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Resumo

Nesse estudo foram avaliadas as principais alteracdes clinico-laboratoriais, ultra-sonograficas
e imunofenotipicas induzidas em pacientes portadores da fase aguda da esquistossomose
mansoni (AGD-AT) e o impacto que a terapéutica especifica com praziquantel teria em um
ano (AGD-PT 1) e dois anos (AGD-PT II) apos o tratamento. Amostras de fezes e sangue
periférico dos pacientes foram coletadas para realizagdo do exame parasitologico e
hemograma, respectivamente. Posteriormente, os pacientes foram submetidos ao exame ultra-
sonografico para avaliar comprometimento hepatico e/ou esplénico. Em seguida, foi realizada
a determinacdo dos niveis plasmaticos de IgE total, oxido nitrico (NO), citocinas e
quimiocinas. Além disso, foram realizadas avalia¢des do perfil imunofenotipico de leucocitos
circulantes e dosagem de NO, citocinas e quimiocinas em sobrenadantes de cultura de
granulécitos do sangue periférico. Os resultados mostraram redugdes da concentragdo de
hemoglobina, percentual do hematocrito, numero de plaquetas e global de leucocitos no grupo
AGD-PT 1I, com algumas alteracdes ultra-sonograficas (hepatomegalia e esplenomegalia)
persistentes. Em relacdo as avaliagdes plasmaticas no grupo AGD-PT II, foi observado
redugdo dos niveis de IgE total quando comparados aos grupos CT, AGD-AT e AGD-PT 1,
NO em comparagdo com o grupo AGD-AT, CXCL-8 em comparacao com o grupo AGD-AT,
GM-CSF em comparagao com o grupo AGD-PT I e CCL24 em comparagdo com o grupo CT.
Nos dados referentes a avaliacdo dos sobrenadantes de cultura de granuldcitos do grupo
AGD-PT II, frente ao estimulo com SWAP, foi observado redu¢ao dos niveis de 6xido nitrico
quando comparado ao grupo AGD-AT e CXCL-8 em relacdo ao grupo AGD-PT I. Na
avalia¢ao do perfil imunofenotipico do grupo AGD-PT II, os resultados mostraram redugdes
progressivas nos numeros absolutos das moléculas CD28, CD80, CD86, CD23, CD25, HLA-
DR, CD69, CD64, CD18, CD44, CD54, CCR2 ¢ CCR3 em eosinoéfilos, CD80, CD86, CD11 e
CCR2 em neutr6filos e niimero absoluto de linfocitos TCD3" e suas subpopulagdes CD4" e
CDS8", bem como os marcadores CD28 e CD18 em comparagio ao grupo AGD-PT I. Com
base nos achados desse estudo sugere-se que dois anos apds terapéutica especifica com
praziquantel, a grande maioria das alteragdes observadas nos pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose, antes e persistentes um ano apds o tratamento, tenham sido
normalizadas, sugerindo que o tratamento pode promover, a longo prazo, a reversibilidade das
alteracdes imunofenotipicas das principais populagdes celulares envolvidas no contexto da
infec¢do esquistossomatica aguda.
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Abstract

In this study was evaluated the main clinical/laboratory, ultrasonographic and
immunophenotypic features in patients with the acute phase of schistosomiasis mansoni
(ACT-BT) and the impact of the specific therapeutic with praziquantel about these parameters
one year (ACT-AT I) and two years (ACT-AT II) after specific therapeutic. Peripheral blood
and feces of patients were collected to perform blood and parasitological examinations,
respectively. Subsequently, the patients were evaluated by ultrasound to assess hepatic/splenic
commitment. Afterwards, we evaluated the plasmatic levels of total IgE, nitric oxide (NO),
cytokines and chemokines. Moreover, we evaluated ex vivo immunophenotypic features from
circulating leucocytes, and the levels of NO, cytokines and chemokines in supernatant of
culture from circulating granulocytes. The results showed a reduction in the concentration of
hemoglobin, percentage of hematocrit, number of platelets and total leucocytes as well as
ultrasonographic alterations (hepatomegaly and splenomegaly) in the ACT-AT II group. The
plasmatic analysis from ACT-AT II revealed a decreased levels of total IgE as compared to
CT, ACT-BT and ACT-AT I groups, NO as compared to ACT-BT group, CXCL-8 as
compared to ACT-BT group, GM-CSF as compared to ACT-AT I group and CCL24 as
compared to CT group. Regarding the analysis in the supernatant culture of granulocytes from
ACT-AT II, in the presence of SWAP, there was a reduction in NO levels as compared to
ACT-BT as well as in CXCL-8 as compared to ACT-AT I. The immunophenotypic profile
from ACT-AT II group showed progressive decrease in the absolute number of CD28, CD80,
CD86, CD23, CD25, HLA-DR, CD69, CD64, CD18, CD44, CD54, CCR2 and CCR3 in
eosinophils, CD80, CD86, CD11 and CCR?2 in neutrophils and CD3", CD4", CD8" and CD28
and CD18 markers in T lymphocytes as compared to ACT-AT I. In summary, the findings of
this study suggest that after two years post-treatment specific with Praziquantel, the majority
of alterations observed in acute patients of schistosomiasis, before and those persistents after
one year post-treatment, returned to the normal levels, suggesting that chemotherapy can
promote, a long time, the reversibility of the immunological alterations in the main cell
populations involved in the context of acute schistosomiasis infection.
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Atualmente, a esquistossomose ¢ considerada um problema de saude ptblica mundial,
principalmente nos paises em desenvolvimento, situados em areas tropicais e subtropicais,
com destaque para regides da Africa Subsaariana (Katz & Peixoto 2000, Steinmann et al.
2006, WHO 2010). E considerada endémica em 76 paises, com mais de 700 milhdes de
individuos pertencentes ao grupo de risco a infeccdo e cerca de 200 milhdes infectados. No
entanto, alguns trabalhos mostram que a transmissdo da esquistossomose tem diminuido
significativamente em muitas regides por meio da implementa¢do de programas de controle
da doenca (Engels et al. 2002, Steinmann et al. 2006, Wilson et al. 2007, WHO 2010). No
Brasil, ainda ¢é considerada uma das mais importantes doencas endémicas, afetando
principalmente populagdes de baixa renda, com aproximadamente 36 milhdes de pessoas
expostas ao risco de infeccdo e 1,5 milhdo infectadas, o que torna o Brasil o pais mais afetado
pela esquistossomose nas Américas (Coura & Amaral 2004, Steinmann et al. 2006,
Lambertucci 2010).

No homem, hospedeiro definitivo, a infeccdo pode induzir quatro diferentes formas
clinicas, uma forma aguda e trés formas cronicas (intestinal, hepatointestinal e
hepatoesplénica) (Bina 1981). Embora as formas crdonicas sejam mais prevalentes e
associadas a morbidade em areas endémicas, a forma aguda ¢ potencialmente mais grave e
acomete, normalmente, individuos nao residentes em areas endémicas (Hiatt et al. 1979,
Wynn et al. 2004, Gryseels et al. 2006, Manzella et al. 2008).

A fase aguda da esquistossomose, também denominada Febre de Katayama ¢ uma das
manifestagdes clinicas da infecgdo pelo Schistosoma, sendo considerada uma sindrome
toxémica grave (Ross et al. 2007, Jaureguiberry et al. 2010). Clinicamente, essa fase da
doenca ¢ dividida em pré-postural e pos-postural. A fase aguda pré-postural tem inicio com a
penetracdo das cercarias através da pele do hospedeiro definitivo, podendo desencadear um
quadro de dermatite cercariana (Boros 1989, Lambertucci 2010). Essa fase apresenta
sintomatologia inespecifica combinada com uma série de eventos imunolodgicos como reagao
de hipersensibilidade mediada por IgE, resposta imune anti-esquistossomulo e produgdo de
anticorpos IgM, IgG e IgA (Alves-Brito et al. 1992, Rabello et al. 1995, Lambertucci 2010).
Muitos trabalhos mostram ainda que durante essa fase observa-se um perfil misto de
citocinas, com predominio de uma resposta do Tipo 1, caracterizada por altos niveis de
interferon-gama (IFN-y) (Rezende et al. 1997, Correa-Oliveira et al. 1998, Chiaramonte et al.
1999).

A fase aguda poés-postural tem inicio com a postura dos ovos no sistema porta

hepatico, sendo caracterizada por uma sintomatologia inespecifica (febre, nauseas, cefaleia,
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anorexia, calafrios, tosse, sudorese ¢ diarreia) acompanhada de leucocitose, eosinofilia,
hepatoesplenomegalia ¢ uma resposta imune celular exacerbada aos antigenos do
Schistosoma, especialmente antigenos provenientes dos ovos (Gazzinelli et al. 1985, Silveira-
Lemos 2004, Enk et al. 2010). Estudos em humanos e modelos experimentais tém
demonstrando que a reacdo de hipersensibilidade do tipo granulomatosa estaria associada a
um perfil de resposta imune misto, com presenga de citocinas tanto do Tipo 1 como do Tipo 2
(Pearce et al. 1992, Chiaramonte et al. 1999, Caldas et al. 2008, Allam 2009, Othman et al.
2009).

A abordagem diagnodstica da fase aguda baseia-se em aspectos clinicos,
epidemiologicos e laboratoriais (Makarova et al. 2003). Contudo, o diagndstico torna-se
frequentemente um desafio, pois além da inespecificidade dos sintomas, a presenca de ovos
nas fezes pode ndo ser facilmente detectdvel pelo exame parasitologico (Enk et al. 2008,
Pereira et al. 2010). No entanto, avancos metodologicos sdo propostos com o intuito de
caracterizar melhor a fase aguda da infec¢do pelo S. mansoni. Dentre esses avangos, pode-se
destacar a avaliagdo abdominal ultra-sonografica, considerada método de eleicdo na
investigagdo de qualquer suspeita de doenga hepatica (Cerri & Oliveira 2002, Silva et al.
2006). Entretanto, estudos ultra-sonograficos que avaliem danos hepaticos durante a fase
aguda da infecg¢do sdo ainda escassos (Magalhaes 2002, Lambertucci 2010).

Em relacao ao tratamento especifico dos portadores da fase aguda da esquistossomose
humana, a droga de primeira escolha ¢ o praziquantel, considerado atualmente a droga mais
efetiva contra todas as espécies de Schistosoma (Richter 2003, Gryseels et al. 2006).
Entretanto, o praziquantel apresenta baixa eficacia contra vermes imaturos, tanto em humanos
quanto em modelos murinos (Lambertucci et al. 2000). A taxa de cura na fase aguda varia de
40-50%, podendo o praziquantel ser administrado isoladamente ou em conjunto com
corticosteroides, no intuito de suprimir a reacdo de hipersensibilidade (Lambertucci 1993,
Horak & Kolarova 2005, Jaureguiberry et al. 2007).

Embora existam varios estudos na literatura descrevendo avaliacdes clinicas,
laboratoriais e terapéuticas em pacientes portadores das formas clinicas cronicas da
esquistossomose, ainda sdo escassos os estudos que avaliam esses parametros durante a fase
aguda da infec¢do humana.

Considerando ainda as alteragcdes imunoldgicas observadas durante a fase aguda da
esquistossomose, destacam-se os mecanismos de hipersensibilidade mediada por IgE,

leucocitose, eosinofilia, resposta imune celular e humoral como sendo os eventos
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imunoldgicos mais importantes no combate a infeccdo (Gazzinelli et al. 1985, Rabello et al.
1995, Silveira-Lemos 2004, Lambertucci 2010).

Diante dos mecanismos imunoldgicos expostos, fica evidente que a infecg¢do pelo S.
mansoni desencadeia uma resposta imunoldgica ampla e que a intensidade dessa resposta esta
relacionada a gravidade da doenca. Cabe ressaltar que a resposta imunologica relacionada a
infeccdo abrange multiplas vias que envolvem a ativacdo e o recrutamento de diferentes
populagdes celulares, assim como a produgdo de diversas citocinas e outros fatores soliveis
ativadores e reguladores da resposta imune.

Dessa forma, considerando a complexidade dos eventos imunolédgicos relacionados a
fase aguda da infec¢do pelo S. mansoni e as limitagdes na identificacdo de pacientes
portadores desta fase da infeccdo, esse estudo torna-se relevante por dar continuidade na
busca por uma melhor compreensao da resposta imune durante a fase aguda da doenca, além
de constituir uma oportunidade interessante de se avaliar parametros clinico-laboratoriais que
auxiliem na monitoracgao terapéutica de pacientes portadores da fase aguda da infecgao.

Vale ressaltar ainda que esse trabalho foi idealizado no intuito de se testar a hipdtese
de que dois anos apds terapéutica especifica com praziquantel, alteragdes imunoldgicas e
ultra-sonograficas observadas em pacientes portadores da forma clinica aguda da

esquistossomose, antes e persistentes um ano apos o tratamento, se normalizem.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Obijetivo Geral

Avaliar aspectos laboratoriais, ultra-sonograficos e imunoldgicos associados a

terapéutica especifica da fase aguda da esquistossomose mansdnica humana.

2.2 Obijetivos Especificos

Avaliar parametros laboratoriais (exame parasitologico de fezes, eritrograma,
leucograma e plaquetas) e exame ultra-sonografico de pacientes portadores da fase aguda da

esquistossomose, antes e apds terapéutica especifica com praziquantel;

Caracterizar alteragdes morfologicas no figado e bago de pacientes portadores da fase

aguda da esquistossomose, antes e apos terapéutica especifica com praziquantel,

Avaliar os niveis plasmaticos de IgE total, 6xido nitrico, citocinas e quimiocinas de
pacientes portadores da fase aguda da esquistossomose, antes e apds terapéutica especifica

com praziquantel;

Avaliar os niveis de 6xido nitrico, citocinas e quimiocinas de granuldcitos do sangue
periférico de pacientes portadores da fase aguda da esquistossomose, antes e apos terapéutica
especifica com praziquantel, apds cultivo in vitro na presenga de antigenos soluveis de ovos e

vermes adultos do S. mansoni (SEA e SWAP, respectivamente);
Caracterizar ex vivo o perfil fenotipico (marcadores de ativagdo, co-estimula¢do e

adesdo celular) de leucécitos do sangue periférico de pacientes portadores da fase aguda da

esquistossomose ap0ds terapéutica especifica com praziquantel.
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3.1 Aspectos epidemioldgicos e ciclo bioldgico da esquistossomose mansénica

A esquistossomose ¢ uma infec¢do helmintica causada por trematddeos digenéticos do
género Schistosoma, que se apresenta de forma heterogénea em humanos ¢ em modelos
experimentais (Smith et al. 2009). Atualmente, ¢ considerada um problema de saude publica
em regides tropicais e subtropicais, como Africa, Asia e América do Sul, com destaque para
as regides da Africa Subsaariana (Katz & Peixoto 2000, Steinmann et al. 2006, WHO 2010).
De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (WHO 2010), existem aproximadamente
700 milhdes de individuos expostos aos riscos de infeccdo e cerca de 200 milhdes de
infectados, entretanto, a transmissdo tem diminuido significativamente em muitas regides por
meio da implementacdo de programas de controle da doenga (Engels et al. 2002, Steinmann et
al. 2006, Wilson et al. 2007, WHO 2010).

No Brasil, a esquistossomose ainda ¢ considerada uma das mais importantes doengas
endémicas, afetando principalmente populagdes de baixa renda, com aproximadamente 36
milhdes de pessoas expostas ao risco de infecg¢@o e 1,5 milhdo de pessoas infectadas (Coura &
Amaral 2004, Steinmann et al. 2006). A area endémica para a esquistossomose abrange cerca
de dezenove estados, ocorrendo desde os estados do Maranhdo até Minas Gerais, com certa
penetragdo no Espirito Santo. Apresenta ainda, focos isolados no Distrito Federal e nos
estados do Para, Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Goias e Tocantins (Coura & Amaral 2004). No estado de Minas Gerais, a doencga € prevalente
em 519 dos 853 municipios, abrangendo uma area de 300.000 Km?” (Katz 1998). Entretanto,
estudos recentes tém observado uma diminuicdo na morbidade e prevaléncia da doenca,
devido principalmente a quimioterapia em grande escala combinada com a expansdo
territorial (Katz & Peixoto 2000, Coura & Amaral 2004, Amaral et al. 2006).

Dentre as espécies do género Schistosoma, duas sdo consideradas predominantemente
parasitos humanos de relevancia médica, o Schistosoma mansoni e o Schistosoma
hematobium, sendo que a primeira espécie ¢ responsavel pela infecgdo esquistossomotica no
Brasil (Katz & Peixoto 2000).

O controle total desta enfermidade, entretanto, ainda ¢ um grande desafio para os
orgdos de saude publica. Principalmente devido as seguintes razdes: (a) ampla disseminagdo
do hospedeiro intermediario; (b) implementacdo de condi¢des sanitirias e programas de
educacdo sanitéria; (c) ineficacia do tratamento na redu¢do da prevaléncia (reinfeccdes); (d)
inexisténcia de uma vacina eficaz para prevenir a esquistossomose (Coura & Amaral 2004,

Berriman et al. 2009).
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A propagagdo e manutengdo do ciclo da doenca dependem de intimeros fatores, como
a existéncia de clima apropriado, condi¢des so6cio-econdmicas precarias, individuos infectados
eliminando ovos, existéncia de hospedeiros intermediarios e do contato de pessoas
susceptiveis com aguas contendo cercarias. Considerando essas condicdes, a infec¢cdo pelo S.
mansoni ocorre quando o hospedeiro definitivo entra em contato com aguas infestadas por
cercarias (estagios larvais do parasito), liberadas pelo hospedeiro intermediario, habitualmente
caramujos do género Biomphalaria. No hospedeiro definitivo, as cercarias transformam-se em
esquistossomulos (parasitos jovens), que migram em direcdo aos vasos sanguineos e, através
da circulacdo, sdo carreados para o sistema porta hepatico, via pulmao (Gordon & Griffths
1951). No sistema porta, os vermes jovens diferenciam-se em machos e fémeas e acasalam-se
nas veias mesentéricas inferiores, iniciando a postura dos ovos (cerca de 300 ovos/fémea/dia)
(Alisson et al. 1974). Parte dos ovos alcanca a luz intestinal, sendo eliminados para o meio
externo juntamente com as fezes, a outra parte ¢ drenada para o figado e/ou outros 6rgaos,
instalando-se nos ramos intra-hepaticos mais finos da veia porta ou permanecem na parede do
intestino, onde se tornam alvos da resposta imune celular do hospedeiro, que desenvolve uma
rea¢do granulomatosa tipica em torno dos mesmos (Bogliolo 1959, Warren et al. 1967). Em
contato com a agua, os ovos eclodem liberando o miracidio (larva ciliada) que infecta o
caramujo. No caramujo, o miracidio passa por um processo de reprodugdo assexuada que leva

a formacao das cercéarias, fechando assim o ciclo biologico do parasito (Leiper 1915).
3.2 Formas clinicas da esquistossomose mansonica

Segundo Bina (1981) a infeccdo esquistossomotica pode induzir quatro diferentes
formas clinicas no hospedeiro definitivo, sendo uma forma aguda e trés formas cronicas
(intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica). As apresentagdes clinicas sdo associadas com
a localiza¢do do parasito, a intensidade do parasitismo e a resposta imune do hospedeiro
contra a infecgao.

A maioria dos individuos residentes em area endémica para a esquistossomose sao
portadores da infecgdo cronica, que ocorre por volta do sexto més apds a exposicao, podendo
evoluir para as diferentes formas clinicas da doenca. A forma clinica intestinal ¢ a mais
frequente, caracterizada por episoddios ocasionais de diarreia mucossanguinolenta com dor ou
desconforto abdominal; a forma clinica hepatointestinal, além dos sintomas intestinais,
também apresenta hepatomegalia; ja a forma clinica hepatoesplénica, pode manifestar-se sob
duas diferentes formas, a forma compensada, onde ¢ observado um quadro de

hepatoesplenomegalia com menor grau de hipertensao portal, ou a forma descompensada, que
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apresenta circulagdo colateral, varizes esofagianas com anemia acentuada, desnutri¢ao e
hiperesplenismo (Pessoa 1967, Bina & Prata 2003).

A forma clinica aguda acomete, normalmente, individuos ndo residentes em areas
endémicas, que entram em contato com aguas contaminadas por larvas do parasito pela
primeira vez (Wynn et al. 2004, Jaureguiberry et al. 2005, Gryseels et al. 2006, Manzella et al.
2008). Entretanto, a fase aguda também pode ser observada em populagdes endémicas,
afetando principalmente criangas que sdo expostas ao parasito pela primeira vez (Caldas et al.
2008). Todas as espécies conhecidas de Schistosoma podem levar ao desenvolvimento da fase
aguda da doenga em humanos infectados (Jaureguiberry et al. 2010).

A fase aguda tem sido descrita como uma sindrome toxémica, que ocorre devido ao
desenvolvimento de reagdes toxémicas em resposta a migracdo e maturacdo dos
esquistossomulos (Corachan 2002). A maioria dos sintomas exibidos durante essa fase esta
associada a espécie infectante de Schistosoma, a carga parasitaria e ao desenvolvimento de
uma resposta imune eficiente (Coelho et al. 2009, Jaureguiberry et al. 2009), sendo os sinais e
sintomas mais prevalentes, febre, mal-estar, diarreia, vOmitos, anorexia, cefaleia, dor
abdominal, perda de peso, tosse seca e hepatoesplenomegalia, acompanhados por eosinofilia
acentuada e leucocitose (Wynn et al. 2004, Gryseels et al. 2006, Manzella et al. 2008). De
acordo com alguns autores, esses sinais e sintomas sdao causados, provavelmente, por
imunocomplexos circulantes e pela elevagdo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (De
Jesus et al. 2002, Wynn et al. 2004).

A fase aguda ¢ clinicamente dividida em pré-postural e pds-postural. A fase pré-
postural inicia-se com a penetragdo das cercarias através da pele do hospedeiro definitivo,
podendo surgir semanas apos a penetragdo e desencadear um quadro de dermatite cercariana,
caracterizado por prurido, erup¢do urticariforme, eritema/edema, pequenas papulas e dor,
podendo desaparecer espontaneamente (Torres 1976, Boros 1989, Bouree & Caumes 2004,
Gryseels et al. 2006). Este tipo de manifestacdo clinica é geralmente mais intenso em casos de
reinfeccdes, onde ha participacdo de mastocitos, moléculas do sistema do complemento,
eosinodfilos e imunoglobulina IgE (Torres 1976). Essa fase pode durar de dez a trinta dias apos
a exposicdo, apresentando uma sintomatologia variada. A fase pos-postural inicia-se apds o
periodo de instalagdo e maturacdo do S. mansoni no sistema porta hepatico, quando se da a
postura dos ovos, podendo ocorrer entre o quinquagésimo e centésimo vigésimo dia apos a
infeccdo. Esta fase ¢ também caracterizada por uma sintomatologia variada e inespecifica

(Veronesi & Foccacia 2004).
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De acordo com alguns estudos, a incidéncia da fase aguda da esquistossomose ¢
subestimada, pouco compreendida e sua importancia relacionada, principalmente, a
individuos de areas urbanas e turistas que visitam regides tropicais endémicas como Africa,
Brasil e Laos (Lunde & Ottsen 1980, Evengard et al. 1990, Rabello 1995, Enk et al. 2010,
Jaureguiberry et al. 2010). Segundo Chen et al. (2009), a incidéncia da doenga esta altamente
relacionada com um perfil de individuos especifico, caracterizado por serem do sexo
masculino, que realizam viagens por periodos breves e normalmente associadas a atividades
de trabalho ou recreagdo. No Brasil, o crescimento do turismo rural tem contribuido
consideravelmente para o surgimento de novos surtos da fase aguda da esquistossomose.
Muitos relatos ja foram descritos na literatura (Barbosa et al. 2000, 2001, De Jesus et al. 2002,
Tomé et al. 2003, Enk et al. 2003, 2004, 2010, Massara et al. 2008), sendo em sua maioria

associados a areas rurais, sem infra-estrutura adequada de saneamento.
3.3 Diagnostico da fase aguda da esquistossomose mansdnica

A abordagem diagnodstica da fase aguda da esquistossomose baseia-se em aspectos
clinicos (sinais e sintomas), epidemioldgicos (historico de contato com dguas contaminadas) e
laboratoriais (presenga de ovos do S. mansoni nas fezes, eosinofilia e detec¢do de anticorpos
especificos) (Makarova et al. 2003). Entretanto, o diagndstico torna-se, frequentemente, um
desafio, pois além da sintomatologia variada e inespecifica, a presenca de ovos nas fezes,
pode nao ser facilmente detectavel pelo exame parasitologico, ja que a maioria das infecgdes
atuais apresenta carga parasitaria baixa, afetando assim, tanto os pacientes, que nao recebem o
tratamento adequado, podendo desenvolver formas mais graves da doenga, quanto
contribuindo para a manutengdo do ciclo biologico da esquistossomose (Enk et al. 2008,
2010, Lambertucci 2010).

