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fibrose hepética na esquistossomose mansénica. 2011. Dissertacdo (Mestrado Académico em
Saude Publica) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife,
2011.

RESUMO

A fibrose periportal (FPP) é a maior consequéncia patoldgica da infeccdo pelo Schistosoma
mansoni. Seu diagndstico é realizado através da ultrassonografia (USG), mas por apresentar
algumas limitacGes, marcadores biol6gicos tém sido propostos para diagnosticar a fibrose.
Porém, ainda ndo foi proposto um indice biolégico para a deteccdo da fibrose na
esquistossomose. Com o objetivo de estabelecer uma associacdo entre marcadores bioldgicos
com a FPP, este estudo se prop0s a construir um indice bioldgico (IB) para predizer a fibrose
em pacientes esquistossomoticos. Para isso, foram selecionados 120 pacientes e aferidos os
marcadores: bioquimicos [transaminases (AST e ALT), y-glutamil transferase (y-GT),
fosfatase alcalina (FA) e acido hialurdnico (AH)], citocinas (IFN-y, TNF-a, TGF-p e IL-13] e
namero de plaquetas. A USG foi empregada para detectar e categorizar a fibrose usando a
classificagdo de Niamey. Os niveis séricos dos marcadores bioquimicos e o numero de
plaguetas foram determinados em aparelho automatizado, com exce¢do do AH que foi por
método imunofluorimétrico e as citocinas por ensaio imuno-enzimatico. A USG revelou 20
pacientes sem FPP, 50 com FPP moderada e 50 com FPP avancada. A analise multivariada
mostrou que FA e plaquetas foram os preditores de fibrose independentes, formando o IB. E
que AH e TGF-B foram os marcadores independentes para predizer a FPP avancada,
formando o IB2 Os IB! e IB2 apresentaram area abaixo da curva ROC de 0,828 e 0,967,
respectivamente. Usando-se valores abaixo do menor ou acima do maior ponto de corte, a
predicdo da auséncia ou presenca de FPP pode ser feita em 49,2% dos pacientes. Com valor
preditivo negativo (VPN) de 50% para excluir a fibrose e valor preditivo positivo (VPP) de
97,8% para definir a FPP. A predicao da auséncia ou presenca de FPP avancada p6de ser feita
em 71% dos pacientes. Com VPN de 94,7% para excluir a FPP avancada e com VPP de
97,1% para definir a fibrose avancada. Nossos resultados sugerem que os IBs tém potencial
para serem utilizados no diagndstico da presenca e gravidade da FPP, apds confirmacao
através do processo de validacéo.

Palavras-chave: esquistossomose mansoni; fibrose - diagnostico; marcadores bioldgicos;
indices.
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ABSTRACT

Periportal fibrosis (PPF) is the major pathological consequence of the Schistosoma mansoni
infection. Its diagnosis is assessing by the ultrasound and for having limitations, biological
markers have been proposed for predicting fibrosis. However, a biological index for the
detention of fibrosis in schistosomiasis was not yet proposed. The aim of our study was to
establish an association between biological markers with the PPF and to construct a biological
index (BI) to predict fibrosis in schistosomiasis patients. We selected 120 patients and we
measured the markers: biochemical [aminotransferases (AST and ALT), y-glutamil
transferase, alkaline phosphatase (AP) and hyaluronic acid (HA)], citokines (IFN-y, TNF-a,
TGF-p and 1L-13) and platelet count. The ultrasound was used to detect and to categorize the
fibrosis using the Niamey protocol. The serum levels of the biochemical markers and the
platelet count were determined in automated equipament, exception the HA that it was by an
immunofluorimetric method and the cytokines by commercial ELISA kits. The ultrasound
showed 20 patients without PPF, 50 with moderate PPF and 50 with advanced PPF. The
multivariate analysis showed that AP and platelet count were the independent predictors of
fibrosis, forming the BI:, whereas HA and TGF-p were the independent predictors of
advanced FPP, forming the BI2. The area under ROCs for prediction fibrosis and advanced
fibrosis were 0.828 and 0.967, respectively. Using values below of the lower or above of the
higher cut-off level, the prediction of absence or presence of PPF could be made in 49,2% of
patients. With 50% negative predictive value (NPV) for the exclusion of fibrosis and 97,8%
positive predictive value (PPV) to define the PPF. The prediction of absence or presence of
advanced PPF could be made in 71% of patients. With 94.7% NPV for the exclusion of
advanced PPF and 97.1% PPV to define advanced fibrosis. Our results suggest that the Bls
have potential to be used in the diagnosis of the presence and severity of the PPF, after
confirmation through the validation process.

Key words: schistosomiasis mansoni; fibrosis - diagnosis; biomarkers; index.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca que afeta mais de 200 milhGes de pessoas no mundo,
constituindo-se em um grande problema de salde publica. A patologia da doenca é provocada
por uma resposta inflamatdria granulomatosa do hospedeiro contra 0os ovos do Schistosoma
mansoni presos nos sinusoides hepaticos. Este processo pode levar ao acimulo e deposicédo de
tecido fibrético, estabelecendo a fibrose periportal (FPP) e, consequentemente, o
desenvolvimento de hipertensdo portal. As complicagdes desse quadro, como 0 sangramento
digestivo alto devido a ruptura das varizes esofagianas, sdo responsaveis pela mortalidade
associada a esquistossomose (ABATH et al., 2006; GRYSEELS et al., 2006; MANZELLA et
al., 2008).

A FPP ¢é uma consequéncia tipica da inflamacdo e leséo tecidual cronica provocada
pela embolizacdo dos ovos de S. mansoni que atingem o figado, provenientes das veias
mesentericas. O processo fibroso tem inicio quando as celulas estreladas hepaticas sao
ativadas e alteram seu fendtipo para miofibroblastos proliferativos e fibrogénicos com o
acumulo excessivo de proteinas da matriz extracelular (ECM), como colagenos (FRIEDMAN,
2008; JIAO; FRIEDMAN; ALOMAN, 2009), ao longo das ramificacBes do sistema porta
(HENRI et al., 2002), resultando de um desequilibrio entre a producdo e degradacdo da matriz
(FRIEDMAN, 2008; JIAO; FRIEDMAN; ALOMAN, 2009).

Métodos de imagem, como a ultrassonografia (USG), tornaram-se uma importante
ferramenta na avaliacdo da morbidade devido a infeccdo pelo S. mansoni, permitindo grandes
avancos na identificacdo das alteracfes hepaticas, esplénicas e do sistema porta (MACHADO
et al.,, 2002). Apesar da ampla utilizacdo da USG no diagnostico e acompanhamento das
formas clinicas da esquistossomose, seu uso apresenta algumas limitacGes, tais como: baixa
sensibilidade nas formas clinicas iniciais da doenca; necessidade de um examinador treinado;
ndo esta acessivel em todos os centros de salde, resultando no surgimento de um importante
campo de pesquisa na tentativa de desenvolver métodos ndo invasivos através de marcadores
biologicos séricos envolvidos no processo fibrogénico para avaliar o grau/estagio da fibrose
hepética na esquistossomose humana (BUCHARD et al., 1998; KOPKE-AGUIAR et al.,
2002; MARINHO et al., 2010; MORAIS et al., 2010; RICARD-BLUM et al., 1999).

A avaliacdo da presenca e gravidade da fibrose hepética 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
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desenvolvimento de complicagbes em pacientes com doenga hepatica crbnica, como a
esquistossomose mansonica (THULUVATH et al., 2005).

Diferentes marcadores bioldgicos tém sido associados com o desenvolvimento e
regulacdo da fibrose hepatica, sendo alvo de muitos estudos para propor um teste ndo invasivo
na avaliagdo do grau de fibrose, usando um marcador isoladamente ou em combinagdo (indice
bioldgico). Apesar da existéncia e aplicacdo de indices bioldgicos em outras doencas com
desenvolvimento de fibrose hepatica, como na hepatite C, ainda ndo foi proposto ou aplicado
um indice para a avaliacdo da fibrose na esquistossomose. Diante disso, 0 presente projeto
estudou marcadores bioldgicos para avaliar a associacdo entre a fibrose hepéatica na
esquistossomose mansdnica com 0s niveis séricos de marcadores bioldgicos, na tentativa de
desenvolver um indice biologico para analisar a fibrose periportal. O objetivo é contribuir
para um maior conhecimento do processo fibrogénico na esquistossomose, monitoramento,

identificacdo das formas graves e progndéstico da doenca nesses pacientes.
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2 ASPECTOS GERAIS SOBRE A ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

2.1 Epidemiologia

A esquistossomose mansOnica €, ainda hoje, considerada como uma das mais
importantes infecgdes helminticas em salde puablica e a segunda mais prevalente doenca
parasitaria humana, ficando atras apenas dos casos de malaria (BICHLER et al., 2001), devido
a sua cronicidade, ampla distribuicdo geografica e impacto na economia, pelas repercussoes
sobre a atividade da populagéo infectada (RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005).

E uma doenca milenar que afeta mais de 200 milhdes de individuos em éreas rurais e
peri-urbanas, distribuidos em 74 paises da Africa, do leste Mediterraneo, do Caribe e da
América do Sul. Entre as pessoas infectadas, 50 a 60%, mais de 100 milhdes, apresentam
manifestacbes da doenca e 10% desenvolvem a forma grave da esquistossomose
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2007).

O Brasil é um pais que apresenta uma grande diversidade geografica, climatica,
econdmica e social que se reflete na variedade de parasitas encontrados (SCHANACK et al.,
2003), onde a esquistossomose mansdnica é uma das mais importantes endemias parasitarias
(DOMINGUES; BARRETO, 2001). O surgimento da doenca no pais se deu, provavelmente,
durante o tréafico de escravos africanos, 0s quais eram portadores do parasita, 0 Schistosoma
mansoni. Fatores como a presenca de hospedeiros intermediarios suscetiveis (caramujos do
género Biomphalaria), clima favoravel (tropical), a falta de saneamento basico, 0
comportamento populacional inadequado e 0s movimentos migratorios favoreceram para o
estabelecimento e expansdo da doenca no territorio brasileiro (MELO; COELHO, 2010).

Apesar dos esfor¢os para o controle da doenca, o Brasil é o pais da América do Sul
onde se concentra 0 maior nimero de casos registrados, estimando-se 4,6% da populacdo, ou
seja, aproximadamente 6 a 7 milhGes de brasileiros infectados pelo parasita (KATZ;
PEIXOTO, 2000). Atualmente no pais a doenca ocorre em 19 das 27 unidades federativas, em
uma area ao longo do litoral, desde o Rio Grande do Norte até a Bahia, na regido Nordeste,
alcangando o interior do Espirito Santo e Minas Gerais, no Sudeste e também esta presente, de
forma localizada, em outros estados de todas as regies do pais (Figura 1) (BRASIL, 2007).

Embora a mortalidade por esquistossomose no Brasil tenha reduzido em
aproximadamente 62,9% entre os anos de 1980 a 2003 (FERREIRA; SILVA, 2007), dados da
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literatura mostram que esta doenca continua sendo um sério problema de salde publica
(KATZ; ALMEIDA, 2003). Alguns estudos regionais mostram uma situacdo preocupante e
ainda longe da erradicacdo do parasito ou da sua transmissdo, ocasionando sérias
consequéncias para o desenvolvimento socio-econémico do pais (COURA; AMARAL, 2004;
FERREIRA; SILVA, 2007; RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005).

A maioria dos casos da doenca ocorre na regido Nordeste, onde 0s estados de
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia apresentam as maiores prevaléncias do pais (COURA,;
AMARAL, 2004). Pernambuco é o estado mais afetado da regido com cerca de 15% da
populacdo infectada, onde a endemia é considerada uma das principais causas de mortalidade
por doenca transmissivel (COURA; AMARAL, 2004). Dados do Ministério da Saude
mostram que no ano de 2005 a prevaléncia da doenga no estado foi de 9,7% com 151.432
pessoas examinadas. Entre o periodo de 2001-2005, a média anual de internacdes foi de 233,8
e dos 519 o6bitos por esquistossomose registrados em 2004, no Brasil, Pernambuco foi
responsavel por 38,9% (BRASIL, 2007). No estado, a area endémica ocupa 79 dos 167
municipios, dos quais 55 estdo localizados na Regido Metropolitana e Zona da Mata e 24 no
Agreste pernambucano (FAVRE, 2001).
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Figura 1 - Areas endémicas e focais da esquistossomose mansonica no territorio brasileiro (2004)
Fonte: Brasil (2007).

Em Pernambuco, a esquistossomose é historicamente endémica na zona rural,
caracterizando-se sob a forma crbnica (BARBOSA et al.,, 2006; FAVRE et al., 2006).

Entretanto, os constantes movimentos migratorios de individuos infectados provenientes de
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areas endémicas para areas indenes aliado a ocupagdo desordenada e modificacdo dos espagos
urbanos tem contribuido para a expansdo da esquistossomose com o estabelecimento de novos
focos. Dessa maneira vem ocorrendo no estado uma mudancga no perfil epidemioldgico da
doenca em que casos de infeccdo aguda tém sido detectados em areas do litoral
pernambucano, acometendo em sua maioria individuos jovens e adultos que visitam essa
regido e se expdem a infeccdo (BARBOSA et al., 2010). Destaca-se a repercussao social e
econdmica que esta mudanca representa, considerando que essas areas sdo importantes para o
turismo do estado.

Embora o diagndstico e tratamento da esquistossomose sejam relativamente simples,
o0 controle da doenca é uma das tarefas mais dificeis dos servicos de saude publica em razédo
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 contaminagdo dos
recursos hidricos. Além disso, existe ainda: as limitagdes 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 doenca (COURA; AMARAL, 2004; MELO;
COELHO, 2010; RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005). Diante disso, é preciso que a
investigacdo epidemioldgica assuma a complexidade da endemia compreendendo a esséncia

social do processo saude/doenca e a historicidade dos seus determinantes.

2.2 Ciclo evolutivo e transmissado

O Schistosoma mansoni é um platelminto da classe Trematoda, pertencente a familia
Schistosomatidae, que apresenta sexos separados e dimorfismo sexual (MELO; COELHO,
2010). O ciclo de vida do S. mansoni é complexo com vérias fases evolutivas e heteroxeno, o
qual passa por duas fases: uma no hospedeiro definitivo/homem e outra no hospedeiro
intermediario/caramujo (KATZ; ALMEIDA, 2003).

O ciclo bioldgico (Figura 2) deste parasita inicia-se quando individuos infectados pelo
S. mansoni eliminam seus ovos pelas fezes. Em locais onde ndo ha rede adequada de esgotos,

as fezes sdo lancadas indevidamente em rios e lagos. E em contato com agua doce e
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estimulado por fatores como temperaturas mais altas, luz intensa e oxigenacdao da &gua, 0s
ovos eclodem e liberam uma larva ciliada denominada de miracidio. Estas nadam ativamente
e guiadas pela luminosidade e estimulos quimicos penetram em caramujos das espécies
Biomphalaria glabrata, B. straminea e B. teganophila (BRASIL, 2007). Dentro do
hospedeiro intermediario, o miracidio multiplica-se, sofre uma reorganizacdo celular e
transforma-se em esporocistos, 0s quais continuam a multiplicar e posteriormente se
transformam em larvas infectantes, as cercarias. Ap0s quatro a seis semanas, as cercarias
saem do caramujo e ficam livres no meio aquéatico, deslocando-se ativamente, podendo
penetrar em um hospedeiro definitivo, o homem, que esteja em contato com esse meio
(GRYSEELS et al., 2006; MELO; COELHO, 2010).

