguinte formula: FA(/LSN)/plaquetas x 100.
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O nome Coutinho-index foi em homenagem ao Professor Amaury Domingues
Coutinho, um exemplo de um grande pesquisador e forga motriz por trds de muita pesquisa na

area de esquistossomose mansoni no Brasil, principalmente na nossa regido.

5.9 Ensaio de expressao de microRNAs

Todas as coletas sanguineas (pré-tratamento, 30, 90 e 180 dias pos-tratamento) foram
realizados utilizando tubo PAXgene Blood RNA (QIAGEN/BD Company), o qual contém um
aditivo que estabiliza o perfil de transcri¢do genética in vivo reduzindo a degradacéo in vitro
do RNA e minimizando a inducdo genetica. Os procedimentos para coleta, transporte e
armazenamento das amostras foram realizados seguindo as instrucdes do fornecedor.

Para a extracdo dos microRNAs e seus mMRNA alvo foi utilizado The PAXgene Blood
miRNA kit (QIAGEN/BD Company) a partir do sangue total coletado com os tubos PAXgene,
seguindo as orientaces do fabricante. RNA total > 18 nt (incluindo miRNA) é purificado das
amostras de sangue estabilizadas utilizando tecnologia PAXgene de membrana de silica. Os
RNAs extraidos foram imediatamente armazenados no refrigerador -80°C até 0 momento da
construcdo do DNA complementar (cDNA).

Anteriormente, as amostras de RNA foram quantificadas utilizando a tecnologia de
fluorométrica através do equipamento Qubit 3.0 e kits especificos para quantificacdo de RNA
total e miRNAs (Thermo Scientific), com a finalidade de mensurar a concentracdo dos RNAS
em cada amostra. A partir das concentracfes obtidas, as amostras foram diluidas de acordo
com as instrucgdes do fabricante.

O passo seguinte consistiu na obtencdo dos cDNAs através de primers especificos para
cada gene e miRNAs estudados, seguindo as instrucdes do fornecedor com os kits TAQMAN
reverse transcription e TAQMAN microRNA reverse transcription (Applied Biosystens, CA,
USA), respectivamente.

Para a quantificacdo dos miRNAs foi utilizada a tecnologia TAQMAN MicroRNA
Assays (Applied Biosystens, CA, USA) que possui sondas especificas e sensiveis para
deteccdo de forma guantitativa dos mMiRNA (hsa-miR-10a
[UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG] e hsa-miR-182
[UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU]). Para os genes IFN-y e IL-13 foi utilizada a
tecnologia TagMan® Gene Expression Assays (Hs 00989290 gl e Hs 00174379 ml,

respectivamente), seguindo as instrucdes do fabricante.
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Real-time RT-PCR foi realizada no equipamento QuantStudio 5 Real-time PCR
System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), sob as seguintes condicdes: 1 ciclo & 50°C
por 2 minutos, 1 ciclo a 95°C por 10 minutos e 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C por
30 segundos. Para normalizacao foi utilizado a estratégia genes enddgenos (SNU44 para 0s
miRNASs e GAPDH para os mRNAS) e calculo da expressdo relativa através do método AACt
pelo software expressionSuite v3.3 (Life Technologies, CA, USA).

5.10 Andlise estatistica

Para avaliar o desempenho do indice na predi¢do da presenca de FPP nos pacientes
selecionados, foi realizada a andlise dos resultados do calculo do Coutinho-index em cada
paciente no Laboratério de Métodos Quantitativos do Departamento de Saude Coletiva
(NESC) do CPgAM, utilizando-se o software R (The R Project for Statistical Computing, R
Development Core Team) — verséo 2.10 para anlise dos resultados. Também foram avaliados
os parametros de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e negativos, com
intervalo de confianca de 95%. A acurécia do indice também foi avaliada pela curva Receiver
Operating characteristic (ROC) e pelo célculo da razdo de verossimilhanca para um resultado
positivo do indice (LR+).

A andlise estatistica dos miRNAs foi realizada utilizando-se o software GraphPad
Prism versdao 6 para Windows. Para testar a suposicdo de homogeneidade das variaveis
envolvidas no estudo foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk normality teste. Para anélise
comparativa das variaveis foi utilizado o teste Mann-Whitney quando ndo observado o
pressuposto de homogeneidade e quando foi observado o pressuposto de homogeneidade, foi
utilizado o teste Unpaired t teste. Para a analise do pareamento das amostras foi utilizado o
teste de Wilconxon. Os dados foram correlacionados utilizando-se o coeficiente de Spearman.

Todas as conclusdes serdo baseadas considerando o erro alfa de 5% (p < 0,05).

5.11 Aspectos éticos

A pesquisa para validacdo do Coutinho-index foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM-Fiocruz-PE), com aprovacdo através do
CAAE n° 32468214.0.0000.5190. Para a analise e expressdo dos miRNAs também foi
submetido ao CEP da mesma instituicdo e aprovacdo atravées do CAAE n°

50950615.9.0000.5190. Foi explicado aos participantes 0s objetivos da pesquisa e a



48
BARRETO, A.V.M.S. Estudo de biomarcadores para....

importancia da doenca na area de estudo. Todos 0s pacientes participaram do estudo apos a
leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), com respeito as
normas da resolucdo n° 466/2012 CNS/MS.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo da populacdo para validacdo do Coutinho-index

Foi realizado um total de 445 exames de US nas unidades de saude, localizadas em
torno do maior foco de transmissdo da esquistossomose mansoni no municipio de Jaboatdo
dos Guararapes. Destas, 379 (85,2%) individuos foram considerados, através dos critérios de
inclusdo e exclusdo do estudo, aptos para participacdo da pesquisa. Dos 379 individuos
selecionados para o estudo, 141 (37,2%) eram do sexo masculino e 238 (62,8%) do sexo
feminino. Com idade média de 42,6 (+ 15,2) anos.

Através do exame de US abdominal foram avaliados os padrbes de FPP e a morbidade
da doenca nos individuos selecionados. Foi diagnosticado o padrdo de FPP nos pacientes, dos
quais 22 (5,8%) foram classificados com o padrdo A e 19 (5%) com padrdo B, formando o
grupo sem FPP. No grupo de FPP moderada foram identificados, 215 (56,7%) individuos com
padrdo C e 77 (20,3%) com padrdo D. Para o grupo classificados com FPP avancada foram 41
(10,8%) individuos com padréo E e 5 (1,3%) com padrdo F (Tabela 3).

Tabela 3 — Padréo de fibrose periportal identificado no exame de ultrassonografia do abdémen
superior na populacéo de Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco, 2015-2016.

Grupo Padrao de fibrose N (%0) N (%)
periportal
1 (sem FPP) g ig Eig;ﬁ; 41 (10,8%)
2 (FPP moderada) [C) 27175 ((2506,’37013) 292 (77%)
3 (FPP avancada) E 4; 803(5%)) 46 (12,1%)

Total 379 (100%)
Nota: FPP = fibrose periportal; A — auséncia de fibrose; B — fibrose duvidosa; C — fibrose periférica; D
— fibrose central; E — fibrose avancada; F — fibrose muito avancada; N = nimero de pacientes; % = frequéncia.