Em fungdo da escassez de abdordagens diagnosticas eficientes durante a fase aguda da
esquistossomose, a avaliagdo abdominal ultra-sonografica tem se destacado por sua precisdo,
ndo invasividade, baixo custo e eficacia (Lambertucci et al. 1994, Cerri & Oliveira 2002,
Silva et al. 2006). A ultra-sonografia foi introduzida no ambito da esquistossomose na década
de setenta, como sendo um método de diagnodstico por imagens, baseado em propriedades
especificas dos tecidos a passagem de feixes de sons de alta frequéncia (Hatz 2001, Richter
2003). E uma avaliagio que proporciona um diagnostico indireto, com avaliagdo tecidual
mediante reflexdes das ondas sonoras nos 6rgaos internos (Magalhdes 2002). A velocidade de
propagacdo das ondas sonoras se altera de acordo com os tecidos avaliados, que apresentam

graus variados de absorcdo, refracdo e transmissdo, ajudando em suas caracterizacdes (Hatz
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2001, Richter 2003). A importancia da ultra-sonografia esta relacionada principalmente com a
possibilidade de se mensurar a elasticidade e propriedades dinamicas de 6rgaos como figado e
baco, assim como, os vasos relacionados, veias porta, esplénica, mesentérica superior € as
colaterais (Machado 2002, Harvey 2002).

Estudos ultra-sonograficos t€ém sido conduzidos como ferramenta complementar a
avaliacdo clinica dos pacientes portadores da esquistossomose. O aumento inespecifico do
figado e baco, bem como linfadenomegalia peripancreatica e periportal durante a fase aguda
sdo caracteristicas marcantes (Lambertucci et al. 1994, Rabello et al. 1994), entretanto,
estudos ultra-sonograficos que avaliem os possiveis danos hepaticos provocados pelo S.
mansoni durante essa fase da infec¢éo sdo ainda escassos (Lambertucci 2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satide (WHO 1991), a padronizagao do uso
da ultra-sonografia na avaliagdo de alteragdes patoldgicas provocadas pela infeccdo por S.
mansoni deve ser realizada com base nas medidas dos diametros longitudinais dos lobos
direito e esquerdo do figado, do didmetro longitudinal do baco, do didmetro interno da veia
porta na metade do trajeto entre o hilo hepatico e sua bifurcacdo e da parede anterior da
vesicula biliar e os trés ramos portais (incluindo as paredes) entre o primeiro e o terceiro
ponto de bifurcagdo. Para as infecgdes cronicas da esquistossomose, a média das trés ultimas
medidas segue a classificagdo para fibrose periportal seguinte: Grau I - média de espessura de
3 a 5 mm; Grau II - média de espessura de 5 a 7 mm; Grau III - média de espessura acima de
7 mm.

Outra abordagem complementar proposta para identificar a fase aguda da
esquistossomose ¢ a deteccdo de anticorpos IgG e IgM especificos para hemocianina do
molusco Megathura cremulata, mais conhecido como Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) e
presentes em portadores da fase aguda (Alves-Brito et al. 1992, Rabello et al. 1994).
Entretanto, Verweij et al. (1995), ja relataram a presenca de anticorpos anti-KLH em
pacientes infectados por outros helmintos. Uma nova abordagem proposta por Makarova et al.
(2003), foi a proteina recombinante RP26 (26kDA) do S. mansoni capaz de diferenciar a fase
aguda da cronica por ensaios de ELISA. Como ja mencionado, a eosinofilia, presenca de
eosinofilos no sangue periférico em quantidades superiores a 600 células/mm’® (Checkley et
al. 2010) é também um dos critérios utilizados como diagnostico na identificacdo de pacientes
na fase aguda. Todavia, a eosinofilia ¢ também caracteristica em doencas alérgicas, reagoes
medicamentosas, doengas do tecido conjuntivo e neoplasias, ndo sendo um elemento
determinante do aspecto clinico quando visto isoladamente (Rocha et al. 1993, Checkley &

Sanderson 2009).
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3.4 Resposta imune na fase aguda da esquistossomose mansénica

Como ja destacado anteriormente, uma série de eventos imunoldgicos complexos
podem ocorrer durante a fase aguda da esquistossomose, tanto durante a fase pré-postural,
com a presenga de reagdo de hipersensibilidade mediada por IgE, resposta imune celular anti-
esquistossomulo, resposta imune pulmonar, produg¢do de anticorpos IgM e/ou IgG anti-
esquistossomulo e produgdo de IgA anti-antigenos do parasito (Diaz-Rivera et al. 1956,
Alves-Brito et al. 1992, Rabello et al. 1995, Lambertucci 2010), quanto durante a fase pds-
postural, com a presenga de reagdes de hipersensibilidade do tipo granulomatosa, leucocitose,
eosinofilia e resposta imune celular e humoral (Pearce et al. 1991, Lukacs & Boros 1993,
Caldas et al. 2008, Allam 2009, Silveira-Lemos 2004).

As formas mais graves da fase aguda da esquistossomose sdo caracterizadas por
reagoes granunolomatosas inflamatorias ao redor dos ovos nos tecidos do hospedeiro, com um
ambiente composto por citocinas pro-inflamatérias, enquanto as formas menos graves da
doenga correspondem a uma inflamagdo hepatica reduzida e um ambiente composto por
citocinas anti-inflamatérias (Smith et al. 2009).

As reagdes granulomatosas na fase aguda da infeccdo tém inicio quando as células
apresentadoras de antigenos (APC) (macrofagos, células dendriticas e linfocitos B) capturam,
processam e apresentam os antigenos soluveis dos ovos de S. mansoni (SEA), via Complexo
Principal de Histocompatibilidade de classe II (MHCII) aos linfocitos TCD4" que liberam
inicialmente citocinas inflamatérias (Mathew & Boros 1986, Stadecker et al. 2004). A
ativagio dos linfocitos TCD4" é eficiente quando h4 interagdo entre as moléculas co-
estimuladoras B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), presentes nas APC, com a molécula CD28,
presente nos linfocitos (Lenschow et al. 1996, Stavitsky 2004). Uma via alternativa que
também pode ocorrer ¢ quando as citocinas IL-4 e IL-13 estimulam os macrofagos ativados a
produzirem arginase I, que por sua vez, promove a secrecdo de TGF-B, mas, suprime a
producdo de IL-6, IL-12 e IL-23, reduzindo assim, a resposta do Tipo 1 e promovendo a
fibrose e a producdo de citocinas do Tipo 2 (Herbert et al. 2010, Pesce et al. 2009).

Estudos em modelos experimentais ja demonstraram que a infeccdo
esquistossomatica, assim como outras infecgdes helminticas, esta associada a uma intensa
resposta do Tipo 2. No entanto, nos estagios iniciais da doencga, a reagdo imunologica envolve
a produc¢do de citocinas do Tipo 1, como IL-2, IFN-y, TNF-0, que ddo lugar a uma resposta
do Tipo 2 apds a postura dos ovos, caracterizada pela expressao de 1L-4, IL-5, IL-10 e IL-13,

suprimindo a resposta do Tipo 1 e induzindo a formag¢ao dos granulomas ao redor dos ovos. A
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incapacidade de desenvolver uma resposta do Tipo 2 eficaz pode ser fatal (Chiaramonte et al.
1999).

O estagio inicial de formagdo do granuloma envolve a participacdo de moléculas de
adesdo, como a molécula de adesdo celular-1 (ICAM-1), induzida por citocinas como IL-1,
IFN-y e TNF-a que promovem a ativacdo de macrofagos e linfocitos T, contribuindo para a
formac¢do do granuloma (Bevilacqua 1993, Ritter & Mckerrow 1996, Stadecker et al. 2004).
Em modelo murino da fase aguda da esquistossomose, Speziali et al. (2010) avaliando o
figado de camundongos CD57BL/6 observaram um aumento na formacdo de granulomas,
com presenca de fibrose e produg¢do de células inflamatorias, associadas a produgdo de
citocinas como IFN-y, IL-4 e IL-10.

Com o decorrer da fase aguda da infecgdo, o granuloma tende a diminuir de tamanho,
resultando na reducdo da inflamagdo, essa fase ¢ denominada de modulagdo, onde a reacao
granulomatosa ¢ regulada por um complexo balango de citocinas, no qual a auséncia de IFN-y
contribui para modulacao do granuloma (Montesano et al. 1997, Pancre et al. 1999, Caldas et
al. 2008). Mecanismos moduladores alternativos tém sido descritos: segundo Anthony et al.
2010, os ovos de S. mansoni exercem ainda uma influéncia significativa nas células hepaticas
estreladas (HSC), causando a inibi¢ao da fibrogénese e um fendtipo quiescente nessas células,
que sao fundamentais na inducdo da fibrose durante a infeccdo esquistossomotica. Além
desses, existem mecanismos ja conhecidos que envolvem a participagdo de células T, células
T reguladoras (Treg), monocitos e/ou macrofagos, fatores sollveis, anticorpos e
imunocomplexos (Goes et al. 1989, Pancre et al. 1999, Hesse et al. 2001, Taylor et al. 2006,
Herbert et al. 2010).

A resposta imune celular exacerbada também ¢ uma das caracteristicas marcantes
durante a fase aguda da infeccdo esquistossomotica, onde se observa o envolvimento
diferencial de populagdes celulares como eosindfilos e neutréfilos (Lambertucci 2010,
Jaureguiberry et al. 2010).

Os eosinofilos sao leucocitos pleiotropicos, envolvidos na iniciagcdo e propagagao das
respostas inflamatorias, incluindo infeccdes helminticas, bacterianas, virais, neoplasias e
alergias (Rothenberg 1998, Hogan et al. 2008). Varios estudos ja demonstraram a associagao
entre infeccdo helmintica e eosinofilia (Barbosa et al. 2001, De Jesus et al. 2002, Silveira-
Lemos 2004, Anthony et al. 2007, Jaureguiberry et al. 2007, Silveira-Lemos 2008, Teixeira-
Carvalho et al. 2008, Checkley & Sanderson 2009). Entretanto, os mecanismos e as fungdes
dos eosinofilos ndo sdo totalmente compreendidos. Algumas linhas de pesquisa apontam para

funcdes exercidas por essas células como, modula¢do da imunidade adaptativa (MacKenzie et

38



al. 2001, Rothenberg & Hogan 2006) e participacdo na resposta imune de mucosas (Mishra et
al. 1999, Rothenberg 2004). Além disso, os eosindfilos estdo associados com a resposta
desenvolvida durante a imunidade inata, por serem fonte de citocinas como IL-2, IL-4, IL-5,
IL-12 (Rothenberg & Hogan 2006).

Na esquistossomose, o evento de eosinofilia ¢ atribuido ao aumento da producdo da
IL-5 e outras citocinas como IL-1, IL-3, GM-CSF (fator estimulador de colonia de
macrofagos e granulocitos) e G-CSF (fator estimulador de colonia de granuldcitos)
(Clutterbuck et al. 1989, Weller 1992, Reiman et al. 2006). Tem sido proposto que durante a
infec¢do esquistossomdtica ndo haja somente um aumento do numero de eosinofilos, mas
também um aumento da atividade dessas células, o que explicaria um papel protetor dessa
populacdo celular em infec¢cdes helminticas (Silveira-Lemos et al. 2008). Entretanto, duas
linhagens murinas deficientes na producdo de eosindfios recentemente estudadas, nao
demonstraram alteracdes significativas na carga parasitaria, na formacdo do granuloma ou
regressao da fibrose quando os animais foram infectados pelo S. mansoni (Swartz et al. 2006).
Todavia, deve-se considerar que os eosindfilos podem apresentar diferentes estigios de
ativacdo, além de exercer atividades anti- e pro-inflamatdrias ou imunorreguladoras, através
da producao de diferentes citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Munitz & Levi-
Schaffer 2004, Bandeira-Melo & Weller 2005, Hogan et al. 2008).

Os neutrofilos por sua vez, sdo leucdcitos tipicamente associados com a imunidade
antimicrobiana, entretanto, estudos recentes t€ém demonstrado a participagdo dessas células
em infec¢des helminticas (Morimoto et al. 2004, Anthony et al. 2006, 2007). Os neutréfilos
sdo ativados e recrutados para os sitios de infec¢do durante a invasdo dos parasitos nos
tecidos. Os estimulos quimiotaticos para os neutrofilos podem derivar de linfécitos T
sensibilizados e produtos de ativagdo do sistema complemento (Anthony et al. 2006).

A fun¢do dos neutrofilos é essencialmente dependente de um processo imune, tanto
celular quanto humoral, ndo atuando como uma entidade celular independente e sim, em
coordenagdao com outras populagdes celulares, incluindo eosinéfilos e macréfagos, podendo
assim, combater a infec¢ao de forma eficiente (Atta et al. 1981, Anthony et al. 2007).

Durante a infeccao pelo S. mansoni, Taylor et al. (2006) observaram pouco efeito da
deplecdo de neutrofilos na severidade da esquistossomose. Geralmente, entretanto, os
neutréfilos sao reconhecidos como componentes importantes da resposta do Tipo 2 durante as
infec¢des helminticas (Anthony et al. 2007).

Os mecanismos utilizados pelos neutrofilos para destruirem as larvas de S. mansoni

sdo fortemente associados aos mecanismos exibidos pelos eosindfilos, como a secre¢dao de
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varias proteinas citotoxicas (MBP - Proteina basica principal; EPO - Peroxidade eosinofilica;
ECP - Proteina catidnica eosinofilica), mediadores lipidicos (Prostaglandinas; Tromboxanos;
Fator Agregador de Plaquetas) e radicais derivados do oxigénio (H,O,, NO, OH’), que
também possuem atividade toxica (Cara et al. 2000).

Tanto os eosinofilos quanto os neutrofilos podem produzir um derivado do oxigénio
denominado 6xido nitrico (NO), que € capaz de controlar uma grande variedade de processos
bioldgicos, como a homeostase da pressdo sanguinea, agregag¢do plaquetaria e transmissao de
sinais pelo sistema nervoso, tendo papel inclusive no processo de ativacdo dos macréfagos e
células de defesa (Durner et al. 1999). O NO ¢ produzido pela enzima NO sintetase (iNOS) e
foi identificado como um fator citotoxico importante e versatil envolvido na regulacao do
sistema imune e na defesa contra parasitos (Khatsenko et al. 1993, Oliveira et al. 1998). Com
base em modelos murinos de infeccdo esquistossomdtica ja foi observado que existe um
aumento da expressao de iNOS na pele de camundongos vacinados com cercarias de S.
mansoni (Ramaswamy et al. 1997). Entretanto, seu papel nos processos inflamatorios
permanece incerto, uma vez que propriedades anti- e pro-inflamatorias tem sido atribuidas ao
NO, variando de acordo com sua concentracao ou depuragdo tecidual (Flora & Zilberstein
2000).

Além de funcionar como uma molécula sinalizadora o NO tem atividade
antimicrobiana e citotoxica em processos envolvendo aumento dos niveis de circulacao de
toxinas bacterianas ou citocinas (Nathan & Hibbs 1991). Segundo Liew (1995) o NO pode se
tornar um mediador importante no equilibrio das citocinas do Tipo 1 e do Tipo 2 na
esquistossomose. As células do Tipo 1 produzem IFN-y, que induz NO, enquanto células do
Tipo 2 produzem IL-10 e IL-4 que podem inibir a transcricdo de iNOS. O NO também pode
ser produzido por células do Tipo 1 e sua proliferacdo pode ser inibida por suas elevadas
concentragdes, assim, além de ser um mediador da interacdo das respostas do Tipo 1 € 2 o NO
pode ser uma importante molécula reguladora (Pearce et al. 1995). Oliveira et al. (1998, 1999)
correlacionaram a presenga de NO com a reagdo granulomatosa in vivo e in vitro estimulada
com SEA e SWAP e observaram uma diminui¢do da proliferagdo celular, sugerindo um
possivel papel regulador do NO na formagao do granuloma. O NO parece ter um papel central
na regulagdo da reagdo granulomatosa na esquistossomose humana (Oliveira, 2000).

A exposicdo de células de pacientes portadores da esquistossomose aos diferentes
antigenos de S. mansoni também vem sendo amplamente estudada. Desde a década de 80,
vém sendo realizados ensaios de reatividade celular aos antigenos soluveis de diferentes

estagios evolutivos do S. mansoni, entre estes os de vermes adultos totais (SWAP), tegumento
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de vermes adultos (TEG), cercarias (CERC), esquistossomulos (SOM) e ovos (SEA)
(Gazzinelli et al. 1983). Desde entdo, foi demonstrado que a reatividade celular aos antigenos
do parasito ¢ muito mais acentuada na fase aguda do que na fase crénica da doenga
(Gazzinelli et al. 1985). Na fase cronica em geral, observa-se uma intensa resposta
proliferativa direcionada ao SWAP e uma fraca resposta ao SEA (Boros et al. 1975, Bahia-
Oliveira et al. 1992, Talaat et al. 2007). Entretanto, Teixeira-Carvalho et al. (2008)
observaram padrdes de citocinas diferenciandos em leucocitos do sangue periférico de
pacientes portadores das formas clinicas cronicas da esquistossomose frente ao estimulo com
SEA, demonstrando niveis elevados de IL-4, IL-5 e IL-10 em pacientes portadores da forma
clinica intestinal e predominio de IFN-y e TNF-a em pacientes portadores da forma clinica
hepatoesplénica da doenca.

Malaquias et al. (1997) mostraram que o tratamento de células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) de pacientes portadores de infec¢do esquistossomotica aguda com
anticorpo anti-IL-4 reduziu significativamente a proliferacao celular, diante do estimulo SEA,
porém, isso ndo ocorreu quando o estimulo utilizado foi o SWAP. Contigli et al. (1999)
avaliaram clones e linhagens de células T isolados de portadores das formas clinicas aguda e
cronica da esquistossomose e de individuos saudaveis. Os resultados encontrados reveleram
um padrao diferenciado de citocinas nesses individuos. Os portadores da esquistossomose
apresentaram um perfil de citocinas do Tipo 2 e Tipo 2/Tipo 0, produzindo IL-4 e IL-5
durante a fase aguda e IL-4, IL-5 e IFN-y durante a fase cronica, enquanto os individuos
saudaveis apresentaram um perfil do Tipo 1/Tipo 0, produzindo IFN-y ou IL-4, IL-5 e IFN-y.

Montenegro et al. (1999) e De Jesus et al. (2002) demonstraram que PBMC de
pacientes com esquistossomose aguda responderam ao SEA e ao SWAP, produzindo grandes
quantidades de IFN-y, em comparagdo aos pacientes com esquistossomose cronica. Ja para a
citocina IL-10, esses grupos apresentaram niveis similares. Esses autores detectaram ainda
uma resposta de IL-5 antigeno-especifica, sugerindo que o padrio de expressdo de citocinas
seja caracterizado por um perfil misto (Tipo 1 e 2). Por outro lado, De Jesus et al. (2002)
detectaram baixos niveis de IL-5 ap6s o estimulo por SEA.

A IL-5 esta relacionada ao recrutamento de eosinoéfilos, proliferagdo e diferenciagao de
células B (Sher et al. 1990, Weinstock 1992), enquanto IL-13 e IL-4 inibem a producdo de
citocinas inflamatorias (Minty et al. 1993, De Waal Malefyt et al. 1993) e promovem a
expressdo de MHCII e CD23 por mondcitos/macrofagos e linfocitos B (De Waal Malefyt et
al. 1993). Além disso, essas citocinas induzem, in vitro, a troca de classe para IgE e

promovem a sintese de IgG e IgM (Minty et al. 1993, Mckenzie et al. 1993, Defrance et al.
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1994, Cocks et al. 1993, Chiaramonte et al. 1999). Falhas no desenvolvimento de uma
resposta Tipo 2 efetiva pode resultar em uma reagdo granulomatosa exacerbada, provocada,
principalmente, por células dos Tipos 1 e 17 (Anthony et al. 2007).

As células da resposta Tipo 17 representam um subtipo celular TCD4", caracterizado
por células produtoras de IL-17, considerada como mediadora de processos inflamatérios
cronicos (Cua et al. 2003, Anthony et al. 2007). Rutitzky et al. (2005) demonstraram que
camundongos isogénicos da raga CBA, que desenvolvem patologia exacerbada naturalmente,
apresentam altos niveis de IL-17 e que essa patologia pode ser reduzida através de anticorpos
anti-IL-17.

Outro subtipo de células T sdo as células T reguladoras (Trgg). Estudos mostram que
infec¢des por nematddeos podem induzir expansdo natural dessa populacdo celular (Summers
et al. 2003, Saunders et al. 2007), sugerindo um papel modulador das células Treg em
processos inflamatérios (Belkaid & Rouse 2005, Anthony et al. 2007). Alguns estudos tém
sugerido que as células Treg, mediadas por IL-10, desempenhem func¢do na supressdo da
resposta do Tipo 1 contra SEA (Hesse et al. 2004, Freeman et al. 2005). Entretanto, achados
mais recentes indicam que estas células poderiam exercer seu papel através de um
mecanismo, ainda desconhecido, porém, independente de IL-10 (Mckee & Pearce 2004,
Baumgart et al. 2006, Taylor et al. 2006).

A resposta imunoldgica e a inflamacao granulomatosa relacionadas a infecgao pelo S.
mansoni abragem multiplas vias que envolvem a ativagdo e o recrutamento de diferentes
populacdes celulares, bem como a produgdo de diversas citocinas e fatores soliveis. Nesse
contexto, as quimiocinas e seus receptores tornam-se elementos chaves no processo de
recrutamento de leucocitos.

As quimiocinas sdo pequenas proteinas com quatro cisteinas conservadas que formam
duas pontes dissulfeto. Estdo agrupadas em duas diferentes familias de acordo com a posi¢ao
das duas primeiras cisteinas, que estdo adjacentes (CC), ou separadas por um aminoacido
(CXC) (Baggiolini 1998). A maioria das quimiocinas ¢ produzida em condigdes patoldgicas
pelas células teciduais e pelo infiltrado leucocitario (Moser & Willimann 2004). As
quimiocinas produzidas durante os processos inflamatdrios sdo determinantes da extensdo, do
tipo e da duragdo do processo migratério de células para o tecido, sendo a regulagao celular da
expressao dos receptores dessas moléculas um fator importante no processo de migragdo
(Sallusto et al. 2000).

Os receptores de quimiocinas por sua vez, compreendem uma familia de sete dominios

transmembranicos unidos a uma proteina G e possuem atividade em leucécitos, onde teriam
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importancia no desenvolvimento, diferenciacdo, distribuicdo anatdmica, trafego e fungdo
efetora das células (Ono et al. 2003), sendo portanto, fundamentais na ativacao e regulacao da
resposta imune inata e adaptativa.