O contato do homem com &guas contaminadas com as larvas infectantes do S.
mansoni, devido a atividades domesticas (lavagem de roupas e loucas), de lazer (banhos em
colecBes hidricas) ou por atividades profissionais (agricolas) € a maneira pela qual ocorre a
transmissdo da esquistossomose (BRASIL, 2007).

ApOs a penetracdo das cercarias atraves da pele ou mucosa do homem, estas se
transformam em esquistossomulos, os quais migram pelo tecido subcutaneo e, ao penetrarem
num vaso, sdo levados passivamente até o coracdo direito, pulmdes, veias pulmonares,
coracdo esquerdo e se dirigem para o sistema porta-intra-hepatico. Uma vez no sistema porta,
0s esquistossdmulos se desenvolvem e transformam-se em vermes adultos (macho e fémea)
num periodo de aproximadamente 30 dias, 0s quais atingem a maturidade sexual, acasalam-se
e migram, contra a corrente sanguinea, para as veias mesentéricas inferiores, onde a fémea
inicia a oviposicdo. Os ovos podem atravessar a mucosa, alcancar a luz intestinal e,
posteriormente, serem eliminados juntos com as fezes do hospedeiro infectado, iniciando,
assim, um novo ciclo biologico do parasita e de transmissdo da doenca ou ficar presos e serem
depositados no figado e intestino. Os primeiros ovos sao Vvistos nas fezes cerca de 45 a 50 dias
apos a infeccdo do hospedeiro (MELO; COELHO, 2010).
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Figura 2 — Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni.
Fonte: Gryseels et al. (2006).

Nota: A — Vermes adultos acasalados; B — Ovos (esquerda para direita: Schistosoma haematobium, S. mansoni e
S. japonicum), C — Miracidio; D — Hospedeiro intermediario (esquerda para direita: Oncomelania, Biomphalaria
e Bulineus); E — Cercaria.

2.3 Manifestacdes clinicas

Na esquistossomose mansdnica 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 estdgio de desenvolvimento do parasito no
hospedeiro (BRASIL, 2007).

O surgimento de lesdes 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 exposicdes
(KATZ; ALMEIDA, 2003; MELO; COELHO, 2010).

A fase aguda é caracterizada pela dermatite cercariana e pela febre de Katayama
(GRYSEELS et al., 2006; PORDEUS et al., 2008). A dermatite cercariana ocorre apds a
penetracdo das cercarias no hospedeiro e pode provocar um quadro de dermatite
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urticariforme, com micropéapulas eritematosas e pruriginosas, que pode durar até cinco dias
apos a infeccdo (GRYSEELS et al., 2006; MELO; COELHO, 2010). A febre de Katayama é
em decorréncia da migracdo das formas imaturas do parasito, 0s esquistossdomulos, ocorrendo
em algumas semanas ap0s a infecgdo. E caracterizada por febre, fatiga, mialgia, cefaléia,
indisposicao e tosse seca. A maioria dos pacientes recupera-se espontaneamente ap6s 2 a 10
semanas, mas alguns podem desenvolver uma doenca persistente e mais complicada com
perda de peso acentuada, manifestacGes pulmonares, diarréia, dor abdominal difusa e vomitos.
Ao exame fisico, o paciente pode apresentar leve aumento do figado e do baco
(hepatoesplenomegalia) e ao exame laboratorial, uma eosinofilia (DA SILVA; CHIEFFI;
CARRILHO, 2005).

Os sintomas clinicos da fase aguda raramente ocorrem em populagdes de areas
endémicas, mas é comum entre individuos, como visitantes e emigrantes, que se expdem pela
primeira vez ao estagio infectante (cercarias) do parasito em cole¢6es hidricas contaminadas
(MELTZER et al., 2006).

A fase aguda dura em torno de um a dois meses e seus sintomas desaparecem através
de tratamento especifico. Mas em individuos que ndo foram tratados, a doenca pode evoluir
para a fase crdnica, com sinais de progressdo da doenca para diversos 6rgaos e com niveis
extremos de gravidade (BRASIL, 2007). Essa fase é a principal causa da morbidade em
regibes endémicas e pode ser dividida em trés formas clinicas: intestinal, hepatointestinal e
hepatoesplénica, sendo a ultima forma subdividida em compensada e descompensada (REY,
2001).

A esquistossomose intestinal (EI) é a forma mais encontrada nas regifes endémicas,
responsavel por 90% dos casos da doenca (PORDEUS et al., 2008). Porém, pode apresentar-
se assintomatica ou com sintomas discretos, enquanto a carga parasitaria for baixa e o
acimulo de ovos do parasito nos tecidos for pequeno. E caracterizada por dor ou desconforto
abdominal, perda de apetite e diarréias repetidas que podem ser mucossanguinolentas
(BURKE et al., 2009; GRYSEELS et al., 2006). As manifestacdes clinicas da
esquistossomose hepatointestinal (EHI) sdo muito semelhante as da EI, entretanto ocorre um
maior acometimento hepatico, com o figado apresentando-se aumentado de volume
(hepatomegalia) e bastante doloroso a palpacdo. E nos casos mais avancados dessa forma
clinica, pode-se observar a presenca de tecido fibrético nos espagos intra-hepaticos do sistema
porta (CHIAVAROLI; GRIMA; GRIMA, 2008; MELO; COELHO, 2010).

Na infeccdo pelo S. mansoni, o figado é o principal local afetado, pois logo apds a

oviposicdo pelas fémeas nas veias mesentéricas, 0os ovos sdo carregados pela circulacdo
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sanguinea para o interior do 6rgdo. Alguns ovos ficam presos nos pequenos vasos do figado,
induzindo uma vigorosa resposta imune com a formagéo de granulomas e, consequentemente,
0 surgimento de alteracBes hepéticas tipicas. Devido a continua oviposicdo e o acimulo da
formacdo de novos granulomas em torno desses ovos, as lesdes hepéaticas se tornam mais
graves (PEARCE; MacDONALD, 2002). A infeccdo crbnica e o processo inflamatorio
granulomatoso conduzem ao excesso de deposito de colageno e de outros componentes da
matriz extracelular nas ramificacGes intra-hepaticas da veia porta, causando a fibrose
periportal, a qual é considerada como sinal patognoménico da esquistossomose (MACHADO
et al., 2002; REY, 2001).

As consequéncias mais graves da infecgcdo pelo S. mansoni sdo o resultado de um
aumento na pressdo sanguinea no sistema porta, porque o figado se torna fibrético. Com o
evoluir da doenca, a FPP progride, congestionando o fluxo sanguineo da veia intra-hepatica
portal, o que contribui para o desenvolvimento da esquistossomose hepatoesplénica (EHE)
(MANZELLA et al., 2008). Esta forma clinica da doenca € a mais importante complicacéo
crénica, representando o indicador de maior gravidade, principalmente em areas endémicas
gue mostram alta prevaléncia e piores condi¢cdes socio-econémicas (CLEVA et al., 2004).

Em um estudo realizado por Mesquita et al. (2004) no estado de Pernambuco, 0s
autores verificaram que a EHE apresenta, nas regifes endémicas, prevaléncia de 2 a 7%. A
apresentacdo clinica é classificada em quatro estagios: precoce, moderado, tardio ou terminal.
Os primeiros dois estagios sdo considerados compensados e caracteriza-se pela presenca de
hepatoesplenomegalia. As lesbes perivasculares intra-hepaticas séo em quantidade suficiente
para gerar transtornos na circulacdo portal, com certo grau de hipertensdo que provoca
congestdo passiva do baco. A hipertensdo portal € a manifestacdo mais séria da doenca e
ocorre em 5 a 10% dos pacientes. O baco aumenta de volume, em grande parte devido a
congestdo venosa do ramo esplénico (veia esplénica do sistema porta), bem como a
hiperplasia das células do sistema macrofago-linfocitario (REY, 2001). Nessa fase, inicia-se a
formacdo de circulacdo colateral e de varizes no es6fago, com o comprometimento do estado
geral do paciente (BRASIL, 2007).

Os ultimos estagios (tardio e terminal) sdo definidos como descompensados, sendo
responsaveis pela mortalidade por essa causa especifica. Caracteriza-se por figado volumoso
ou j& contraido pela presenca de fibrose periportal avancada, elevacdo do grau de hipertensdo
portal e esplenomegalia acentuada (BRASIL, 2007). Em muitos pacientes ocorre anemia,
leucopenia e plaquetopenia, que podem apresentar-se associadas ou ndo, sendo atribuidas ao
hiperesplenismo (PETROIANU; OLIVEIRA; ALBERTI, 2004). Além disso, outros quadros
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clinicos sdo evidenciados, como desnutricdo, ascite (acimulo de liquido na cavidade
peritoneal), aumento da formacdo de circulacdo colateral e varizes gastroesofagicas, as quais
podem romper e causar hemorragia digestiva alta, representando a causa usual de 6bitos pela
esquistossomose (ALVES Jr. et al., 2003; GRYSEELS et al., 2006; MACHADO et al., 2002;
MANZELLA et al., 2008).

2.4 Diagnostico

O diagnoéstico da esquistossomose pode ser feito atraves do exame clinico-
epidemiologico e laboratorial. Os sinais e sintomas caracteristicos da doenga podem sugerir o
seu diagnostico clinico, juntamente com os dados epidemiologicos do paciente, como
historico de exposicdo (contato com aguas que contenham caramujos) e ser procedente de
uma area endémica. Entretanto, a esquistossomose pode ser confundida com outras doencas
em funcdo das diferentes manifestagdes que ocorrem durante a sua evolucdo, tendo o
diagnostico confirmado atraves de exames laboratoriais (BRASIL, 2007).

Para o diagnostico laboratorial pode ser realizado métodos parasitologicos,
imunoldgicos e de imagem. O encontro dos ovos do parasito nas fezes do paciente através do
exame parasitologico, ainda € considerado o padrdo-ouro para o0 diagnostico da
esquistossomose mansonica. Os ovos do S. mansoni sdo faceis de detectar e identificar pela
microscopia devido ao seu tamanho e a presenca de um espiculo lateral tipico (GRYSEELS et
al., 2006). Quanto ao método utilizado, a OMS recomenda o Kato-Katz, por ser o exame
parasitologico de fezes mais sensivel, rapido e de facil execucdo, além de ser o mais preciso
qualitativa e quantitativamente, permitindo, assim, avaliar a intensidade do parasitismo
(KATZ; ALMEIDA, 2003). A bidpsia retal ou hepatica sdo métodos auxiliares indicados em
casos de exame parasitologico de fezes negativo ou em condi¢bes muito especiais, entretanto
a bidpsia hepéatica, para o diagnostico exclusivo da esquistossomose, ndo deve ser
recomendada (MELO; COELHO, 2010).

Os métodos imunoldgicos verificam a resposta imunoldgica do hospedeiro contra a
presenca do parasito em seu organismo. Estes testes possuem boa sensibilidade, mas séo de
pouco valor no diagndstico por ocorrer reagdes cruzadas com outras helmintoses, ndo se
correlacionarem com a intensidade da infecgdo, permanecerem positivos apos a cura do

paciente e pela dificuldade de execucdo. Mais podem ser importantes para o diagnostico nos
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viajantes, emigrantes e pessoas expostas ocasionalmente. Entre as técnicas sorologicas mais
utilizadas estdo o ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay), a imunofluorescéncia
indireta e a reacdo de hemaglutinacéo indireta (GRYSEELS et al., 2006).

Métodos de imagem, como a ultrassonografia (USG), ressonancia magnética,
tomografia computadorizada, cintilografia, esplenoportografia e elastrografia séo utilizados
para deteccdo das lesbes provocadas pelo S. mansoni particularmente no figado e sistema
porta. Dentre eles, a USG é o mais utilizado por ser ndo invasivo, simples de ser realizado,
ndo ter as desvantagens de irradiacdo, ter, comparativamente, um custo mais baixo e maior
aplicabilidade em estudos de campo em relagdo aos outros métodos de imagem
(DOMINGUES, 2008). A USG constitui-se em um grande progresso para o diagnostico
clinico, principalmente na fase crdnica da doenca, e vem sendo muito utilizada nos principais
centros de saude do nosso pais (MELO; COELHO, 2010). Através da USG é possivel
analisar: a superficie hepatica, o tamanho dos lobos direito e esquerdo do figado (indicando
presenca ou auséncia de hepatomegalia), o volume do baco (esplenomegalia), os diametros
das veias porta e esplénica, o estagio da fibrose periportal e os sinais de hipertensao portal
(circulacdo colateral e ascite), permitindo avaliar a extensdo, evolugéo e possivel regressao da
doenca apds seu tratamento (ESPIRITO SANTO et al., 2008; MACHADO et al., 2002;
SANTOS et al., 2007).

A avaliacdo ultrassonografica da fibrose periportal em pacientes esquistossomoticos é
composta por uma graduacdo subjetiva (analise qualitativa, comparando-se o figado
examinado com padrGes de acometimento pela fibrose) e objetiva (analise quantitativa,
medindo-se a espessura da fibrose periportal). A andlise qualitativa € obtida através da
classificacdo de Niamey (RICHTER et al., 2001), a qual considera seis padrbes de fibrose
periportal 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 fibrose periportal é
ordenada em trés graus através da média de espessura do tecido fibrotico encontrado: grau | —
leve (> 3 a<5mm); grau Il — moderada (> 5 a <7 mm); grau Ill — severa (> 7 mm).

Apesar da ampla utilizacdo da USG no diagndstico e acompanhamento da
esquistossomose, seu uso apresenta algumas limitacOes: baixa sensibilidade nas formas
iniciais da doenca; necessidade de um examinador treinado para o diagnostico da doenca;
variacao inter-examinador, sendo considerado um procedimento examinador-dependente; néo
estd acessivel em todos os centros, principalmente nos menores que estdo situados em areas
urbanas e rurais endémicas (LAMBERTUCCI; SILVA; ANTUNES, 2007).
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Como resultado dessas limitagdes, estudos sugiram abrindo um importante campo de
pesquisa na tentativa de desenvolver meétodos diagndsticos ndo invasivos através de
marcadores bioldgicos séricos (bioquimicos e citocinas envolvidas na regulacdo da fibrose)
com potencial para prover um método sensivel e custo efetivo na avaliagdo do grau/estagio da
fibrose hepatica na esquistossomose humana (BUCHARD et al., 1998; KOPKE-AGUIAR et
al., 2002; MARINHO et al., 2010; MORAIS et al., 2010; RICARD-BLUM et al., 1999).

2.5 Tratamento

O tratamento da esquistossomose é realizado através de antiparasitarios com
substancias quimicas toxicas ao parasito. Atualmente o tratamento é realizado com
medicamentos disponiveis no mercado brasileiro: praziquantel e oxamniquina.