Tambeém foi verificado o calibre da veia porta (VP) e o tamanho longitudinal do baco,
apresentado diferencas significativas na comparacao dos grupos de fibrose. Os pacientes sem
FPP apresentaram uma média do calibre da VP de 0,99 (+ 0,13) cm, ja nos 0s pacientes com
FPP foi verificado 0,97 (+ 0,15) cm naqueles com FPP moderada e 1,07 (x 0,28) cm com FPP
avancada, com uma diferenca de p = 0,01 entre esses dois grupos. A medic¢édo do tamanho do
baco longitudinal é importante para diagnosticar a forma hepatoesplénica da esquistossomose.
Os pacientes sem FPP apresentaram uma media 9,12 (= 1,14) cm, nos pacientes com FPP



50
BARRETO, A.V.M.S. Estudo de biomarcadores para....

moderada foi verificada uma média de 9,3 (+ 1,62) cm e naqueles com FPP avanc¢ada 11,3 (+
4,01) cm. A andlise estatistica mostrou diferenca significativa na comparacéo entre 0s grupos
sem fibrose e FPP avancada (p = 0,04) e entre os grupos de pacientes do FPP moderada e
avancada (p = 0,001).

Entre as formas clinicas da esquistossomose, um total de 253 (66,7%) casos entre 0S
individuos estudados foram considerados crénicos para a doenca. Destes, 154 (60,9%) foram
diagnosticados com a forma hepatointestinal, 80 (31,6%) com a forma hepatica e 19 (7,5%)

casos foram identificados com a forma hepatoesplénica (Tabela 4).

Tabela 4 — Forma clinica cronica identificada no exame de ultrassonografia do abdémen superior na
populacéo de Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco, 2015-2016.

Forma cronica N (%)
Hepatointestinal 154 (60,9%)
Hepatica 80 (31,6%)
Hepatoesplénica 19 (7,5%)
Total 253 (100%0)

Nota: N = nimero de pacientes; % = frequéncia.

6.2 Relacdo entre niveis de fosfatase alcalina e o nUmero de plaquetas com os graus de
fibrose periportal

Os niveis séricos de FA(/LSN) variaram de 0,25 a 3,86 U/l, com média de 0,74 (+
0,27) U/l nos individuos selecionados para o estudo. Em comparagdo aos padrdes de fibrose, a
média da concentracdo de FA foi de 0,69 (£ 0,14) U/I no grupo sem FPP, 0,73 (+ 0,20) U/l no
grupo de FPP moderada e 0,83 (+ 0,54) U/l nos pacientes com FPP avancada. Entretanto ndo
apresentou diferenca significativa entre os grupos de FPP (Figura 5A).

Apos a realizacdo da contagem do nimero de plaquetas foi observada uma correlagcdo
negativa com os graus de fibrose hepatica na esquistossomose mansoni. O nimero de
plaquetas variou de 22 a 675 (x103 células/mm3), com média de 262 (£ 96,2) (x103
células/mm?), nos individuos selecionados para o estudo. As médias do nimero de plaquetas
nos grupos sem FPP, FPP moderada e FPP avancada foram 280, 269 e 201 (x10°
células/mma3), respectivamente. Pacientes com FPP avancada apresentaram uma significativa
diminuicdo do nimero de plaquetas quando comparados aos pacientes com fibrose moderada

e pacientes sem fibrose (Figura 5B).
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Figura 5 - Relacdo entre marcadores bioldgicos analisados com os grupos de fibrose periportal na
populacdo estuada.
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Nota: (A) Fosfatase alcalina; (B) Plaquetas. As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio
padrdo. Mann-Whitney teste p < 0,05 foi considerado significativo. FPP = fibrose periportal; LSN = limite
superior de normalidade; U/l = unidades/litro.

6.3 Coutinho-index na predicdo da fibrose periportal em populacdo de area endémica

para a esquistossomose mansoni

Analisando a relacdo dos niveis de FA e do nimero de plaquetas coma FPP nos
pacientes estudados, verificamos a relacdo dos dois marcadores, através do Coutinho-index,
em predizer a presenca de FPP na populacdo de campo estudada.

Em cada paciente foi aplicado o indice, variado de 0,10 a 14,8 e foi comparada a
média entre os grupos de fibrose estudados. Nos pacientes esquistossomoéticos diagnosticados
sem FPP, o Coutinho-index apresentou uma média de 0,31 (x 0,21). No grupo de pacientes
com fibrose moderada foi verificada uma média de 0,31 (x 0,19) do indice e no grupo de
pacientes com FPP avangada, uma média de 0,83 (x 2,17).

O Coutinho-index apresentou uma &rea abaixo da curva ROC de 0,55 (0,45 — 0,65) na
predicdo da presenca de FPP nos pacientes estudados, com um melhor desempenho em

predizer a presenca de FPP avangada (Tabela 5 e Figura 6).
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Tabela 5 - Relagéo entre o Coutinho-index com os grupos de fibrose periportal na populagéo

estudada.
Grupos de FPP p valor AUC (I1C - 95%)
Sem FPP x FPP moderada 0,45 0,55 (0,43 - 0,63)
Sem FPP x FPP avancada 0,0011 0,70 (0,59 - 0,81)
FPP moderada x avangada <0,0001 0,68 (0,60 —0,77)

Nota: FPP = fibrose periportal; AUC = area abaixo da curva ROC; IC = intervalo de confianca.

Figura 6 — Curvas ROC do Coutinho-index em diferentes grupos de fibrose periportal.
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Nota: (A) Sem fibrose x presenca de FPP; (B) Sem FPP x FPP avancada.

Baseados na curva ROC foram escolhidos dois cut-off para verificar a presenca de FPP
(> 0,228) e confirmacdo da presenca de FPP avancada (> 0,326) na populacéo estudada. O
Coutinho-index mostrou auséncia de fibrose em 19 (46,3%) dos pacientes sem fibrose e em
242 (71,6%) dos pacientes diagnosticados com fibrose moderada e avangada na US. Para
confirmar a presenca de fibrose avancgada foi estabelecido o cut-off de > 0,326 com uma area
sob a curva ROC de 0,70, sensibilidade de 71,4% e especificidade de 70,7%, identificando

FPP avangada em 30 (65,2%) dos pacientes com 0 mesmo diagndéstico na US (Tabela 6).
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Tabela 6 — Desempenho do Coutinho-index frente ao diagnéstico da fibrose periportal através da

ultrassonografia em populagdo de area endémica para a esquistossomose mansoni.

Sem FPP

Com FPP

o (n =41) (n = 338) AAC " Sensibilidade  Especificidade LR+
index
n % n %
<0,228 19 46,3 96 28,4 ; .
> 0,228 22 53,7 202 716 09 68,2% 46,3% 1,27
Sem FPP FPP avancada
(n=41) (n = 46)
n % n %
< 0,326 29 70,7 11 26,8 N ) )
>0,326 12 293 30 652 070 71,4% 70,7% 2,66
FPP moderada FPP avancada
(n =292) (n = 46)
n % n %
< 0,326 208 71,3 11 26.8 . . ) _
> 0,326 84 28,7 30 65,2 0,68 71,3% 70,5%

Nota: FPP = fibrose periportal; AAC = area abaixo da curva ROC; LR = Likelihood ratio * p < 0,05.

6.4 Caracterizacdo da populacdo para expressao e quantificacdo de microRNAs

Foram selecionados 12 pacientes que apresentaram exame parasitologico positivo com
uma média de 492 (+ 731,7) ovos/g de fezes e ainda ndo tinha realizado o tratamento com
praziquantel. Destes, 7 (58,3%) eram do género masculino e 5 (41,7%) do género feminino,
com idade média de 28,3 (+ 13,6) anos.