A posigdo relativa de um residuo de cisteina na molécula define quatro motivos
estruturais para os receptores de quimiocinas (CC, CXC, CX3C e XC). Cerca de dezoito
receptores foram descritos, receptores para as quimiocinas CC (CCR1, CCR2, CCR3, CCR4,
CCRS5, CCR6, CCR7, CCR8, CCRY, e CCR10), receptores para CXC (CXCRI1, CXCR2,
CXCR3, CXCR4, CXCR5 e CXCRO6), receptor para a quimiocina CX3C (CX3CR1) e
receptor para a quimiocina XC (XCR1) (Rottman 1999, Horuk 2001, Ono et al. 2003).

A avaliagdo da funcdo de quimiocinas e seus receptores contribuem para um melhor
entendimento de aspectos imunolégicos em doengas infecciosas, inflamatorias e virais
(Murphy et al. 2000). Esses dados, além de permitirem estudos acerca dos processos
imunolégicos, também proporcionam conhecimentos basicos para a manipulagdo da resposta
imune, assim como, para o desenvolvimento de novas abordagens terap€uticas (Mackay
2001).

Até o momento, poucos estudos abordaram o papel das quimiocinas e seus receptores
na esquistossomose humana. Segundo Falcdo et al. (2002), pacientes portadores das formas
clinicas cronicas da doenga demonstram altos niveis de MIP-1a, RANTES e CCL24 em
comparacgdo aos individuos ndo infectados. Silveira-Lemos (2004) observou em pacientes
portadores da fase aguda da esquistossomose um aumento no percentual médio de linfocitos
TCD4" expressando os receptores CCR2 e CCRS5, sugerindo que essa fase seja influénciada
tanto por fatores da resposta imune do Tipo 1 quanto do Tipo 2. Teixeira-Carvalho et al.
(2008) observaram a expressao dos receptores de quimiocinas CXCR3 e CXCR4 em
linfocitos TCD4" de pacientes portadores da forma clinica intestinal, demonstrando que esses
fatores poderiam estar associados aos eventos benéficos da imunomodulagdo da forma crénica
intestinal na esquistossomose humana. No entanto, Silveira-Lemos et al. (2010) avaliaram o
recrutamento de eosindfilos do sangue periférico de pacientes portadores da fase aguda da
esquistossomose, através da avaliacdo das quimiocinas CXCLS, CCL2, CCL3 e CCL24 e dos
receptores de quimiocinas CCR2, CCR3, CCR5, CXCR1, CXCR2, CXCR3 ¢ CXCR4, ¢
observaram niveis elevados de todas as quimiocinas avaliadas e niveis reduzidos de CXCR1 e
CXCR2. A avaliagao da associagdo entre as quimiocinas € seus recptores revelou que os
pacientes com infec¢do aguda que exibiram niveis reduzidos de CCL24 foram os mesmos que
apresentaram elevados niveis de CCL3, CCR5 e CXCR3, sugerindo que a CCL24 possa

influenciar a cinética das quimiocinas e seus receptores no recrutamento de eosinoéfilos.
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Estudos in vitro envolvendo a quimiocina CCL24 demonstram que esta ¢ uma molécula
ativadora e quimioatraente de eosinofilos (Jose et al. 1994, Kita & Gleich 1996).

Do ponto de vista da resposta imune humoral, varios trabalhos mostram que as
classes e subclasses de anticorpos anti-Schistosoma variam de acordo com parametros
inerentes ao hospedeiro. Sabemos que o isotipo IgG4 ¢ ineficiente na ativacdo do
complemento (Iskander et al. 1981). Além disso, compete com IgE especifica na ligagdo a
antigenos do verme nos sitios de ligacdo de mastocitos, bloqueando a sua desgranulacao
(Stanworth & Smith 1973). Caldas et al. (2000) encontraram aumento nos niveis de IgE
contra SWAP e redugdo de IgG4 contra SEA em soro de individuos resistentes a reinfec¢ao
apds o tratamento especifico, sugerindo que a resisténcia a reinfecgdo dependa do balango
entre os niveis de IgE e IgG4.

Durante a infecgdo aguda pelo S. mansoni os leucocitos circulantes exibem um perfil
imunofenotipico diferenciado, com uma diminuigdo do percentual médio de linfocitos TCD4"
e TCD4'CD28". Por outro lado, ocorre um aumento do percentual médio de linfocitos
TCD4'HLA-DR', B-1 (CD19°CD5") e um aumento da expressio dos receptores de
quimiocinas CCR2 e CCRS por linfocitos TCD4" (Martins-Filho et al. 1999, Silveira-Lemos
2004). De acordo com esses resultados, os autores sugeriram que possa estar havendo uma
ativacdo diferencial de subpopulacdes de células T durante a fase aguda da esquistossomose
humana.

Diante dos mecanismos imunoldgicos expostos fica evidente que a infeccdo causada
pelo S. mansoni desencadeia respostas imunologicas complexas, principalmente em relagdo a

fase aguda, a intensidade e gravidade da doenga.
3.5 Tratamento para a esquistossomose mansénica

Atualmente, a estratégia de controle mais eficaz para o combate a esquistossomose
mansonica ¢ a quimioterapia especifica em massa, sendo o praziquantel o composto ativo
mais eficiente contra todas as espécies de Schistosoma (Salvioli et al. 1997, Jaureguiberry et
al. 2007, Lambertucci 2010). O praziquantel comeca a atuar cerca de uma hora apds sua
administracdo, provocando paralisia das contra¢cdes musculares do parasito, dano tegumentar
e aumento na exposi¢ao de antigenos na superficie do parasito. Seus efeitos colaterais podem
variar de acordo com os individuos, mas normalmente, sdo leves, incluindo nauseas, vomitos,
mal-estar e dor abdominal (Stelma et al. 1995, Gryseels et al. 2006). Além disso, € uma droga
que apresenta poucos efeitos sobre ovos e vermes imaturos do Schistosoma, sendo que ovos

retidos nos tecidos podem ser excretados apds o tratamento (Renganathan & Cioli 1998).
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Atualmente, o Ministério da Satude utiliza o praziquantel produzido pelo Instituto de
Tecnologia em Farmacos (Farmanguinhos/Fiocruz), que ¢ apresentado em comprimidos de
600 mg, administrados por via oral. O Ministério recomenda uma dose unica de 50 mg/kg de
peso corporal para adolescentes acima de 15 anos e adultos e 60 mg/kg para criangas de até 15
anos (Brasil 2010). Apos o tratamento, sdo relatadas taxas de cura de até 60% durante a fase
aguda e 90% durante a fase cronica, com reducdo da contagem de ovos acima de 90% entre os
ndo curados (Utzinger et al. 2000, Gryseels et al. 2006, Katz 2008). Nas populagdes expostas
as reinfecgdes, com numero de ovos elevado, a taxa de cura pode ser reduzida, podendo a
dose do medicamento ser aumentada e fracionada (Davis 1993).

A fase aguda da esquistossomose pode ser inicialmente tratada com corticosterdides
para suprimir a reacdo de hipersensibilidade e, posteriormente, com praziquantel para eliminar
os vermes (Lambertucci 1993, Horak & Kolarova 2005). No caso de varizes esofagicas
hemorragicas, os beta-bloqueadores, escleroterapia endoscopica, esplenectomia ou desvio
portocaval poderdo ser indicados (Lambertucci 1993, Olds & Dasarathy 2000). Outra droga
que pode ser utilizada no combate a infec¢do esquistossomotica € a oxamniquine, entretanto,
essa droga atua somente sobre formas jovens do S. mansoni (Olds & Dasarathy 2000,
Fenwick et al. 2003), possuindo uma eficacia semelhante ao praziquantel, contudo, seus
efeitos colaterais sdo mais pronunciados e ja existem trabalhos na literatura demonstrando
resisténcia a esse medicamento (Lambertucci et al. 2000, Saconato & Atallah 2000). Outra
alternativa de tratamento sdo os derivados da artemisinina, compostos ativos contra parasitos
da maléria e vermes imaturos do S. mansoni (Xiao et al. 2002). Entretanto, o uso desses
compostos, em areas endémicas para a malaria, ndo ¢ recomendado devido ao risco dos
parasitos da malaria tornarem-se resistentes a essa droga (Gryseels et al. 2006).

A auséncia ou melhora discreta do quadro clinico da esquistossomose apds o
tratamento especifico tem sido relatada na literatura (Lambertucci et al. 1982, Gryseels et al.
1994, Homeida et al. 1996, Boisier et al. 1998, Frenzel et al. 1999, Martins-Leite et al. 2008,
Jaureguiberry et al. 2007, Pinto-Silva et al. 2010). No geral, a prevaléncia e a intensidade da
infeccdo reduzem-se acentuadamente apos o tratamento. Toure et al. (2008) avaliaram o
impacto de dois anos de tratamento com praziquantel sobre a infec¢do esquistossomotica em
Burkina Faso, Africa, e observaram uma redugio significativa da prevaléncia e intensidade da
infec¢do por S. haematobium, demonstrando a eficacia do tratamento para o controle da
doenga. Segundo Frenzel et al. (1999), pacientes portadores de esquistossomose cronica
demonstraram redu¢do da fibrose hepatica, apds dois anos e sete meses de tratamento com

praziquantel.
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Em relagdo a resposta imunologica pos-tratamento especifico alguns trabalhos tém
demonstrado respostas heterogéneas, que variam de acordo com os antigenos utilizados e o
periodo de avaliagdo (Fitzsimmons et al. 2004, Joseph et al. 2004). No geral, a maioria dos
estudos imunologicos pods-tratamento foram realizados em pacientes portadores das formas
clinicas cronicas da esquistossomose. Martins-Leite et al. (2008), utilizando pacientes
portadores da fase cronica da doenga, demonstraram que os niveis de IFN-y, induzidos por
SEA, diminuiram, significativamente, nas formas mais graves da doenca, nao se alterando nas
demais formas clinicas. Esse mesmo estudo mostrou que os niveis de IL-4, TGF-3 ¢ TNF-a
ndo se alteraram significativamente em resposta ao SEA. Entretanto, o estudo realizado por
De Souza et al. (2007) avaliando o efeito do tratamento com oxamniquine em pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, demonstraram que os niveis de IFN-y
aumentam, significativamente, em resposta aos antigenos SEA ¢ SWAP e os niveis de IL-4
ndo se alteram. Além disso, foram observadas alteragdes como leucocitose, eosinofilia e altos
niveis de IgE total antes do tratamento, com posterior redu¢do desses parametros pos-
tratamento. Esses autores sugerem ainda, que o tratamento da forma clinica aguda promoveria
um direcionamento para uma resposta imune do Tipo 1, entretanto, a fun¢do exata dos fatores
envolvidos na resposta do Tipo 1 ainda requer elucidagdo.

Costa-Silva (2009) durante a avaliagdo do perfil imunofenotipico dos pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, na primeira parte desse estudo, antes e
um ano apoés o tratamento, observou um aumento de linfécitos TCD3", TCD4" ¢ TCD8" ¢ um
aumento da ativagdo e adesdo celulares determinado pela elevagdo da expressdo das
moléculas CD28, CD80, CD&6, CD25, HLA-DR, CD69, CD18, CD44 ¢ CD54 em leucocitos
do sangue periférico de pacientes avaliados antes do tratamento. Com relagdo aos receptores
de quimiocinas foi observado aumento da expressdo de CCRS e CXCR3. Contudo, embora, a
maioria dos aspectos imunofenotipicos avaliados antes do tratamento tenham retornado a
normalidade um ano ap6s quimioterapia, algumas altera¢des imunologicas ainda
permaneceram (aumento do nimero absoluto de CD28, CD80, CD86, CD18, CCR2, CXCR3
em eosindfilos, diminuicdo de CD62L em neutrofilos, aumento de linfocitos TCD8" e de
CDI8 em linfocitos TCD4"). A permanéncia dessas alteragdes, mesmo um ano apos o
tratamento, sugere um impacto a longo prazo da terapéutica especifica pos-fase aguda da
infeccdo esquistossomotica sobre o estado geral dos pacientes. Em funcdo da permanéncia
dessas alteragdes ¢ que se realizou esse estudo de avaliacdo laboratorial, imunologica e ultra-

sonografica dois anos ap0s terapéutica especifica com praziquantel.
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4 POPULACAO, MATERIAIS E METODOS
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4.1 Descricao da area estudada

Os individuos avaliados nesse estudo entraram em contato com as formas infectantes
do S. mansoni presentes em colegdes hidricas contaminadas, em uma casa de campo
localizada na Zona Rural de Igarapé, Municipio pertencente a Regido Metropolitana de Belo
Horizonte — Minas Gerais (MQG), durante o feriado de carnaval do ano de 2006. O local ¢
frequentemente alugado durante finais de semanas e feriados prolongados, possuindo uma
casa ampla, com uma piscina ¢ uma ducha abastecidas por 4gua natural proveniente do
corrego Igarapé. Foi realizada uma inspe¢ao na casa de campo, no ano de 2006, pelos
pesquisadores do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR), Dr. Cristiano Lara Massara e
Dr. Martin Johannes Enk, na qual observou-se auséncia de saneamento basico, sendo que toda
a agua utilizada na residéncia era desprezada em uma represa vizinha. Foi realizada ainda,
pesquisa malacologica nas colegdes hidricas e foram detectados moluscos Biomphalaria

glabrata eliminando cercarias de S. mansoni (Costa-Silva 2009).
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Figura 1: Casa de campo localizada na Zona Rural de Igarapé, Municipio pertencente a Regido
Metropolitana de Belo Horizonte - MG. Vista geral da casa de campo, na qual ¢ possivel observar a

piscina de 4gua natural abastecida pelo corrego Igarapé.
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Figura 2: Casa de campo localizada na Zona Rural de Igarapé, Municipio pertencente a Regido
Metropolitana de Belo Horizonte - MG. Represa vizinha a casa, na qual toda a dgua utilizada pelos

turistas era desprezada.
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4.2 Caracterizacao da populacéo avaliada

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas amostras de fezes e sangue periférico
de individuos normais e pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose
mansoni, que foram subdivididos em cinco grupos de estudo. Os Grupos 1 e 2 foram
denominados grupos controles do estudo, sendo formados por individuos saudédveis (homens e
mulheres), doadores de sangue da Funda¢do Hemominas de Belo Horizonte - MG (n=9), com
idade variando entre 18 a 45 anos para parametros os hematolégicos e imunofenotipicos e
individuos saudaveis (n=12), ndo infectados pelo S. mansoni para parametros ultra-
sonograficos, respectivamente. Vale ressaltar que esses individuos foram selecionados apos
teste soroldgico negativo para doenga de Chagas, leishmaniose, virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), hepatite e apresentavam exame parasitologico de fezes negativo para o S.
mansoni e outros helmintos anteriormente a sua avaliagdo. Além disso, esses individuos nao
apresentavam ter contato com area endémica. Os grupos 3, 4 e 5 foram formados por
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose mansoni sendo: Grupo 3,
composto por 16 pacientes (homens —n = 07 e mulheres — n = 09) portadores da forma clinica
aguda da esquistossomose, avaliados antes do tratamento especifico (AGD-AT), com idade
variando entre 05 a 35 anos e contagem de ovos por grama de fezes (opg) variando de 04 a
768; Grupo 4, composto por pacientes (homens e mulheres) portadores da forma clinica
aguda da esquistossomose (n=13), avaliados um ano apds terapéutica especifica com
praziquantel (AGD-PT I); Grupo 5, composto por pacientes (homens e mulheres) portadores
da forma clinica aguda da esquistossomose (n=11), avaliados dois anos apds terapéutica
especifica com praziquantel (AGD-PT II) (Tabela 1).

O diagnodstico da forma clinica aguda da esquistossomose foi baseado em dados
epidemioldgicos (contato recente com agua contaminada com as formas infectantes do S.
mansoni), clinicos (enterocolite aguda, nauseas, vomitos, dor abdominal, febre, dor de cabega,
perda de peso, tosse, dermatite cercariana, hepatomegalia e esplenomegalia) e laboratoriais
(eosinofilia e ovos viaveis de S. mansoni nas fezes) (Barata et al. 1999).

Todos os pacientes portadores da infec¢do pelo S. mansoni, independente da sua
participagdo nesse estudo, foram submetidos ao tratamento com praziquantel na dose padrao
brasileira, 50 mg/Kg de peso para adultos e 60 mg/Kg de peso para criangas (Disch et al.
2002, Costa-Silva 2009, Enk et al. 2010). Posteriormente ao tratamento, alguns pacientes
relataram o aparecimento de determinadas reagdes adversas relacionadas ao medicamento,

tais como nauseas, vomitos, tonteira, dor abdominal e sonoléncia. Além disso, um paciente
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relatou que apresentou paralisia momentanea de membros inferiores apds administragdo do
praziquantel.

E importante mencionar que todas as avaliagdes propostas para o estudo, incluindo
exame parasitologico de fezes, avaliacdo de parametros hematolégicos, exame ultras-
onografico e avaliagcdes imunologicas foram realizadas antes, um ano ¢ dois anos apos a
terapéutica especifica com praziquantel.

A inclusdo dos pacientes neste trabalho seguiu critérios de inclusdo e exclusdo, que

estdo descritos a seguir:
4.2.1 Critérios de incluséo

Apos avaliagdo clinica e parasitologica, os pacientes foram selecionados de acordo
com o0s seguintes critérios:
e Idade compreendida entre 05 a 65 anos;
e Individuos que relataram auséncia de tratamento com drogas anti-helminticas nos
ultimos 24 meses;
e (Conclusao dos exames propostos;

e Assinatura de consentimento livre e esclarecido pelo voluntario ou responsavel.
4.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos deste estudo pacientes que ndo preencheram os critérios de inclusdo
definidos acima ou que apresentaram:

e Impossibilidade para a realizacdo dos exames propostos;

e Alcoolismo, definido como consumo médio semanal acima de 420 g de etanol (média
diaria acima de 60 g de etanol) (Skinner et al. 1984);

e Gravidez, definida por critérios laboratoriais;

e Qualquer outra doenca sistémica significativa cronica ou aguda que pudesse interferir
nos resultados dos métodos propostos;

e Anemia significativa, definida como hemoglobina menor que 10 g/dL (Stoltzfus &

Dreyfuss 1998).

Todos os individuos que aceitaram participar voluntariamente deste estudo puderam
retirar-se quando desejado, sem prejuizo ou dano no atendimento clinico e tratamento

terapéutico (Tabela 1).
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Além disso, este trabalho cumpriu com as disposi¢des da resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Satde, que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos, sendo
aprovado pelos Comités de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e do Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

E importante ressaltar ainda que, a primeira parte desse estudo, a avaliagio um ano
apos o tratamento especifico constituiu tema da dissertacao de mestrado do estudante Matheus
Fernandes Costa e Silva, do Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias da Satide do Centro de
Pesquisas René Rachou. Durante este estudo, verificou-se que as altera¢des ultra-sonograficas
esplénicas e hepaticas permaneciam um ano apds tratamento especifico e estavam associadas
com alteragdes imunofenotipicas. Dessa forma, esse projeto foi ampliado e a segunda parte do
estudo de avaliagdo dos parametros propostos dois anos apos terapéutica especifica constituiu

tema dessa dissertagdo de mestrado.
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Tabela 1: Caracterizagdo da populacdo avaliada

VARIACAO

VARIACAO

GRUPOS SIGLAS IDADE (OPG)

(ANOS)

FEM. MASC. TOTAL

Grupo controle
doadores de CT 18-45 0-0 05 04 09
sangue

Grupo controle
parametros ultra- CT* 10-38 0-0 07 05 12
sonograficos

Portadores da
forma clinica AGD-AT 05-35 04-768 09 07 16
aguda — Antes do
tratamento

Portadores da

forma clinica AGD-PT 1 05-31 0-0 07 06 13
aguda — Um ano
apoOs tratamento

Portadores da
forma clinica AGD-PT I 08-31 0-0 05 06 11
aguda — Dois anos
apos tratamento

CT/CT* — Grupo controle

AGD-AT - Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, antes da terapéutica especifica com
praziquantel

AGD-PT I — Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, um ano ap6s terapéutica especifica
com praziquantel

AGD-PT II — Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, dois anos apds terapéutica
especifica com praziquantel

OPG — Ovos por grama de fezes
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4.3 Exame parasitologico de fezes

Os exames parasitologicos foram realizados pelos Drs. Cristiano Lara Massara e
Martin Johannes Enk do Laboratorio de Helmintologia e Malacologia Médica do CPqRR. A
presenca ¢ o nimero de ovos do S. mansoni/grama de fezes foram determinados por meio do
exame de seis laminas de uma amostra de fezes de cada paciente, utilizando-se o método
parasitologico de Kato-Katz (Katz et al. 1972). A contagem do nuimero total de ovos por
grama de fezes de cada individuo foi apresentada pelo resultado da média aritmética da leitura
das seis determinagdes e definida como ovos por grama de fezes (opg). O método Kato-Katz ¢
o método de escolha para determinagdo da intensidade de infeccdo e tem sido amplamente

utilizado em estudos epidemioldgicos (Enk et al. 2008).

4.4 Avaliacéo de parametros clinicos

Os participantes do estudo foram submetidos a anamnese detalhada, realizada pelo Dr.
Martin Johannes Enk, médico que possui ampla experiéncia na avaliagdo clinica de pacientes
portadores de esquistossomose mansonica. Uma ficha de registro com os seguintes dados de
identificagdo foi preenchida: nimero do protocolo, nome, sexo, idade, naturalidade e
escolaridade. Durante a anamnese as informagdes consideradas foram: sintomas gerais
(adinamia, hiporexia, emagrecimento, febre, dor de cabega); sintomas digestivos (dor
abdominal, nduseas, vOmitos, hematémese, diarreia, hematoquesia); sintomas de outros
aparelhos e sistemas; historia pregressa: contato com aguas naturais (localidade, frequéncia e
regularidade); manifestagdes cutdneas apos contato com aguas; tratamentos anteriores para
esquistossomose mansoni (medicamentos utilizados); cirurgias; outras doengas; habitos ou
passado moérbido; histéria familiar e social. Todos os pardmetros avaliados nesse trabalho
foram disponibilizados para leitura cientifica por meio de publicacdo recente de Enk et al.

(2010).

4.5 Avaliacao de parametros hematologicos

O perfil hematolégico da populacao avaliada foi determinado por meio do
hemograma, realizado por um laboratorio terceirizado (Laboratorio Paula Castro - Medicina
Laboratorial/Belo Horizonte/MG), através de um contrato firmado entre o laboratério e o
CPgRR. As determinagdes foram realizadas por sistema automatizado de contagem por

citometria de fluxo, utilizando-se sangue periférico, coletado em tubos de 5 mL, contendo

55



como anticoagulante o EDTA (Etilenodiaminotetracético). Os pardmetros avaliados foram
contagem de eritrocitos, hematdcrito, concentragdo de hemoglobina e numero de plaquetas,
global de leucdcitos e diferencial de células com determinag¢do do percentual e do nimero

absoluto de neutrofilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos € monocitos.
4.6 Exame ultra-sonografico

Os pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose ¢ individuos nao
infectados pelo S. mansoni foram submetidos ao exame de ultra-sonografia abdominal,
utilizando-se o aparelho modelo Nemio SSA/550? (Toshiba) transdutor convexo de 3.75 MHz
para individuos maiores que dez anos de idade e 5.0 MHz para individuos menores que dez
anos de idade. Todos os participantes desse estudo foram examinados pela Dr’. Maria
Carolina Barbosa Alvares, médica da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte - MG,
que possui ampla experiéncia na avaliacdo ultra-sonografica de pacientes portadores da
infecgdo pelo S. mansoni. O exame foi realizado com os individuos em dectbito dorsal e
jejum minimo de seis horas (Tabela 2).