O praziquantel é uma droga que atua contra todas as espécies do género Schistosoma
que infectam o homem. Pertence ao grupo quimico isoquinolino-pirazino, atuando,
principalmente, no tegumento do parasito. Essa lesdo provocada pela acdo da droga expde
antigenos-alvo da resposta imune especifica para o processo de eliminacdo dos vermes. O
esquema terapéutico que apresenta melhor eficacia é a dose oral diaria de 60 mg/kg para
criancas até 15 anos e 50 mg/kg para adultos, ambos em dose Unica. Os efeitos colaterais sdo
pouco intensos e passageiros, caracterizados por dor abdominal, cefaléia e sonoléncia,
principalmente (GRYSEELS et al., 2006; MELO; COELHO, 2010).

A oxamniquina pertence ao grupo quimico aminoalquiltolueno e seu mecanismo de
acdo se baseia em efeito anticolinérgico como também na inibicdo da sintese de acidos
nucléicos. Entre o género Schistosoma, atua somente nas formas maduras da espécie S.
mansoni. Os machos sdo mais afetados pelo medicamento que as fémeas, mas, mesmo assim,
as que sobrevivem ao tratamento ndo conseguem mais realizar a oviposi¢do, interrompendo a
continuidade da doenca. Como 22 escolha, oxamniquina, € administrada em dose oral Unica
em adultos (15 mg/kg) e em criancas é dividida em duas doses diarias orais de 10 mg/kg, 1
hora apds as refeigdes. Pode provocar alguns efeitos colaterais como: alucinagdes, tonturas,
excitacdo e mudancgas de comportamento (MELO; COELHO, 2010).

Tanto o praziquantel como a oxamniquina sdo tolerados e de baixa toxicidade e a
eficacia do tratamento gira em torno de 80% dos casos, em adultos e 70% em criancas de até

15 anos. Atualmente, no Brasil, prefere-se 0 praziquantel por apresentar menor custo e
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também por ser fabricado em Farmanguinhos/Fundagdo Oswaldo Cruz (KATZ; ALMEIDA,
2003). O tratamento quimioterdpico deve ser realizado em todos os casos confirmados
(pacientes com a presenca de ovos viaveis nas fezes ou na mucosa retal). A importancia do
tratamento reside ndo s6é no fato de curar a doenga ou diminuir a carga parasitaria dos

pacientes, como também impedir sua evolucao para as formas graves (BRASIL, 2007).

2.6 Imunopatologia

A patologia da esquistossomose mansénica € desencadeada principalmente por uma
resposta imunologica (inflamatoria granulomatosa) que ocorre em torno dos ovos vivos do
parasito retidos nos tecidos do hospedeiro. A resposta granulomatosa € considerada uma
reacdo de hipersensibilidade tipo tardia mediada por células T CD4" e desenvolve-se em cinco
estdgios patoldgicos: reacdo fraca, a qual € caracterizada pelo acUmulo de células
mononucleares, neutrofilos e eosindfilos ao redor do ovo recém depositado; fase exudativa
com a formacdo de um microabcesso neutrofilico; fase exudativa-produtiva, onde ocorre o
amadurecimento do granuloma com o aparecimento de histidcitos e células epiteldides que
gradualmente substitui a zona leucocitaria e fibrocitos na zona periférica da leséo; estagio
produtivo, no qual os ovos se tornam degenerados e desintegram-se, com um maior namero
de fibrocitos e deposicdo de fibras colagenas na area lesionada; e o estagio de involugdo com
a reducao no tamanho e endurecimento do granuloma (BURKE et al., 2009).

Os linfocitos 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) ¢ Th2 (que
produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13). As citocinas Thl ativam a resposta inflamatéria e
citotoxica, induzindo uma hipersensibilidade tipo tardia. Enquanto, as citocinas Th2
estimulam a producdo de anticorpos, particularmente IgE e aumentam a proliferacdo de
eosinéfilos. Essas duas respostas sdo reguladas mutuamente, onde ocorre a producao
simultanea de ambos os perfis de citocinas (ABATH et al., 2006; JANEWAY et al., 2007).

Fallon et al. (2000), em um estudo com camundongos deficientes na producéo de IL-4
ou IL-13 ou em ambas, demonstraram que a IL-4 é responsavel pelo desenvolvimento da
resposta granulomatosa, induz a proliferacdo de linfocitos Th2 e é importante para a producéo
de IL-5 e IL-13. Ja a IL-13 € considerada uma citocina pro-fibrotica, sendo assim, relacionada

ao desenvolvimento da fibrose hepética induzida pelo S. mansoni. A IL-5 é importante para o
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recrutamento de eosinofilos na resposta granulomatosa (REIMAN et al., 2006) e a IL-10
apresenta um papel fundamental na regulacdo da resposta Thl e Th2, prevenindo o
desenvolvimento de uma patologia mais grave (ABATH et al., 2006).

Estudos realizados com modelos experimentais (murinos) e em humanos infectados
pelo S. mansoni tem caracterizado a esquistossomose como uma doenca predominantemente
do tipo Th2, implicando a producéo deste perfil de citocinas como a causa da morbidade e de
ser prejudicial ao hospedeiro (deJESUS et al., 2004; MAGALHAES et al., 2004). Entretanto,
dados de um estudo com camundongos infectados sugerem que a resposta do tipo 2 é
necessaria para a sobrevivéncia do hospedeiro (FALLON et al., 2000). Ao contrario, estudos
em humanos infectados para avaliar o perfil de citocinas associadas com a doencga sugerem
que uma resposta pro-inflamatoria do tipo Thl é a causa da morbidade (HENRI et al., 2002;
MORAIS et al., 2008).

Em camundongos infectados, durante as primeiras semanas de infeccdo, uma
moderada resposta Thl é gerada contra a migracdo da forma imatura do parasito. Esta
resposta é caracterizada pelo aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatérias, TNF-a e IFN-
v (PEARCE; MacDONALD, 2002; WILSON et al., 2007). Entdo, acredita-se que a resposta
imunologica muda para uma resposta predominante do tipo Th2 no momento da oviposigéo,
com aumento na expressao das citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. A resposta Th2 alcanca
um pico em aproximadamente 8 semanas ap0s a infeccdo e é modulada/regulada com a
progressao da doenca (BURKE et al., 2009).

No homem, o perfil de producdo de citocinas esta relacionado com as diferentes
formas clinicas da esquistossomose, 0 que revela um estudo realizado por Morais et al.
(2008). Neste estudo foi verificado que na fase aguda ha uma associacdo na expressao de
citocinas do tipo Thl e Th2 com predominancia das Thl, onde se observa niveis altos de IFN-
vy e baixo de IL-10, pois nesta fase ndo ocorre uma modulacdo da resposta imunoldgica.
Também ocorre um aumento no nimero de eosindfilos e producdo de IgE (CALDAS et al.,
2008).

Pacientes com a forma intestinal exibem uma resposta mista Th1/Th2 com altos niveis
de IL-4 em comparacdo a fase aguda e também sucede aumento na frequéncia de células T
produtoras de IL-10. Os pacientes portadores da EHI reagem aos antigenos do Schistosoma
com um perfil dominante de citocinas Th2, apresentando um aumento na producéo das IL-4 e
IL-5, entretanto, apresentam pouca IL-10 quando comparados com pacientes na forma EIl. Em
contraste, pacientes hepatoesplénicos tém uma fraca resposta Th2 associada com o aumento

na producdo de IFN-y e TNF-a, ¢ diminui¢ao da expressao das citocinas 1L-5 e IL-10, o que
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leva ao desenvolvimento de uma resposta imunoldgica predominantemente pré-inflamatoria
(ABATH et al., 2006; BURKE et al., 2009; MORAIS et al., 2008; TEIXEIRA-CARVALHO
et al., 2008).

Porém, baixos niveis na producdo de IFN-y e niveis elevados das citocinas TNF-a, IL-
4, IL- 5, IL-10 e IL-13 tém sido associados com um aumento no risco de desenvolver fibrose
hepatica severa na esquistossomose (ALVES-OLIVEIRA et al., 2006; deJESUS et al., 2004).
Henri et al. (2002) em um trabalho realizado em uma populacdo sudanesa mostraram que a
producdo de IFN-y em culturas de células mononucleares periféricas (PBMC) de pacientes
com fibrose periportal moderada a severa € muito mais baixa do que em culturas de
individuos com FPP leve, enquanto que altos niveis de TNF-o estavam associados com a FPP
moderada a severa. Esse estudo sugere, juntamente com os resultados de estudos
experimentais sobre o papel de certas citocinas na regulacéo da fibrose hepatica induzida pelo
S. mansoni, que o IFN-y exerca um importante papel na prote¢do contra a FPP, enquanto que
0 TNF-a pode agravar a fibrose em individuos cronicamente infectados.

Além disso, em individuos nos estagios inicias do desenvolvimento da
hepatoesplenomegalia foi demonstrado uma associacdao do perfil de citocinas Th2 (IL-5, IL-
10 e IL-13) com FPP severa. Como a doenca hepatoesplénica é uma complicacdo crénica da
doenca, € concebivel que mecanismos imunes sejam responsaveis para a ocorréncia da fibrose
no inicio dessa forma e precede o desenvolvimento da hepatoesplenomegalia (MAGALHAES
et al., 2004).

Em resumo, na esquistossomose masonica murina, trabalhos tém associado o inicio da
inflamacdo granulomatosa a uma resposta Th1l de curta duracdo. Todavia, outros estudos na
literatura apontam que as alteracGes patoldgicas na esquistossomose sdo decorrentes de
citocinas do tipo Th2 (HOFFMAN; CHEEVER; WYNN, 2000), em que as IL-4, IL-5 e IL-13
contribuem para a formacdo do granuloma e a presenca de eosinéfilos nessas lesGes
(CHIAROMONTE et al. 2001). Entretanto, nos seres humanos, baixos niveis de IFN-y e altos
niveis de TNF-a (perfil Thl) estdo associados com a presenca de fibrose periportal avancada
(BOOTH et al., 2004; HENRI et al., 2002).

Os achados nos diferentes estudos sugerem que ndo ha um consenso sobre qual perfil
de produgdo de citocinas, tipo Thl ou Th2, é responsavel pela morbidade observada na
esquistossomose humana, sugerindo que o resultado da doenca é influenciado pela natureza
da resposta imune Th1/Th2 contra antigenos do Schistosoma (ABATH et al., 2006).
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2.7 Fibrose hepética na esquistossomose

A fibrose hepética é a maior causa de morbidade e mortalidade mundialmente, e ¢é
induzida por uma variedade de fatores como o abuso de drogas e alcool, alergias cronicas e
diferentes agentes infecciosos. Além disso, é o resultado do dano crénico ao figado em
conjunto com o acimulo de elementos da matriz extracelular (ECM) (colagenos, elastina,
proteoglicanos e proteinas), o que é uma caracteristica das doencas hepaticas cronicas
(FRIEDMAN, 2008; JIAO; FRIEDMAN; ALOMAN, 2009).

A ativacdo das células estreladas hepéticas (conhecidas também como lip6citos a
células de Ito) é o evento dominante na fibrogénese e consiste na alteracdo fenotipica dessas
celulas em fibroblastos e em miofibroblastos proliferativos e fibrogénicos (ANTHONY et al.,
2010; FRIEDMAN, 2008; JIAO; FRIEDMAN; ALOMAN, 2009). No figado normal, as
células estreladas hepaticas residem no espaco de Disse, armazenam gordura e granulos de
vitamina A e compreendem aproximadamente 15% do total de celulas residentes no figado.
Constituem as principais estruturas responsaveis pela homeostase do 6rgdo e desempenham
um papel central na resposta a lesdo hepatica. Com a lesdo, essas células sdo ativadas e
ocorre a alteragéo fenotipica.

A ativacdo das células estreladas hepaticas revela-se um processo complexo e
organizado, composto de trés etapas denominadas: iniciacdo, perpetuacdo e resolucdo. A
iniciacdo é caracterizada por alteracdes rapidas e fenotipicas celulares, tornando-as
responsivas as citocinas e a outros estimulos locais. As respostas celulares que se seguem a
iniciacdo sdo denominadas perpetuacdo (continuacdo dindmica do processo fibrético) e
consistem nos eventos celulares que amplificam o fenotipo ativado através da expressdo e
responsividade das citocinas. A resolucdo representa a etapa essencial da reversibilidade da
fibrose (FRIEDMAN, 2008; JIAO; FRIEDMAN; ALOMAN, 2009).

As células estreladas hepaticas sdo responsaveis pela formacdo da ECM, que é
importante para manter a funcdo diferenciada de todas as células residentes no figado. Porém,
com o processo fibrético, ocorrem mudancas quantitativas e qualitativas na composicao da
ECM hepatica. Nos estagios avangados, o figado contém aproximadamente seis vezes mais
ECM do que o figado normal, incluindo colagenos (I, Il e IV), fibronectina, elastina,
laminina, acido hialurdnico e proteoglicanos (BATALLER; BRENNER, 2005; FRIEDMAN,
2008).

As células estreladas hepaticas secretam enzimas chaves na fisiopatologia da fibrose,

as metaloproteinases (MPs), que promovem a degradacdo da ECM. As MPs sdo reguladas
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pelos inibidores tissulares de metaloproteinases (TIMPs), gerando um balanco entre as agdes
de sintese (fibrogénese) e degradacéao (fibrélise) da ECM, sendo este mecanismo importante
para 0 sucesso do processo de reparacdo de danos causados ao tecido hepatico (WYNN,
2007). Contudo, a permanéncia do agente agressor no figado resulta em uma maior deposi¢do
dos componentes da ECM devido a diminuicao da sua degradacdo pelas MPs ocasionada pela
super expressdo dos TIMPs (BATALLER; BRENNER, 2005). Esse desequilibrio em
conjunto com o acumulo dos ECM distorcem a arquitetura hepética, levando a formacédo de
cicatrizes fibrosas (Figura 3) que resultam em alteracdes estruturais e funcionais (BISSEL,;
ROULOT; GEORGE, 2001; FRIEDMAN, 2008; JIAO; FRIEDMAN, ALOMAN, 2009).

Na esquistossomose, a fibrose é decorrente da resposta inflamatoria granulomatosa aos
antigenos liberados pelos ovos do parasito presos nos sinusoides hepaticos e é limitada ao
espaco periportal, sem haver comprometimento do parénquima hepatico nem progressao para
cirrose (ABATH et al., 2006; PEARCE; MacDONALD, 2002). O acimulo de tecido fibroso
em decorréncia da formacéo do granuloma pode obstruir o fluxo sanguineo portal, resultando
em hipertensdo portal e suas sequelas (esplenomegalia e varizes gastroesofagianas), o que

causa morbidade e mortalidade associada com a esquistossomose (BURKE et al., 2009).
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Figura 3 — Processo fibrogénico na esquistossomose mansénica.
Fonte: Esquema elaborado pela autora.
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2.8 Marcadores bioldgicos da fibrose hepética

Muitas citocinas estdo envolvidas na regulacdo da producdo de proteinas da ECM,
entre as quais, TGF-B, TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 sdo as mais
importantes (HENRI et al., 2002). Em particular, 0 TGF-B tem sido implicado na resposta a
lesdo hepatica, incluindo a fibrogénese. No figado normal, as células de Kupffer (macr6fagos
ligados ao endotélio) produzem fatores que previnem a sintese de coladgeno pelas células
estreladas. Na vigéncia da lesdo hepética, essas células ativadas sintetizam citocinas e
induzem a expressdo do TGF-B, que, por sua vez, promove a proliferacdo das células
estreladas e a deposicdo de coldgeno (FRIEDMAN; PHAIR, 2003). O TNF-a. € um potente
indutor no metabolismo do colageno encontrado na matriz extracelular e, age nas células de
Kupffer, aumentando a producdo de proteinas da ECM. Alguns estudos tem mostrado uma
significante associacao entre altos niveis dessa citocina e a presenca de fibrose hepatica severa
em individuos cronicamente infectados pelo S. mansoni (BOOTH et al., 2004; HENRI et al.,
2002), sendo também encontrada elevada em pacientes com EHE (MAGALHAES et al.,
2004).