Através do exame de US abdominal foram avaliados os padrbes de FPP e a morbidade
da doenca nos individuos selecionados. Foi diagnosticado o padrdo de FPP nos pacientes, dos
quais 2 (16,7%) foram classificados com o padrédo A (auséncia de FPP), 1 (8,3%) com padréo
B (FPP duvidosa), formando o grupo sem FPP. No grupo de FPP moderada (C+D) foram
identificados, 3 (25%) individuos com padrdo C (FPP periférica) e 4 (33,3%) com padrdo D
(FPP central). Para o grupo classificados com FPP avancada (E+F) foram 2 (16,7%)
individuos com padrdo E (fibrose avancada) e nenhum paciente foi diagnosticado com padrédo
F (FPP muito avancada) (Tabela 7).

Entre as formas clinicas da esquistossomose, 10 (83,3%) individuos estudados foram
diagnosticados com as formas cronicas da doenga. Destes, 6 (60%) foram diagnosticados com
a forma hepatointestinal e 4 (40%) com a forma hepatica.
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Tabela 7 — Padréo de fibrose periportal identificado no exame de ultrassonografia do abdomen
superior na populacdo de Escada, Pernambuco 2017-2018.

Grupo de fibrose Padré&o de fibrose N (%) N (%)
periportal periportal
A 2 (16,7%) 0
1 (sem FPP) B 1(8,3%) 3 (25%)
C 3 (25%) 0
2 (FPP moderada) D 4 (33.3%) 7 (58,3%)
0,
3 (FPP avancada) E 2 (1%7 %) 2 (16,7%)

Total 12 (100%0)
Nota: FPP = fibrose periportal; A — auséncia de fibrose; B — fibrose duvidosa; C — fibrose periférica; D — fibrose
central; E — fibrose avancada; F — fibrose muito avancada N = nimero de pacientes.

6.5 Anélise da expressdo de RNAs (microRNAs e mRNAS)

Ao analisar a expressdo dos RNAs foi observado, quanto aos miRNAs, que 0 miR-182
foi expresso 98% das 48 amostras analisadas e apresentou a menor média de Ct (27,4). A
expressao do miR-10a foi quantificada em 77% das amostras analisadas e apresentaram um Ct
médio de 33.

Com relacdo a expressdo dos mRNAs dos genes IFN-y e IL-13, foi verificado em
87,5% e 12,5% das amostras, respectivamente. O gene de IFN-y apresentou um Ct médio de
34. Como a expressdo do gene de IL-13 foi observada em poucas amostras e o Ct médio foi >
35, ndo foi possivel realizar as demais andlises e sua relacdo com a expressdo de miR-182.

6.5.1 Expressdo e quantificacdo de miR-182

Os pacientes esquistossomoéticos com presenca de FPP moderada e avancada
apresentaram uma maior expressdo deste miRNA (Figura 7A) em comparacdo aos pacientes
sem FPP (padrdes A+B), entretanto ndo foi observada significancia entre as médias de
expressao dos dois grupos (p = 0,50). Em pacientes com a forma clinica EHI, miR-182 foi
mais expresso em comparagdo aos pacientes diagnosticados com a forma EH (Figura 7B),
mas ndo apresentou diferenca na comparacéo entre os grupos (p = 0,45).

Também foi avaliada a expressdo e quantificacdo do miR-182 antes do tratamento
especifico com PZQ e nos tempos, 30, 90 e 180 dias apds. Os pacientes apresentaram uma
maior expressdo do miR-182 apo6s 30 dias do tratamento (Figura 7C), porém ndo foi

encontrada diferenca estatistica significativa entre os tempos de tratamento.
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Ao correlacionar a quantificacdo deste miRNA em relacdo a carga parasitaria e ao
padrdo de FPP foi observada uma correlagdo positiva significativa entre a quantidade de

ovos/g de fezes com a expressao de miR-182 (Tabela 8).

Figura 7 — Expressdo do miR-182 em pacientes positivos para o Schistosoma mansoni.
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Nota: Fold change: consisti no valor da expressdo do gene normalizado na amostra do grupo experimental
dividido pela expressdo do gene normalizado na amostra do grupo controle, para cada gen. (A) presenca de FPP;
(B) forma clinica da doenca; (C) tempo de tratamento. As barras horizontais representam a média aritmética e o

desvio padrdo. Mann-Whitney teste p < 0,05 foi considerado significativo. FPP = fibrose periportal; EHI =

esquistossomose hepatointestinal; EH = esquistossomose hepatica; TTO = tratamento.
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Tabela 8 — Correlacéo da expressdo de miR-182 entre as varidveis analisadas na populacéo

estudada.
Variavel Spearman r p- valor
Carga parasitaria (n° ovos/g de fezes) 0,72 0,01
Padrdo de FPP 0,04 0,89

Nota: p < 0,05 foi considerado significativo. FPP = fibrose periportal.

6.5.2 Expressdo e quantificagdo de miR-10a

Né&o foi observada diferencas na quantificagdo da expresséo deste miRNA em relagéo
aos pacientes esquistossomoticos com ou sem a presenca de FPP (p = 0,23) nem entre as
formas clinicas (p = 0,45) diagnosticadas através do exame de US nos pacientes selecionados
(Figura 8A;B).

Entretanto, na avaliagdo da expressao e quantificacdo do miR-10a antes do tratamento
especifico com PZQ e nos tempos, 30, 90 e 180 dias apos, foi observada uma maior expressdo
do miR-10a nos pacientes apds o tratamento, especialmente nos tempos 30 e 90 dias apos a
tomada do PZQ (Figura 8C).

Desta forma, foi realizada uma analise com o pareamento das amostras de cada
paciente entre os tempos de tratamento para verificar a relacdo do aumento da expressdo de
miR-10a apos a utilizacdo do PZQ nos individuos infectados. Os resultados sdo apresentados
na Tabela 9.

Né&o foi observada a correlagéo significativa entre a quantificagdo deste miRNA em
relacdo a carga parasitéria, padrdo de FPP e a expressdo dos mMRNA do gene de IFN-y (Tabela
10). Entretanto, enquanto foi observada uma maior expressdo de miR-10a ap6s o tratamento
nos pacientes analisados, a expressdo génica de IFN-y foi maior antes do tratamento com
reducdo gradativamente em relacéo aos tempos poOs-terapéuticos (Figura 9).
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Figura 8 — Expressdo do miR-10a em pacientes positivos para 0 Schistosoma mansoni.

0.015- p=023 A
)
2 0.0101
s
=
=
= 0.005-

0.000- .

Sem FPP (A+B) Com FPP (C-E)

0.020- p =045 B
» 0.015-
=T+
=
E
< 0.010-
=
=

0.005-

0.000- .

EHI EH

Forma clinica

p = 0,04 C

1 ]
1 1
E
= ﬂ-lﬂ-
=
=
-
E
2 0.051 T
0.00'_; T T

Sem TTO 30 dias 90 dias 180 dias

Tempo de tratamento

Nota: Fold change: consisti no valor da expressdo do gene normalizado na amostra do grupo experimental
dividido pela expressdo do gene normalizado na amostra do grupo controle, para cada gen. (A) presenca de FPP;
(B) forma clinica da doenca; (C) tempo de tratamento. As barras horizontais representam a média aritmética e o

desvio padrdo. Mann-Whitney teste p < 0,05 foi considerado significativo. FPP = fibrose periportal; EHI =

esquistossomose hepatointestinal; EH = esquistossomose hepatica; TTO = tratamento.
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Tabela 9 — Andlise da expressdo de miR-10a em amostras pareadas antes e ap6s o tratamento com
praziquantel nos individuos diagnosticados com esquistossomose mansoni.

Tempos de tratamento p- valor
Pré-TTO x 30 dias 0,01
Pré-TTO x 90 dias 0,01
Pré-TTO x 180 dias 0,04
30 dias x 90 dias 0,48
30 dias x 180 dias 0,01
90 dias x 180 dias 0,0039

Nota: Wilcoxon test. p < 0,05 foi considerado significativo. TTO = tratamento.