Nesse estudo, adotou-se a classificagdo da OMS (1991) para avaliar a morbidade
provocada pela infecgdo pelo S. mansoni em relagdo ao aumento da ecogenicidade periportal,

descrita abaixo:

Grau 0: espessamento da parede dos ramos periportais < 3 mm (auséncia de fibrose);
Grau I: espessamento da parede dos ramos periportais entre 3 a 5 mm (fibrose incipiente);
Grau II: espessamento da parede dos ramos periportais entre 5 a 7 mm (fibrose moderada);

Grau III: espessamento da parede dos ramos periportais superior a 7 mm (fibrose grave).
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Tabela 2: Critérios e parametros avaliados nos exames ultra-sonograficos

CRITERIOS AVALIADOS PARAMETROS

Textura do parénquima hepatico Homogéneo ou Heterogéneo
Superficie do figado Regular ou Irregular
Medida do lobo esquerdo do figado mm (LELON e LEAP)
Medida do lobo direito do figado mm (LDLON e LDAP)
Ecogenicidade mm (VP), portal central e periférico
Lesoes hepaticas focais Presenca ou Auséncia
Calibre da veia porta (didmetro) mm (lamen, hilo e bifurcagao)
Circulagdo colateral Presenca ou Auséncia
Medida do bago mm (BLON e BAP)
Textura do parénquima do baco Homogéneo ou Heterogéneo
Superficie do bago Regular ou Irregular
Calibre da veia esplénica mm (hilo)
Medida da veia mesentérica superior mm
Medida do pancreas mm
Textura do parénquima do pancreas Homogéneo ou Heterogéneo
Superficie do pancreas Regular ou Irregular
Calibre do ducto pancreatico principal mm

Vias biliares -

Medida da vesicula biliar mm
Superficie da vesicula biliar Regular ou Irregular
Medida da espessura da parede anterior da mm

vesicula biliar

Medida de linfonodos periportais-PP mm

(Secgdo longitudinal-LELON, na linha médio-esternal e antero-posterior-LEAP, seccdo longitudinal-LDLON, na linha
hemiclavicular e antero-posterior-LDAP; veia porta-VP).



4.7 Obtencédo de granuldcitos do sangue periférico e plasma

Para separacdo dos granuldcitos amostras de sangue periférico foram coletadas a
vacuo em tubos de 10 mL contendo heparina sodica (Vacutainer — BD, E.U.A.) e o sangue foi
lentamente adicionado sobre uma camada de solucao de histopaque 1077 (SIGMA, E.U.A.),
na propor¢do de 2:1, em tubos conicos de poliestireno com capacidade para 50 mL (Falcon —
BD, E.U.A.). Os tubos foram centrifugados a 400 g por 40 minutos a 18° C (Centrifuga
Beckman Modelo J-6B, E.U.A.). Em seguida, o plasma, o anel de células mononucleares e o
histopaque foram removidos. O plasma foi retirado cuidadosamente e armazenado a -70° C
(Ultra Low Freezer - Partlow 1160). O anel de granulécitos, que se dispde como um manto
acima da suspensao de hemacias, foi retirado cuidadosamente para que a contaminagdo com
hemécias fosse a menor possivel. Posteriormente, os granuldcitos foram transferidos para
tubos conicos de 50 mL de polipropileno (Falcon — BD, E.U.A.) e as hemadcias presentes
removidas através da lise com 45 mL de solugdo de cloreto de aménio (NH4Cl 155 Mm,
KHCO; 10Mm ¢ EDTA 0.1 mM) (SIGMA, E.U.A.), pH 7,2. Em seguida os tubos foram
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugados a 400 g
por 10 minutos a 18° C (Centrifuga Beckman Modelo J-6B, E.U.A.). O sobrenadante foi
descartado e as amostras foram lavadas com 20 mL de meio de cultura MEM (Minimal
Essential Médium) (reagente GIBCO, E.U.A.), sendo logo em seguida, submetidas
novamente a centrifugacdo a 400 g por 10 minutos a 4° C. A partir dessa etapa, os tubos
contendo os granulocitos foram mantidos em banho de gelo para manutenc¢ao da estabilidade
e viabilidade das células. Os procedimentos de lavagem/centrifugacdo foram repetidos por
mais duas vezes e, em seguida, as c€lulas foram ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI 1640
(reagente GIBCO, E.U.A.). Uma aliquota foi separada e diluida em 190 pL de Solugdo de
Turk (diluicdo 1:20) para contagem de células em cdmara de Neubauer (Hausser Scientific,
E.U.A.) ¢ ajustadas para a concentracio desejada, que era de 1x10’ células/mL em RPMI
1640 (reagente GIBCO, E.U.A.). Os granulodcitos foram cultivados em tubos de polipropileno
de 5 mL, contendo 600 uL. de RPMI durante 18 horas, na presenca de SEA ¢ SWAP na
concentragdo de 25 pg/mL em incubadora contendo 5% de CO, em atmosfera imida. As
culturas controles foram cultivadas nas mesmas condi¢gdes, porém sem a presenca de

estimulacdo antigeno-especifica.
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4.8 Obtencédo dos sobrenadantes de cultura

Ap0s o periodo de incubagdo, os tubos foram centifugados a 400 g por 10 minutos a
18° C e os sobrenadantes de cultura foram coletados e armazanados em microtubos de 500
uL. Os sobrenadantes foram imediatamente estocados a -70° C (Ultra Low Freezer - Partlow
1160) para posterior utilizagdo nos ensaios de dosagem de citocinas, quimiocinas e 6xido

nitrico.

4.9 Obtencéo de antigenos solUveis de ovos (SEA) ou vermes adultos (SWAP) do S.

mansoni

Os antigenos soltiveis de ovos (SEA) e vermes adultos do S. mansoni (SWAP) foram
obtidos segundo método descrito por Gazzinelli e colaboradores (1983). Os ovos do parasito e
os vermes adultos foram coletados, apds seis semanas de infec¢do, de camundongos albinos
sui¢os infectados com cercarias da cepa LE do S. mansoni. Os ovos ou vermes adultos do
parasito foram triturados e ressuspendidos em salina 1,7%, utilizando-se homogeneizador
com pistao de teflon (Wirtis, DTL) (30 segundos de homogeneiza¢ao com intervalos de 60
segundos). O homogenato resultante foi centrifugado a 50.000 g durante uma hora a 4° C. O
sobrenadante foi coletado e dialisado contra PBS 0,015 M, pH 7,4 (SIGMA, E.U.A.), durante
48 horas a 4° C e esterilizado utilizando filtro de 0,22 um (Filter millex — HA — Milipore
Products Divison, E.U.A.). O conteudo protéico presente no material filtrado foi determinado
pelo método descrito por Bradford (1976), modificado pelo Kit Microprote (DOLES, Brasil).
A solugido antigénica foi aliquotada e conservada a -70° C (Ultra Low Freezer - Partlow 1160),

para uso posterior nos ensaios de estimulacao antigénica.

4.10 Determinacdo dos niveis de IgE total no plasma

Os niveis plasmaticos de IgE total, foram quantificados utilizando-se o Kit
Imunoenzimatico para determinacao quantitativa de IgE total (IgE Total SYM, Symbiosis
Diagndstica, Brasil) e o ensaio realizado segundo as recomendagdes do fabricante. Aliquotas
de 25 pL dos plasmas testados e dos seis padrdes (reagentes do Kit de IgE total SYM) nas
concentragdes de 0; 5; 25; 50; 150 e 400 UI/mL foram dispensadas, em duplicatas, em seus
respectivos pogos da placa de fundo chato, previamente sensibilizadas com estreptavidina. Em
seguida, foram adicionados 100 puL de anticorpo monoclonal anti-IgE humano conjugado com
biotina (reagente do Kit de IgE total SYM) aos pogos onde as amostras e os padrdes foram

dispensados anteriormente. As placas foram vedadas e incubadas por 30 minutos a
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temperatura ambiente ¢ ao abrigo da luz. Apds incubagdo, as placas foram lavadas cinco
vezes com 300 plL/pogco com solugcdo de lavagem (reagente do Kit de IgE total SYM) e,
posteriormente, foram adicionados 100 puL de um segundo anticorpo monoclonal anti-IgE
humano conjugado com peroxidase (reagente do Kit de IgE total SYM). Novamente, as placas
foram incubadas 30 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, e apods a incubacao,
lavadas cinco vezes com 300 pL/poco com solucao de lavagem (reagente do Kit de IgE total
SYM). Em seguida, foram adicionados, a todos os pogos, 100 pL da solu¢do de cromogeno-
substrato (tetrametilbenzidina-TMB) (reagente do Kit de IgE total SYM) e a placa novamente
foi incubada por 15 minutos ao abrigo da luz. Apos o periodo de incubagdo, a reagao foi
interrompida adicionando-se, a todos os pogos da placa, 100 pL. de acido sulfirico 1 N
(H2S0,) (reagente do Kit de IgE total SYM). A densidade Optica das amostras e padrdes foi
medida em leitor automatico (Molecular Devices-Precision Reader, E.U.A.), utilizando-se
filtro de 450 nm. As concentragdes de IgE das amostras foram determinadas segundo um
modelo de ajustamento por meio de curva de 6 parametros, definida, a partir das

concentragdes conhecidas dos padrdes.

4.11 Determinag&o dos niveis de Oxido Nitrico (NO) no plasma e em sobrenadantes de
cultura

Os niveis de oxido nitrico (NO) no plasma e em sobrenadantes de culturas foram
quantificados utilizando-se o Kit QuantiChrom™ Nitric Oxide Assay (DINO-250) para
determinagéo quantitativa de Oxido Nitrico (NO) (Quantitative Colorimetric Determination of
Nitric Oxide at 540 nm, BioAssay Systems, E.U.A.) sendo o ensaio realizado segundo as
recomendacdes do fabricante. Anteriormente, todas as amostras foram desproteinadas
adicionando-se 80 pL de Sulfato de Zinco (ZnSO4) 75 mM e 120 pL de Hidroxido de Sodio
(NaOH) 55 mM e centrifugadas a 400 g por 5 minutos a 4°C até que ndo ocorresse mais
formagdo de precipitado. Em seguida, foram acrescentados 70 pL de Tampdo Glicina
(reagentes do Kit QuantiChrom™™ Nitric Oxide Assay). Para realizagio do ensaio, aliquotas de
100 pL dos plasmas e sobrenadantes testados e dos oito padrdes (reagentes do Kit
QuantiChromTM Nitric Oxide Assay) nas concentragdes de 0; 5; 10; 15; 20; 30; 40 e 50 puL/
mL foram dispensados, em duplicatas, em seus respectivos tubos de 1,5 mL. Em seguida,
granulos de cddmio foram lavados com 4gua destilada e ativados com 200 pL do Tampao de
Ativagio (reagente do Kit QuantiChrom™ Nitric Oxide Assay) diluido 1x. Posteriormente

foram adicionados 3 granulos de cadmio por amostra, incubados durante 15 minutos.
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As amostras foram transferidas, em duplicatas, para seus respectivos pocos em placas de
fundo chato e adicionados 50 pL dos reagentes A e B.
A densidade Optica das amostras e padrdes foi medida em leitor automatico

(Molecular Devices-Precision Reader, E.U.A.), utilizando-se filtro de 540 nm.

4.12 Caracterizagdo das citocinas e quimiocinas presentes no plasma e nos
sobrenadantes das culturas de granuldcitos

Foram dosadas as citocinas IL-1p, IL-3, L-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-a., GM-CSF
e G-CSF e as quimiocinas CXCL-8 e CCL24, no plasma e nos sobrenadantes das culturas de
granuldcitos na auséncia e presenga dos antigenos SEA e SWAP.

Os niveis dos analitos avaliados foram quantificados utilizando-se o sistema
Cytometric Bead Array (CBA) (BD, Pharmingen, E.U.A.) que emprega uma mistura de
esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas e distintas, recobertas com
anticorpos especificos para os analitos de interesse, que sao detectados nos canais FL3/FL4.
Essa metodologia permite a avaliacdo simultdnea de até vinte analitos em um mesmo ensaio,
empregando-se um pequeno volume de amostra.

Neste estudo, a metodologia de CBA foi adaptada do protocolo original proposto pelo
fabricante, com algumas modificagdes: aliquotas de 25 pL de plasma ou sobrenadante de
culturas foram utilizadas sem dilui¢do prévia. Aliquotas de 25 pL dos padrdes de citocinas e
quimiocinas foram submetidas a dilui¢do seriada com diluente G (solu¢do diluente
tamponada), "Padrdo sem dilui¢ao" — 5000 pg/mL, 1:2 — 2500 pg/mL, 1:4 — 1250 pg/mL, 1:8
— 625 pg/mL, 1:16 — 312,5 pg/mL, 1:32 — 156 pg/mL, 1:64 — 80 pg/mL, 1:128 — 40 pg/mL e
1:256 — 20 pg/mL e 25 pL de diluente G apenas (controle negativo). As amostras e os padroes
foram transferidos para tubos de poliestireno de 5 mL. A cada tubo foi adicionado 15 pL da
mistura de esferas de captura, conjugadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas e
quimiocinas, IL-12p70, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-1B, CXCL-8 (Human Inflammation Kit, BD,
Pharmingen, E.U.A.) e GM-CSF, CCL24, G-CSF, IL-4, IL-3 (Human Allergy Mediators Kit
II, BD, Pharmingen, E.U.A.) mais 18 uL do coquetel de anticorpos monoclonais anti-
citocinas e quimiocinas, conjugados com ficoeritrina - PE (reagente B) e incubados por 3
horas, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apds a incubagdo, as esferas de captura
foram lavadas com 500 uL da solu¢ao F (Tampao fosfato salinico) e centrifugadas a 340 g,
por 7 minutos a 18° C. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e os dados

imediatamente adquiridos e analisados no citdmetro de fluxo (FACScalibur, BD, E.U.A.).
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4.13 Aquisicao e analise dos dados de avaliacdo dos niveis de citocinas e quimiocinas

A aquisi¢do dos dados obtidos foi realizada no citdometro de fluxo FACScalibur (BD,
E.U.A.). Apo6s as etapas de marcagdo, um total de 1.800 eventos/regido (R1) foi obtido com
base na selecdo da populagdo de microesferas em graficos de densidade de tamanho versus
granulosidade. Selecionada a populagdo de interesse, para a analise dos dados, as microesferas
foram separadas em graficos de densidade FL3 x FL2, onde as seis esferas com intensidades
de fluorescéncia distintas ocuparam posi¢des especificas ao longo do eixo Y (FL3). A analise
do deslocamento das esferas ao longo do eixo X (FL2) foi empregada como varidvel
proporcional a concentragdo de cada analito presente na amostra (Figura 3).

Para a obtencdo dos resultados da andlise quantitativa dos analitos uma curva padrao
foi construida, baseada nos dados dos padrdes de citocinas em concentragdes de 20 pg/mL a
5.000 pg/mL. Um modelo de ajustamento, por meio da constru¢ao da curva do 4° parametro
logistico, que permite o ajuste da melhor curva ndo linear para dados detectaveis, foi
utilizado. Dessa forma, foi possivel extrapolar valores de intensidades de fluorescéncia de

amostras fora dos limites da curva padrao. Os resultados foram expressos em pg/mL.
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Figura 3: Representagdo esquematica da andlise de citocinas e quimiocinas, através do
ensaio com microesferas por citometria de fluxo.
(A) Delimitagdo da regido de microesferas, através de graficos de densidade de tamanho

versus granulosidade.

(B) Discriminagao das microesferas conjugadas com anticorpos monoclonais de captura de
citocinas e quimiocinas com diferentes intensidades de fluorescéncia, posicionadas em

regides especificas ao longo do eixo Y (FL3) em graficos de densidade FL2 versus FL3.

(C) Histograma das microesferas, ao longo do eixo X (FL3) onde avalia-se a intensidade de
fluorescéncia 3 (FL3) versus nimero de eventos, capaz de discriminar as diferentes

microesferas
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4.14 Imunofenotipagem ex vivo de leucdcitos do sangue periférico

Os ensaios ex Vivo de imunofenotipagem de leucécitos do sangue periférico foram
realizados utilizando-se amostras de 50 pL de sangue periférico coletado a vidcuo em tubos de
5 mL, contendo anticoagulante EDTA (Vacutainer - Becton Dickinson - BD, E.U.A.), que
foram transferidas para tubos de poliestireno de 5 mL (Falcon - BD, E.U.A.), contendo 2 pL
do anticorpo monoclonal marcado com o fluorocromo especifico (Isotiocianato de
fluoresceina - FITC; Ficoeritrina - PE; Cychrome - CYCHR; Tricolor - TC) para o receptor
celular de interesse ou anticorpos monoclonais anti-receptores de quimiocinas (Tabela 3). As
amostras foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente ¢ ao abrigo da luz.

Apo6s o periodo de incubagdo, as amostras de sangue periférico foram submetidas a
etapa de lise dos eritrdcitos, utilizando-se 2 mL de solu¢do de lise comercial (Facs Lysing
Solution - FLS - BD, E.U.A) diluida dez vezes em agua destilada. Posteriormente, foi
adicionado 1 mL de PBS 0,015M, pH 7.4 (SIGMA, E.U.A.) e as amostras foram
centrifugadas a 400 g por 10 minutos a 18°C (Centrifuga Beckman, Modelo J-6B, E.U.A.). O
sobrenadante foi descartado e as amostras lavadas com 2 mL de PBS 0,015M, pH 7,4. Em
seguida, as amostras foram fixadas com 200 pL de solugdo fixadora (10 g/L de
paraformaldeido; 1% de cacodilato de sodio; 6,67 g/L de cloreto de sodio, pH 7,2 - SIGMA,
E.U.A.). Apdés um periodo de 15 minutos a 4° C, os fenotipos celulares presentes em cada

tubo foram determinados com o auxilio do citdmetro de fluxo (FACScalibur - BD, E.U.A.).
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Tabela 3: Anticorpos utilizados para imunofenotipagem de leucocitos circulantes

MARCADOR FLUOCR.* CLONE CONC.** FUNCOES
Anti-IgG1 FITC 679.1Mc7 0,5 pg Controle isotipico.
Anti-IgG2a PE UCTH-1 0,5 ug Controle isotipico.
Anti-CD3 FITC UCTH-1 0,5 ug Associado ao receptor de

células T (TCR). Exigido para
expressdo na superficie
celular e para transdugao de
sinal pelo TCR. Expresso em
timocitos e linfocitos T.

Anti-CD4 FITC SK3 0,5 ng Co-receptor para moléculas
do complexo de
histocompatibilidade
principal de classe II.
Anti-CD4 CYCHR SK3 0,5 ng Expresso em subgrupos de

timocitos, linfocitos T,
mondcitos € macrofagos.

Anti-CD8 TC 3B5 0,5 ng Co-receptor para MHC de
classe I. Expresso em
subgrupos de timdcitos e
linfécitos T citotoxicos.

Anti-CDl11a PE WT.1 0,5 ng Molécula de adesdo celular
expressa em eosinofilos e
basofilos; liga-se a ICAM-1,
ICAM, ICAM-2, ICAM-3.
Anti-CD13 PE WMI15 0,5 ng Expresso em granulécitos. E
uma aminopeptidase ligada a
molécula de MHC de classe
II.

Anti-CD14 FITC MOP9 0,5 ug Receptor para complexo de
lipopolissacarideo e proteina
ligadora de lipopolissacarideo
(LBP) expresso em células
mielomonociticas.

Anti-CD18 PE L130 0,5 pg Molécula de adesdo celular
expressa em leucocitos.

Anti-CD23 PE M-L233 0,5 ng Molécula de ativagdo celular,
receptor de baixa afinidade de
IgE (FceRII).
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Anti-CD25

Anti-CD28

Anti-CD44

Anti-CD54

Anti-CD62L

Anti-CD64

Anti-CD69

Anti-CD80

Anti-CD86

Anti-HLA-DR

Anti-CCR2

Anti-CCR3

PE

PE

PE

PE

PE

FITC

FITC

PE

PE

PE

FITC

FITC

3G10

FAB342P

515

LB2

SK11

10.1

BAF2359

BAF140

BAF141

TU36

48607.211

61828.111

0,5 ug

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 ug

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 ug

0,5 ug

Ativacdo de leucdcitos,
identificacdo de células T
reguladoras.

Molécula co-estimuladora de
proliferagdo, producdo de
citocinas por linfocitos T e

produgdo de anticorpos
dependente de linfocitos T.

Molécula envolvida na adesao
de leucdcitos

Molécula de adesdo de
leucocitos. Liga-se a
CDl11a/CD18.

Molécula de adesdo celular
expressa em leucocitos.

Receptor de IgG (FcyRI)

Molécula de ativagdo de
leucocitos.
Co-regulagdo de ativagdo de
linfécitos T.

Co-regulacdo de ativagdo de
linfocitos T.

Molécula de MHC de classe
IT expressa na superficie de
células humanas.

Migrag@o de linfocitos T,
monocitos, basofilos,
eosinofilos, células
dendriticas. Liga-se a CCL2
(MCP-1), CCL7 (MCP-3),
CCL8 (MCP-2), CCL12
(MCP-5), CCL13 (MCP-4),
CCL16 (HCC-4).

Migrag@o de eosinofilos,
basoéfilos, mastocitos,
linfocitos T. Liga-se a CCL5
(RANTES), CCL7 (MCP-3),
CCL8 (MCP-2), CCL11
(EOTAXINA).
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Anti-CCR5 FITC 45502.111 0,5 ng Migragao de linfocitos T Tipo
1, NK, células dendriticas,
monocitos. Liga-se a CCL3
(MIP-1a), CCL4 (MIP-1B),
CCL5 (RANTES), CCL8
(MCP-2), CCL11
(EOTAXINA), CCL13
(MCP-4), CCL14 (HCC-1).

Anti-CXCR3 FITC 49801.111 0,5 ng Migragao de fibroblastos e
linfocitos T Tipo 1 ativados.
Liga-se a CXCL4 (PF4),
CXCL9 (Mig), CXCL10 (IP-
10), CXCL11 (I-TAC).

Anticorpos marcas Becton Dickinson e Invitrogen

Fonte: CD Reference Chart. 8th HLDA International Workshop, 2004. Mason et al. 2003, D’ambrosio et al. 2003, Ono et al.
2003.

* FLUOCR.: Fluocromo
** CONC.: Concentragdo
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4.15 Aquisicdo e analise ex vivo do fenoétipo celular de eosindfilos e neutrofilos do
sangue periférico por citometria de fluxo

As amostras celulares obtidas para o estudo foram avaliadas e analisadas em citdmetro
de fluxo FACScalibur, BD (E.U.A.). Para as analises dos resultados foi utilizado o software
do equipamento denominado Cell Quest (BD, E.U.A.). Foram coletados vinte mil eventos
para a analise ex Vivo das amostras.