O IFN-y exerce um papel na regulacdo da ativacdo de fibroblastos e na sintese de
coldgeno através da inibicdo da diferenciacdo das células estreladas hepéticas 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; TALLAT
et al., 2007) e que em modelos murinos, o IFN-y inibe a deposicdo de colageno
(STAVITSKY, 2004).

Fallon et al. (2000) verificaram que a remocéo da IL-13 em camundongos infectados
com o S. mansoni é benéfica para a sobrevivéncia do hospedeiro. Este progndstico
correlaciona-se com uma reducdo na deposicdo de colageno, indicando que a IL-13 exerca um
papel no desenvolvimento da fibrose hepatica. Além disso, diferentes estudos sugerem que
esta citocina estimule a producdoo de TGF- (KAVIRATNE et al., 2004; LEE et al., 2001). O
papel fibrogénico da IL-13 parece provir de sua habilidade, junto com IL-4, em induzir a
producdo da enzima arginase em macrofagos. Essa enzima usa a L-arginina como um
substrato para produzir a L-ornitina, que é convertida em prolina. A prolina é um aminoacido

essencial que esta envolvido na producdo de colageno e, consequentemente, no
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desenvolvimento da fibrose (HESSE et al., 2001; PEARCE; MacDONALD, 2002; WILSON
et al., 2007).

O desenvolvimento da fibrose no figado é um processo complexo que envolve
diferentes tipos de células e de mediadores que conduzam, eventualmente, ao depdsito e a
acumulacdo de numerosos componentes na matriz extracelular. Além de citocinas, as
proteinas da ECM ou produtos do seu metabolismo e enzimas hepaticas circulantes estdo
envolvidos ou refletem o processo de fibrogénese (FRIEDMAN, 2008).

O écido hialurénico (AH) é um glicosaminoglicano, sintetizado por células do tecido
conectivo e, no figado, pelas células estreladas, com um papel estrutural na matriz
extracelular. E degradado pelas células sinusoidais hepatica, e seu nivel aumentado no soro
pode estar relacionado a deficiéncia organica endotelial que ocorre enquanto a fibrose
progride. Em estudos na esquistossomose humana, a concentracdo do acido hialurénico no
soro de pacientes estava correlacionada com os graus de FPP (RICARD-BLUM et al., 1999) e
foi possivel diferenciar pacientes com formas mais leves sem hipertensao portal daqueles com
hipertensdo portal (KOPKE-AGUIAR et al., 2002). Em um estudo recente, os resultados
demonstraram uma excelente correlacdo entre os niveis hepaticos e periféricos do AH em
pacientes esquistossomaticos, revelando diferencas nos niveis séricos entre individuos sem
fibrose dos pacientes com fibrose e também entre os graus de FPP leve e intensa (MARINHO
et al., 2010) Esses estudos em conjunto associam o AH como um bom marcador para
diagnosticar a fibrose na esquistossomose

Em relacdo as enzimas hepaticas, a determinacdo dos niveis de transaminases é muito
atil para o diagnostico de doencas com envolvimento hepatico. A alanina aminotransferase
(ALT) e o aspartato aminotranferase (AST) estdo presente em grande quantidade nas células
do figado e o aumento nos niveis séricos servem como indicadores de dano hepatico, sendo
observado nos casos de fibrose (LEROY, 2008). Embora na fibrose provocada pelo S.
mansoni ndo seja observado dano hepatico, estudos tem demonstrado que a elevacdo das
aminotransferases podem ocorrer devido a um processo inflamatério intenso e também serem
Gteis para definir o grau de envolvimento hepético na esquistossomose (COUTO et al., 2008;
LAMBERTUCCI; SILVA; ANTUNES, 2007;). E apesar da esquistossomose hepatica ndo ser
caracterizada pela presenca da reducdo do fluxo biliar, ja foram descritas elevacgdes séricas de
enzimas colestaticas (y-glutamiltransferase - y-GT e Fosfatase Alcalina — FA) em pacientes
portadores das formas EHI ou EHE (AMARAL et al., 2002; MORAIS et al., 2010). O

espessamento da parede dos ductos biliares pelo parasito pode ser resultante da infiltracdo de
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celulas envolvidas na resposta inflamatdria e da proliferacdo de fibroblastos (AMARAL et al.,
2002).

As plaquetas, que também participam do processo de fibrogénese, produzem diversos
mediadores, como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o TGF-p ¢ o fator de
crescimento epidérmico (EGC). A participacdo das plaquetas no processo de fibrose hepética
pode ser evidenciada inicialmente pela sua capacidade de estarem presentes entre os capilares
sinusoides e 0s hepatocitos (espago Disse) (SOARES et al., 2007). A diminuicdo moderada no
namero de plaquetas é considera como marcador de hipertensdo portal nas formas graves da
esquistossomose (SOUZA; TOLEDO; BORGES, 2000).

Dessa forma, diferentes marcadores bioldgicos (citocinas, bioquimicos e plaquetas)
participam do processo de desenvolvimento da fibrose hepéatica na ocorréncia da
esquistossomose (Tabela 1). Muitos desses marcadores tém sido aplicados, isoladamente ou
em conjunto, para a investigacdo da fibrose hepatica, especialmente em pacientes com
hepatite C. Indices biologicos, como por exemplo, Fibrotest, APRI, Forns, Hepascore, dentre
outros (GRESSNER; WEISKIRCHEN; GRESSNER, 2007) vem sendo utilizados como uma
metodologia complementar para acompanhar os pacientes ap0s a realizacdo da bidpsia
hepatica.

Entretanto, é importante ressaltar que até 0 momento, na esquistossomose mansoénica,
ndo ha nenhum marcador sérico utilizado isoladamente ou em conjunto que substitua na rotina
ou complemente a USG no diagndstico da FPP, demonstrando a importancia do nosso estudo
ao tentar construir um indice bioldgico de fibrose com os marcadores biologicos associados.
A andlise dos niveis desses marcadores demonstra ser de grande valor para avaliar o estagio
da fibrose, monitorando a doenca, como também intervindo na sua progressao e melhorando a

qualidade de vida dos pacientes.
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MARCADOR BIOLOGICO
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ACAO
TGF-B Pro-fibrética
TNF-a Pro- fibrética

IL-13 Pro-fibrotica
IFN-y

Anti-fibrética
Acido Hialurénico Componente da ECM

Alanina Aminotransferase Determinar o grau de lesdo hepatica

Aspartato Aminotransferase Determinar o grau de lesdo hepatica

v-Glutamil Transferase Espessamento da parede dos ductos biliares

Fosfatase Alcalina Espessamento da parede dos ductos biliares

Producéo de Mediadores (TGF-pB)

Plaquetas

Quadro 1 — Acéo dos marcadores bioldgicos no processo fibrogénico na esquistossomose mansénica
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3 JUSTIFICATIVA

Devido a importancia da esquistossomose na saude publica mundial com mais de 200
milhdes de individuos infectados e aproximadamente 10% com a forma grave da doenca
(desenvolvimento de FPP, resultando em hipertensdo portal e suas sequelas), o estudo de
novos métodos para o diagnéstico das alteracdes hepaticas relacionado com esta doenca,
fornece informagdes para desenhar medidas de conduta em relagcdo ao paciente infectado e
estratégias para prevenir a transicdo da doenca para as formas graves. A possibilidade de
construgdo de um indice Biolégico como método ndo invasivo para avaliar o grau da fibrose é
de fundamental importancia na definicdo e no acompanhamento terapéutico dos pacientes e
também na reducdo de custos financeiros com o diagndstico para o Sistema Unico de Satde
(SUS).

Por isso, esperamos que esse trabalho contribua para o conhecimento de marcadores
biolégicos ndo invasivos que estejam associados com os graus de fibrose periportal,
fornecendo um novo método de diagndstico para facilitar o acompanhamento de pacientes
esquistossomoticos com alteragdes hepaticas, principalmente nos pequenos centros de saude
em areas endémicas, onde ndo ha acesso ao exame de ultrassonografia nem profissionais

treinados para executa-lo.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual a associacao entre o grau de fibrose hepética na esquistossomose mansdnica com
os niveis de marcadores bioldgicos (citocinas, bioquimicos e plaquetas)?
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5 HIPOTESE

Existe associacdo entre os niveis de marcadores bioldgicos e gravidade da fibrose

hepética na esquistossomose mansonica.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Avaliar a associacdo entre os niveis de marcadores bioldgicos com os graus de fibrose

hepatica na esquistossomose mansonica.

6.2 Objetivos especificos

a) Determinar os graus de fibrose periportal nos pacientes estudados através de

ultrassonografia;

b) Analisar os niveis séricos dos marcadores biologicos (plaquetas, ALT e AST, y-
glutamil transferase, fosfatase alcalina, acido hialurénico, TNF-a, TGF-B, IFN-y e IL-
13);

c) Associar 0s niveis séricos dos marcadores bioldgicos com os graus de fibrose

periportal;

d) Construir um Indice Biolégico com os marcadores bioldgicos analisados,

correlacionando com os graus de fibrose.
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7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

7.1 Caélculo da amostra e Desenho de estudo

Para a operacionalizacdo do estudo, foi realizado um célculo amostral baseado na
prevaléncia (60%) e média de pacientes diagnosticados para esquistossomose mansénica no
ambulatério de Esquistossomose do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC/UFPE) no periodo de 01 ano, com um atendimento de aproximadamente
600 pacientes. Para o célculo da amostra foi utilizado um percentual de exposicdo de 30%
entre os controles, uma Odds Ratio (OR) minima de 3,5, um risco de 5%, poder de 80% e
uma razdo de 0,4 (2,5 casos para cada controle), com isso, resultando em 86 casos e 34
controles (n = 120 pacientes).

Diante disso, o desenho de estudo do presente trabalho consiste em um corte

transversal com grupos de comparacéo interna.

7.2 Selecdo de pacientes

Pacientes diagnosticados com esquistossomose mansbnica de ambos 0S sexos com
idade entre 18 a 65 anos foram selecionados, no periodo de julho de 2009 a agosto de 2010,
no ambulatério de Esquistossomose do HC/UFPE, que atende pacientes provenientes de todo
o estado de Pernambuco. O diagnostico foi baseado na historia clinica, exame fisico e USG do
abdémen superior. Os pacientes foram estudados apds tratamento especifico contra a
parasitose.

Foram critérios de exclusdo para a selecdo dos pacientes aqueles que apresentaram:
diagndstico clinico, laboratorial ou ultrassonografico compativeis com hepatopatias de outras
etiologias (hepatite B ou C, cirrose hepética, doenca hepatica alcodlica ou esteatose hepatica),
consumo abusivo de alcool (> 210 g/semana para homens e > 140 g/semana para mulheres),
uso de imunossupressores ou farmacos hepatotoxicos, transplante de figado, doenca renal

crbnica e pacientes esquistossométicos esplenectomizados.
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Um grupo de 16 individuos sadios de ambos 0s sexos e com idade variando entre 21 e
57 anos, funcionérios de Servigos Gerais do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (CPqgAM-
FIOCRUZ), da mesma classe socio-econémica dos pacientes selecionados, foi utilizado como
grupo controle de referéncia para os testes laboratoriais dos niveis dos marcadores bioldgicos.
Todos apresentaram 3 exames parasitoldgicos de fezes negativos (método Kato-Katz) para S.
mansoni e também testes soroldgicos ndo reagentes para anti-HCV (hepatite C) e HBSAg
(hepatite B). Todos os exames foram realizados no Laborat6rio do HC/UFPE.

7.3 Avaliacéo do grau de fibrose periportal

O grau de fibrose dos pacientes com esquistossomose hepatica foi avaliado pelo
exame de USG abdominal superior no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA),
setor de Endoscopia Digestiva do HC/UFPE. Para isto, foi utilizado o aparelho Siemens
Acuson X 150® com transdutor convexo de 3,5 MHz, sendo realizado em todos os pacientes
por um mesmo médico, seguindo a classificacdo de Niamey (RICHTER et al., 2001). Essa

classificacdo caracteriza a fibrose periportal em seis padroes:

Figura 4 — Representacdo ultrassonografica do figado de acordo com os diferentes padrdes de fibrose periportal
segundo a classificacdo de Niamey.
Fonte: Richter et al. (2001).
Nota: A —auséncia; B —duvidosa (céu estrelado); C — periférica; D — central; E — avangada; F — muito avancada.
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7.4 Avaliagdo dos marcadores biologicos

Os marcadores bioldgicos estudados foram divididos em bioquimicos, citocinas e
plaquetas que estdo envolvidos ou refletindo o processo fibrogénico. Em todos os pacientes
foram coletados, através do sistema vacutainer, 15 ml de sangue, sendo 10 ml sem
anticoagulante, o qual foi centrifugado a 1500 xg para separacéo do soro utilizado na dosagem
dos marcadores bioquimicos e citocinas, e 5 ml coletados com EDTA (acido etilenodiamino
tetra-acético) para a quantificacdo das plaquetas.

7.4.1 Dosagem de marcadores bioquimicos

Os marcadores bioquimicos estudados foram: ALT, AST, y-GT, FA e AH. Exceto o
altimo marcador, os demais foram dosados no Laboratério de Bioquimica do HC/UFPE
através do aparelho automatizado ARCHITECT - UV Diasys e por Automacgdo Siemens -
Dimension. Os niveis séricos dos marcadores foram expressos como razdo do limite superior
de normalidade (LSN). Para a dosagem do acido hialurénico, uma aliquota (500 pl) de soro
de cada paciente foi armazenada a - 20°C e realizada no Departamento de Bioquimica,
Disciplina de Biologia Molecular da Universidade Federal de S&o Paulo — Escola Paulista de
Medicina (UNIFESP-EPM).