Tabela 10 — Correlacdo da expressdo de miR-10a entre as varidveis analisadas na populagao estudada.

Variavel Spearman r p- valor
Carga parasitaria (n° ovos/g de fezes) -0,14 0,34
Padréo de FPP -0,28 0,21
Expresséo de IFN-y -0,47 0,08

Nota: p < 0,05 foi considerado significativo. FPP = fibrose periportal

Figura 9 — Expressdo do miR-10a e INF-y em pacientes positivos para o Schistosoma mansoni, antes
e pos-tratamento com praziquantel.
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Nota: Fold change: consisti no valor da expressdo do gene normalizado na amostra do grupo
experimental dividido pela expressdo do gene normalizado na amostra do grupo controle, para cada gen. (A)
miR-10a; (B) mRNA INF-y. As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrdo. Mann-

Whitney teste p < 0,05 foi considerado significativo. FPP = fibrose periportal; EHI = esquistossomose
hepatointestinal; EH = esquistossomose hepética; TTO = tratamento.




59
BARRETO, A.V.M.S. Estudo de biomarcadores para....

7 DISCUSSAO

Diferentes pesquisas tém estudado biomarcadores ndo invasivos com a finalidade de
desenvolver indices biologicos capazes de predizer a presenca de fibrose hepatica e
diagnosticar o grau de fibrose em pacientes acometidos por diversas hepatopatias. A grande
maioria dos indices foram desenvolvidos e testados em pacientes com doenca hepética
crbnica, geralmente induzida pelo HCV, e alguns cuidados devem ser tomados quando se
considera aplica-los no diagnostico da morbidade de outras doencas fibrogénicas hepaticas
(GRESSNER et al., 2007).

Em estudo preliminar, o grupo de pesquisa trabalhou com uma populagéo de pacientes
de ambulatorio hospitalar de referéncia para 0s casos graves de esquistossomose em
Pernambuco e verificou que dois biomarcadores (FA e plaquetas), compondo um indice
biologico, foram capazes de predizer e confirmar a presenca de FPP avancada nesses
pacientes com significativa acurécia (BARRETO et al., 2017). Assim, um dos objetivos do
presente estudo foi validar o Coutinho-index na predicdo da fibrose hepatica na
esquistossomose mansoni em individuos proveniente de area considerada endémica para a
doenca.

Na populagdo selecionada para esta validacdo, individuos com padrdes de FPP
moderada (C+D) foram os mais detectados na &rea endémica. Entre as formas cronicas da
esquistossomose, as formas intermediarias, EHI e EH, sdo as mais encontradas nas
populacdes das areas de alta transmissao, sendo responsaveis por cerca de 90% dos casos da
doenca (PORDEUS et al., 2008). Assim, este fato contribuiu para uma maior detec¢do de
individuos com os padrBes C e D de FPP na popula¢éo estudada.

Niveis séricos de FA e numero de plaquetas foram associados com a morbidade da
esquistossomose mansoni em estudos anteriores, entretanto, avaliados de forma isolada. A FA
€ uma enzima investigada nos testes de rotina da funcdo hepatica, com importancia para
avaliar anormalidades colestaticas e muito Util no diagnostico complementar das doencas
crbnicas do figado. Estudos realizados por Leite et al. (2013, 2015) com pacientes com a
forma hepatoesplénica da esquistossomose, encontraram uma prevaléncia de FPP avancada
em 54,5% dos pacientes e quando comparados a individuos saudaveis, os niveis séricos de FA
apresentaram-se significativamente elevados (p < 0,0001). Na esquistossomose, as alteracGes
da via biliar intra-hepatica, seja por lesdes nos ductos causadas por reacfes aos antigenos
liberados pelo ovo do parasito ou decorrentes da FPP, poderiam ser o substrato anatdmico

para o aumento dessa enzima (VIANNA et al., 1989).
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A contagem do numero de plaquetas tem sido utilizada como um indicador de
gravidade da morbidade na esquistossomose, sendo sua reducdo numeérica relacionada ao
risco de hemorragia digestiva alta e a presenca de hipertensdo portal e padrdes de FPP
avancados (Al MOFARREH et al., 2003; CORREIA et al., 2009; el-SHORBAGY et al.,
2004; SOUZA et al., 2000)

Um estudo envolvendo 47 pacientes hepatoesplénicos correlacionou o ndmero de
plaquetas com os diferentes graus de FPP e concluiram que a contagem de plaquetas é um
promissor biomarcador na predicdo da FPP (LAMBERTUCCI et al. 2007). Em outro estudo
com 122 pacientes 0s estagios mais avangados de FPP foram associados com 0s menores
valores na contagem de plaquetas em comparacdo aos pacientes sem fibrose (MEDEIROS et
al., 2014). Em concordancia, também verificamos uma correlacdo negativa entre o nimero de
plaquetas com os padrdes de FPP diagnosticados na populagédo de area endémica estudada.

A avaliacdo ndo invasiva da fibrose hepética tem sido um dos campos de maior avango
na hepatologia na Ultima década. Essa avaliacdo permite que sejam determinados o
prognostico, a necessidade de tratamento, a progressdo da doenca e a resposta ao tratamento
em pacientes com doenca hepatica crénica. Assim, varias avaliacbes ndo invasivas foram
desenvolvidas (FibroTest e ActiTest (POYNARD et al., 2002, 2003, 2004, 2005), APRI
(WA et al., 2003), Forns index (FORNS et al., 2002), Hepascore (ADAMS et al., 2005), FIB-
4 (STERLING et al., 2006), APRG (WANG et al., 2017) e adotadas de acordo com diretrizes
internacionais de manejo (EBRAHIMI et al. 2016). Entretanto, essa ndo € uma realidade na
avaliacdo da fibrose hepéatica em pacientes esquistossométicos crénicos. A utilizacdo de
biomarcadores como potenciais preditores da FPP sdo escassos em comparacdo as outras
etiologias causadoras de fibrose hepéatica. Apenas um estudo apresenta os resultados
preliminares de indice bioldgico, especifico para a FPP, como novo método de capaz de
predizer a presenca de FPP avancada em individuos com as formas cronicas da
esquistossomose (BARRETO et al., 2017).

O Coutinho-index apresentado neste estudo mostrou significante acuracia, uma vez
que distinguiu pacientes com esquistossomose sem fibrose avancada daqueles com FPP
avancada. O presente trabalho mostra os resultados alcancados na validagdo do Coutinho-
index em uma populagdo composta por individuos com historico de exposicéo e infec¢éo pelo
S. mansoni com desenvolvimento e evolugédo para as formas crénicas e graves da doenca em
area considerada endémica e de grande importancia para a sadde publica no nordeste do
Brasil. O Coutinho-index apresentou, em 65,2% dos individuos da populagdo, 0 mesmo

diagnostico de FPP avancada no exame de US. A possibilidade de detectar precocemente a
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evolugdo da doenca para as formas mais graves proporciona uma importante medida para
alcancar os objetivos estabelecidos pelo PCE (BRASIL, 2014) e, consequentemente, contribui
para atingir as metas globais de eliminacéo da transmisséo de forma duradoura e sustentavel.

O Coutinho-index mostra-se como ferramenta promissora de triagem de possiveis
casos de evolucdo para as formas graves da esquistossomose nas proprias areas endémicas,
através da solicitacdo de dosagem dos marcadores de rotina que compdem o indice (FA e
plaquetas), os quais sdo de facil realizacdo, baixo custo e possam estar disponiveis nos
pequenos laboratérios de areas endémicas. Visando contribuir para um diagndstico mais
répido da evolucdo da doenga para as formas graves, através da predigcdo da presenca de FPP
avangada.