A identificagcdo da populagao celular de interesse e a determinagdo do valor percentual
de marcadores de superficie e receptores de quimiocinas foram realizadas através de um
sistema de computador acoplado ao citometro. As Figuras 4 e S5 representam, de forma
esquematica, o método utilizado para a analise desses resultados. A primeira estratégia
(Figuras 4A e SA) consistiu na identificagdo das populagdes de eosinodfilos (EOS) e
neutrofilos (NEUT), respectivamente. A populacdo de eosinofilos foi selecionada por uma
janela — “gate” (R1), através da construcio de graficos de densidade de granulosidade celular
(Side Scatter - SSC) versus uma fluorescéncia ndo relacionada (para observagdo da
autofluorescéncia caracteristica de eosinéfilos). Ja a populagdo de neutréfilos foi selecionada
por meio de grafico de densidade de granulosidade celular versus CD4/FL3 (células com
granulosidade intermedidria CD4 - CYCHR). A Figura 4B ilustra, no quadrante 2 (Q2), a
detec¢do do marcador de superficie CD23 na populagdo de eosindfilos, em grafico de
tamanho (Forward Scatter - FSC) versus fluorescéncia 2 (CD23 - PE). A Figura 5B ilustra,
no quadrante 2 (Q2), a deteccdo do marcador de superficie CD54 na populagdo de neutroéfilos,

em grafico de tamanho versus fluorescéncia 2 (CD54 - PE).
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Figura 4: Analise de eosinodfilos do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda
da esquistossomose mansdnica por citometria de fluxo. (A) representa o perfil celular da populagdo de
eosinodfilos (EOS), selecionada no “gate” R1 em grafico de granulosidade em fung¢do da fluorescéncia
3. (B) representa o perfil de analise da populacdo de eosinofilos positivos para o marcador de
superficie CD23 no quadrante (Q2) em grafico de densidade de tamanho versus fluorescéncia 2 (CD23

- PE).
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Figura 5: Anélise de neutrofilos do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda
da esquistossomose mansdnica por citometria de fluxo. (A) representa o perfil celular da populagdo de
neutrofilos (NEUT), selecionada no “gate” R1 em grafico de granulosidade em fungdo da
fluorescéncia 3 (CD4 - CYCHR). (B) representa o perfil de analise da populagdo de neutrofilos
positivos para o marcador de superficie CD54 no quadrante 2 (Q2) em grafico de densidade de

tamanho versus fluorescéncia 2 (CD54 — PE).
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4.16 Aquisicdo e analise ex vivo do fenoétipo celular de linfocitos do sangue periférico
por citometria de fluxo

A identificacdo da populagdo de linfocitos e a determinagdo do valor percentual de
marcadores de superficie e receptores de quimiocinas foram realizadas através de um sistema
de computador acoplado ao citometro. A Figura 6 representa, de forma esquematica, o
método utilizado para a andlise desses resultados. A primeira estratégia (Figuras 6A)
consistiu na identificacdo da populagdo de linfécitos. A populacdo de linfocitos foi
selecionada por uma janela - “gate” (R1), através da constru¢ao de graficos de densidade de
tamanho celular versus granulosidade celular. A Figura 6B ilustra, no quadrante duplo
positivo (Q2), a detecgdo do marcador de superficie CD28 na populagdo de linfocitos CD4",
em grafico de fluorescéncia 1 (CD4 - FITC) versus fluorescéncia 2 (CD28 - PE).

70



A
[—]
=-
] s
2] Q2
(=]
4 =
=
S © L
o = n
s 7 g
a
0}
='r...;-r|||-r|||1-||||-r|| TIYE g T T YT
0 200 400 600 00 1000 103 10
TAMANHO ——> CD4 - FITC =—mm—

Figura 6: Analise de linfocitos do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose mansdnica por citometria de fluxo. (A) representa o perfil celular da populagdo de
linfocitos (LINF), selecionada no “gate” R1 em grafico de tamanho versus granulosidade. (B)
representa o perfil de analise da populacio de linfocitos TCD4™ positivos para o marcador de
superficie CD28 no quadrante duplo positivo (Q2) em grafico de densidade de fluorescéncia 1 (CD4 -
FITC) versus fluorescéncia 2 (CD28 - PE).
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4.17 Aquisicdo e analise ex vivo de linfécitos TCD4"'CD25* M do sangue periférico
por citometria de fluxo

A analise de linfocitos TCD4 CD25" MM foj realizada segundo proposto por Baecher-
Allan et al. (2001). De acordo com esses autores, linfocitos T expressando os marcadores
CD4"CD25" M apresentam caracteristicas reguladoras em humanos. A Figura 7 representa,
de forma esquemadtica, o método utilizado para a andlise dos resultados. Primeiramente,
selecionou-se a populagdo de linfocitos por uma janela — “gate” (R1), através da construgdo
de gréficos de densidade de tamanho celular versus granulosidade celular (Figura 7A). Em
seguida, foram construidos graficos de CD4-FITC versus CD25-PE, permitindo a
identificagdo de trés subpopulagdes: CD4'CD25 (R2), CD4'CD25" LOW (R3) e CD4'CD25"
HIGH (R4). A fracdo celular selecionada em R4 representa o valor percentual de linfocitos T

CD4" com provavel papel regulador (Baecher-Allan et al. 2001) na populagdo de linfocitos
totais (Figura 7B).
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Figura 7: Analise de células TCD4"CD25" ™" do sangue periférico de pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose mansonica por citometria de fluxo. (A) representa o perfil celular da
populacdo de linfocitos (LINF), selecionada no “gate” R1 em grafico de tamanho versus
granulosidade. (B) representa o perfil de andlise da populacdo de linfocitos TCD4" positivos para o
marcador de superficie CD25 "'“" no “gate” R4 em grafico de densidade de fluorescéncia 1 (CD4 -

FITC) versus fluorescéncia 2 (CD25 - PE).
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4.18 Analise estatistica dos dados

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 5.00 (La
Jolla, CA) para comparagao entre os grupos. Para a analise comparativa entre dois grupos foi
empregado o teste de Mann Whitney e para analise comparativa entre trés grupos foi
empregado o teste de Analise de Varidncias (ANOVA), seguido pelo pos-teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns, ambos para dados ndo paramétricos. As diferencas

estatisticamente significativas foram consideradas quando o valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS
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5.1.1 Dados epidemioldgicos e intensidade de infeccdo dos pacientes portadores da
forma clinica aguda da esquistossomose antes e apds terapéutica especifica com
praziquantel

No presente estudo dezesseis pacientes com média de idade + desvio padrdo de 19,8 +
9,2 anos ¢ mediana de 19,0 foram avaliados e caracterizados como portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose antes de serem tratados (AGD-AT). Apds a quimioterapia
especifica com praziquantel esse grupo de pacientes foi acompanhado durante um (AGD-PT
I) e dois anos (AGD-PT II). Os grupos AGD-PT I e AGD-PT II foram compostos por
numeros inferiores de pacientes em relagdo ao grupo AGD-AT, em fungdo da impossibilidade
de acompanhamento clinico-laboratorial de alguns pacientes e de gravidez em uma das
pacientes do grupo AGD-PT II (Tabela 4).

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas (p<0,05), entre
mulheres ¢ homens, do grupo AGD-AT em relagdo a idade (19,3 + 10,1 e 20,3 £+ 8,7 anos,
respectivamente, p = 0,8453) e intensidade de infec¢ao (143,6 £ 2452 ¢ 72,0 = 73,3/opg,
respectivamente, p = 0,7498). Nos grupos agudos avaliados um ano (AGD-PT I) e dois anos
(AGD-PT II) ap6s o tratamento, também nao foi encontrada nenhuma diferenga significativa
entre mulheres ¢ homens em relagdo a idade (AGD-PT I = 19,4 + 9.4 ¢ 17,8 £ 6,3 anos,
respectivamente, p = 0,7188 e AGD-PT Il = 23,0 + 7,8 e 17,8 £ 6,3 anos, respectivamente, p
=0,2700) (Tabela 4).

A intensidade de infec¢do no grupo AGD-AT apresentou variacdo de 04-768/opg
(média £ DP: 112,3 + 188,6/opg com mediana de 56,0). Um ano e dois anos apds terapéutica
com praziquantel (grupos AGD-PT I e AGD-PT II), nenhum dos pacientes apresentou ovos

de S. mansoni nas fezes (Tabela 4).
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Tabela 4. Dados demograficos e intensidade de infec¢do dos pacientes portadores da
forma clinica aguda da esquistossomose antes, um ano e dois anos apoés terapéutica

especifica com praziquantel

o PACIENTES PACIENTES PACIENTES
PARAMETROS AGD-AT* AGD-PT 1 AGD-PT 11
N° de individuos 16 (100%) 13 (81,25%) 11 (68,75%)
Idade (anos)
Variacao 05-35 05-31 08 —31
Média + DP 19,8 +9,2 18,7+7,8 202+7,2
Mediana 19,0 16,0 22,0
Género
Feminino 09 (56,3%) 07 (53,8%) 05 (45,5%)
Masculino 07 (43,7%) 06 (46,2%) 06 (54,5%)
Exame
Parasitologico”
Negativo 00 13 11
Positivo 16 00 00
Contagem de
ovos (opg)
Variacao 04 — 768 -—-- -—--
Média + DP 112,3 +£188.,6 -—-- ----
Mediana 56,0 ———- -—--

* Segundo os critérios de inclusdo e exclusio estipulados para o estudo.

# O exame parasitologico foi realizado antes do tratamento especifico com praziquantel, 12 e 24 meses ap6s tratamento.

AGD-AT - Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, antes da terapéutica especifica com praziquantel
AGD-PT I — Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, um ano apos terapéutica especifica com

praziquantel
AGD-PT II - Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, dois anos apds terapéutica especifica com

praziquantel



5.1.2 Avaliacdo do perfil hematologico de pacientes portadores da forma clinica aguda
da esquistossomose antes e apds terapéutica especifica com praziquantel

O hemograma foi realizado em amostras de sangue periférico de individuos saudéaveis
(grupo CT) e pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (grupo
AGD-AT), um ano (grupo AGD-PT I) e dois anos (grupo AGD-PT II) apos terapéutica
especifica com praziquantel. E importante salientar que as diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II estdo
representadas pelas letras a, b, ¢ e d, respectivamente (Figuras 8 e 9).

A analise da série vermelha do hemograma mostrou uma diminuigdo estatisticamente
significativa da concentracdo de hemoglobina (Figura 8A) dos grupos AGD-AT (13,7 +
1,6/g/dL), AGD-PT I (14,4 + 1,4/g/dL) e AGD-PT II (13,6 £+ 1,6/g/dL) em relacdo ao grupo
CT (15,8 + 1,5/g/dL). No grupo AGD-PT I foi observado um aumento significativo do
numero de hemacias (4,9 x 10° + 3,8 x 10°/mm’ — Figura 8B) em relagdo ao grupo AGD-AT,
ndo se alterando significativamente no grupo AGD-PT II (4,6 x 10° + 4,3 x 10°/mm’°).

Na andlise do hematocrito do grupo AGD-PT 1 foi observado um aumento
estatisticamente significativo do seu percentual (46,7 = 3,9/% — Figura 8C) em relacdo ao
grupo AGD-AT. Entretanto, no grupo AGD-PT II foi observada uma diminuigao
estatisticamente significativa do percentual do hematocrito (41,1 + 4,6/% — Figura 8C) em
relagdo ao grupo AGD-PT 1. Além disso, o nimero de plaquetas (Figura 8D) mostrou-se
estatisticamente aumentado no grupo AGD-AT (3,9 x 10° + 1,1 x 10°/mm’) em relagdo a
todos os demais grupos avaliados (CT - 2,7 x 10° £ 3,3 x 10/mm’, AGD-PT1-2,8 x 10° +
9,5x 10¥mm’ e AGD-PTII - 3,4 x 10° £ 6,5 x 10*/mm°).

A andlise da série branca do hemograma mostrou aumento estatisticamente
significativo da global de leucocitos (Figura 9A) do grupo AGD-AT (12325 + 5301/mm’) em
relagdo ao grupo CT (7156 + 2051/mm”). Esse resultado foi representado pelo aumento do
namero absoluto de eosinéfilos (2178 + 2923/mm’ — Figura 9C) e linfocitos (4219 =+
971/mm’ — Figura 9D) do grupo AGD-AT em relagdo ao grupo CT (eosindfilos: 160 +
84/mm’ e linfocitos: 2534 + 488/mm°, Figuras 9C e 9D, respectivamente). Os resultados do
grupo AGD-PT I mostraram diminuigdo estatisticamente significativa da global de leucocitos
(7854 + 1375/mm’ — Figura 9A) em relagio ao grupo AGD-AT. Esse resultado foi
representado por uma diminuicdo significativa do ntimero absoluto de neutrofilos (3686 +
1690/mm’ — Figura 9B), eosindfilos (665 + 489/mm’ — Figura 9C) e linfocitos (3110 +
1062/mm® — Figura 9D) do grupo AGD-PT I em relagio ao grupo AGD-AT. No entanto, o
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namero absoluto de eosinéfilos (665 + 489/mm’) do grupo AGD-PT I foi estatisticamente
maior em relagdo ao grupo CT (160 + 84/mm®). No grupo AGD-PT II foi observada uma
diminui¢io do numero absoluto de eosinéfilos (359 + 398/mm’ — Figura 9C) e linfocitos
(2040 + 453/mm’ — Figura 9D) quando comparado ao grupo AGD-PT L.

Considerando a populacio de mondcitos ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo CT (292 + 128/mm’ — Figura 9E) ¢ o grupo
AGD-AT (284 + 114/mm’ — Figura 9E), entretanto, ocorreu uma diminuigio significativa em
relagio ao grupo AGD-PT I (192 + 74/mm’ — Figura 9E), alterada significativamente no
grupo AGD-PT II (287 + 53/mm’ — Figura 9E).

De maneira geral, com base em valores de referéncia para andlises hematologicas
utilizados atualmente na rotina laboratorial, deve-se ressaltar que com exceg¢do de uma
eosinofilia acentuada no grupo AGD-AT, todas as outras alteragdes observadas se enquadram
nos valores de referéncia para individuos adultos, ndo demonstrando alteracdes realmente
significativas do ponto de vista biologico. Destaca-se ainda, que grande parte dos parametros
hematologicos avaliados no presente estudo, dois anos apds quimioterapia especifica com

praziquantel, retornou a niveis semelhantes aos referenciados no grupo controle.
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Figura 8: Analise do perfil hematoldgico, série vermelha e plaquetas, de individuos saudaveis
(CT OO = 09) e pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-
AT B = 16), um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II [ = 11) apos terapéutica
especifica com praziquantel. (A) Concentragdo de Hemoglobina em g/dL, (B) Representa o
namero de Hemécias x 10° por mm’, (C) Percentual do Hematocrito ¢ (D) Numero de
Plaquetas por mm’. Os resultados estdo expressos em formato de graficos de boxes que
destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo das populacdes avaliadas.
As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT, AGD-PT

I e AGD-PT II estao representadas pelas letras a, b, ¢ e d, respectivamente.
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Figura 9: Analise do perfil hematoldgico, série branca, de individuos saudaveis (CT [J = 09)
e pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT B = 16),
um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II [ = 11) apos terapéutica especifica
com praziquantel. (A) Representa a Global de Leucocitos, (B) Subpopulagdao de Neutréfilos,
(C) Subpopulagdo de Eosindfilos, (D) Subpopulacdo de Linfécitos e (E) Subpopulagdo de
Monécitos. Os resultados estdo expressos como valor absoluto de leucocitos/mm’® em formato
de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo
das populacdes avaliadas. As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os
grupos CT, AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II estdo representadas pelas letras a, b, ¢ ¢ d,
respectivamente.
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5.1.3 Caracterizagdo ultra-sonografica de individuos n&o infectados e pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose antes e apds terapéutica especifica
com praziquantel

Alteragdes morfologicas de figado, bago e presenca de linfonodos periportais foram
investigadas através de avaliagdes ultra-sonograficas de individuos saudaveis, ndo infectados
pelo S. mansoni (grupo CT) e pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, antes (grupo AGD-AT), um ano (AGD-PT 1) e dois anos (AGD-PT II) apos
a terapéutica especifica com praziquantel (Tabelas 5 e 6).

A andlise da avaliagdo ultra-sonografica demonstrou aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) das medidas antero-posterior do lobo esquerdo do figado (LEAP) e da
medida longitudinal do lobo direito do figado (LDLON) dos grupos AGD-AT (LEAP: 54,8 +
11,1/mm; LDLON: 150,3 + 15,8/mm), AGD-PT I (LEAP: 58,0 + 10,5/mm; LDLON: 142,6 +
12,7/mm) e AGD-PT II (LEAP: 60,3 + 11,8/mm; LDLON: 135,4 &+ 12,4/mm) em relagdo ao
grupo CT (LEAP: 46,7 = 10,0/mm; LDLON: 102,2 + 16,0/mm). Além disso, a medida
longitudinal do lobo direito do figado (LDLON) em AGD-PT II foi estatisticamente (p<0.05)
menor do que em AGD-PT I (Tabela 5). Foi observado ainda, um espessamento periportal
(parede portal hilar - espessura VP) estatisticamente significativo (p<0.05) no grupo AGD-AT
(3,2 £ 1,0 /mm) e AGD-PT I (3,0 £ 1,8/mm) em relagao ao grupo CT (1,5 £ 0,3/mm) (Tabela
5).

Também foi observado aumento estatisticamente significativo (p<0,05) das medidas
longitudinal (BLON) e antero-posterior (BAP) do bago dos grupos AGD-AT (BLON: 108,3 +
15,6/mm; BAP: 42,8 + 9,7/mm), AGD-PT I (BLON: 101,4 &+ 9,7/mm; BAP: 42,5 + 9,7/mm) e
AGD-PT II (BLON: 108,1 + 18,0/mm; BAP: 43,8 + 8,3/mm) em relacio ao grupo CT
(BLON: 91,2 + 12,7/mm; BAP: 35,1 + 6,3/mm) (Tabela 6). Foram observados linfonodos
periportais somente no grupo AGD-AT (1,8 = 1,0/mm) (Tabela 6). Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas para as demais medidas avaliadas.

Contudo, embora, algumas alteracdes ultra-sonograficas tenham retornado a
normalidade dois anos apds quimioterapia especifica com praziquantel, algumas alteragdes
ultra-sonograficas no figado e no bago ainda permanecem, sugerindo um processo longo e
gradual de recuperagdo desses Orgdos apos a terapéutica especifica da infeccdo aguda

esquistossomotica.
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Tabela 5. Medidas das variaveis ultra-sonograficas do figado de individuos ndo infectados e
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose antes, um ano e dois anos apos

terap€utica especifica com praziquantel

MEDIDAS

Figado LELON
Média + DP
Mediana®

Figado LEAP
Média = DP
Mediana®

Figado LDLON
Média = DP
Mediana®

Figado LDAP
Média + DP
Mediana®

Calibre VP
Média + DP
Mediana”

Espessura VP
Média +£ DP
Mediana®

Veia mesentérica
Média + DP
Mediana®

INDIVIDUOS

CT
(n=12)

1022+ 16,0
102,9 (77,1-111,5)

46,7 +10,0
44,0 (36,4-66,1)

102,2 + 16,0
102,9 (77,1-112,1)

68,6 11,9
66,8 (60,7-72,6)

9,7+0,9
9,5 (8,7-11,4)

1,5+0,3
1,5 (1,0-2,2)

6,7+1,1
6,7 (4,7-9,0)

PACIENTES
AGD — AT
(n = 08)

113,7+ 19,2
110,8 (90,4-130,3)

54,8+ 11,1%
50,6 (40,7-70,4)

150,3 + 15,8*
150,0 (120,5-180,2)

65,0+ 10,3
70,3 (50,2-80,9)

10,1 £1,8
9,9 (8,0-12,8)

3,2+ 1,0%
3,0 (2,0-5,0)

70£13
6,8 (5,7-9,1)

PACIENTES
AGD - PT 1
(n=07)

109,7 + 10,3
114,0 (92,0-119,0)

58,0 + 10,5%
55,5 (46,0-71,0)

142,6 + 12,7*
145,5 (123,0-159,0)

70,6 + 8,6
74,5 (58,0-80,0)

103+1,7
10,2 (7,5-12,1)

3,0+ 1,8%
3,0 (1,0-6,0)

73+1,0
7,1 (6,0-8,7)

PACIENTES
AGD - PT II
(n = 09)

112,7+15,3
116,0 (96,0-133,0)

60,3 + 11,8%
64,0 (41,0-78,0)

135,4 & 12,4%*
137,0 (114,0-153,0)

67,1 £12,7
63,0 (59,0-97,0)

10,4 £ 1,7
11,2 (7,2-12,2)

2,0+0,7*
2,0 (0,9-3,0)

74+14
7,0 (5,2-9,2)

Os valores estdo representados pela média + desvio padrdo (mm).
* diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em relag&o aos individuos n&o infectados.
** diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em relagéo aos individuos néo infectados e pacientes agudos antes da terapéutica especifica

com praziquantel.

# representa a mediana e a variagéo dos valores (Min-Max).

CT - Grupo controle

AGD-AT - Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, antes da terapéutica especifica com praziquantel
AGD-PT | — Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, um ano apés terapéutica especifica com

praziquantel

AGD-PT Il — Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, dois anos apos terapéutica especifica com

praziquantel

LELON: medida longitudinal do lobo esquerdo; LEAP: medida antero-posterior do lobo esquerdo; LDLON: medida longitudinal do lobo direito;
LDAP: medida antero-posterior do lobo direito; VE: veia esplénica; VP: veia porta.
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Tabela 6. Medidas das variaveis ultra-sonograficas do bago e dos linfonodos de individuos ndo
infectados e pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose antes, um ano e
dois anos apo6s terapéutica especifica com praziquantel

INDIVIDUOS PACIENTES PACIENTES PACIENTES
MEDIDAS CT AGD — AT AGD - PT1I AGD — PT II
(n=12) (n = 08) (=07 (n = 09)
?;‘I‘ggifigg 912+ 127 1083 + 15,6* 101.4 +9,7* 1081 + 18,0
" 90,4 (764-1256) 1102 (90,4-140,9) 100 (87,0-118,0)  104,0 (89,0-148,0)
ﬁgg;’ai‘g}, 35,1463 42.8+9,7* 42,5+ 9,7* 43,8 +8,3*
) ’ ’ 42,0 (34,0-63.,0
W 33.9 (26,3-39,0) 40,5 (30,6-60.7) 42,0 (24,0-58.0) 0 (34,0-63,0)
Linfonodo PP N.V. 18410 N.V. N.V.
Média = DP 2.1(0,0-2,9)
Mediana® i e

Os valores estdo representados pela média + desvio padrao (mm).

* diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em relagéo aos individuos ndo infectados.
# representa a mediana e a variag&o dos valores (Min-Max).

CT - Grupo controle

AGD-AT - Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, antes da terapéutica especifica com
praziquantel

AGD-PT | — Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, um ano apés terapéutica especifica com
praziquantel

AGD-PT Il — Grupo de pacientes apresentando a forma clinica aguda da esquistossomose, dois anos ap6s terapéutica especifica com
praziquantel

N.V. — ndo visualizados (em individuos saudaveis, os linfonodos periportais normalmente ndo séo visualizados pela ultrassonografia).
LON: longitudinal; AP: antero-posterior; PP: periportal.
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5.1.4 Determinacao dos niveis de IgE total no plasma de pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose antes e apos terapéutica especifica com praziquantel

Com o intuito de se investigar alteracdes nos niveis de IgE total induzidas pela
infec¢do e pelo tratamento com praziquantel, sua concentragdo foi determinada no plasma de
individuos saudaveis (grupo CT) e pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, antes (grupo AGD-AT), um ano (grupo AGD-PT 1) e dois anos (grupo
AGD-PT 1II) apods terapéutica especifica. E importante salientar que as diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT, AGD-PT I ¢ AGD-PT
IT estdo representadas pelas letras a, b, ¢ e d, respectivamente (Figura 10).