A dosagem do AH foi determinada atraves de um método imunofluorimétrico, ndo
competitivo, ELISA-like, baseado na afinidade do AH por proteinas especificas da cartilagem,
seguindo um método desenvolvido no laboratério da UNIFESP-EPM (MARTINS et al.,
2003). Resumidamente, uma proteina de ligacdo especifica para o AH foi extraida de
cartilagem bovina e usada tanto como “coat” em placa de ELISA assim como “sonda”
biotinilada. A concentracdo do acido hialurénico foi determinada nos soros (100 ul) dos
pacientes apos protedlise com 4 mg/ml de maxatase (300 pl) (protease alcalina; Biocon do
Brasil Industrial Ltda — RJ, Brasil) em tampéo Tris-HCI 0,05M, pH 8. Solugdes padrdes de
AH (0-1000 ng/mL) e as amostras dos pacientes foram diluidas em tampao de trabalho (Tris-
HCI 0,05M, pH 7,75 + albumina bovina 1%), e colocadas, em triplicatas (100 ul cada), em
placas de ELISA previamente revestidas com a proteina de ligacdo, e deixadas em repouso

por 8 horas a 4° C. Seguindo incubagdo de 2 horas com a proteina de ligacdo marcada com
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biotina (100 ul) e, apds 12 lavagens da placa com tampéo de lavagem (Tris-HCI 0,05M pH
7,75), uma incubacdo de 30 minutos com estreptavidina marcada com europio (100 ul). Apos
lavagem da placa com o tampéo de lavagem foi adicionada uma solucdo de enhancement (200
pl) e deixado sob agitacdo por 10 minutos. Ao final, a placa foi colocada em um fluorimetro
(1420 Multilabel Counter-Victor 2) para a determinacdo da fluorescéncia emitida. Um
programa de célculo interpretou os dados e forneceu os resultados da concentracdo sérica do
AH em ng/ml, cuja sensibilidade foi de 0,2 — 500 ng/ml.

7.4.2 Dosagem de citocinas

As citocinas TNF-a, TGF-B, IFN-y e IL-13 foram dosadas no soro dos pacientes
atraves de kit Quantikine R&D Systems, seguindo as instrucdes do fornecedor, no Laboratorio
de Imunopatologia e Biologia Molecular do Departamento de Imunologia — CPgAM/Fiocruz.
A dosagem foi realizada através da técnica de ELISA “sandwich”, no qual a presenca da
citocina especifica é revelada por meio de anticorpos policlonais conjugado a uma enzima
que, na presenca de um substrato, forma um produto colorido.

Placas de poliestireno de 96 pocos foram pré-sensibilizadas pelo fabricante com
anticorpos monoclonais especificos anti-TNF-a, anti-TGF-B, anti-IFN-y e anti- 1L-13
respectivamente. Os padrbes das citocinas foram preparados através da reconstituicdo das
citocinas recombinantes liofilizadas com a adicdo de &gua deionizada ou de diluentes
apropriados contidos no Kit, resultando em solucdes estoque de 1000 pg/ml para TNF-a e
IFN-v; 2000 pg/ml para TGF-B e 4000 pg/ml para IL-13 que foram utilizadas como o padrao
de maior concentracdo. A partir dessas solucGes, foram realizadas dilui¢Bes seriadas com fator
2 em diluente apropriado, sendo o mesmo diluente usado também como o padrdo zero
(branco). Em seguida, foi adicionado nas placas tampdo protéico diluente do ensaio para
bloquear sitios inespecificos com 100 pl/poco para a dosagem de IFN-y e 1L-13 e 50 pl/poco
para TNF-a e TGF-B. Posteriormente foram adicionados, em duplicatas, 50 pl/poco dos soros
para a dosagem de TGF-f, 100 ul/poco dos soros para IFN-y e IL-13 e 200 pl/pogo para a
dosagem de TNF-a. Como tambeém, em duplicata, os padrdes diluidos para as respectivas
citocinas. As placas foram incubadas por 2hs a temperatura ambiente (TA), sendo
posteriormente lavadas com solucdo tampéo 3 vezes. Apos essa etapa, foram adicionados 200

pl/poco (TNF-a, IFN-y e 1L-13) e 100 pl/poco (TGF-B) de anticorpos policlonais conjugados
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a enzima peroxidase, especificos para as respectivas citocinas, e incubados novamente por 2hs
a TA. Ap6s mais uma etapa de lavagem, foram adicionados 200 pul/poco (TNF-a, IFN-y ¢ IL-
13) e 100 pl/poco (TGF-PB) da solugdo de substrato formada por volumes iguais dos reagentes
de cor A (perdxido de hidrogénio) e B (tetrametilbenzidina, cromdgeno) e as placas foram
incubadas por 20 minutos para TNF-a ¢ 30 minutos para as demais citocinas a TA, protegidas
da luz. Depois desse periodo, a reagdo foi bloqueada pela adicdo de 100 pl/pogo (TGF-B) e 50
pl/poco (TNF-a, IFN-y e I1L-13) da solucdo de H,SO4 2N. A intensidade da cor produzida em
cada pogo foi medida em um espectrofotdmetro utilizando comprimento de onda duplo de
450/595 nm.

As leituras e os calculos das concentracdes referentes as dosagens das diferentes
citocinas foram feitos com o software Microplate Manager, versdo 4.0 (Biorad laboratories),
seguindo os valores de sensibilidade para cada citocina descritos pelo fornecedor. Para TNF-a
foi considerada uma sensibilidade de 0,5 — 5,5 pg/ml, TGF-B, sensibilidade de 1,7 — 15,4
pg/ml, IFN-y < 8 pg/ml e para IL-13, uma sensibilidade < 32 pg/ml.

7.4.3 Dosagem de plaguetas

A contagem de plaquetas foi realizada através do contador automatico CELL DYN
3000 no Laboratorio de Hematologia do HC/UFPE. Foi considerado como valor de referéncia

utilizado no presente estudo, o nimero de plaquetas entre 150.000 a 450.000 células/mm?.

7.5 Andlise estatistica e indice biolégico

Para a realizacdo da analise estatistica, os pacientes foram divididos em 2 grupos de
acordo com o padrdo de fibrose periportal. O grupo 1 foi denominado controle, sendo
formado por pacientes esquistossométicos sem desenvolvimento de fibrose periportal,
portanto, com padrfes A e B. O grupo 2 foi constituido por pacientes com fibrose estabelecida
e denominado caso. Porém, esse grupo foi subdivido em 2 categorias, da seguinte forma: FPP

moderada (pacientes com padrdes C e D) e FPP avancada (padroes E e F).
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A andlise foi realizada 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) — versdo 2.10 para analise dos resultados. Para testar
a suposicdo de homogeneidade das variaveis envolvidas no estudo foi aplicado o teste de
Bartlett. Para analise comparativa das variaveis quantitativas (marcadores biolégicos e idade)
foi utilizado o teste one-way quando ndo observado o pressuposto de homogeneidade com o
pos-teste pairwise t-test. Quando foi observado o pressuposto de homogeneidade, foi utilizado
o teste ANOVA com o pos-teste de Tukey. Para a analise comparativa entre as variaveis
qualitativas (sexo e grau de FPP) foi aplicado o teste de qui-quadrado. A diferenca entre os
resultados obtidos foi considerada significativa quando p < 0,05.

Com o objetivo de avaliar o desempenho de cada marcador em diferenciar os grupos
de FPP, os parametros de sensibilidade, especificidade e likelihood ratio e a curva ROC
(Receiver Operating characteristic) foram determinados.

Para a formulacdo do indice biologico, foi realizada uma analise através da técnica de
regressdo logistica, que permite avaliar ao mesmo tempo os efeitos de todas as variaveis.
Foram incluidos nessa analise todos os marcadores que apresentaram p < 0,25 na anélise
univariada entre os grupos de fibrose. Formulas com escores de risco que melhor poderiam
predizer a presenca de FPP foram construidas incorporando diferentes grupos de variaveis
independentes no modelo de regressdo. O valor diagnostico de cada indice foi avaliado
através da curva ROC. Tambem foi realizada a correlacdo de Pearson entre o indice bioldgico
e 0s padrbes de FPP.

Os gréficos e tabelas foram construidos utilizando-se os programas Graphpad Prism 5

e Microsoft Excel 2007, respectivamente.
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8 ASPECTOS ETICOS

Esse trabalho faz parte de um projeto que foi submetido e aprovado no CNPqg no
programa Papes/Fiocruz — Papes V, com o titulo “Associacdo entre marcadores biol6gicos
com os graus de fibrose hepética e a atividade inflamatoria no complexo hepatite C e
esquistossomose”, cuja coordenadora ¢ a Dra. Clarice N. Lins de Morais. Com parecer do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do CPgAM de n° 44/03 (Anexo A).

Os pacientes esquistossomoéticos e individuos saudaveis selecionados no estudo
tiveram participagdo voluntdria, e assinaram o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”
(Apéndice A e B), com respeito as normas da resolugdo do Conselho Nacional de Saude
(CNS) 196/96. Além disso, também responderam a um questionario de pesquisa (Apéndice
C).
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9 RESULTADOS

9.1 Caracterizagdo da amostra

Dos 120 pacientes esquistossométicos selecionados para o estudo, 45 (37,5%) eram do
sexo masculino e 75 (62,5%) do sexo feminino. Com idade média de 48,3 (+ 12,8) anos e
maior prevaléncia para a faixa etaria de 40 < 60 anos (51,7%) (Tabela 2).

Tabela 1 — Distribuicdo dos 120 pacientes esquistossométicos por idade e sexo

Variavel n %

Faixa etaria (anos)

<20 3 2,5

20 < 40 29 24,1
40 <60 62 51,7
> 60 26 21,7
Total 120 100
Sexo

Masculino 45 37,5
Feminino 75 62,5
Total 120 100

Nota: n —nimero de pacientes.

Na distribuicdo dos pacientes em relacdo ao local de contato com colecdes hidricas
contaminadas e procedéncia atual, a maioria (73,4%) dos pacientes relatou municipios
localizados na Regido da Zona da Mata, sendo observado que a moradia permanecia na

mesma area endémica (Tabela 3).
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Tabela 2 — Distribuigdo dos pacientes esquistossomoticos quanto a localizagdo do banho de rio e procedéncia

atual
Procedéncia atual
Banho de rio RMR ZM AGR Total
n % n % n % n %
RMR 19 15,8 1 0,8 0 - 20 16,6
ZM 2 1,6 88 73,4 1 0,8 91 75,9
AGR 1 0,8 0 - 8 6,6 9 7.5
Total 22 18,3 89 74,2 9 75 120 100

Nota: RMR-Regido Metropolitana do Recife; ZM-Zona da Mata; AGR—-Agreste; n—nimero de

pacientes.

Através do exame de USG abdominal foi diagnosticado o padrdo de FPP nos

pacientes, dos quais 20 (16,6%) foram classificados com os padrdes A e B, formando o grupo

controle. Entre os pacientes que formaram o grupo de casos, 50 (41,7%) apresentavam

padrdes de FPP C e D; e 50 (41,7%) foram diagnosticados com padrbes E e F. No grupo

formado pelos padrdes A e B, 6 pacientes eram do sexo masculino e 14 do sexo feminino. No

grupo C+D, 15 eram do sexo masculino e 35 do feminino e entre o grupo E+F, 24 do sexo

masculino e 26 do sexo feminino. N&o houve diferenca estatistica em relacdo ao sexo entre 0s

grupos estudados. A idade média nos trés grupos (A+B, C+D e E+F) foi 43,3, 46,4 e 52,1

anos, respectivamente, com diferenca significativa entre os grupos A+B e E+F (p = 0,026)

(Tabela 4).
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Tabela 3 — Caracteristicas dos pacientes em relagdo aos padrdes de fibrose periportal (FPP)

Caracteristicas Grupo de FPP
A+B C+D E+F
n (%) 20 (16,6) 50 (41,7) 50 (41,7)
Idade em anos (médiatDP) 43.3+£12,65 46,4 + 14,71 52,1 +9,58*
Sexo (%) M 6 (30) 15 (30) 24 (48)
F 14 (70) 35 (70) 26 (52)
A 12 (60) - -
B 8 (40) - -
C - 15 (30) -
Padrao de FPP (%) D - 35 (70) -
E - - 40 (80)
F - - 10 (20)

Nota: Padrdes de fibrose periportal: A — auséncia de fibrose; B — fibrose duvidosa; C — fibrose periférica; D —
fibrose central; E — fibrose avancada; F — fibrose muito avancada; n — ndmero de individuos estudados; +DP —
Desvio Padrdo; M — Masculino; F — Feminino; * p < 0,05 quando comparado o grupo A+B.

9.2 Relacdo entre niveis de marcadores bioquimicos com os graus de fibrose periportal

Os niveis séricos dos marcadores bioquimicos estudados: transaminases (ALT e AST),
gama-glutamil transferase (y-GT), fosfatase alcalina (FA) e acido hialuronico (AH) foram
quantificados e comparados entre os 3 grupos de fibrose.

A ALT apresentou niveis séricos considerados normais nos grupos estudados, com
média de 0,83 (£ 0,61) U/l, com uma discreta elevacao no grupo E+F (1,00 £ 0,81 U/I), porém
considerada limitrofe. Apesar da normalidade, foi observada uma relagdo positiva com o grau
de fibrose, ou seja, aumento dos niveis séricos com o avanco do grau de fibrose periportal
(Figura 5A). Também foi verificado que 20, 22 e 38% dos pacientes A+B, C+D e E+F,
respectivamente, apresentavam aumento dos niveis séricos de ALT. E quando foi comparado
entre os grupos com diferentes graus de fibrose, este marcador diferenciou o grupo A+B do
grupo E+F (p = 0,037). Quanto a AST, foi observada uma média de 0,89 (x 0,53) U/l nos
pacientes estudados, com rela¢do positiva com os graus de fibrose (Figura 5B). Entre os
pacientes foi observado, apenas, aumento dos niveis séricos nos grupos C+D e E+F (18 e 22%
dos pacientes, respectivamente). Ao comparamos 0s niveis de AST entre 0S grupos com
diferentes graus de fibrose, foi observada diferenca estatistica entre A+B e C+D (p = 0,009) e
A+B e E+F (p = 0,0006).



BARRETO, A.V.M.S 50

=) 6o T 1 g

=~ =0,037 = &-

z P=5 A A z "] p=0,0006 B
| - —

E S p = 0,009 4

H =

o il

E ) ¥ ‘:5_’ 2 v
==t - F'y A =1 -

= n ™ A A

£ v E . o

E 0 =0 T T T T
= T T T T = A+B C+D E+F Sadios
= A+B C+D E+F Sadios -

Figura 5 — Niveis séricos de transaminases (A — Alanina aminotransferase; B — Aspartato aminotransferase) em
pacientes esquistossomoticos e grupo de sadios.

Nota: Os simbolos representam os niveis séricos de cada paciente. As barras horizontais representam a média
aritmética e o desvio padrdo. p < 0,05 foi considerado significativo. A+B = sem fibrose; C+D = fibrose
periportal moderada; E+F = fibrose periportal avancada.

Em relagao as enzimas colestaticas, y-GT e FA, foram observados aumento nos niveis
séricos no grupo de pacientes com fibrose avancada (E+F) com média de 2,31 (£ 2,24) U/l e
1,03 (x 0,46) U/, respectivamente. A média do nivel sérico de y-GT apresentou-se elevada
em comparacdo aos valores de normalidade (1,90 £ 2,36 U/l), com 5, 22 e 50% dos pacientes
com niveis aumentados em cada grupo de fibrose. Os grupos C+D e E+F apresentaram niveis
mais elevados de y-GT quando comparados ao A+B (p = 0,018 e p < 0,0001,
respectivamente) e ao grupo de individuos sadios (p = 0,001 e p < 0,0001, respectivamente)
(Figura 6A). Quanto a FA foi observado aumento dos niveis séricos nos pacientes com
fibrose, 26% dos pacientes do grupo C+D e 28% do grupo E+F. Em comparacdo com 0s
graus de fibrose, pacientes C+D e E+F apresentaram aumento dos niveis séricos de FA
quando comparados aos pacientes do grupo A+B (p = 0,0066 e p = 0,0004, respectivamente) e

ao grupo de individuos sadios (p = 0,02 e p = 0,003, respectivamente) (Figura 6B).
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Figura 6 — Relacdo entre os niveis séricos das enzimas colestaticas (A — gama-Glutamil transferase; B —
Fosfatase alcalina) com os padrdes de fibrose hepatica em pacientes esquistossométicos e grupo controle.