Em uma analise comparativa entre os valores estabelecidos para os procedimentos
ofertados Sistema Unico de Saude (SUS) do Brasil, os exames para dosagem de FA e
contagem de plaquetas representam 19,6% do valor para a realizagdo de um exame de US do
abdébmen superior, necessario para diagnosticar e acompanhar o acometimento hepéatico em
pacientes portadores da esquistossomose mansoni (BRASIL, 2018).

O presente estudo também objetivou analisar a expressdo de dois miRNAs do
hospedeiro humano, em pacientes infectados pelo S. mansoni e acompanhar essa expressao
em diferentes tempos apds o tratamento com o praziquantel. Os miRNAs escolhidos, miR-
182 e miR-10a, foram demonstrados envolvidos no processo de desenvolvimento da fibrose
hepética na esquistossomose (CABANTOUS et al., 2017; HUANG et al., 2018) e também foi
observada uma maior expressdo destes miRNAs, indicados na regulacdo da expressao de
MRNA dos genes IL-4 e IFN-y, respectivamente (KELADA et al., 2013).

Foi verificado um aumento na expressdo dos miRNAs estudados nos pacientes
diagnosticados com FPP através da US em comparacgdo aos pacientes esquistossomaticos sem
a presenca de fibrose. Entretanto, esse aumento ndo apresentou ser significativo na anélise
estatistica. Uma das limitacdes do estudo foi a pequena amostra de pacientes sem FPP, que
pode ter sido dificultada devido ao histérico de exposi¢cdo dos individuos ao S. mansoni nas
areas consideradas endémicas, com infeccBes anteriores que contribuem para a progressao da
doenca para as formas crénicas com o desenvolvimento de FPP.

Huang et al. (2018) investigaram o impacto de miR-182 na infeccao pelo S. japonicum
em induzir a fibrose hepatica em modelos experimentais e em cultura de célula com
hepatdcitos humanos. Os autores verificaram que miR-182 foi altamente expresso em
amostras de fibrose hepatica. Em estudo realizado com amostras de tecido hepatico e soro de

pacientes com outras etiologias causadoras de fibrose hepatica, como a hepatite C, os autores
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encontraram uma maior expressdo de microRNAs, em particular, o miR-182, o qual mostrou-
se significativamente maior no tecido de bidpsias hepéaticas de pacientes com fibrose
avancada (F3 e F4), quando comparados com as biopsias hepaticas de pacientes com fibrose
precoce (F1 e F2) (VAN KEUREN-JENSEN et al., 2015).

Com a continuacdo da analise de miRNAs na infeccdo por este parasito, teremos a
possibilidade de aumentar o tamanho da amostra e os grupos de comparagao entre os padroes
de FPP para verificar o envolvimento dos miR-182 e miR-10a na fibrose hepatica pela
esquistossomose no hospedeiro humano infectado.

No presente estudo foi observada uma correlagdo positiva significativa entre a carga
parasitaria do paciente e a expressdo de miR-182. O surgimento de lesbes e das formas
clinicas da esquistossomose depende de fatores relacionados ao parasito como: cepa, fase
evolutiva e intensidade da infeccdo; fatores intrinsecos do individuo: idade, estado nutricional,
background genético e a resposta imunoldgica; como também a carga parasitaria adquirida e a
frequéncia de exposi¢des (COLLEY et al., 2014; KATZ; ALMEIDA, 2003).

Modelos murinos infectados pelo S. mansoni demonstraram 0 miR-182 como o mais
importante centro regulatdrio em células Th2-Foxp3®, influenciando nas vias de sinalizacio de
citocinas locais, como as IL-2 e IL-4 (KELADA et al., 2013). As citocinas IL-13 e IL-4 tém
atividades bioldgicas similares, sugerindo que elas compartilham um receptor comum
(CALLARD; MATTHEWS; HIBBERT; 1996). Os genes dessas citocinas estdo fisicamente
préximos nos genomas humanos e de camundongos e existe homologia entre as sequéncias de
aminoéacidos de IL-13 e IL-4 (ZURAWSKI, DE VRIES, 1994). O perfil de citocinas Th2, tal
como IL-4, IL-5 e IL-13 tem sido associado com a progressdo da doenca para 0s estagios
cronicos e com um aumento no risco de desenvolver fibrose hepética severa na
esquistossomose (CHUAH et al., 2014). Entre essas citocinas, a IL-13 no figado esta
associada a progressédo da fibrose, pois pode induzir a producéo de coldgeno, TGF- e outros
genes associados a fibrose em células estreladas hepaticas (HAMMERICH; TACKE, 2014).

Avaliamos a expressao do miR-182 e sua relagdo com a regulacdo do gene de IL-13.
Entretanto, a expressdo génica de 1L-13 foi detectada em pouquissimas amostras e nas que
foram identificadas a expresséo, o Ct estava muito alto. Segundo alguns autores, valores de Ct
>35 sdo muitas vezes considerados background ou ruidos da técnica de qRT-PCR (BECKER
et al., 2010; MESTDAGH et al., 2008). Devido a alta expressdo de miR-182 e a possibilidade
de regulagéo da expressao de IL-13, sugerimos que este miRNA pode estar incriminado na via
downregulation da citocina, impedindo a formacdo/expressdo do mRNA nos individuos

infectados pelo S. mansoni.
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Com relacdo a expressdo do miR-10a nas amostras analisadas, ndo encontramos
correlacdo deste miRNA com a carga parasitaria dos pacientes no estudo. Entretanto, foi
verificado um aumento da expressdo apds o tratamento especifico com a droga de escolha,
praziquantel, principalmente nos tempos 30 e 90 dias apds o uso da medicacdo. Uma das
hipoteses deste aumento pode ser devido a acdo do PZQ no parasito, expondo um maior
namero de antigenos circulantes do S. mansoni reconhecidos pelo sistema imunoldgico do
hospedeiro e desencadeando uma resposta com a promocgao do aumento da expressao do miR-
10a. Também verificamos que a expressdo de IFN-y diminuiu apds o tratamento com PZQ.

Apesar de ndo encontrar uma correlacdo significativa, consideramos o resultado como
uma tendéncia e a possibilidade de aumentar o tamanho da amostra e 0s grupos de
comparacdo entre os padrdo de FPP, poderemos obter um resultado confirmatério da
regulacdo da expressdo do IFN-y pelo miR-10a em individuos com esquistossomose
mansoni.

Cabantous et al. (2017) estudaram 22 amostras de tecido hepéatico de pacientes
infectados com S. japonicum provenientes da China. Os individuos apresentaram fibrose
avancada através do exame de US e os autores encontraram que 0s niveis do miRNA hsa-
miR-10a estavam elevados nos pacientes em comparacdo as amostras de figado de individuos
controles.

Modelo experimental para o estudo da progressdo da fibrose hepética foi avaliado, no
qual verificou-se que, em compara¢do com o grupo de controle, a expressao de miR-10a foi
significativamente aumentada no grupo com fibrose hepatica em comparacdo com o grupo de
controle. A quantidade de expressdao de miR-10a estava maior no grupo de transfeccdo em
comparagdao com o grupo controle e também foi demonstrado que a alta expressdo de miR-
10a melhorou significativamente a expressdo de TGF-B1 e reduziu a expressdo de Smad7 no
grupo com fibrose hepatica. Concluindo que a expressdo de miR-10a foi alta em tecidos
hepéticos de camundongos e, transfeccdo mimética de miR-10a promoveu significativamente
a proliferacdo de células da fibrose hepatica (ZHOU et al., 2016).