A avaliagdo da concentragdo plasmatica de IgE total (Ul/mL) demonstrou aumento
significativo no grupo AGD-AT (121,1 + 20,0 U/mL) em relagdo ao grupo CT (98,2 £ 7,9
Ul/mL). No grupo AGD-PT I houve uma diminui¢do significativa da concentragdo de IgE
(82,7 £ 20,0 UI/mL) em relagdo ao grupo AGD-AT, apresentando valores similares aos do
grupo CT. J& no caso do grupo AGD-PT II (67,6 + 18,8 Ul/mL) foi observada uma
diminuicdo significativa dos niveis de IgE em relacdo aos valores encontrados para todos os

demais grupos avaliados (Figura 10).
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Figura 10: Concentragdo plasmatica de IgE total de individuos saudaveis (CT [J = 09) e
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT B = 16),
um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II [0 = 11) apés terapéutica especifica
com praziquantel. Os resultados estdo expressos em formato de graficos de boxes que
destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo da concentragdao
plasmatica de IgE em Ul/mL. As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os
grupos CT, AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II estdo representadas pelas letras a, b, ¢ ¢ d,

respectivamente.
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5.1.5 Determinagao dos niveis de Oxido Nitrico (NO) no plasma e em sobrenadantes de
cultura de GRANULOCITOS, na presenca ou auséncia de estimulacéo antigeno-especifica
com SEA e SWAP, de individuos ndo infectados e pacientes portadores da forma clinica
aguda da esquistossomose antes e ap0s terapéutica especifica com praziquantel

A avaliag@o da produg@o in vitro de 6xido nitrico (NO) no plasma e em sobrenadantes
de cultura de granulécitos, na presenga ou auséncia de estimulagdo antigeno-especifica com
SEA e SWAP, nos individuos ndo infectados e pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose antes e apoOs terapéutica especifica com praziquantel foi realizada
indiretamente em funcdo da producdo de Nitrato, com base na andlise dos valores de
densidade 6ptica (D.O.) obtidos, utilizando filtro de 540 nm. E importante salientar que as
diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT, AGD-PT I e
AGD-PT II estdo representadas pelas letras a, b, ¢ e d, respectivamente e as diferencas dentro
do mesmo grupo em fun¢do dos estimulos esta representada por * (CT) e ** (SEA) (Figuras
11 e 12).

A avaliagdo dos niveis plasmaticos de NO demonstrou aumento estatisticamente
significativo no grupo AGD-AT (0,08 + 0,02 D.O.) em relagdo ao grupo CT (0,04 + 0,02
D.O.). No grupo AGD-PT I foi observada uma diminuigdo significativa dos niveis de NO
(0,04 + 0,02 D.O.) em relagdo ao grupo AGD-AT. No grupo AGD-PT II também foi
observada uma diminui¢@o dos niveis de NO (0,05 £0,02 D.O.) em relacdo ao grupo AGD-
AT (Figura 11).

Nos sobrenadantes provenientes da cultura controle (CTL - Figura 12A) a analise de
NO demonstrou um aumento estatisticamente significativo nos grupos AGD-AT, AGD-PT I e
AGD-PT II quando comparados ao grupo CT. Nos sobrenadantes da cultura estimulada com
SEA (Figura 12B) a produgdo de NO foi superior no grupo AGD-PT I quando comparado
aos grupos CT e AGD-AT. Ja nos sobrenadantes da cultura estimulada com SWAP (Figura
12C) foi observado um aumento dos niveis de NO no grupo AGD-PT I em relagdo a todos os
grupos avaliados. Além disso, foi observada uma diminui¢cdo de NO no grupo AGD-PT II
quando comparado ao grupo AGD-AT. A produgdo de NO dentro dos grupos AGD-PT I e
AGD-PT 1II foi estatisticamente maior quando estimulado com SWAP em comparagdo as

culturas controles (Figuras 12A, 12B e 12C).
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Figura 11: Niveis plasmaticos em densidade optica (D.0O.) de Oxido Nitrico (NO), pela
medida indireta de nitrato, de individuos saudaveis (CT U = 09) e pacientes portadores da
forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT B = 16), um ano (AGD-PT I H =
13) e dois anos (AGD-PT II [ = 11) apds terapéutica especifica com praziquantel. Os
resultados estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo,
25%, 50%-mediana, 75% e maximo da concentragdo plasmatica de NO em densidade Optica
(D.O.). As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT,
AGD-PT I e AGD-PT II estdo representadas pelas letras a, b, ¢ e d, respectivamente.
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Figura 12: Niveis de Oxido Nitrico (NO) nos sobrenadantes de cultura de granulécitos ndo-

estimulados e estimulados com SEA ¢ SWAP de individuos saudaveis (CT [ = 09) e

pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT Bl = 16),

um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II [0 = 11) apés terapéutica especifica

com praziquantel nas culturas controle (CTL), antigenos soltiveis do ovo (SEA) e antigenos

soluveis de vermes adultos (SWAP). Os resultados estdo expressos em formato de graficos de

boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e méaximo da concentracao

plasmatica de NO em densidade optica (D.O.). As diferencas estatisticamente significativas

(p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II estao representadas pelas

letras a, b, ¢ e d, respectivamente e as diferencas dentro do mesmo grupo estdo representadas

por * (CT) e ** (SEA).
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5.1.6 Avaliacéo das citocinas e quimiocinas no plasma e em sobrenadantes de cultura de
GRANULOCITOS, na presenca ou auséncia de estimulagdo antigeno-especifica com SEA
e SWAP, em individuos nado infectados e pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose antes e apds terapéutica especifica com praziquantel

A producdo in vitro das citocinas IL-1p, IL-3, L-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-a.,
GM-CSF e G-CSF e das quimiocinas CXCL-8 e CCL24) no plasma e em sobrenadantes de
cultura de granuldcitos, na presenca ou auséncia de estimulacdo antigeno-especifica com SEA
e SWAP, de individuos ndo infectados e pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose antes e apds terap€utica especifica com praziquantel, foi avaliada por meio
do sistema CBA, conforme descrito nos Materiais ¢ Métodos, sendo seus resultados expressos
em pg/mL. E importante salientar que as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
entre os grupos CT, AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II estao representadas pelas letras a, b, ¢
e d, respectivamente e as diferengas dentro do mesmo grupo em funcdo dos estimulos estad
representada por * (CTL) e ** (SEA) (Figuras 13, 14, 15 e 16).

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os niveis
plasmaticos das citocinas IL-1, IL-3, L-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-a ¢ G-CSF entre os
grupos avaliados (Figuras 13 e 14).

Os niveis plasmaticos de CXCL-8 (Figura 13A) aumentaram significativamente no
grupo AGD-AT em relacdo ao grupo CT e diminuiram quando comparado ao grupo AGD-PT
I1. J& os niveis de GM-CSF (Figura 14B) foram similares nos grupos AGD-AT e AGD-PT I,
em relagdo ao grupo CT, diminuindo significativamente no grupo AGD-PT II, em relagdo ao
grupo AGD-PT 1. Além disso, houve um aumento significativo dos niveis de CCL24 (Figura
14C) do grupo AGD-PT I em relagdo ao grupo AGD-AT. No grupo AGD-PT II, por sua vez,
houve uma diminui¢ao significativa em relagdo ao grupo CT.

De maneira geral, podemos observar que houve uma diminui¢ao da citocina GM-CSF
e da quimiocina CXCL-8 dois anos apds quimioterapia e um aumento da quimiocina CCL24
um ano apds quimioterapia, ndo se alterando dois anos apds quimioterapia especifica com
praziquantel.

Nos sobrenadantes provenientes da cultura controle (CTL - Figura 15A) a analise de
CXCL-8 demonstrou um aumento significativo nos grupos AGD-AT e AGD-PT II em relagdo
ao grupo CT. Nos sobrenadantes da cultura estimulada com SEA (Figura 15B) os resultados
demonstraram aumento significativo de CXCL-8 no grupo AGD-PT II em relagdo ao grupo
AGD-AT. Ja nos sobrenadantes da cultura estimulada com SWAP (Figura 15C) houve um
aumento significativo de CXCL-8 no grupo AGD-AT em relacao ao grupo CT. Além disso,
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observou-se aumento dessa quimiocina no grupo AGD-PT I quando comparado ao grupo
AGD-AT. Considerando o grupo AGD-PT II foi observada uma diminui¢do de CXCL-8 em
relagdo ao grupo AGD-PT 1. No grupo CT foi observada uma maior producdo de CXCL-8
quando estimulado com SEA e SWAP, comparado a cultura CTL. J4 no grupo AGD-PT I a
produgdo de CXCL-8 foi maior na cultura estimulada com SWAP, quando comparado as
culturas CTL e a SEA (Figuras 15A, 15B e 15C).

Na analise da citocina IL-1B da cultura controle (CTL - Figura 15D) houve um
aumento significativo no grupo AGD-AT em relagdo ao grupo CT, além disso, foi observado
um aumento significativo dessa citocina no grupo AGD-PT II quando comparado com os
grupos CT e AGD-PT 1. Nos sobrenadantes da cultura estimulada com SEA (Figura 15E), a
producdo de IL-1B mostrou-se aumentada no grupo AGD-AT e AGD-PT II quando
comparado ao grupo CT. Considerando os sobrenadantes da cultura estimulada com SWAP
(Figura 15F) observou-se aumento significativo dessa citocina em todos os tempos avaliados
em comparacao ao grupo CT. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas
dentro de um mesmo grupo em fung¢do dos diferentes estimulos (Figuras 15D, 15E e 15F).

Os resultados da sintese de IL-6 nos sobrenadantes da cultura controle (CTL - Figura
15G) e da cultura estimulada com SEA (Figura 15H) mostraram aumento significativo
(p<0,05) no grupo AGD-PT II em relagdo ao grupo AGD-PT I. Considerando os
sobrenadantes provenientes da cultura estimulada com SWAP (Figura 15I) ndo foi observada
nenhuma alteracdo significativa. No entanto, nesta mesma cultura foi observado que a
producdo de IL-6 no grupo AGD-AT foi superior em relagdo a cultura CTL (Figuras 15G,
15H e 15I).

Nos sobrenadantes da cultura controle (CTL - Figura 15J) a analise da citocina IL-
12p70 demonstrou um aumento significativo nos grupos AGD-AT, AGD-PTI e AGD-PT II
quando comparado ao grupo CT. Nos sobrenadantes da cultura estimulada com SEA (Figura
15K) a producao de IL-12p70 mostrou um aumento significativo nos grupos AGD-PT I e
AGD-PT II, quando comparados ao grupo CT. J& nos sobrenadantes da cultura estimulada
com SWAP (Figura 15L) a producdo de IL-12p70 aumentou significativamente nos grupos
AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II em relagdo ao grupo CT. Nao foram observadas
diferengas estatisticamente significativas dentro de um mesmo grupo em funcdo dos
diferentes estimulos (Figuras 15J, 15K e 15L).
Nos sobrenadantes da cultura controle (CTL - Figura 15M) a andlise da citocina
TNF-o demonstrou um aumento significativo no grupo AGD-PT II em relagio aos grupos CT
e AGD-AT. Nos sobrenadantes da cultura estimulada com SEA (Figura 15N) a produ¢ao de
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TNF-o também mostrou um aumento estatisticamente significativo nos grupos AGD-PT I e
AGD-PT II em relagdo ao grupo CT. Ja nos sobrenadantes da cultura estimulada com SWAP
(Figura 150) foi observado um aumento estatisticamente significativo nos grupos AGD-AT
e AGD-PT I em relacdo ao grupo CT. A produ¢do de TNF-a dentro do grupo AGD-AT foi
estatisticamente superior quando estimulado com SWAP em comparagdo as culturas CTL e
estimulada com SEA (Figuras 15M, 15N e 150).

Nos sobrenadantes da cultura controle (CTL - Figura 15P) a andlise da citocina IL-10
ndo demonstrou nenhuma altera¢do entre os grupos avaliados. Nos sobrenadantes da cultura
estimulada com SEA (Figura 15Q) foi observado que a producgdo de IL-10 aumentou nos
grupos AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II em relagdao ao grupo CT. J& nos sobrenadantes
provenientes da cultura estimulada com SWAP (Figura 15R) foi observado um aumento
significativo dessa citocina nos grupos AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II quando comparado
ao grupo CT. Além disso, foi observada uma diminuicdo significativa de IL-10 no grupo
AGD-PT I em relagdo ao grupo AGD-AT. A produgdo de IL-10 dentro do grupo AGD-AT foi
estatisticamente superior quando estimulada com SWAP em comparagdo as culturas CTL e
SEA (Figuras 15P, 15Q e 15R).

Nos sobrenadantes da cultura estimulada com SWAP (Figura 16C) foi observada uma
diminui¢do estatisticamente significativa de G-CSF nos grupos AGD-AT e AGD-PT I em
relagdo ao grupo CT.

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos CT,
AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II, em relagdo a producgdo da citocina GM-CSF na cultura
ndo estimulada e estimulada com SEA e SWAP. No entanto, a producdo de GM-CSF
apresentou uma diminuigdo significativa dessa citocina na cultura estimulada com SWAP em
relacdo a cultura CTL (Figuras 16D, 16E e 16F).

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
avaliados e entre os estimulos em relagdo a produgdo da quimiocina CCL24 (Figuras 16G,
16H e 16I).

Nos sobrenadantes da cultura controle (CTL - Figura 16J) ¢ da cultura estimulada
com SWAP (Figura 16L) a andlise da citocina IL-3 ndo demonstrou alteragdes
estatisticamente significativas entre os grupos avaliados. Nos sobrenadantes da cultura
estimulada com SEA (Figura 16K) foi observada uma diminui¢do estatisticamente
significativa no grupo AGD-PT I em relagdo ao grupo CT. A producdo de IL-3 ndo
apresentou diferencas estatisticamente significativas dentro de um mesmo grupo em fun¢ao

dos diferentes estimulos (Figuras 16J, 16K e 16L.).
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A analise da citocina IL-4 nos sobrenadantes provenientes da cultura controle (CTL -
Figura 16M) e da cultura estimulada com SWAP (Figura 160) ndo demonstrou alteracdes
estatisticamente significativas entre os grupos avaliados. Nos sobrenadantes da cultura
estimulada com SEA (Figura 16N) foi observada uma diminuicdo estatisticamente
significativa nos grupos AGD-AT e AGD-PT I em relagdo ao grupo CT. A produgao de IL-4
ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas dentro de um mesmo grupo em
funcao dos diferentes estimulos (Figuras 16M, 16N e 160).

De maneira geral, podemos observar que a avaliagdo dos sobrenadantes das culturas
de granulécitos sem estimulo demonstrou um aumento das citocinas IL-10, IL-6, IL-12p70 e a
quimiocina CXCL-8, ja os sobrenadantes provenientes das culturas estimuladas com SEA
demonstraram uma elevacdo de IL-1B, IL-6 e IL-10, e por sua vez, os sobrenadantes
provenientes das culturas estimuladas com SWAP apresentaram um aumento na produgdo de
IL-1pB, IL-12p70 e TNF-a, sendo que essas alteragdes persistiram mesmo nos sobrenadantes

avaliados dois anos apds quimioterapia especifica com praziquantel.
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Figura 13: Analise da produgdo de citocinas/quimiocinas CXCL-8, IL-1B, IL-6, IL-12p70,

TNF-a e IL-10 do plasma de individuos saudaveis e pacientes portadores da forma clinica

aguda da esquistossomose. Os niveis das citocinas/quimiocinas (A) CXCL-8, (B) IL-1p, (C)
IL-6, (D) IL-12p70, (E) TNF-a e (F) IL-10 foram quantificados utilizando-se o sistema CBA,

a partir do plasma de individuos saudaveis (CT U = 09) e pacientes portadores da forma

clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT M = 16), um ano (AGD-PT I O = 13) e

dois anos (AGD-PT II O = 11) apos terapéutica especifica com praziquantel. Os resultados

estdo apresentados em pg/mL, expressos em formato de graficos de boxes que destacam os

valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo da concentragdo plasmatica dos niveis

de citocinas/quimiocinas avaliados. As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)

entre os grupos CT, AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II estdo representadas pelas letras a, b, ¢

e d, respectivamente.
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Figura 14: Analise da produg¢ao de citocinas/quimiocinas G-CSF, GM-CSF, CCL24 e IL-4 do
plasma de individuos saudadveis e pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose. Os niveis das citocinas/quimiocinas (A) G-CSF, (B) GM-CSF, (C) CCL24 e
(D) IL-4 foram quantificados utilizando-se o sistema CBA, a partir do plasma de individuos
saudaveis (CT 0 = 09) e pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose,
antes (AGD-AT Bl = 16), um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II [ = 11) apés
terapéutica especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados em pg/mL,
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo da concentracdo plasmatica dos niveis de citocinas/quimiocinas
avaliados. As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT,

AGD-PT I e AGD-PT II estdo representadas pelas letras a, b, ¢ e d, respectivamente.
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Figura 15: Niveis de citocinas/quimiocinas CXCL-8, IL-1p, IL-6, IL-12, TNF-a e IL-10 nos sobrenadantes de cultura
de granuldcitos ndo-estimulados e estimulados com SEA e SWAP de individuos saudaveis e pacientes portadores da
forma clinica aguda da esquistossomose. Os niveis das citocinas/quimiocinas (A, B, C) CXCL-8, (D, E, F) IL-1B, (G,
H, D) IL-6, (J, K, L) IL-12, (M, N, O) TNF-a e (P, Q, R) IL-10 foram quantificados utilizando-se o sistema CBA, em
sobrenadantes de cultura de granulécitos de individuos saudaveis (CT - 09) e pacientes portadores da forma clinica
aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT - 16), um ano (AGD-PT I |- 13) e dois anos (AGD-PT 11 O- 11)
apos terapéutica especifica com praziquantel nas culturas controle (CTL), antigenos soluveis do ovo (SEA) e antigenos
soluveis de vermes adultos (SWAP). Os resultados estdo apresentados em pg/mL, expressos em formato de graficos de
boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo da concentracdo das
citocinas/quimiocinas avaliadas. As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT,
AGD-PT I e AGD-PT II estao representadas pelas letras a, b, ¢ ¢ d, respectivamente e as diferengas dentro do mesmo
grupo estao representadas por * (CT) e ** (SEA).
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Figura 16: Niveis de citocinas/quimiocinas G-CSF, GM-CSF, CCL24, IL-3 e IL-4 nos sobrenadantes de cultura
de granuldcitos ndo-estimulados e estimulados com SEA e SWAP de individuos saudaveis e pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose. Os niveis das citocinas/quimiocinas (A, B, C) G-CSF,
(D, E, F) GM-CSF, (G, H, I) CCL24, (J, K, L) IL-3 ¢ (M, N, O) IL-4 foram quantificados utilizando-se o
sistema CBA, em sobrenadantes de cultura de granulécitos de individuos saudaveis (CT 0= 09) e pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT M = 16), um ano (AGD-PT 1 [l = 13)
e dois anos (AGD-PT II [ = 11) apés terapéutica especifica com praziquantel nas culturas controle (CTL),
antigenos soluveis do ovo (SEA) e antigenos soluveis de vermes adultos (SWAP). Os resultados estdo apresentados
em pg/mL, expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana,
75% e maximo da concentragdo das citocinas/quimiocinas avaliadas. As diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II estdo representadas pelas letras a,
b, ¢ e d, respectivamente e as diferencas dentro do mesmo grupo estio representadas por * (CT) e ** (SEA).
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5.1.7 Analise ex vivo do niumero de moléculas co-estimuladoras, de ativacéo e de adeséo
celular em EOSINOFILOS do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica
aguda da esquistossomose, apds terapéutica especifica com praziquantel

Com o objetivo de se avaliar o panorama imunofenotipico dos eosindfilos do sangue
periférico dos pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose mansoni,
realizou-se uma analise ex vivo do perfil de moléculas co-estimuladoras, de ativagdo ¢ de
adesdo celular, analisando-se o valor absoluto de eosin6filos/mm’ expressando os diferentes
marcadores avaliados e o impacto que a terapéutica especifica teria nesse contexto no
primeiro e segundo ano apds o tratamento (Figuras 17, 18 e 19). E importante salientar que
os dados provenientes das avaliacdes antes do tratamento e um ano apds terapéutica
especifica, constituiram tema da dissertacio de mestrado do estudante Matheus Fernandes
Costa e Silva no Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias da Satide do CPqRR. Em fung¢ao
disso, optou-se por apresentar somente os dados referentes as avaliagdes do segundo ano apos
terapéutica, comparando os mesmos com as avaliagdes referentes ao primeiro ano apds o
tratamento. As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos AGD-PT I e
AGD-PT II estdo representadas por *.

A andlise do perfil de moléculas co-estimuladoras (CD28, CD80 ¢ CD86) mostrou
diminui¢io estatisticamente significativa do nimero de eosinofilos CD28" (12 + 16/mm’ —
Figura 17A), CD80" (8 + 15/mm’ — Figura 17B) ¢ CD86" (7 + 9/mm’ — Figura 17C) do
grupo AGD-PT II quando comparado ao grupo AGD-PT I (CD28™: 41 + 30/mm’; CD80": 24
+19/mm’ :CD86"™: 28 + 16/mm3, Figuras 17A, 17B e 17C, respectivamente).

A avaliacdo do perfil de moléculas de ativacao (CD23, CD25, HLA-DR e CD69)
demonstrou diminui¢do significativa do niimero de eosinéfilos CD23" (12 + 10/mm’ — Figura
17D), CD25" (9 + 15/mm’ — Figura 17E), HLA-DR" (8 + 5/mm’ — Figura 17F) e CD69" (15
+ 17/mm’ — Figura 17G) do grupo AGD-PT II em relagio ao grupo AGD-PT I (CD23™: 37 +
27/mm’; CD25": 20 + 14/mm’; HLA-DR™: 39 + 27/mm’; CD69": 37 + 22/mm”, Figuras 17D,
17E e 17G, respectivamente).

A andlise do receptor de IgG (CD64) demonstrou diminuicao significativa do nimero
de eosinofilos CD64" (Figura 17H) do grupo AGD-PT II (5 + 7/mm’) em relagio ao grupo
AGD-PT I (26 + 23/mm’— Figura 17H).

Dentre as moléculas de adesao celular avaliadas (CD62L, CD11a, CD13, CD18, CD44
e CD54) observou-se uma diminuigdo estatisticamente significativa de eosinofilos CD18"

(175 + 94/mm’ — Figura 17L), CD44" (2 + 1/mm’ - Figura 17M) e CD54" (2 + 4/mm’ -

Figura 17N) do grupo AGD-PT II quando comparado ao grupo AGD-PT I (CD18": 400 =+
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224/mm’; CD44": 24 + 19/mm’; CD54™: 32 + 31/mm’, Figuras 17L, 17M, 17N,
respectivamente). Os demais marcadores avaliados (CD62L, CDllat+ e CDI13) nao

apresentaram alteracdo estatisticamente significativa (p<0,05).
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Figura 17: Numero de moléculas co-estimuladoras CD28 (A), CD80 (B) ¢ CD86 (C),
moléculas de ativacao CD23 (D), CD25 (E), HLA-DR (F) e CD69 (G), receptor de IgG
(FcyR1) CD64 (H) e moléculas de adesao CD62L (I), CDl11a (J), CD13 (K), CD18 (L),
CD44 (M) e CD54 (N) em eosinéfilos do sangue periférico de pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose, um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II O =
11) apos terapéutica especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como
valor absoluto de eosindfilos’/mm’, expressando os marcadores de superficie avaliados, em
formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e
maximo. As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos AGD-PT I e
AGD-PT II estdo representadas por *.
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5.1.8 Anélise ex vivo do nuimero de receptores de quimiocinas em EOSINOFILOS do
sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose apds
terapéutica com praziquantel

A andlise do numero de receptores de quimiocinas em eosindfilos foi realizada com o
objetivo de se avaliar uma possivel migragao dessas células para o foco inflamatorio apods a
infecg¢do pelo S. mansoni e o impacto que a terapéutica especifica teria nesse contexto. Nesse
estudo, foram avaliados os receptores de quimiocinas CCR2, CCRS5, CCR3 e CXCR3
(Figuras 18A, 18B, 18C ¢ 18D, respectivamente), que foram analisados pelo valor absoluto
em mm’ de eosinofilos positivos para esses marcadores.