Nota: Os simbolos representam os niveis séricos de cada paciente. As barras horizontais representam a média
aritmética e o desvio padrdo. p < 0,05 foi considerado significativo. * Indica p < 0,05 nos grupos de pacientes
comparados ao controle sadio. A+B = sem fibrose; C+D = fibrose periportal moderada; E+F = fibrose periportal
avangada.

Os niveis de acido hialurdnico variaram de 4,4 a 1783,1 ng/ml, com média de 78,2 (x
178,5) ng/ml nos pacientes esquistossomadticos. Em comparagdo aos padrdes de fibrose, a
média da concentracdo do AH foi de 31,96 (+ 20,1) ng/ml no grupo A+B, 87,13 (£ 259,2)
ng/ml no grupo C+D e 87,95 (+ 94,7) ng/ml nos pacientes E+F, com diferenca significativa
entre os grupos A+B e E+F (p = 0,0006) e entre os individuos do grupo controle de sadios
com os 3 grupos de fibrose estudado (p < 0,001, p = 0,009 e p < 0,0001 entre A+B, C+D e

E+F, respectivamente) (Figura 7).
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Figura 7 — Concentracdo sérica de acido hialurénico em relacdo aos padrdes de fibrose hepatica em pacientes
esquistossomaticos e grupo controle.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrdo. p < 0,05 foi considerado
significativo. * Indica p < 0,05 nos grupos de pacientes comparados ao controle sadio. A+B = sem fibrose; C+D
= fibrose periportal moderada; E+F = fibrose periportal avangada.
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Para avaliar o desempenho dos marcadores bioquimicos estudados na diferenciacdo
dos graus de fibrose entre os pacientes esquistossométicos foram estabelecidos os parametros:
acurécia, representada pela area abaixo da curva (AAC) ROC, sensibilidade, especificidade e
likelihood ratio para os marcadores que tiveram diferenca significativa entre os grupos de
fibrose periportal. Em relagdo aos graus de fibrose, destacaram-se 0s seguintes marcadores
bioquimicos: y-GT com AAC de 0,851, sensibilidade de 82% e especificidade de 85%; FA
com AAC de 0,875, sensibilidade de 78% e especificidade de 95%; e AH com AAC de 0,817,
sensibilidade de 78% e especificidade de 75%, entre os grupos A+B e E+F (Tabela 5).

Tabela 4 — Desempenho dos marcadores bioquimicos como preditores dos graus de fibrose hepatica na
esquistossomose mansonica

Marcador AAC  Sensibilidade  Especificidade LR+ LR- p-valor

(Grupo de FPP) (1C 95%) (1C 95%)

ALT (A+B;E+F)  0,6430 54 % 70% 1,8 0,66 0,06
(39,3-68,2%) (45,7-88%)

AST (A+B;C+D) 0,6740 66% 65% 1,89 0,52 0,02
(51,2-78,8%) (40,8-84,5%)

(A+B;E+F) 0,7915 80% 65% 229 0,31 0,003
(66,3-90%) (40,8-84,5%)

v-GT (A+B;C+D) 0,688 48% 85% 3,2 0,61 0,01
(33,7-62,6%) (62,1-96,6%)

(A+B;E+F) 0,851 82% 85% 547 0,21 0,005
(68,2-91,4%) (62,1-96,6)

FA (A+B;C+D) 0,766 60% 95% 12 0,42 0,009
(45,2-73,6%) (75,1-99,2%)

(A+B;E+F) 0,875 78% 95% 156 0,23 0,0008
(64-88,5%) (75,1-99,2%)

AH (A+B;E+F) 0,817 78% 75% 3,12 0,29 0,0011
(64-88,5%) (50,9-91,2%)

Nota: FPP — Fibrose periportal; A+B = sem fibrose; C+D = fibrose moderada; E+F = fibrose avancada; AAC —
Area Abaixo da Curva; IC — Intervalo de Confianca; LR+ — Likelihood ratio positivo; LR- — Likelihood ratio

negativo.
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9.3 Relacéo entre niveis de citocinas com os graus de fibrose periportal

Em relacdo as citocinas selecionadas para o estudo, o IFN-y foi detectado em apenas 6
pacientes, dos quais 3 foram diagnosticados com fibrose moderada e 3 com fibrose avangada.
Devido ao pequeno nimero de amostras com IFN-y, ndo foi possivel realizar a analise
estatistica entre os grupos de fibrose. Os niveis sericos de IL-13 variaram de 0 a 132,9 pg/ml
com média de 32,9 (£ 29,1) pg/ml e foi detectada em 90, 84 e 84% dos pacientes dos 3 grupos
analisados (A+B, C+D e E+F, respectivamente), entretanto, ndo apresentou diferenca
significativa dos niveis séricos entre os grupos de fibrose estudados. Mas ao comparar oS
niveis séricos de IL-13 com os individuos sadios, foi observado que todos os pacientes
esquistossomoticos apresentaram niveis maiores (p = 0,01, p = 0,004 e p = 0,006 entre A+B,
C+D e E+F, respectivamente).

As citocinas TNF-o ¢ TGF-B apresentaram diferengas estatisticas significativas
quando os grupos de pacientes do grupo A+B foram comparados com o0s pacientes do grupo
E+F (p = 0,045 e 0,001, respectivamente). O TNF-a foi detectado em 65, 58 ¢ 62% dos
pacientes de cada grupo com niveis seéricos variando de 0 a 90,7 pg/ml (media = 3,8 + 10,1
pg/ml). O TGF-B foi detectado em todos os pacientes com variagdo dos niveis séricos de
397,6 a 177758 pg/ml e média de 36843,2 (£ 27675,5) pg/ml. Ao analisarmos 0s niveis de
TGF-B em relacdo aos graus de fibrose obtidos pela ultrassonografia dos pacientes,
observamos uma correlacdo negativa com a FPP, ou seja, quanto mais avancada a fibrose
menor 0s niveis séricos de TGF-B. Foi observado que os individuos sadios apresentaram
niveis sericos menores de TGF-f quando comparados aos pacientes esquistossométicos com p
< 0,0001 para os 3 grupos estudados.

Os niveis séricos das citocinas estudados sdo representados na Figura 8 e o
desempenho das citocinas TNF-o ¢ TGF-B como preditores dos graus de fibrose periportal sdo

demonstrados na Tabela 6.
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Figura 8 — Relacdo entre os niveis séricos de citocinas (A — IFNy; B — IL-13; C — TNF-a; D — TGF-$) com os
padrdes de fibrose hepatica em pacientes esquistossomaoticos e grupo controle.

Nota: Os simbolos representam os niveis séricos de cada paciente. As barras horizontais representam a média
aritmética e o desvio padrdo. p < 0,05 foi considerado significativo. * Indica p < 0,05 nos grupos de pacientes
comparados ao controle de sadios. A+B = sem fibrose; C+D = fibrose periportal moderada; E+F = fibrose
periportal avancada.

Tabela 5 — Desempenho das citocinas TNF-a ¢ TGF-B como preditores dos graus de fibrose hepatica na
esquistossomose mansonica

Marcador AAC Cut-off Sensibilidade Especificidade LR+ LR- p-valor
(Grupo de FPP) (1C 95%) (1C 95%)

TNF-a 0,597 >3 44 % 90% 4.4 0,62 0,09
(A+B;E+F) (30-58,7%) (68,3-98,5%)

TGF-p 0,828 < 29352 68% 90% 6,8 0,36 0,002
(A+B;E+F) (53,3-80,5%) (68,3-98,5%)

Nota: FPP — Fibrose periportal; A+B = sem fibrose; E+F = fibrose avancada; AAC — Area Abaixo da Curva; IC
— Intervalo de Confianca; LR+ — Likelihood ratio positivo; LR- — Likelihood ratio negativo.
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9.4 Relagdo entre o numero de plaquetas com os graus de fibrose periportal

Apos a realizacdo da dosagem de plaquetas (por mm3) foi observada uma correlagédo
negativa com os graus de fibrose hepéatica na esquistossomose mansonica (Figura 9). Em 26%
dos pacientes do grupo C+D e em 80% dos pacientes do grupo E+F foi observado quadro de
trombocitopenia. As médias do niamero de plaquetas nos grupos A+B, C+D e E+F foram 238,
180 e 98 (x10° células/mm?), respectivamente. Pacientes com FPP avancada (grupo E+F)
apresentavam diminuicdo acentuada do numero de plaquetas quando comparados aos
pacientes com fibrose moderada (grupo C+D) e pacientes sem fibrose (p < 0,0001 para ambos
0s grupos). Além disso, o numero de plaquetas demonstrou ser um bom marcador por

diferenciar também pacientes com fibrose moderada dos pacientes sem fibrose (p = 0,00075).
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Figura 9 — Relagdo entre o nimero de plaquetas com os padrdes de fibrose hepética em pacientes
esquistossomaticos.

Nota: Os simbolos representam o ndmero de plaquetas em cada paciente. As barras horizontais representam a
média aritmética e o desvio padrdo. p < 0,05 foi considerado significativo. A+B = sem fibrose; C+D = fibrose
periportal moderada; E+F = fibrose periportal avancada.

Analisamos também as curvas ROC, com melhores valores de cut-off, sensibilidade,
especificidade e likelihood ratio positivo e negativo das plaquetas como marcador frente aos

graus de fibrose periportal. O melhor desempenho foi observado na diferenciacdo entre os
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grupos A+B e E+F com AAC de 0,996, sensibilidade de 98% e especificidade de 100%
(Tabela 7).

Tabela 6 — Desempenho das plaquetas como preditores dos graus de fibrose hepatica na esquistossomose
mansonica

Grupode FPP  AAC  Cut-off  Sensibilidade  Especificidade LR+ LR- p-valor

(IC 95%) (IC 95%)
A+B;C+D 0,757 < 185.000 58 % 90% 5,8 0,47 0,00075
(43,2-71,8%) (68,3-98,5%)
A+B;E+F 0,996 <163.00 98% 100% 6,4 0,2 < 0,0001
(89,3-99,7%) (83-100%)
C+D;E+F 0,825 < 108.00 62% 82% 3,4 0,24 < 0,0001
(47,1-75,5%) (68,5-91,4%)

Nota: FPP — Fibrose periportal; A+B = sem fibrose; C+D = fibrose moderada; E+F = fibrose avancada; AAC —
Area Abaixo da Curva; IC — Intervalo de Confianga; LR+ — Likelihood ratio positivo; LR- — Likelihood ratio
negativo.

9.5 indice bioldgico

Para a construcdo do indice biolégico foi realizada a técnica de regressdo logistica
comparando-se 0s pacientes esquistossomoticos sem FPP com os pacientes com diagnostico
de FPP.

A analise multivariada mostrou que AST (p = 0,018) ou FA (p = 0,0097) e plaquetas
(0,0005) foram os preditores independente de FPP entre os pacientes com e sem fibrose (A+B
versus C+D+E+F). Enquanto que AH (p = 0,0007) e TGF-B (p = 0,0005) foram os preditores
independentes entre 0s grupos A+B versus E+F. Devido a existéncia do indice APRI
(AST/(ULN)/Plaguetas x 100), decidimos analisar a relacdo entre FA e plaquetas com a
fibrose hepética na esquistossomose. Os escores de risco foram determinados através das

seguintes férmulas de regressao:

Escore de risco = 0,823 — 0,00001 x Plaquetas + 0,0395 x FA (/LSN) (A+B versus
C+D+E+F)

Escore de risco = 1,779 + 0,0583 x AH — 0,0001 x TGF-§3 (A+B versus E+F)

Apos a realizacdo da andlise multivariada, foram construidos dois indices bioldgicos,

denominados IB* e IB% O primeiro (IBY) foi realizado para predizer a presenca de FPP nos
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pacientes esquistossomoticos, através dos marcadores FA e plaquetas, com a seguinte

formula:

IB* = FA (/LSN)/ Plaguetas x 100

Através da curva ROC (Figura 10A) foi observado que o IB' mostrou uma boa
acurécia (0,828) quando comparado com os marcadores isoladamente (0,82 — FA e 0,876 -
plaquetas), como também uma boa correlacdo (r = 0,58) com os padrdes de FPP (Tabela 8).

O segundo indice (1B) foi construido para identificar a presenca de FPP avancada nos
pacientes esquistossomoticos, utilizando os marcadores AH e TGF-p, através da seguinte
formula:

IB%= AH/ TGF-p x 100

Com aplicagdo da curva ROC (Figura 10B) foi observado que o 1B® mostrou uma
AAC maior (0,967) quando comparado aos marcadores isoladamente (0,825 — AH e 0,872 -
TGF-pB), apresentando também maior correlacdo (r = 0,72) com os padrbes de FPP do que os

marcadores individuais (Tabela 8).
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Figura 10 — Comparacdo entre as Curvas ROC dos indices bioldgicos (A — IB%; B — I1B?) com seus respectivos
marcadores.
Nota: IB*= FA(/LSN)/ Plaquetas x 100; IB?>= AH/ TGF-f x 100.
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Tabela 7 — Correlacdo entre os indices bioldgicos com seus respectivos marcadores

Variaveis AAC (IC - 95%) Correlacédo de Pearson
FA (/LSN) 0,677 (0,585-0,759) 0,22
Plaquetas 0,876 (0,804-0,929) - 0,49
IB? 0,828 (0,748-0,891) 0,58
AH 0,825 (0715-0,906) 0,50
TGF-B 0,872 (0,769-0,940) -0,51
B2 0,967 (0,894-0,995) 0,72

Nota: AAC — Area Abaixo da Curva; IC — Intervalo de Confianga; LSN — Limite Superior de Normalidade; 1B*
= FA(/LSN)/ Plaquetas x 100; IB*= AH/ TGF-B x 100; Somente valores significativos sdo demonstrados.