Ainda sdo poucos os estudos na literatura da relacdo do miR-182 e miR-10a na
infeccdo pelo S. mansoni e seu papel na regulacdo do processo de formagéo da fibrose
hepéatica. Apenas um estudo, em modelo murinho infectado pelo S. mansoni, que mostra a
relacdo do aumento da expresséo de miR-182 (KELADA et al., 2013) é encontrado nas bases
cientificas. Em relagdo ao miR-10a, também apenas um estudo no hospedeiro humano, porém
infectado pelo S. japonicum, que apresenta a relagdo do aumento da expressdo do miR-10a e

sua relacdo com a fibrose hepatica (CABANTOUS et al., 2017) é encontrado. Dessa forma, a
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presente pesquisa mostra resultados inéditos, no hospedeiro humano, da relacdo do miR-182
com a carga parasitaria na infeccdo pelo S. mansoni e do miR-10a com o tratamento
especifico com praziquantel na esquistossomose mansoni.

O estudo de diferentes tipos de biomarcadores envolvidos na patogénese da
esquistossomose visa contribuir para um maior entendimento deste processo e pode auxiliar
no desenvolvimento de novas estratégias para o diagnostico da fibrose periportal, tratamento e
controle da doenca, que permanece como um importante problema na saude publica mundial,
especialmente em nosso pais.

Os resultados alcangados em uma populacdo de campo apresentam o Coutinho-index
como potencial candidato na triagem de pacientes cronicos esquistossométicos com FPP
avancada em éareas endémicas e 0 estudo do envolvimento de miRNAs na patogenia da
esquistossomose mansoni contribui para a elucidacdo dos mecanismos de progressdo da
doenca para formas cronicas e graves, assim a deteccdo da expressdao de miRNAs circulantes
apresenta-se como potencial ferramenta para o desenvolvimento de novos alvos de

diagnostico e terapéuticos.
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8 CONCLUSAO

8.1 Coutinho index

a) Foi capaz de detectar a presenca de FPP e confirmar o diagnostico de fibrose hepética
avancada na maioria dos pacientes portadores da doenca;

b) Apresenta-se como uma nova ferramenta ndo invasiva, menos dispendiosa e mais
acessivel na triagem de pacientes com potencial evolugdo para as formas crbnica e
graves da esquistossomose em &reas endémicas;

c) Podera auxiliar num diagnostico precoce e intervengdes efetivas para reducdo da

morbimortalidade associados a esquistossomose mansoni.

8.2 miRNAs

a) A expressdo aumentada de miR-182 esta relacionada a carga parasitaria em individuos
infectados pelo S. mansoni, sugerindo este miRNA como potencial marcador de
progressao para as formas mais graves da doenca;

b) O tratamento com praziquantel, promove uma maior expressdo de miR-10a em
individuos com esquistossomose mansoni, sugerindo a presenca de um alto estimulo
antigénico até 90 dias pds tratamento com provavel diminuicdo da resposta

inflamatoria ao parasita, através da regulagdo da expressao génica de IFN-y.
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9 PERSPECTIVA

a)

Mais estudos com a aplicacdo do Coutinho-index em areas com diferentes graus de
endemicidade da doencga, na populacdo pediatrica atingida pela esquistossomose e sua
avaliacdo na rotina das ESF para o acompanhamento de pacientes sdo necessarios para

avaliar seu desempenho nos servicos de salde;

b) A continuacdo do estudo de biomarcadores moleculares com um ndmero maior de

pacientes infectados e com diferentes padrdes de fibrose periportal podera confirmar a
participagdo dos microRNAs, miR-182 e miR-10a, na regulacdo de genes envolvidos
no processo da fibrose hepética na esquistossomose mansoni, contribuindo na pesquisa
de potenciais marcadores bioldgicos para o diagndstico da morbidade e
acompanhamento pos-terapéutico em pacientes com a doenca;

Realizacdo de um ensaio funcional entre o0 miR-182 e a expressdo de IL-13 para
avaliar o papel deste miRNA na regulacdo génica de citocinas fibrogénicas em

individuos infectados pelo S. mansoni;

d) Além disso, temos como proposta avaliar a expressao de microRNAs especificos do S.

mansoni nos pacientes com as diferentes formas clinicas cronicas e padrdes de fibrose
periportal antes e ap6s 30 dias, 3 e 6 meses do tratamento com praziquantel como
potenciais marcadores para infecgdo e critério de cura parasitoldgica pos terapia.
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APENDICE B - Artigo publicado

ORIGINAL ARTICLE ot oo O

New index for the diagnosis of liver fibrosis
in Schistosomiasis mansoni

Ana Virginia Matos Sa BARRETQ', Vinicius Martins ALECRIM', Tibério Batista de MEDEIRDS?,
Ana Licia Coutinho DOMINGUESZ, Edmundo Pessoa LOPES?, Jodo Roberto Maciel MARTINS?,
Helena Bonciani NADER?, George Tadeu Nunes DINIZ', Silvia Maria Lucena MONTENEGRO and
Clarice Neuenschwander Lins de MORAIS'

Receivad 22/6/2016
Aocepted 27//2016

ABSTRACT - Background — Periportal fibrosis 1s the major pathological conseguence of the Sohistosoma mansoni infection. Objective — To evaluate the
accuracy of serum markers and to construct an index to assess fibrosis. Methods — Patients (n=116) with schistosomiasis were evaluated by ultrasound
scan and measurements of serum levels of aminotransferases, y-glutamyl transferase, alkaline phosphatase, hyaluronic acid, cytokines and platelets.
Ultrasound images were used to cvaluate the fibrosis using Niamey's classification and identified 19 paticnts without periportal fibrosis (paticrns A
and B), 48 with mild to moderate fibrosis (C and [3) and 4% with advanced fibrosis (E and F). Results — Using multivariate analysis, a model was
created, which involved alkaline phosphatase and platelets and could separate patients with different patterns of fibrosis. This index showed a better
performance in separating patients without fibrosts from with advanced periportal fibrosis. The biological index showed an area under the ROC
curve of 1.00{. Usmg values below the lowest or above the highest cut-off point, the presence or absence of advanced fibrosis could be predicted
mn all patients. Conclusion — The mdex constructed can be used to separate patients with different patterns of periportal fibrosis, specially to predict
advanced fibrosis in schistosomiasis patients.

HEADINGS - Schistosomiasis mansoni. Fibrosis, ROC curve analysis.
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APENDICE C - Artigo publicado

Immumobiclagy 221 (2015) 1351-1354

FI SEVIER

Contents lists available at Sciencelirect

Immunobiology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/imbio

Short communication

Evaluation of serum levels of IL-9 and IL-17 in human Schistosoma
mansoni infection and their relationship with periportal fibrosis

@ Cromshark

Ana Virginia Matos Sa Barreto?, Glaucia Alyne Munes de Lacerda?,
Anna Ligia de Castro Figueiredo?, George Tadeu Nunes Diniz ®,
Elainne Christine Souza Gomes*®, Ana Licia Coutinho Domingues®,
Constanga Simdes Barbosa?, Silvia Maria Lucena Montengro?,

Clarice Neuenschwander Lins de Morais™*
A Cemtriy e Pesquisas Agpey Magalhdes Fioorur, Recife, FE, Browil

" Department of Cliricol M edicine, Universidods Federal de Pernombuco, Becfe, PE. Brozil

ARTICLE INFO AESTRACT

Articls heshory:

Received 24 May 2016

Received in revised form 25 July 20016
Accepted 31 July 20016

Avazilable online 1 August 216

Keywords:
Schistosomiasis mansomi
Interleukin 17
Interleukin-g
Evaluation

Serum levels of IL-0 and IL-17 cytokines were evaluated in patients in the acute, chronic phases and
clinical forms of human schistosomdasis and in different classifications of periportal fibrosis. Mo signifi-
cant differences between the groups of the disease with serum levels of cytokine were found. However,
this study discusses the results of some cytokines that have not fully defined roles in the pathology of
human schistosomiasis. Furthermore, an examination was made of subjects in the acute phase. This is
an important group that is difficult to identify in areas where the disease is endemic. More studies are
being undertaken to study the role of IL-2 and IL-17 in human Schistosoma mansond infection and their
relationship with the immunopathogenesis of disease.