A analise dos dados demonstrou uma diminui¢do estatisticamente significativa
(p<0,05) do niimero de eosinéfilos CCR2" (7 +4/mm’ — Figura 18A) e CCR3" (22 + 21/mm’
— Figura 18C) do grupo AGD-PT II quando comparado ao grupo AGD-PT I (CCR2": 26 +
17/mm’; CCR3™: 71 + 48/mm’, Figuras 18A e 18C respectivamente).

Com o intuito de facilitar o entendimento dos resultados imunologicos obtidos com a
realizacdo desse estudo, diagramas ilustrativos foram elaborados com as principais alteragdes
no numero de moléculas de ativagdo, co-estimulacdo, intera¢do, adesdo e migracao induzidas
pela infec¢do aguda pelo S. mansoni e o impacto que o tratamento especifico tem sobre esse
perfil (Figura 19).

De maneira geral, podemos observar que a maioria dos marcadores imunofenotipicos
expressos em eosindfilos tiveram uma expressdo elevada antes do tratamento, com uma
diminuicdo, um ano apds o tratamento, com excecdo de marcadores que permaneceram sem
alteragdo, entretanto, dois anos apds o tratamento especifico podemos observar uma

diminui¢do de quase todos esses marcadores (Figura 19).
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Figura 18: Numero de receptores de quimiocinas CCR2 (A), CCR5 (B), CCR3 (C) e CXCR3

(D) em eosindfilos do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da

esquistossomose, um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II O = 11) apos

terapéutica especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor

., + 3 ... .
absoluto de eosindfilos /mm°, expressando os receptores de quimiocinas avaliados, em

formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e

maximo. As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos AGD-PT I e

AGD-PT II estdo representadas por *.
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Figura 19: Principais altera¢oes imunofenotipicas induzidas pela infeccao aguda pelo S.

mansoni e pelo seu tratamento especifico. Os quadrados rosa representam aumento, 0s azuis
diminui¢do e os cinzas auséncia de alteracdo dos marcadores de superficie celular avaliados
em eosinofilos do sangue periférico de individuos saudaveis (CT = 09) e pacientes portadores
da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT = 16), um ano (AGD-PT I = 13)
e dois anos (AGD-PT II = 11) apos terapéutica especifica com praziquantel. A primeira linha
do diagrama, CT x AGD-AT representa as alteragdes induzidas pela infec¢do; a segunda linha
do diagrama, AGD-AT x AGD-PT I representa o impacto do tratamento no perfil imunologico
dos pacientes um ano apoés a sua realizagdo; a terceira linha do diagrama, AGD-PT I x AGD-
PT II representa o impacto do tratamento no perfil imunologico dos pacientes dois anos apods a
sua realizacdo e a quarta linha do diagrama, CT x AGD-PT II representa o impacto do
tratamento no perfil imunologico dos pacientes dois anos ap6s a sua realizagdo em

comparagdo ao grupo controle.
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5.1.9 Analise ex vivo do numero de moléculas co-estimuladoras, de ativacéo e de adesao
celular por NEUTROFILOS do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica
aguda da esquistossomose, apds terapéutica especifica com praziquantel

Da mesma forma que foi realizada a avaliagdio em eosindfilos, o panorama
imunofenotipico de neutréfilos do sangue periférico dos pacientes portadores da forma clinica
aguda da esquistossomose, também foi avaliado através de analise ex vivo do perfil de
moléculas co-estimuladoras, de ativacdo e de adesao celular, analisando-se o valor absoluto
de neutrofilos/mm’ expressando os diferentes marcadores e o impacto que a terapéutica
especifica teria nesse contexto (Figuras 20, 21 e 22).

Com relagdo as moléculas co-estimuladoras (CD28, CD80 e CD86), a analise dos
dados demonstrou diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,05) do nUmero de
neutréfilos CD8O™ (4 + 4/mm’ — Figura 20B) ¢ CD86" (4 + 4/mm’ — Figura 20C) do grupo
AGD-PT 1I quando comparado ao grupo AGD-PT I (CD80": 27 + 23/mm’; CD86": 35 +
30/mm’, Figuras 20B ¢ 20C, respectivamente). As andlises do perfil de moléculas de
ativacdao (CD23, CD25, HLA-DR e CD69) e do receptor de IgG (CD64) ndo demonstraram
diferencas estatisticamentes significativas (p<0,05) do numero de neutréfilos expressando
esses marcadores entre os grupos AGD-PT 1 e AGD-PT II (Figuras 20D, 20E, 20F, 20G,
20H).

A avaliacdo da expressdo das moléculas de adesio (CD62L, CDlla e CD44)
demonstrou aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do numero de neutréfilos
CD62L" (4381 + 1310/mm’ — Figura 20I) no grupo AGD-PT II quando comparado ao grupo
AGD-PT I (CD62L": 2083 + 1425/mm’- Figura 20M). O niimero de neutréfilos CD11a” (328
+ 181/mm’ — Figura 20J) do grupo AGD-PT II mostrou uma diminuigio estatisticamente
significativa (p<0,05) em relagdo a CD11a" (3332 + 1817/mm’ — Figura 20J) do grupo AGD-
PT L

104



NEUTROFILOS

CD28* CD80* CD86* CD23+*

100 100 100 200

A B C D

50+ 50 50 100
ré o N —— o i -
5 CD25* HLADR* CD69* CD64*
£ 200 200 200 200
% E F G H
s
+
8
E 100+ 100+ —l_ 100 T 100 T
5 1
% _
g 0 0 0 0
R
Z.

cD62L* CD11a* CD44+ P Pl
8000 8000 400 AGD
I J K
*
1
4000 4000+ 200+
1
*
. 0 == |
PTI PTII PTI PTII PTI PTII
AGD AGD AGD

Figura 20: Numero de moléculas co-estimuladoras CD28 (A), CD80 (B) ¢ CD86 (C),
moléculas de ativacao CD23 (D), CD25 (E), HLA-DR (F) e CD69 (G), receptor de IgG
(FcyR1) CD64 (H) e moléculas de adesao CD62L (I), CD1l1a (J), CD44 (K) em neutréfilos
do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, um
ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II O = 11) apds terapéutica especifica com
praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor absoluto de neutréfilos”/mm’,
expressando os marcadores de superficie avaliados, em formato de graficos de boxes que
destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% ¢ maximo. As diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos AGD-PT I ¢ AGD-PT II estdo

representadas por *.
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5.1.10 Analise ex vivo do ntimero de receptores de quimiocinas em NEUTROFILOS do
sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, apds
terapéutica especifica com praziquantel

A avaliagdo do ntimero de receptores de quimiocinas em neutréfilos foi realizada com
0 objetivo de se avaliar possivel migracdo dessas células para o foco inflamatorio apds a
infec¢do pelo S. mansoni e o impacto que a terapéutica especifica teria nesse contexto. Os
receptores de quimiocinas CCR2, CCRS5, CCR3 e CXCR3 foram analisados pelo valor
absoluto em mm’ de neutrofilos positivos para esses marcadores (Figuras 21A, 21B, 21C e
21D, respectivamente).

Os resultados demonstraram diminuigdo estatisticamente significativa (p<0,05) do
numero de neutrofilos CCR2" (7 + 6/mm® — Figura 21A) do grupo AGD-PT II quando
comparado aos grupos AGD-PT I (CCR2™: 30 + 17/mm’ — Figura 21A). Os demais
marcadores avaliados ndo demonstraram diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05)
entre os grupos AGD-PT I e AGD-PT II.

Com o intuito de facilitar o entendimento dos resultados imunoldégicos obtidos com a
realizacdo desse estudo, diagramas ilustrativos foram elaborados com as principais alteragdes
no numero de moléculas de ativagdo, co-estimulacdo, interagdo, adesdo e migracdo induzidas
pela infec¢do aguda pelo S. mansoni e o impacto que o tratamento especifico tem sobre esse
perfil (Figura 22).

De maneira geral, podemos observar que alguns marcadores imunofenotipicos
expressos em neutrdfilos tiveram sua expressdo elevada antes do tratamento, com uma
diminui¢do, um ano apos o tratamento, com excecao de alguns marcadores que permaneceram
sem alteracdo, entretanto, dois anos apos o tratamento especifico podemos observar uma

diminui¢ao desses marcadores, com excecao de CD62L (Figura 22).
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Figura 21: Numero dos receptores de quimiocinas CCR2 (A), CCRS5 (B), CCR3 (C) e
CXCR3 (D) em neutréfilos do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica
aguda da esquistossomose, um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II O = 11) ap6s
terapéutica especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor
absoluto de neutrofilos’/mm’, expressando os receptores de quimiocinas avaliados, em
formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e
maximo. As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos AGD-PT I e

AGD-PT II estdo representadas por *.
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Figura 22: Principais altera¢oes imunofenotipicas induzidas pela infeccao aguda pelo S.
mansoni e pelo seu tratamento especifico. Os quadrados rosa representam aumento, os azuis
diminui¢do e os cinzas auséncia de alteracdo dos marcadores de superficie celular avaliados
em neutrofilos do sangue periférico de individuos saudéaveis (CT = 09) e pacientes portadores
da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT = 16), um ano (AGD-PT I = 13)
e dois anos (AGD-PT II = 11) apos terapéutica especifica com praziquantel. A primeira linha
do diagrama, CT x AGD-AT representa as alteragdes induzidas pela infec¢do; a segunda linha
do diagrama, AGD-AT x AGD-PT I representa o impacto do tratamento no perfil imunologico
dos pacientes um ano apoés a sua realizagdo; a terceira linha do diagrama, AGD-PT I x AGD-
PT II representa o impacto do tratamento no perfil imunologico dos pacientes dois anos apods a
sua realizacdo e a quarta linha do diagrama, CT x AGD-PT II representa o impacto do
tratamento no perfil imunologico dos pacientes dois anos ap6s a sua realizagdo em

comparagdo ao grupo controle.
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5.1.11 Andlise ex vivo do nGmero absoluto de LINFOCITOS T (CD3%) e suas
subpopulagdes, linfécitos T auxiliares (CD4") e linfécitos T citotoxicos/supressores (CD8"),
do sangue periférico de pacientes portadores da fase aguda da esquistossomose, ap0s
terapéutica especifica com praziquantel

Nesse estudo foi realizada a analise do nimero absoluto de linfécitos T e suas
subpopula¢des/mm’ do sangue periférico dos pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose com o objetivo de se avaliar a participacdo dessas células na fase aguda da
infeccdo pelo S. mansoni e o impacto que a terapéutica especifica teria nesse contexto (Figura
23).

A andlise dos resultados mostrou uma diminui¢do estatisticamente significativa
(p<0,05) do numero de linfocitos TCD3™ (1484 + 399/mm’ — Figura 23A) do grupo AGD-PT
11 quando comparado ao grupo AGD-PT I (2312 + 797/mm°). Essa diferenca foi representada
tanto pela diminuigdo significativa do namero de linfocitos TCD4" (762 + 170/mm’ — Figura
23B) como de TCD8" (641 + 190/mm’ — Figura 23C) do grupo AGD-PT II em relagio ao
grupo AGD-PT I (1262 + 416/mm’; 877 + 293/mm’, respectivamente).
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Figura 23: Numero de linfocitos T (CD3") (A), linfécitos T auxiliares (CD4") (B) e linfécitos
T citotoxicos/supressores (CD8") (C) do sangue periférico de pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose, um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II O =
11) apos terapéutica especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como
valor absoluto de linfocitos T/mm’, expressando os marcadores de superficie avaliados, em
formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e
maximo. As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos AGD-PT I e

AGD-PT II estdo representadas por *.
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5.1.12 Anélise ex vivo do numero de moléculas co-estimuladoras, de ativagdo e de
adesdo celular por LINFOCITOS TCD4" do sangue periférico de pacientes portadores da
forma clinica aguda da esquistossomose, apds terapéutica especifica com praziquantel

Com o intuito de se avaliar o perfil imunofenotipico dos linfécitos TCD4" do sangue
periférico dos pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose foi realizada
uma analise ex Vivo de moléculas co-estimuladoras, de ativacdo e de adesdo celular,
avaliando-se o valor absoluto em mm” de linfocitos TCD4" positivos para esses marcadores e
o impacto que a terapéutica especifica teria nesse contexto (Figura 24).

A analise da molécula co-estimuladora CD28 demonstrou diminuig@o estatisticamente
significativa (p<0,05) do numero de linfocitos TCD4'CD28" do grupo AGD-PT 1II (830 =
584/mm’ — Figura 24A) em relagio ao grupo AGD-PT I (1237 + 391/mm”).

A avaliagdo do perfil de moléculas de ativagdo (CD25, HLA-DR e CD69) mostrou
aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do numero de linfocitos TCD4'CD25" (349 +
164/mm’ — Figura 24B) do grupo AGD-PT II em relagdo ao grupo AGD-PT I (CD25%: 170 +
91/mm’ — Figura 24B). Os demais marcadores avaliados ndo demonstraram diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos AGD-PT I e AGD-PT II.

Dentre as moléculas de adesdo celular avaliadas (CD62L, CDI18) verificou-se
diminuigdo estatisticamente significativa (p<0,05) do nimero de linfocitos TCD4'CD18" do
grupo AGD-PT 1II (855 + 200/mm’ — Figura 24F) quando comparado ao grupo AGD-PT I
(1322 + 422/mm’- Figura 24F).

A anilise do numero absoluto de linfocitos TCD4"CD25" M/mm’®, com possivel
papel regulador (Baecher-Allan et al. 2001), mostrou um aumento significativo do niimero
desses linfocitos TCD4"CD25" M no grupo AGD-PT 11 (65 + 15/mm’ - Figura 24G) em
relagio a AGD-PT I (21 + 14/mm’ - Figura 24G).

Com o intuito de facilitar o entendimento dos resultados imunolégicos obtidos com a
realizacdo desse estudo, diagramas ilustrativos foram elaborados com as principais alteragdes
no numero de moléculas de ativagdo, co-estimulacgao, interacao, adesdo e migracao induzidas
pela infec¢do aguda pelo S. mansoni e o impacto que o tratamento especifico tem sobre esse
perfil (Figura 25).

De maneira geral, podemos observar que a maioria dos marcadores imunofenotipicos
expressos em linfocitos TCD4 " tiveram uma expressao elevada antes do tratamento, com uma
diminui¢do, um ano apos o tratamento, com excecao de alguns marcadores que permaneceram
sem alteracdo, entretanto, dois anos apos o tratamento especifico podemos observar uma

diminui¢ao de quase todos esses marcadores, com exce¢ao de CD25 e CD25H (Figura 25).
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Figura 24: Numero de moléculas co-estimuladoras CD28 (A), moléculas de ativagdo CD25
(B), HLA-DR (C) e CD69 (D), moléculas de adesdo CD62L (E) e CD18 (F) e CD25" 6!
(G) em linfocitos TCD4" do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda
da esquistossomose, um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II O = 11) apos
terapéutica especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor
absoluto de linfocitos TCD4 /mm”, expressando os marcadores de superficie avaliados, em
formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e
maximo. As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos AGD-PT I e

AGD-PT II estdo representadas por *.

112



| Linfocitos CD4

CD4* Ativacio Coestimula¢io Interaciio Adesdo

erxaco-ar | I I I I I I O O
aap-srxaco-er 1. [ N I N I I
acp-prxaco-»r it [N N N Y I O A

cr=aco-rr1 | I I O O O O

Figura 25: Principais alteracdes imunofenotipicas induzidas pela infeccio aguda pelo S.
mansoni e pelo seu tratamento especifico. Os quadrados rosa representam aumento, os azuis
diminui¢do e os cinzas auséncia de alteracdo dos marcadores de superficie celular avaliados
em linfécitos TCD4" do sangue periférico de individuos saudaveis (CT = 09) e pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT = 16), um ano (AGD-
PT I = 13) e dois anos (AGD-PT II = 11) apos terapéutica especifica com praziquantel. A
primeira linha do diagrama, CT x AGD-AT representa as alteracdes induzidas pela infec¢do; a
segunda linha do diagrama, AGD-AT x AGD-PT I representa o impacto do tratamento no
perfil imunolégico dos pacientes um ano apods a sua realizacdo; a terceira linha do diagrama,
AGD-PT I x AGD-PT 1II representa o impacto do tratamento no perfil imunoldgico dos
pacientes dois anos apds a sua realiza¢do e a quarta linha do diagrama, CT x AGD-PT Il
representa o impacto do tratamento no perfil imunologico dos pacientes dois anos apos a sua

realizacdo em comparagdo ao grupo controle.
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5.1.13 Anélise ex vivo do numero de moléculas co-estimuladoras, de ativagdo e de
adesdo celular por LINFOCITOS TCD8" do sangue periférico de pacientes portadores da
forma clinica aguda da esquistossomose, apds terapéutica especifica com praziquantel

De forma semelhante a analise realizada para linfécitos TCD4', realizou-se uma
analise ex vivo de moléculas co-estimuladoras, de ativagdo e de adesdo celular em linfocitos
TCDS8" do sangue periférico dos pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, avaliando-se o valor absoluto em mm® de linfocitos TCD8" que expressam
esses marcadores e o0 impacto que a terap€utica especifica teria nesse contexto (Figura 26).

Na analise da molécula co-estimuladora CD28 (Figura 26A) foi observada uma
diminuigdo estatisticamente significativa no grupo AGD-PTII quando comparado ao grupo
AGD-PTI (AGD-PTII: 303 + 77/mm’; AGD-PT I: 652 + 303/mm?®). Os demais marcadores
avaliados ndo demonstraram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os

grupos.
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Figura 26: Numero de moléculas co-estimuladoras CD28 (A), moléculas de ativagdo CD25
(B), HLA-DR (C) e CD69 (D), e moléculas de adesdao CD62L (E) e CD18 (F) em linfocitos
TCDS" do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II O = 11) apds
terapéutica especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor
absoluto de linfocitos TCD8"/mm’, expressando os marcadores de superficie avaliados, em
formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e
maximo. As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos AGD-PT I e

AGD-PT II estao representadas por *.
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5.1.14 Analise ex vivo do nimero de receptores de quimiocinas em LINFOCITOS T do
sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, apds
terapéutica especifica com praziquantel

Os receptores de quimiocinas possuem fungdes que coordenam a diferenciagdo e o
trafego de leucdcitos. Em funcdo disso, neste estudo foi realizada a analise do ntimero de
receptores de quimiocinas em linfocitos T dos pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose com o objetivo de se avaliar uma possivel migracdo dessas células para o
foco inflamatdrio apds a infeccdo pelo S. mansoni e o impacto que a terapéutica especifica
teria nesse contexto. Os receptores de quimiocinas avaliados nesse estudo (CCR2, CCRS,
CCR3, e CXCR3) (Figuras 27A, 27B, 27C e 27D, respectivamente), foram analisados pelo
valor absoluto em mm” de linfocitos positivos para esses marcadores.

A analise dos resultados demonstrou aumento estatisticamente significativo (p<0,05)
do numero de linfécitos CCR5" (53 + 11/mm’ — Figura 27B) do grupo AGD-PT II quando
comparado ao grupo AGD-PT I (CCR5": 6 + 6/mm’ - Figuras 27B). Os demais marcadores
avaliados ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os
grupos AGD-PT I e AGD-PT II.

Com o intuito de facilitar o entendimento dos resultados imunolégicos obtidos com a
realizacdo desse estudo, diagramas ilustrativos foram elaborados com as principais alteragdes
no numero de moléculas de ativagdo, co-estimulagao, interacao, adesdo e migracao induzidas
pela infec¢do aguda pelo S. mansoni e o impacto que o tratamento especifico tem sobre esse
perfil (Figura 28).

De maneira geral, podemos observar que a maioria dos marcadores imunofenotipicos
expressos em linfocitos tiveram sua expressdo elevada antes do tratamento, com uma
diminui¢do, um ano apos o tratamento, com excecao de alguns marcadores que permaneceram
sem alteracdo, entretanto, dois anos apos o tratamento especifico podemos observar uma

diminui¢ao de todos esses marcadores, com exce¢do de CCRS5 (Figura 28).
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Figura 27: Numero dos receptores de quimiocinas CCR2 (A), CCRS5 (B), CCR3 (C) e

CXCR3 (D) em linfocitos do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda

da esquistossomose, um ano (AGD-PT I B = 13) e dois anos (AGD-PT II B = 11) apds

terapéutica especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor

. , . + .o . .
absoluto de linfocitos /mm’, expressando os receptores de quimiocinas avaliados, em formato

de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo.

As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos AGD-PT I e AGD-PT II

estdo representadas por *.
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Figura 28: Principais altera¢oes imunofenotipicas induzidas pela infec¢do aguda pelo S.
mansoni e pelo seu tratamento especifico. Os quadrados rosa representam aumento, 0s azuis
diminui¢do e os cinzas auséncia de alteracdo dos marcadores de superficie celular avaliados
em linfocitos TCD8" do sangue periférico de individuos saudaveis (CT = 09) e pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT = 16), um ano (AGD-
PT I = 13) e dois anos (AGD-PT II = 11) apos terapéutica especifica com praziquantel. A
primeira linha do diagrama, CT x AGD-AT representa as alteragdes induzidas pela infeccdo; a
segunda linha do diagrama, AGD-AT x AGD-PT I representa o impacto do tratamento no
perfil imunolégico dos pacientes um ano ap6s a sua realizacdo; a terceira linha do diagrama,
AGD-PT I x AGD-PT II representa o impacto do tratamento no perfil imunoldgico dos
pacientes dois anos apds a sua realizacdo e a quarta linha do diagrama, CT x AGD-PT II
representa o impacto do tratamento no perfil imunologico dos pacientes dois anos apos a sua

realizagdo em comparagao ao grupo controle.
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6 DISCUSSAO
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As doengas negligenciadas (DNs) afetam mais de 1 bilhdo de pessoas em todo o
mundo, com cerca de 2 bilhdes de individuos vivendo em condic¢des de risco de infecgdes, ou
seja, quase 1 em cada 3 individuos do planeta. A Organizagdo Mundial de Satde (OMS) ja
identificou cerca de 13 DNs dentre as mais comuns nas regides mais pobres do planeta (Ault
2007). Dentre as DNs, as doengas causadas por helmintos demonstram nimeros expressivos,
afetando mais de dois bilhdes de pessoas em todo o mundo. Embora, essas infecgcdes quase
nunca sejam fatais aos seres humanos, elas estdo associadas a altas taxas de morbidade (WHO
2010). Na América Latina um nimero superior a 210 milhdes de individuos vivem abaixo da
linha de pobreza, sofrendo com uma série de DNs, como a esquistossomose (Ault 2008).

No Brasil, cerca de 1,5 milhdo de pessoas estdo infectadas pelo S. mansoni (Coura &
Amaral 2004, Steinmann et al. 2006, Amaral et al. 2006). Entretanto, estudos recentes acerca
do perfil epidemioldgico da esquistossomose vém demonstrando que a transmissdo tem
diminuido significativamente em muitas regioes (Engels et al. 2002, Steinmann et al. 2006,
Wilson et al. 2007). Segundo a FUNASA/MS, houve uma reducao da prevaléncia da doenga
ao longo do tempo, ja que na década de 1970 a prevaléncia alcangava percentuais de até
23,3%, caindo gradativamente nos anos seguintes, chegando a apresentar percentuais de
6,3%, em 2003, fato relacionado principalmente a implementacdo de programas de controle
da doenca (OMS 2010). Porém, alguns estudos ainda divergem em relacao aos dados de
prevaléncia da esquistossomose, demonstrando um desconhecimento parcial da atual situacao
da doenga.