Baseados na curva ROC foram escolhidos 2 pontos de corte para verificar a auséncia
(IB' < 0,20) ou presenga de FPP (IB! > 0,70) em pacientes esquistossomoticos. Através do
IBY, 14 (70%) dos 20 pacientes estudados sem fibrose, apresentaram resultados < 0,20 e 45
(45%) dos 100 pacientes com FPP pela USG, também tinham FPP pelo IB*. Os pacientes com
IB' > 0,70 tem 15,5 vezes mais chances de ter FPP (Tabela 8). Semelhantemente, dois pontos
de corte foram escolhidos para predizer a auséncia (I1B? < 0,110) ou presenga de FPP avancada
(IB2 > 0,187). Dos 20 pacientes sem fibrose, diagnosticados pela USG, 19 (95%)
apresentaram auséncia de FPP atraves do IB2 e entre os pacientes com FPP avancada pela
USG, 35 (70%) tem o mesmo diagnostico pelo 1B2. Foi verificado que pacientes com 1B2 >

0,187 apresentaram 44 vezes mais chances de terem FPP (Tabela 9).
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Tabela 8 — Desempenho dos indices bioldgicos frente ao diagnostico da fibrose periportal através da

ultrassonografia

IB? A+B (n =20) C+D+E+F (n =100) OR IC 95% p-valor
n % n % Inf  Sup
Cut Off
<0,20 14 70,0 5 5,0 1,00
> 0,20 6 30,0 95 95,0 4,75 1,08 19,89 0,003
Cut Off
<0,70 19 95,0 55 55,0 1,00
>0,70 1 5,0 45 45,0 15,55 3,04 284,67 0,0087
A+B (n =20) E+F (n = 50) OR IC 95% p-valor
I1B2 n % n % Inf  Sup
Cut Off
<0,110 19 95,0 1 2,0 1,00
> 0,110 1 5,0 49 98,0 12,25 1,67 249,21  0,0300
Cut Off
< 0,187 19 95,0 15 30,0 1,00
> 0,187 1 5,0 35 70,0 44,33 8,07 833,13 0,0004

IB' = FA(/LSN)/ Plaguetas x 100; 1B? = AH/ TGF-B x 100; A+B = sem fibrose; C+D+E+F = presenca de fibrose;
E+F = fibrose avancada; n = nimero de pacientes; OR — Odds Ratio; IC — Intervalo de confianca; Inf — Inferior;
Sup — Superior.

Os parametros de sensibilidade, especificidade, likelihood ratio e valor preditivo

positivo e negativo dos dois indices bioldgicos foram determinados (Tabela 10). Os dois

indices apresentaram maiores sensibilidade e especificidade quando comparados aos seus

respectivos marcadores isoladamente avaliados, exceto pelo excelente desempenho das

plaquetas como marcador da presenca de FPP avancada.

Tabela 9 — Desempenho dos indices bioldgicos em predizer a fibrose hepética na esquistossomose mansonica

indice Sensibilidade Especificidade LR+ LR- VPP VPN

Bioldgico Cut Off (1C - 95%) (IC - 95%)

IB? <0,20 95 (88,7-98,3) 25 (8,8-49,1) 1,27 0,2 86,4 50
>0,70 45 (35-55,7) 95 (75,1-99,2) 9 0,58 97,8 25,7

B2 <0,110 98(89,3-99,7) 94,7(73,9-99,1) 18,62 0,02 98,0 94,7
>0,187 68(53,3-80,5) 94,7(73,9-99,1) 12,92 0,34 97,1 52,9

IB* = FA(/LSN)/ Plaquetas x 100; IB*= AH/ TGF-B x 100; IC — Intervalo de Confianca; LR+ — Likelihood ratio

positivo; LR- — Likelihood ratio negativo; VPP - Valor preditivo positivo; VPN - Valor preditivo negativo.
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10 DISCUSSAO

A fibrose é a complicacdo mais importante na esquistossomose, na qual o figado pode
aumentar de volume e ficar contraido, desenvolver hipertensdo portal resultando em
esplenomegalia e varizes gastroesofagicas (MANZELLA et al., 2008). O tipo de fibrose
observado na esquistossomose é a periportal, sem haver comprometimento dos hepatdcitos
nem progressdo para cirrose (PEARCE; MAcCDONALD, 2002). A avaliagdo da presenca e
gravidade da fibrose hepética é essencial na determinacdo das estratégias de tratamento,
prognostico e diminuicdo do risco potencial para complicagdes em pacientes com doenca
hepatica cronica.

Nos ultimos anos, muitos estudos com marcadores ndo-invasivos, ndo somente para o
diagnostico da fibrose, mas para diferenciar os graus de fibrose em diversas doengas
hepaticas, como Hepatite B, C, Cirrose e esteatose hepatica, foram publicados. 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 (WA et al.,
2003), Forns index (FORNS et al.,, 2002), Hepascore (ADAMS et al., 2005), FIB-4
(STERLING et al., 2006), dentre outros. Entretanto, estudos entre a relacdo de biomarcadores
com a fibrose hepética na esquistossomose € considerada pequena 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 (GRESSNER; WEISKIRCHEN; GRESSNER,
2007).

No presente estudo, buscamos desenvolver e propor um indice biolégico que possa ser
utilizado na avaliacdo da fibrose hepatica na esquistossomose mansonica, considerando a
hipdtese de que existe associacdo entre os niveis de marcadores bioldgicos (bioquimicos,
citocinas e plaquetas) com a gravidade da FPP.

Na analise univariada, nossos resultados revelaram que entre os marcadores
bioguimicos, todos foram capazes de detectar a presenca de fibrose hepética. Niveis elevados
de ALT, AST, y-GT, FA e AH diferenciaram pacientes esquistossomaticos sem fibrose dos
pacientes com fibrose avancada e com excecdo de ALT e AH, também diferenciaram o grupo
sem fibrose do grupo C+D (FPP moderada). Os marcadores y-GT, FA e AH apresentaram as

melhores acuracias diagndsticas.
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A concentragdo sérica das aminotransferases reflete o grau da lesdo nos hepatdcitos,
uma vez que sua liberagdo no soro pode significar morte celular. Todavia, os efeitos da
infecgdo pelo S. mansoni sobre o desempenho do figado ainda séo controversos e a fibrose na
esquistossomose é limitada ao espaco periportal, sem haver comprometimento do parénquima
hepatico (ABATH et al.,, 2006; MORAIS et al., 2010; PEARCE; MacDONALD, 2002).
Contudo, no presente estudo, niveis elevados das aminotranferases mostraram relacdo com a
progressdo da FPP, sugerindo que essas enzimas, principalmente a AST, podem ser Uteis na
avaliacdo das mudancas hepéticas provocada pela presenca dos ovos do S. mansoni no tecido
hepatico.

As enzimas y-GT e FA sdo marcadores séricos de processos colestaticos, sendo
importantes no diagnostico das hepatopatias. Recentes estudos demonstraram associacao entre
aumento dos niveis séricos de y-GT com os graus de fibrose hepatica em pacientes infectados
pelo virus da hepatite C, apresentando boa acuracia como marcador na discriminagdo entre
fibrose significante e ndo significante (ADAMS et al., 2005; GRIGORESCU et al., 2007). Em
relacdo a FA, foi mostrado por Morais et al. (2010) que esta enzima apresentou acuracia
significante como marcador biologico para predizer fibrose moderada e severa em pacientes
com hepatite C. Na esquistossomose, diferentes autores propuseram que as alteracfes da
arvore biliar intra hepatica, quer por lesbes ductais provocadas pelas reacbes ovulares quer
decorrentes da FPP, poderiam ser o substrato anatdmico para o aumento dessas enzimas
(ALVES Jr et al., 2003; MACHADO et al., 2002).

Entretanto, na literatura cientifica ha poucos dados entre a associa¢do dessas enzimas
colestaticas com os graus de FPP. Em um estudo realizado na Tanzania foi observado que
aumento nos niveis de y-GT foi significativamente relacionado a FPP (KARDORFF et al.,
1997), porém, Amaral et al. (2002) ndo encontrou associagao entre niveis elevados de y-GT e
FA com a presenca de fibrose hepéatica na esquistossomose. Os achados do presente estudo,
associando a y-GT e FA como preditores da FPP moderada e avangada com significante
acuracia diagndstica, apresentam importante valor no conhecimento das alteraces dos niveis
séricos dessas enzimas no processo fibrogénico em decorréncia da infeccdo pelo S. mansoni,
como também, a utilizacdo dessas enzimas como possiveis marcadores de FPP.

Verificou-se neste trabalho a elevacdo do AH no soro de pacientes esquistossomoticos,
com boa acurdcia diagnostica para a presencga da fibrose hepatica avancada nesses pacientes.
O AH é classificado como um marcador direto de fibrose hepética, por estar presente na

ECM, sendo o marcador direto mais investigado em estudos relacionados com doengas
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fibrogénicas (GRESSNER; WEISKIRCHEN; GRESSNER, 2007; LEROY, 2008;
SEBASTIANI; GKOUVATSOS; PLEBANI, 2011).

Distintos autores compararam os niveis de AH com a FPP, apresentando diferentes
resultados. Em um estudo realizado por Burchard et al. (1998) com pacientes provenientes de
area com intensa transmissdo do S. mansoni, ndo foi encontrado correlagdo entre niveis
elevados de AH com a fibrose. Entretanto, em outro estudo, o AH foi o Unico marcador sérico
que apresentou correlagdo com os escores ultrassonogréaficos de fibrose em pacientes
esquistossométicos, sugerindo-o como potencial marcador sérico de morbidade (RICARD-
BLUM et al., 1999). Kopke-Aguiar et al. (2002) mostraram a utilidade do AH como marcador
da presenca de hipertensdo portal na esquistossomose, com AAC de 0,78. Entretanto, ndo foi
observada correlacdo do AH com a FPP. Porem, em um estudo publicado recentemente, 0 AH
foi capaz de separar individuos com fibrose dos sem fibrose e também fibrose leve de fibrose
intensa, com acuracia diagnostica (AAC) para fibrose de 0,89 (MARINHO et al., 2010).

Os achados de Ricard-Blum et al. (1999) e Marinho et al. (2010) corroboram com 0s
resultados do presente trabalho, no qual pacientes com padrées avancados de FPP (E+F)
possuem concentragdes sericas mais altas quando comparados aos pacientes sem fibrose. A
fibrose € caracterizada pela deposicdo de componentes da ECM, entre eles o AH. Isto sugere
que niveis séricos de AH se elevam durante o processo fibrogénico, devido a sua sintese
aumentada pelas células estreladas hepaticas ativadas, indicando que progressivo dano
hepatico pode ser identificado e monitorado pela elevacdo dos niveis sericos do AH
(PARSIAN et al., 2010).

Em relagdo & dosagem de citocinas (IFN-y, IL-13, TNF-a ¢ TGF-p) e sua relagdo com
a FPP, verificamos que apenas TNF-o ¢ TGF-p apresentaram relagdo com a fibrose. A analise
da associacdo entre as citocinas e a fibrose hepatica apresentou algumas limitacfes no
presente trabalho: o estudo foi desenvolvido com individuos atendidos em hospital de
referéncia para os estagios mais avancados da doenga, apos tratamento especifico. Entretanto,
para uma melhor analise do papel das citocinas na fibrose, o estudo deveria ser conduzido, de
preferéncia, em pacientes com doenca ativa do que em individuos com os estagios finais da
doenca; a dosagem das citocinas foi realizada no soro conservado a -20°C, amostra que
apresenta menor sensibilidade de detec¢do comparada aos estudos com producdo de citocinas
em culturas de PBMC.

Quanto ao envolvimento das citocinas no desenvolvimento da fibrose hepatica, tem
sido sugerido que IFN-y exer¢a um importante papel na regulagdo da ativagédo de fibroblastos

e da sintese de colageno, e que altos niveis desta citocina estdo associados a protecéo contra o
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desenvolvimento de FPP (BOOTH et al., 2004; HENRI et al., 2002; TALAAT et al., 2007).
Entretanto, apenas em 5% dos pacientes selecionados para o estudo foi detectado IFN-y, nao
sendo possivel realizar associacdo com os graus de FPP. Ao contrério, niveis elevados de
TNF-a estdo associados com a presenca de fibrose hepéatica grave em individuos
cronicamente infectados pelo S. mansoni (BOOTH et al., 2004; HENRI et al., 2002). Nossos
resultados revelaram que TNF-a foi capaz de diferenciar pacientes com FPP avancada quando
comparados aos pacientes sem fibrose, em acordo com os trabalhos mencionados. No entanto,
ao analisar esta citocina como possivel marcador para predizer a presenca de FPP avancada,
ndo foi observada acuracia diagnostica significativa (AAC — 0,597; p = 0,09), o que a exclui
como possivel biomarcador para fibrose hepética, ja& que um marcador ndo invasivo ideal
deverd predizer com exatiddo a presenca ou auséncia de fibrose hepatica significativa
(THULUVATH; KROK, 2005).

Alguns estudos tem relatado o papel da IL-13 com o desenvolvimento da fibrose
periportal em pacientes esquistossomaticos crénicos (CALDAS et al., 2008; deJESUS et al.,
2004; MAGALHAES et al., 2004) e foi sugerido que esta citocina medeie seus efeitos
regulando a producédo e ativacdo do TGF-p (LEE et al., 2001). O TGF-B ¢ uma citocina
pleiotropica, conhecida por estar envolvida no desenvolvimento da fibrose hepaética,
promovendo a proliferacdo das células estreladas hepaticas e a deposicdo de colageno na
ECM (FRIEDMAN; PHAIR, 2003; FRIEDMAN, 2008; JIAO; FRIEDMAN; ALOMAN,
2009). Contudo, em nossos resultados, ndo foram detectadas diferencas nos niveis séricos de
IL-13 entre os grupos de pacientes com e sem FPP. A metodologia empregada neste trabalho
para a dosagem das citocinas difere dos métodos imunoldgicos nos estudos em que foi
demonstrada significante associacdo entre a IL-13 com a FPP, sugerindo a execucdo de
estudos adicionais com cultura de PMBC estimuladas com antigenos do patégeno para
detectar a citocina e determinar sua relacdo com a presenca de FPP severa. Um estudo
desenvolvido por Brandt et al. (2010) corrobora com essa sugestdo, no qual foi empregada a
mesma metodologia do presente estudo e ndo foi observada relacdo da IL-13 com os graus de
fibrose em pacientes esquistossomoticos.

Quanto ao TGF-B foi demonstrada uma correlacao negativa com a FPP (r = - 0,51; p <
0,0001) e os pacientes esquistossométicos sem fibrose apresentaram niveis mais elevados
dessa citocina quando comparados aos pacientes diagnosticados com FPP avancada. Alves-
Oliveira et al. (2006) avaliaram os niveis de producdo de algumas citocinas, incluindo o TGF-
B, em individuos com diferentes intensidades de infec¢do e graus de FPP. Nesse estudo foi

demonstrada uma associagdo negativa entre TGF-p com a fibrose, sugerindo que essa citocina
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poderia estar associada com a protecdo contra a fibrose na esquistossomose, entretanto ndo foi
observado diferenca nos niveis séricos entre 0s grupos de pacientes com fibrose. Além disso,
diferentes estudos indicam que o TGF-B ¢ uma citocina imunomoduladora, sendo produzida
por células T regulatérias, e fornece um efetivo mecanismo de controle da fibrose em
associagdo com a IL-10 (HESSE et al., 2004; KITANI et al., 2003). Kaviratne et al. (2004)
examinaram o papel do TGF-pB na fibrose hepatica causada pela infec¢do com o S. mansoni.
Eles utilizaram camundongos 1L-13"" infectados e mostraram uma quase completa anulagéo
da fibrose, apesar da producdo continuada e ndo reduzida do TGF-B. Os resultados desse
estudo fornecem evidéncias de uma via da fibrogénese que é dependente de IL-13, mas
independente de TGF-B. Nossos resultados fortalecem a hipotese do TGF-B como uma
citocina protetora no processo fibrogénico, ao mostrar a associacdo de baixos niveis dessa
citocina com a FPP avancada e também como possivel marcador bioldgico para detectar a
fibrose hepatica severa em pacientes esquistossomoticos.