@ 20116 Elsevier GmbH. All rights reserved.

1. Introduction

Schistosomiasis mansoni is considered to be a disease that is
neglected, yet it accounts for an average of 500 deaths annually in
Brazil [Brasil, 2014). Schistosomiasis is historically endemic in the
rural northeastern region and occurs in chronicforms (Barretoet al,
2015); however, due to the constant migration of infected individ-
uals from endemic areas to other areas cases of acute infection

which is a pathognomanic sign of schistosomiasis manseni (Prata
et al, 2010),

Cytokines produced by immune cells and in particular by CD4*
lymphocytes may correlate with the evolution of the disease and
progression to severe forms. Studies in experimental models( mice)
and in infected humans have characterized schistosomiasis as a
predominant disease of the Th2 type, involving the production of
this cvtokine orofile as the cause of morbiditv and being harmful
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APENDICE D - Artigo publicado

AsMGO

= | Analise da positividade da esquistossomose mansoni em
Regionais de Saude endémicas em Pernambuco,
2005a2010%

doi: 10515167 9-4T 2 015000000010

Analysis of Schistosomiasis mansoni positivity in endemic Health Regions in the State of
Pernambuco, Brazil, 2005-2010

Ana Virginia Matos 53 Barreto
Fundagao Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Recife-PE, Brasil
Secretaria Estadual de Sadde de Pernambasco, Secretaria Executiva de Vigildncia em Saude, Recife-PE, Brasil

HNobélia Duarte Melo
Universidade de Pernambuco, Faculdade de Enfermagem Nossa Senhora das Gragas, Recifie-PE, Brasil

Jassica Valenca Torres Ventura
Universidade de Permambuco, Faculdade de Enfermagem Mossa Senhora das Gragas, Recifie-PE, Brasil

Rosimery Tavares Santiago
Universidade de Pernambuco, Faculdade de Enfermagemn Nossa Senhora das Gragas, Recifie-PE, Brasil

Maria Beatriz Aradjo Silva
Universidade de Pernambuco, Faculdade de Enfermagem Mossa Senhora das Gracas, , Recife-PE, Brasil
Secretania Estadual de Sadude de Pernambuco, Laboratdnio Central de Sadde Publica, RecifiePE, Brasil

Resumo

(b etivo: analisar a tendéncia da positividade da esquistossomose em exames coproscdpicos na populacio de drea endé-
mica do estado de Pemambuco, Brasil, de 2005 a 2010, Métodos: estudo ecoldgico de serie emporal, com dados secunddrios
do Sistema de Informacdo do Programa de Controle da Esquisiossomose, analisados por Regional de Satide; foram avaliadas
a5 tendéncias por regressao linear, considerando-se p<i0,05 sipnificativo. Resultados: Pemambuco apresenton média de
0,2% de positividade; a Repional de Saide 11 (Palmares) apresenion major média de positividade (13,8%), sepuida das
repionais I {Limoeiro: 9.9%) e (Recife: 7.8%); 2 Rezional ¥ (Garanhuns) apresenton melhor média de tratamenio (95,6%),
sapida da I (86,6%); Pernambuca apresenion tendéncia decrescente na positividade para esquistossomose (p=0,005)
Conclusdo: em peral, hi uma tendéncia decrescente da positividade de esquistossomose em Pernambuco, apesar da queda
no mimero de exames; & importanie manter ¢ intensificar as intervenctes de controle, com prioridades estrab&zicas focalizadas
em lpcalidades com elevadas prevaléncias,

Palavras-chave: Esquisiossomose; Pemambuco; Estudos Ecoldgicos,
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APENDICE E — TCLE do estudo de validagio

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O PACIENTE

Eu, declaro que aceito
participar do estudo cientifico: “VALIDACAO DE INDICE BIOLOGICO PARA O DIAGNOSTICO DA
FIBROSE HEPATICA NA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA: apoio na triagem dos casos cronicos em

areas endémicas”. Foi-me explicado que faz parte de minha participagdo neste estudo um exame médico, exames

de sangue e ultrassonograficos antes do tratamento especifico para a esquistossomose mansdnica, também
conhecida como barriga d’agua. Os riscos de retirar sangue sdo dor e hematoma no local, e muito raramente,
pode ocorrer desmaio. A quantidade de sangue a ser retirada sera cerca de 2 colheres de cha (10ml). Essa
retirada de sangue ndo deve causar problemas para a minha sadde. Minha participac¢do neste estudo ndo vai me
beneficiar diretamente, mas podera ajudar a entender melhor essa doenca. Essa participacéo é voluntaria e eu
poderei deixar este estudo a qualquer momento se assim desejar. Os materiais biologicos obtidos nesse projeto
serdo arquivados em um banco de amostras, podendo ser utilizados em estudos relacionados a imunologia e
bioguimica. Caso ndo queira participar, minha decisdo ndo vai mudar meu atendimento médico ou tratamento
nesta unidade de salde agora ou no futuro. Quando os resultados deste estudo forem apresentados em revistas
médicas ou em reunides cientificas, eu ndo serei identificado pelo nome. Esse termo de consentimento sera feito
em duas vias para que uma delas permaneca comigo. Qualquer esclarecimento que eu necessite, eu devo entrar
em contato com qualquer um das pessoas da equipe médica a qualquer momento pessoalmente ou pelos
telefones abaixo:

Dra. Clarice Neuenschwander Lins de Morais. Fone: 2101-2561

Dra. Silvia Montenegro. Fone: 2101-2565

Dra. Ana Lucia Coutinho. Fone: 3227-0927/ 9272-0218

Recife, de de 201 _

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavel
Ana Virginia Matos Sa Barreto
Doutoranda do Curso de Biociéncias e Biotecnologia em Saude do CPQAM/FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2561
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APENDICE F — TCLE do estudo de biomarcadores moleculares

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O PACIENTE

O senhor esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa: “ESTUDO DE
MARCADORES IMUNOLOGICOS E MOLECULARES PARA MORBIDADE,
DIAGNOSTICO E AVALIACAO DE CRITERIO DE CURA POS-TERAPEUTICA
EM PACIENTES COM ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA”, sob a responsabilidade
da pesquisadora Dra Clarice N. Lins de Morais, a qual pretende entender a participacao de
alguns fatores sollveis e células de defesa do organismo e sua relacdo com a gravidade da
esquistossomose. Sua participacdo é voluntéria e se dard por meio de exame médico, de
sangue e ultrassonografia do abdémen superior para a esquistossomose, também conhecida
como barriga d’agua. Os riscos decorrentes de sua participagdo na pesquisa sao os riscos de
retirar sangue como dor e uma mancha roxa local, que pode ser usado uma compressa de gelo.
Também podera ocorrer constrangimento, mas garantimos o sigilo e sua identidade nao sera
divulgada. Sua participagdo neste estudo compreendera exames clinicos, de ultrassonografia e
laboratoriais (de fezes e sangue) em 30 dias, 3 e 6 meses ap0s 0 tratamento para a
esquistossomose, e 0 preenchido de um questionario de coleta dos dados para melhor
compreensdo da doenca. A quantidade de sangue a ser retirada sera cerca de 1 colher de sopa
(10ml) em tubo de tampa roxa e ¥ colher de sopa (5ml) em tubo de tampa vermelha, através
de um tubo adaptado a uma agulha, estéril e descartavel. Essa retirada de sangue nao deve
causar problemas para a sua salde. Esse material serd enviado para o laboratério do
CPgAM/FIOCRUZ para a realizacdo dos referidos testes e pedimos a sua autorizacdo para
armazenar uma pequena quantidade da sua amostra durante o periodo de desenvolvimento da
pesquisa, caso haja necessidade de repeticdo dos exames e a utilizagdo em pesquisas
posteriores. A sua participacdo neste estudo ndo vai Ihe beneficiar diretamente, mas vocé
recebera o resultado do exame de ultrassonografia e os resultados desta pesquisa poderao
colaborar para um melhor acompanhamento no tratamento dos pacientes, além de contribuir,
no futuro, para o desenvolvimento de novos tratamentos para os pacientes portadores da
doenca.