A contagem de plaquetas no sangue tem sido um importante indicador de gravidade na
esquistossomose mansonica, sendo sua reducdo numeérica responsavel por aumentar o risco de
sangramento e observada por alguns autores tanto relacionada a presenca de hipertensdo
portal (SOUSA et al., 2000) como também a fibrose periportal (LAMBERTUCCI; SILVA;
ANTUNES, 2007). No presente estudo, a contagem do numero de plaguetas no sangue
apresentou ser 0 marcador bioldgico mais promissor ao identificar a auséncia e presenca de
FPP leve/moderada e avancada e ao apresentar melhor acuracia diagnostica em comparacao
ao outros biomarcadores estudados. Além de apresentar vantagens como baixo custo e
facilidade de acesso ao exame pelos pacientes nas areas endémicas.

Na esquistossomose mansonica, a USG abdominal ¢ utilizada como “padrdo ouro”
para o diagnéstico da FPP, entretanto, sua utilizacdo apresenta algumas limitacdes: baixa
sensibilidade nas formas iniciais da doenca; necessidade de um examinador treinado para o
diagnodstico; variacdo inter-examinador; procedimento examinador-dependente; ndo esta
acessivel em todos os centros, principalmente nos menores que estdo situados em areas
endémicas da doenca (LAMBERTUCCI; SILVA; ANTUNES, 2007). Para superar as
limitacBes no diagnostico da fibrose, varios indices com marcadores ndo invasivos para
predizer a presenca e os diferentes graus de fibrose tém sido propostos (ADAMS et al., 2005;
CALES et al., 2005; FORNS et al., 2003; POYNARD et al., 2002, 2004, 2005; STERLING et
al., 2006; WAI et al., 2003). Infelizmente, nenhum desses indices foi desenvolvido para

avaliar a fibrose na esquistossomose mansdnica.
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Diante disso, o presente estudo foi conduzido para desenvolver um indice biolégico
para predizer fibrose hepatica em pacientes esquistossométicos. Na analise multivariada, os
marcadores bioldgicos FA e plaquetas foram as varidveis independentes para predizer a
presenca de FPP e os marcadores AH e TGF-f foram as variaveis independentes para predizer
a presenca de FPP avancada nos pacientes esquistossomoticos. Para amplificar a diferenca dos
valores de FA e plaquetas entre os pacientes com e sem FPP e dos niveis séricos de AH e
TGF-p entre 0s pacientes sem fibrose dos com FPP avancada, foram desenvolvidos dois
indices bioldgicos, IB* e 1B?, respectivamente.

Nossas observacfes que a diminuicdo no numero de plaquetas e aumento dos niveis
séricos de FA foram associados com a progressdo da fibrose sdo consistentes com estudos
anteriores (LAMBERTUCCI; SILVA; ANTUNES, 2007; MORAIS et al., 2010). Como
também, AH e TGF- com FPP avancada (ALVES-OLIVEIRA et al., 2006; MARINHO et
al., 2010; RICARD-BLUM et al., 1999), o que sustenta suas inclusdes nos indices bioldgicos.

Os IB! e o IB? apresentaram acurécia significativa em diferenciar pacientes
esquistossomoticos com e sem fibrose, e em predizer a presenca de FPP avancada, com AAC
de 0,828 e 0,967, respectivamente. Além disso, os marcadores mostraram significativa AAC
quando analisados em conjunto em ambos os indices, como também uma maior correlacéo
com a FPP quando comparados com os marcadores isoladamente. Isto sugere que o uso dos
marcadores bioldgicos (FA, plaquetas, AH e TGF-B,) em conjunto, como indices, € mais
preciso do que se usados separadamente.

Usando-se valores abaixo do menor ou acima do maior ponto de corte, uma predicao
da auséncia ou presenca de FPP pode ser feita em 49,2% dos pacientes, diagnosticados pela
USG, atraves do IBt. Com VPN de 50% e alta sensibilidade para excluir a presenca de fibrose
nos pacientes e VPP de 97,8% com boa sensibilidade e alta especificidade para determinar a
presenca de FPP.

Semelhantemente, uma predicdo da auséncia ou presenca de FPP avancada pdde ser
feita, através do IB?, em 71% dos pacientes diagnosticados com este padrdo de fibrose na
USG. Apresentando VPN de 94,7% e alta sensibilidade e especificidade para exclusdo de
presenca de FPP avancada e com VPP de 97,1%, boa sensibilidade e alta especificidade para
determinar a presenca de fibrose avangada.

Apesar dos nossos indices terem sido desenvolvidos para predizer a fibrose hepatica
em pacientes esquistossomoticos, os resultados observados no presente estudo apresentam
desempenhos semelhantes com os resultados de outros indices desenvolvidos para avaliar a

fibrose em outras doencas hepaticas, como a hepatite C. Poynard et al. (2003) utilizaram os
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marcadores ap-macroglobulina, haptoglobina, y-GT, bilirrubina total e apolipoproteina Al
(Fibrotest) mais ALT para formar o Actitest e diferenciar pacientes sem fibrose dos pacientes
com fibrose, com AAC igual a 0,73 no grupo de pacientes para a formacdo do indice. Em
outro estudo, um indice constituido da combinac¢do de 4 marcadores (idade, y-GT, colesterol e
plaquetas), apresentou AAC de 0,86 e PV- de 96% para determinar a auséncia de fibrose e
PV+ de 66% para predizer a presenca de fibrose no grupo de formagdo com pacientes
infectados pelo virus da hepatite C (FORNS et al., 2003). Um indice desenvolvido por Wai et
al. (2003), que é o APRI (relacdo AST/plaquetas), apresentou uma AAC de 0,80 com PV- de
86% para excluir fibrose significante e PV+ de 88% para predizer a presenca no grupo de
pacientes para a construcdo do indice. E através do Hepascore (bilirrubina, y-GT, acido
hialurénico, ay-macroglobulina, idade e sexo) foi demonstrada uma AAC de 0,95 com
sensibilidade de 95% e especificidade de 81% para determinar a presenca de fibrose avancada
no grupo de formagdo (ADAMS et al., 2005). Os nossos indices, tanto para diagnosticar a
FPP (IBY) como para verificar a presenca de FPP avancada (IB?) apresentaram desempenho
melhor ou semelhante a esses indices, demonstrando serem candidatos potenciais para a
aplicacdo em pacientes esquistossomoticos.

A maior vantagem dos nossos indices € a sua simplicidade. O IB! consiste de variaveis
objetivas e prontamente disponiveis em laboratdério. Tanto contagem de plaguetas no sangue
como a FA sdo testes de rotina mensurados em pacientes infectados pelo S. mansoni para
analisar o envolvimento hepatico, e o I1B2 é composto pelo AH e TGF-B, os quais sdo
variaveis que podem ser mensuradas através da técnica de imunoensaio com Kits disponiveis
comercialmente. Sendo, portanto, a avaliacio da FPP através dos indices biologicos
propostos, menos dispendiosa e mais conveniente do que a utilizacdo da USG nos pequenos
centros de saude em areas endémicas.

Entretanto, nosso estudo apresenta algumas limitacdes: o estudo foi conduzido com
pacientes acompanhados em hospital de referéncia para os casos mais avancados da doenca;
0s pacientes incluidos na pesquisa ja tinham recebido tratamento prévio; ndo foi possivel
diferenciar graus intermediarios de FPP. Para superar essas limitacGes, a validacdo dos indices
deverd ser realizada em um grande numero de pacientes esquistossomadticos em areas
endémicas e de outras instituicdes; comparar o desempenho dos indices em grupo de
pacientes tratados e ndo tratados; além de aplicar o indice também em pacientes com outras
doencas hepéticas.

O nosso estudo contribuiu para um maior conhecimento de marcadores bioldgicos

ndo-invasivos como preditores dos graus de fibrose periportal e apresenta grande valor com a
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construcdo de indices bioldgicos que possam ser utilizados no acompanhamento dos pacientes
esquistossomaticos, principalmente nos pequenos centros de salide em areas endémicas, onde
0 acesso ao exame de USG é restrito.

A anélise do desempenho dos indices biolégicos na predicdo da presenca e gravidade
da fibrose na esquistossomose mostrou que esses indices tém sensibilidade, especificidade e
valores preditivos muito bons. Em um estudo prospectivo realizado em areas endémicas e
com um maior nimero de pacientes, a validacdo dos indices confirmara as suas utilizacdes
como métodos valiosos para a deteccdo da fibrose nos pacientes esquistossomoticos. A
avaliacdo da presenca e gravidade da fibrose na esquistossomose através de um indice
biologico ajudard os médicos dos pequenos centros de salde, localizados em areas endémicas
da doenca, com um diagnostico mais rapido da fibrose nesses pacientes. O que é essencial na
determinagé@o das estratégias de tratamento e no prognostico, diminuindo o risco potencial
para complicacbes. Com isso, haveria a possibilidade de triagem dos casos mais graves de
fibrose periportal, e a decisdo de encaminhamento dos pacientes para 0s hospitais de

referéncia nos grandes centros.
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11 CONCLUSOES

b)

d)

De acordo com as AAC, sensibilidades e especificidades, y-GT, FA e AH foram
considerados bons candidatos a marcadores bioquimicos para detectar a fibrose
avancada em pacientes com esquistossomose;

Pacientes esquistossomoticos com fibrose avancgada apresentam niveis diminuidos
da citocina TGF-B, com acuracia diagnostica significativa. O que sugere sua
utilizacdo como possivel marcador de progresséo da fibrose periportal;

As plaquetas mostraram-se como o marcador biolégico mais promissor, uma vez
que diferenciou os trés grupos de fibrose periportal estudados;

Nossos resultados sugerem que os IBs sdo potenciais candidatos para serem
utilizados no processo de validagdo e posteriormente possam ser utilizados no

diagnostico da presenca e gravidade da FPP.
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12 PERSPECTIVAS

a) Realizar um estudo prospectivo com um numero maior de pacientes em &reas
endémicas para a validacdo dos indices bioldgicos;

b) Realizar um estudo longitudinal para determinar se os indices biologicos sdo
responsivos as mudangas do grau de fibrose no mesmo individuo ao longo do tempo;

c) Avaliar o desempenho dos IB! e 1B2 em outras doengas com desenvolvimento de

fibrose hepatica.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pacientes
Esquistossomoticos

<, i

. FIOCRUZ
Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Satde

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O PACIENTE

Eu, declaro que aceito
participar do estudo cientifico: “AVALIACAO DA FIBROSE HEPATICA NA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONICA ATRAVES DE MARCADORES BIOLOGICOS”. Foi-me explicado que faz parte de minha

participacdo neste estudo um exame médico completo, exames de sangue, ultrassonograficos e parasitologicos de
fezes. 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 3 colheres de cha (15ml) e ndo deve causar problemas para a
minha salde. Minha participagdo neste estudo ndo vai me beneficiar diretamente, mas podera ajudar a entender
melhor essa doenca. Essa participacdo é voluntéria e eu poderei deixar este estudo a qualquer momento se assim
desejar. Os materiais bioldgicos obtidos nesse projeto, serdo arquivados em um banco de amostras, podendo ser
utilizados em estudos relacionados a imunologia e bioquimica. Caso ndo queira participar, minha decisao néo vai
mudar meu atendimento médico ou tratamento neste hospital ou clinica 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 serd 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. Silvia Montenegro. Fone: 2101-2565

Dra. Clarice Neuenschwander Lins de Morais

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

Recife, de de 2010

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavel
Ana Virginia Matos S4 Barreto
Mestranda do Curso de Saude Publica do CPqAM/FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2561

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.br
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Individuo Saudavel

<, i

. FIOCRUZ
Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Satde

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA INDIVIDUO SAUDAVEL

Eu, declaro que aceito
participar do estudo cientifico: “AVALIACAO DA FIBROSE HEPATICA NA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONICA ATRAVES DE MARCADORES BIOLOGICOS”. Foi-me explicado que faz parte de minha

participacdo neste estudo um exame médico completo, exames de sangue e parasitologicos de fezes. 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 3 colheres de cha (15ml) e ndo deve causar problemas para a minha satde. Minha
participacdo neste estudo ndo vai me beneficiar diretamente, mas podera ajudar a entender melhor essa doenca.
Essa participacdo é voluntéria e eu poderei deixar este estudo a qualquer momento se assim desejar. Os materiais
biol6gicos obtidos nesse projeto, serdo arquivados em um banco de amostras, podendo ser utilizados em estudos
relacionados a imunologia e bioquimica. Caso ndo queira participar, minha decisdo ndo vai mudar meu
atendimento meédico ou tratamento neste hospital ou clinica agora ou no futuro. Quando os resultados deste
estudo forem apresentados em revistas médicas ou em reunides cientificas, eu nao serei identificado pelo nome.
Esse termo de consentimento serd feito em duas vias para que uma delas permanega 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. Silvia Montenegro. Fone: 2101-2565

Dra. Clarice Neuenschwander Lins de Morais

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

Recife, de de 2010

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavel
Ana Virginia Matos S4 Barreto
Mestranda do Curso de Saude Publica do CPqAM/FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2561

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.br
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APENDICE C - Questionario de Pesquisa

<SS

Centro de Pesquisas

i

FIOCRUZ

AGGEU MAGALHAES

FICHA DE PACIENTES DO AMBULATORIO - HC
MESTRADO EM SAUDE PUBLICA

1) n° do prontuério do HC:

2) Nome do paciente:

Ministério da Saude

3) Idade:

5) Endereco:

4) Sexo:

6) Telefone para contato:

7) Histdrico Epidemiologico:

Banho de rio:
Quando?
Onde?

sim ()

nao ()

Cidade de origem:

8)Doenca:
Esquistossomose:
Hepatoesplénica:
Tratamento:

9) Parasitoldgico de fezes:
Hoffman:
Kato-Katz:

10) Ultrassonografia:
Grau de fibrose:
Cairo:

Meédia de fibrose:

sim( )
sim ()
sim ()

>
oy
O O O
NN N
N N’ N’

jun e |
Q2 QN

Niamey:

Data:

Baco longitudinal:

Veia Porta:
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11) Exames Laboratoriais:
ALT:
AST:
yv-GT:
Fosfatase Alcalina:

Plaquetas:

Anti-HBc:

HBsAQ:

Anti-HCV:
12) Hepatite B:

13) Hepatite C:

14)Uso de imunosupressores:

15) Transplante de Figado:
16) Ingestéao de alcool:
17) Doengca renal cronica:

18) Data de Retorno:

sim ()
sim ()
sim ()
sim ()
sim ()

sim ()

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420

nao (')
nao (')
nao (')
nao (')
nao (')

nao ()

Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.br
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ANEXO A - Parecer do CEP - CPqAM/FIOCRUZ

ﬁﬂ-

Comlte de Etlca
em Pesquisa

Titulo do Projeto: “Associacdao entre marcadores biolégicos com graus de
fibrose hepatica e atividade inflamatéria no complexo hepatite C e
esquistossomose”.

Pesquisador responsavel: Clarice Neuenschwander Lins de Morais
Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentacdo ao CEP: 26/12/2003

Registro no CEP/CPgAM/FIOCRUZ: 44/03

Registro no CAAE: s/n

RENOVAGCAO DE PARECER

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

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ditima formatagao
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 02 de junho de 2013.

Recife, 14 de junho de 2010.
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Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n

CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 G
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639 o
Recife - PE - Brasil AGGEU FIOCRUZ

comitedeetica@cpgam.fiocruz.br MAGALHAES Ministério da Sadde