Se depois de consentir em sua participacdo o Sr (a) desistir de continuar participando, tem o
direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou

depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O
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(@) Sr (a) ndo terd nenhuma despesa e também ndo recebera nenhuma remuneragdo. Mas esta
garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na
pesquisa, conforme decisdo judicial ou extrajudicial. Os resultados da pesquisa seréo
analisados e publicados, mas sua identidade ndo serd divulgada, sendo guardada em sigilo.
Em caso de davida ou para qualquer outra informac&o, o (a) Sr (a) podera entrar em contato
com o pesquisador no endereco (Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 -
CEP: 50670-420, Recife-PE), ou pelo telefone (81) (2101-2561).

Consentimento Pos—Informacéo
Eu, , fui informado

sobre 0 que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracdo, e entendi a
explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada
e que posso sair quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas

assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.

Desejo ser informado se a amostra precisar ser analisada futuramente: () SIM () NAO

Recife, de de 201 _

Assinatura do participante

Impressao datiloscopica

Assinatura do(a) Pesquisador(a) Responsavel
Clarice N. Lins de Morais Fonseca
Tecnologista em Saude Publica do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ
Telefone para contato: (81) 2101-2561/ (81) 98622-2210



85
BARRETO, A.V.M.S. Estudo de biomarcadores para....

APENDICE G - Ficha do paciente

FICHA DE PACIENTES DE CAMPO
N°:

1) Nome do paciente:

2) Data de nascimento: 3) Sexo:

4) Municipio de residéncia:

5) Endereco:

6) Telefone para contato:

7) Historico Epidemiolégico:

Banho em rio, agude, lago, lagoa: sim () ndo ()
Quando?

Onde?

Cidade de origem:

Ja teve esquistossomose antes? sim( ) ndo ()
Ja tomou praziquantel alguma vez? sim( ) ndo ()

8) Exame Parasitologico de fezes:

Kato-Katz: positivo () negativo ( )
Data:

9) Tratamento especifico com praziquantel 600mg: sim ( ) ndo ( )
Data:

10) Ultrassonografia do Abdémen Superior

Padrdo de FPP (Niamey):
Lobo direito do figado:
Lobo esquerdo do figado:
Baco longitudinal:
Veia Porta:
Veia Esplénica:

11) Hepatite B: sim( )néo ()
12) Hepatite C: sim( )ndo ()
13) Uso de imunosupressores: sim( )ndo ()
14) Transplante de Figado: sim () ndo ()
15) Ingestdo de alcool: sim () ndo ()
16) Doenca renal cronica: sim () ndo ()

17) Data de Retorno:
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ANEXO A - Parecer CEP/IAM

CENTRO DE PESQUISAS Plataformo
Sgmis.gs, fuee AGGEU MAGALHAES/ asil

-1-1111: ESe
e - T

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: ‘J’ALIDA{;AD DE INDICE BIOLOGICO PARA O CIAGNOSTICO DA FIBROSE
HEFATICA NA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA: apoio na tragem dos casos
cronicos em areas endémicas

Pesquisador: ana virginia matos sa barreto

Area Tematica:

Versdao: 7

CAAE: 32488214.0.0000.5180

Instituigdo Proponente: FUNDACAD OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: FUNDACAQ DE AMPARO A CIEMCIA E TECHNOLOGIA - FACEPE

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.341.608

Apresentagdo do Projeto:
O projeto & apresentado de forma correta, com todos os itens necessarios e contendo todas as informagdes

necessarias para compreensdo do estudo, inclusive com as Consideragies Eticas.

Objetive da Pesquisa:
Validar o indice biclogico — Coutinho-index — para o diagnostico da fibrose periportal como apoio na triagem

dos casos crénicos da esquistossomose mansdnica em areas endémicas do estado de Pernambuco.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Os beneficios estdo bem descritos ao longo do projeto, uma vez que o diagndstico precoce da Fibrose
PeriPortal na esquitossomose mansonica & de grande importdncia na friagem de pacientes cronicos. Messe
sentido a pesquisa sugere a identificagSo de marcadores biclogicos para deteccdo da fibrose. Os riscos
estdo claramente relacionados apenas 3 coleta sangue venoso, uma vez que o exame adicional é o
ultrasom, o qual ndo origina nenhum risco.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de relevncia regional & nacional, tendo como principal objefivo a detecgio precoce da

Entdarego:  Av. Prof. Moraes Rego, sin®

Balrro:  Cliade Universitana CEP: 50570-420
UF: PE Municiplo: RECFE
Talefone:  (5152101-2629 Fax: (B1j2101-2639 E-mall: comiieesica@epgam. iocmz by

P 01 w03
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ANEXO B - Parecer CEP/IAM

M”—T‘:’,‘;""".—.__.—-"
m CENTRO DE PESQUISAS PlatoPorma
e .. AGGEU MAGALHAES/ asil

L -c:u"rl-lli.’\ f= e Lll-r. £
it Laliat
g e PR TR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDC DE MARCADORES IMUMOLOGICOE E MOLECULARES PARA
MOREIDADE, DIAGNOSTICO E AV&LIA(}AO DE CRITERIO DE CURA POS-
TERAPEUTICA EM PACIENTES COM ESQUISTOSSOMOSE MANSOMICA.

Pesquisador: clanice neuenschwander lins de morais fonseca
Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 50850615.6.0000.5120

Instituigdo Proponente: FUNDACAD OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: FUNDACAD OSWALDOD CRUZ

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.580.301

Apresentagdo do Projeto:
Projeto apresentado com linguagem clara, concisa e bem referenciado.
0 projeto na integra (brochura) esta estruturado no formato exigido pelo edital de financiamento.

Objetive da Pesquisa:
Awaliar marcadores imunclogicos e moleculares para morbidade, diagnostico e criterio de cura pos

terapéuticos em pacientes com esquistossomose mansdnica.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Consta uma descricdo sucinta em “Informacdes Basicas do Projete” & no TCLE. Como beneficios esta
declarade que os resultados desta pesquisa poderde contribuir para um melhor acompanhamento no
tratamento dos pacientes, além de confribuir, no future, para o desenveolvimento de novas imunoterapias
para os pacientes poriadores da doenga

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Pesquisa considerada relevante e apresenta no projeto todas as informagdes necessarias para sua

Entderego:  Av. Prof. Morass Rego, sin®

Balma: Ciade Universitania CEP: S0670-420
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telafone: (51)2101-2639 Fax: (51)2101-2633 E-mall: comieeticaiopgam. ooz br
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