A forma clinica aguda da esquistossomose ¢ caracterizada por uma reacdo de
hipersensibilidade sistémica contra a migra¢ao dos esquistossdmulos e ovos, podendo ocorrer
dentro de 16-90 dias apds a infecgdo primaria (Lambertucci 1987). A incidéncia da fase aguda
da esquistossomose ¢ ainda subestimada e pouco compreendida (Evengard et al. 1990,
Rabello 1995). Provavelmente, casos agudos de esquistossomose vém sendo negligenciados,
mal diagnosticados, subestimados e subnotificados ao longo do tempo, principalmente pelo
fato da doenga apresentar uma sintomatologia variada e inespecifica que dificulta o
diagndstico preciso pelos servicos de satide (Lambertucci 2010, Enk et al. 2010).

Barbosa et al. (2000 ¢ 2001), De Jesus et al. (2002), Enk et al. (2003, 2004 ¢ 2010) ¢
Lambertucci et al. (2010) relataram surtos da esquistossomose aguda no Brasil,
principalmente relacionados as regides turisticas e/ou aos centros urbanos. Esses dados
sugerem uma expansao da doenga para areas indenes, associada principalmente a eventos de
movimentos migratérios de individuos infectados pelo parasito e exploragdo de novas

alternativas de lazer e/ou turismo, destacando-se a participacdo de turistas e viajantes sem
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contato anterior com o parasito, que visitam regides tropicais endémicas (Evergard et al.
1990, Rabello 1995, Enk et al. 2003, 2004, 2010).

A fase aguda da esquistossomose mansonica ¢ caracterizada por uma grande variedade
de sinais e sintomas (Manson-Bahr & Bell 1989, Rocha et al. 1996) e a contribui¢do do
processo de co-evolucdo entre parasito/hospedeiro dentre os fatores que influenciam a
patogénese da doenca ainda ndo foi completamente estabelecida (Hiatt et al. 1979, Greco et
al. 1987, Rocha et al. 1996, Berriman et al. 2009). Os sinais e sintomas mais prevalentes nos
portadores da forma clinica aguda sdo febre, mal-estar, diarreia, vomitos, anorexia, cefaleia,
dor abdominal, perda de peso, tosse seca e hepatoesplenomegalia, acompanhada por
eosinofilia acentuada e leucocitose (Wynn et al. 2004, Gryseels et al. 2006, Manzella et al.
2008, Enk et al. 2010). De acordo com alguns autores, esses sinais e sintomas sdo causados,
provavelmente, por imunocomplexos circulantes e alteragdes celulares que podem surgir no
decorrer da doencga (De Jesus et al. 2002, Wynn et al. 2004, Jaureguiberry et al. 2010).

Em relacdo as alteracdes no perfil hematoldgico, o presente estudo demonstrou que os
pacientes do grupo AGD-AT apresentaram leucocitose, caracterizada pelo aumento de
eosinodfilos, neutrofilos e linfocitos. Possivelmente, em fungdo da ativagdo do sistema imune
por antigenos de esquistossdmulos, antigenos secretados pelos ovos, bem como antigenos do
verme adulto (Gazzinelli et al. 1985, Weiss et al. 1987, Sher et al. 1990). Um ano apos
quimioterapia especifica com praziquantel, os pacientes apresentaram valores normais de
leucocitos, perfil que se manteve também dois anos apds o tratamento, corroborando com
dados da literatura (Rabello et al. 1997, De Souza et al. 2007).

Em individuos saudaveis, a contagem de eosin6filos no sangue periférico varia de 400
a 600 células/mm’, sendo considerada, portanto, uma populagio minoritria entre os
leucocitos (Babapulle 2003). Em nosso estudo, os pacientes do grupo AGD-AT (12325 +
5301/mm®) apresentaram niimero significativamente maior de eosindfilos no sangue
periférico, corroborando com dados descritos na literatura (Barbosa et al. 2001, De Souza et
al. 2007, Lambertucci et al. 2010, Silveira-Lemos et al. 2010). Embora os pacientes do grupo
AGD-PT I (665 + 489/mm”°) apresentassem niveis estatisticamente maiores de eosinéfilos em
relagio ao grupo CT (160 + 84/mm’), esses niveis estio de acordo com os pardmetros
considerados de referéncia para esse tipo celular. Por outro lado, os pacientes avaliados dois
anos apds quimioterapia especifica demonstraram redugdo significativa dos niveis de
eosinofilos (AGD-PT II - 359 + 398/mm’) em relagdo aos valores apresentados pelo grupo
controle. Ja considerando o nimero absoluto da popula¢do de linfocitos, os pacientes do
grupo AGD-AT (4219 + 971/mm”) apresentaram niveis superiores de linfocitos em relagio ao

grupo CT (2534 + 488/mm”), reduzindo significativamente no grupo AGD-PT I, assim como
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observado por Rabello et al. (1997) que relataram reducdo de linfocitos 6 meses apoOs
tratamento especifico de pacientes portadores da fase aguda da esquistossomose.

A discriminacdo entre a forma aguda e as formas cronicas da doenca permite o
tratamento precoce e a prevencdo do desenvolvimento das formas mais graves da
esquistossomose. Com isso, a possibilidade de um diagnoéstico diferencial torna-se relevante
para o controle da doenga (Beck et al. 2008, Pinto-Silva 2010). Nesse contexto, a ultra-
sonografia ou ecografia abdominal tornou-se uma ferramenta complementar importante na
abordagem ao paciente portador da fase aguda da esquistossomose. Algumas das alteragdes
ultra-sonograficas observadas no presente estudo foram consistentes com alteragdes descritas
por Rabello et al. (1997) que avaliaram 18 pacientes com infec¢do aguda causada pelo S.
mansoni, entre adultos e criangas, e observaram que dois anos apds o tratamento especifico
com praziquantel ou oxaminiquine, nenhum dos pacientes adultos apresentou linfonodos
visiveis, no entanto, seis das oito criangas tratadas e curadas parasitologicamente tiveram
discreto aumento dos linfonodos e hepatomegalia. Barata et al. (1999) destacam ainda que
pacientes portadores da esquistossomose aguda apresentaram um aumento inespecifico do
tamanho do figado e do baco, fibrose periportal incipiente e linfonodos periportais. No
entanto, seis meses apOs o tratamento com oxaminiquine, O espessamento periportal
desapareceu e dois anos depois houve involugdo do figado e do baco. Outros estudos também
ja demonstraram redugdo da fibrose trés anos apos o tratamento (Homeida et al. 1991, Cota et
al. 2006). Entretanto, segundo Alves-Oliveira et al. (2006), atualmente ndo existem dados
suficientes para correlacionar o espessamento periportal incipiente, visto ao exame ultra-
sonografico, com fibrose inicial.

Os linfonodos periportais normalmente ndo sdao visualizados pelo exame ultra-
sonografico em individuos saudaveis. A avaliagdo ultra-sonografica realizada no presente
estudo demonstrou a presenca de linfonodos periportais ovalados, hipoecoicos com a regido
central ecogénica e contornos regulares, somente em pacientes antes do tratamento especifico,
desaparecendo apds o mesmo. Segundo alguns trabalhos, outras patologias também estdo
associadas com alteracdes morfologicas em linfonodos, entretanto, essas alteragdes sdo
diferentes das observadas na esquistossomose (Vassallo et al. 1992, Rabello et al. 1994).

As caracteristicas ultra-sonograficas significativamente alteradas no presente estudo,
como o aumento do tamanho do figado ¢ do bago e a presenga de linfonodos periportais,
embora sejam relevantes, ndo sdo consideradas caracteristicas exclusivas da forma clinica
aguda da esquistossomose, podendo ser observadas em outras doengas infecciosas, como

hepatites agudas e outras doengas virais (Giorgio et al. 1986, Forsberg et al. 1987).
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No presente estudo, os efeitos da quimioterapia especifica com praziquantel em
relagdo aos aspectos ultra-sonograficos demonstraram que dois anos apos o tratamento, parte
das alteragdes ultra-sonograficas encontradas ainda permaneceram (aumento inespecifico do
tamanho do figado e do bago), sugerindo que esse intervalo de tempo ainda ndo foi suficiente
para que todas as alteragdes desaparegam. A persisténcia de algumas alteragcdes morfologicas
hepaticas e esplénicas (Rabello et al. 1997, Barata et al. 1999), bem como auséncia ou
reducdo da fibrose apds quimioterapia especifica tem sido descrita em seres humanos
(Homeida et al. 1991, Cota et al. 2006) e em camundongos (Andrade & Grimaud 1986,
Andrade et al. 2006) infectados pelo S. mansoni. Embora, as razdes que expliquem a nao
reversdo dessas alteracdes ainda ndo estejam claras, Martins-Leite et al. (2008) em uma
avaliacdo de pacientes residentes em area endémica para a esquistossomose, sugere que as
diferencas genéticas, a incapacidade dos individuos em desenvolver mecanismos de resposta
imune adequados e a exposi¢ao a novos antigenos em consequéncia da destruicao dos vermes
com o tratamento possam ser causas possiveis para a persisténcia dessas alteragoes.

Alguns autores relatam que o praziquantel ¢ uma droga eficaz no controle da infec¢ao
pelo S. mansoni, principalmente através da reducdo da excregdo de ovos, da regressdo da
fibrose e da diminui¢do da morbidade relacionada a esquistossomose, tanto em camundongos
quanto em seres humanos tratados apos o periodo de incubagao do parasito (Katz et al. 1983,
Sabah et al. 1986, Grandiere-Perez et al. 2006) ou cronicamente infectados (Cota et al. 2006,
Andrade et al. 2006, Kihara et al. 2007, Martins-Leite et al. 2008, Uneke 2010).

Diferentes tipos de células efetoras, na presenca de anticorpos anti-esquistossomulo,
participam do mecanismo de citotoxicidade dependente de anticorpo (A.D.C.C.), dentre eles
os monocitos e eosindfilos (Joseph et al. 1983). Segundo Correa-Oliveira et al. (2000) e
Caldas et al. (2000) elevados niveis de IgE anti-parasito estdo relacionados a resisténcia a
infecgdo pelo S. mansoni. No presente trabalho, foram quantificados os niveis de IgE total
plasmaticos dos pacientes dos grupos AGD-AT, AGD-PT 1 e AGD-PT II. Os dados
mostraram um aumento dos niveis plasmaticos de IgE total nos pacientes do grupo AGD-AT,
em relagdo aos pacientes dos outros grupos (Figura 10). Sugerindo que os niveis de IgE total
possam estar relacionados a morbidade da doenca, como estabelecido por Pereira et al.
(2010).

O resultado do aumento dos niveis de IgE total nos pacientes do grupo AGD-AT se
torna relevante pelo fato de que poucos estudos em esquistossomose humana mostraram
relacdes entre a infec¢do esquistossomotica e a resposta imune humoral. Esse resultado se
assemelha aos dados mostrados por De Souza et al. (2007), que avaliando a resposta imune

humoral, por meio da quantificacdo dos niveis de IgE total, em pacientes portadores da forma
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clinica aguda da esquistossomose, antes e apoOs terapéutica especifica com oxamniquine,
relataram leucocitose com eosinofilia € aumento dos niveis de IgE total em pacientes antes da
quimioterapia especifica, com uma diminuicdo significativa do nUmero absoluto de
eosinodfilos e dos niveis de IgE apos o tratamento. Cabe ressaltar, que os nossos dados foram
obtidos pela dosagem de IgE total, portanto, baseados nos achados do aumento da expressao
do receptor de CD23 em eosinoéfilos, juntamente aos elevados niveis de IgE total encontrados
no grupo AGD-AT, ¢é possivel especular que os eosinofilos desses pacientes poderiam estar
sendo ativados através do mecanismo de citotoxicidade dependente de anticorpo.

Outro fator citotéxico importante e versatil para o sistema imunoldgico avaliado em
nosso estudo foi o 6xido nitrico (NO). Foram quantificados os niveis de NO plasmatico, dos
pacientes dos grupos AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II. Os dados mostraram um aumento
dos niveis de NO nos pacientes do grupo AGD-AT, em relagdo aos pacientes dos outros
grupos (Figura 11). O papel do NO nos processos inflamatorios permanece incerto, uma vez
que, propriedades anti- e pro-inflamatodrias tém sido atribuidas a ele. Mas, ja € sabido que o
NO tem um importante papel como mensageiro generalizado intra e intercelular liberado
durante diferentes eventos fisiopatoldgicos, incluindo reagdes imunoldgicas e inflamatorias
(Oliveira et al. 1998).

O NO pode contribuir para os processos de defesa contra o S. mansoni por vias
relacionadas a dois pontos criticos do seu ciclo de vida, um deles esta relacionado a cascata de
sinalizacdo requerida para a sobrevivéncia do parasito, o outro ¢ relacionado com os
processos de interagdo parasito-hospedeiro, principalmente a resisténcia do parasito (Flora-
Filho & Zilberstein 2000, Kho et al. 2005). Em macréfagos murinos ativados foi observado
que o NO ¢ regulado por citocinas ou produtos microbianos (Drapier 1997), exibindo ainda
fungdo citotoxica contra o S. mansoni (James & Glaven 1989). O NO pode ser ainda um
mediador do balanco de citocinas dos Tipos 1 e 2 durante a esquistossomose em modelo
murino (Liew 1995). As células do Tipo 1 podem tanto produzir citocinas que induzem a
formagdo do NO, como o IFN-y, quanto produzirem o proprio NO, capaz de inibir a
proliferacdo dessas células e suas citocinas, minimizando assim os seus efeitos prejudiciais
(Oswald et al. 1992, Liew 1995). Nesse contexto, sugere-se que os altos niveis de NO
observados no grupo antes da terapéutica no presente estudo, poderiam estar relacionados
com o aumento de citocinas do Tipo 1 ou aumento da produgdo de NO por células do Tipo 1.

Os granuldcitos sao considerados células efetoras no combate as infecgdes helminticas
por meio de diferentes vias. No intuito de se estabelecer uma relagdo entre os granuldcitos e
uma dessas vias € que foi proposta a avaliagao dos niveis de NO em sobrenadantes de cultura

de granuldcitos ndo estimulados e submetidos a estimulacao com SEA e SWAP.
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Foram avaliados os niveis de NO em sobrenadantes de cultura de granuldcitos nao
estimulados e submetidos a estimulacdo com SEA e SWAP dos pacientes dos grupos AGD-
AT, AGD-PT I e AGD-PT II. Nos sobrenadantes ndo estimulados (CTL - Figura 12A), a
analise de NO demonstrou um aumento em todos os grupos avaliados, em compara¢do ao
grupo CT. Ja com relagdo aos sobrenadantes estimulados com SEA (Figura 12B) a produgao
de NO se mostrou superior no grupo AGD-PT I em comparagao aos grupos CT e AGD-AT. E
por fim, nos sobrenadantes estimulados com SWAP (Figura 12C) observou-se diminui¢do no
grupo AGD-PT II em relagdo aos grupos AGD-AT e AGD-PT 1. A produgdo de NO dentro
dos grupos AGD-PT 1 e AGD-PT II foi superior quando estimulados com SWAP (Figura
120).

Em relacdo ao sistema imunoldgico j& ¢ reconhecida a participagdo do NO na
imunidade protetora, podendo modular direta ou indiretamente a resposta imune inflamatoria
(Nesello et al. 2010). Alguns trabalhos ja descreveram o NO como mensageiro intra e
intercelular bastante versatil, capaz de participar de diversos mecanismos fisiopatologicos
(Oliveira et al. 1998, 1999).

Brunet et al. (1997) observaram em modelo experimental para esquistossomose, uma
correlagdo entre os niveis de NO e a severidade da doenga. Entretanto, nossos resultados nao
apontam para essa linha, o que se justifica pelo fato do NO poder apresentar efeitos pro- e
anti-inflamatérios (Bogdan 1998). Outro fator importante demonstrado por Patton et al.
(2002) ¢ que existe uma producdo excessiva de NO na auséncia de uma resposta do Tipo 2, ou
seja, provavelmente a intensidade da resposta do Tipo 1 observada nos sobrenadantes da
cultura CTL no presente trabalho, possa estar contribuindo para a produ¢ao de NO.

De maneira geral, os estudos que abordam o papel da resposta imune durante os
estagios iniciais da infec¢do pelo S. mansoni estdo, em sua maioria, restritos a modelos
experimentais, sendo os mecanismos de ativa¢ao do sistema imune durante a infec¢do aguda
em humanos pouco investigados. Dessa forma, a quantificagdo de diferentes citocinas e
quimiocinas no plasma de pacientes portadores de diferentes formas clinicas da
esquistossomose ¢ de extrema importancia, uma vez que essas sao moléculas sinalizadoras e
fatores quimioatraentes que podem direcionar a polarizagdo da resposta imune (Kourilsky &
Truffa-Bachi 2001, Park et al. 2001). No entanto, no presente estudo, ndo foram encontradas
diferencas significativas nos niveis plasmaticos de IL-1p, IL-6, IL-12p70,TNF-a, IL-10, G-
CSF e IL-4 avaliados nos pacientes dos grupos AGD-AT, AGD-PT I e AGD-PT II (Figuras
13 e 14).

CXCL-8 ¢ uma das citocinas quimiotaticas mais conhecidas, sendo capaz de ativar

leucoécitos e funcionar como mediadora inicial da inflamagdo, sendo ainda, fundamental na
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quimioatracdo de neutrofilos. As citocinas IL-1, TNF-a, GM-CSF e IL-3 podem induzir a
expressao dessa quimiocina em leucdcitos e outros tipos celulares (Baggiolini et al. 1994). O
que sugere que os niveis elevados de CXCL-8 observados no grupo AGD-AT tenham relagao
com o processo inflamatério em resposta a infecgdo pelo S. mansoni, diminuindo no grupo

AGD-PT II em consequéncia de uma diminui¢ao da inflamagao (Figura 13A).

O fator estimulador de colonia de macréfagos e granulocitos (GM-CSF) tem sido
relacionado a formagdo do granuloma e apresentado niveis elevados contra estimulos
especificos (Rezende et al. 2004). No presente estudo observou-se uma diminui¢do dessa
citocina no plasma do grupo AGD-PT II (Figura 14B), provavelmente devido a redugdo das

reagdes inflamatorias.

A quimiocina CCL24 tem sido relacionada com a promogao da ativacgdo celular e o
recrutamento ¢ modulacdo dos eosinofilos (Elsner et al. 1999). Em nosso estudo, houve um
aumento significativo dos niveis de CCL24 no grupo AGD-PT I em rela¢do ao grupo AGD-
AT (Figura 14D), demostrando que o tratamento pode estar influenciando a produgdo dessa
quimiocina. Sousa-Pereira et al. (2006) compararam individuos ndo infectados com pacientes
portadores de mielorradiculopatia esquistossomética e relataram niveis elevados de CCL24 no
plasma desses pacientes ap6s quimioterapia especifica. No entanto, Silveira-Lemos et al.
(2010) avaliaram o recrutamento de eosinéfilos do sangue periférico de pacientes portadores
da fase aguda da esquistossomose, através da avaliacdo da quimiocina CCL24 e observaram
niveis elevados dessa quimiocina, sugerindo ainda que a CCL24 possa influenciar a cinética
das quimiocinas e seus receptores no recrutamento eosinéfilos.

Entre os leucoécitos, os eosindfilos sdo o tipo celular predominante em hospedeiros
infectados por helmintos. Estudos experimentais tém demonstrado que a eosinofilia estaria
ocorrendo entre a quinta e a sétima semana apds a exposi¢do ao parasito e seria induzida por
citocinas do Tipo 2, como IL-4, IL-10, IL-13, IL-9, IL-21 e, principalmente, IL-5 (Cara et al.
2000, Davies et al. 2005, Anthony et al. 2007). Diferentes estudos tém demonstrado que os
eosinofilos sdo células produtoras de citocinas e fatores de crescimento, podendo
desempenhar um papel importante na resposta imune contra infeccdes helminticas (Reimert et
al. 2006, Swartz et al. 2006). Além disso, em modelos experimentais ja foi demonstrado a
importancia dessas células no mecanismo de citoxicidade in vitro contra o estagio larval do S.
mansoni (Butterworth et al. 1975, Ramalho-Pinto et al. 1978).

O tratamento da infec¢do pelo S. mansoni tém sido associado a uma diminuigdo
significativa na prevaléncia, nas taxas de reinfec¢do e desenvolvimento de formas clinicas

severas da doenca (Bina 1977, Katz 1998, Toure et al. 2008, Jaureguiberry et al. 2010).
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Embora, o tratamento ndo seja capaz de eliminar a transmissdo da esquistossomose, ecle
colabora na diminuicdo das formas mais severas da doenga, assim como, induz o
desenvolvimento de uma resposta imune efetiva na prevengdo da reinfec¢ao apds o tratamento
(Katz et al. 1980). Tem sido demonstrado que apds a quimioterapia especifica da fase aguda
da esquistossomose, a resposta imune de alguns individuos sofre alteracdes importantes
(Rabello et al. 1994, 1997, De Souza et al. 2007, Costa-Silva 2009).

Alguns autores demonstraram ainda que a atividade central do praziquantel no
combate a infeccdo pelo S. mansoni se da pelo influxo de calcio através do tegumento do
parasito minutos depois da exposi¢do a droga (Cioli 1998). Alguns autores sugerem que a
liberacao de antigenos, em consequéncia da destrui¢do ou morte do parasito, cause alteracoes
da resposta imunoldgica, como aumento na formacao de complexos imunes (Harries & Cook
1987), troca de classe de IgA para IgG (Mutapi et al. 1998) e produgdo de citocinas (Reimert
et al. 2006). Entretanto, sdo escassas as comparagdes detalhadas dessas alteragdes
imunologicas apds a quimioterapia especifica.

Nesse contexto, buscou-se avaliar a expressdo de citocinas e quimiocinas através da
reatividade celular em resposta aos estimulos SEA e SWAP em sobrenadantes de cultura de
granulocitos.

Em relacao ao grupo AGD-AT, observou-se um aumento na producao de IL-1p e IL-
10 e uma diminuic¢ao de IL-4 quando comparado ao grupo CT, em resposta ao SEA, ja frente
a estimulacdo com SWAP, observou-se um aumento de CXCL-8, IL-1p, IL-12p70, TNF-a e
IL-10, com uma diminui¢do de G-CSF quando comparado ao grupo CT. Em relagdo ao grupo
AGD-PT 1, observou-se um aumento na producdo de IL-12p70, TNF-a ¢ IL-10 com uma
diminui¢do de IL-3 e IL-4 quando comparado ao grupo CT, em resposta ao SEA, ja frente a
estimulacdo com SWAP, observou-se um aumento de CXCL-8 quando comparado ao grupo
AGD-AT e IL-1B, IL-12p70, TNF-a e IL-10 quando comparado ao grupo CT, com uma
diminui¢ao de IL-10 quando comparado ao grupo AGD-AT e G-CSF quando comparado ao
grupo CT. Finalmente, em relagdo ao grupo AGD-PT II, detectou-se um aumento de CXCL-8
quando comparado ao grupo AGD-AT, IL-1p, IL-12p70, TNF-a, IL-10 quando comparado ao
grupo CT e IL-6 quando comparado ao grupo AGD-PT I, com uma diminuicao de IL-3 e IL-4
quando comparado ao grupo CT em resposta ao SEA, ja frente a estimulacdo com SWAP,
observou-se um aumento de IL-1P, IL-12p70, IL-10 quando comparado ao grupo CT, com
uma diminui¢cdo de CXCL-8 quando comparado ao grupo AGD-PT I. Destaca-se ainda, que a
estimulacdo com SWAP, mostrou-se mais eficiente na indu¢do da maioria das citocinas e

quimiocinas avaliadas. As concentragdes das citocinas IL-1B, IL-6 e IL-12p70 e da
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quimiocina CXCLS8 nos sobrenadantes de cultura nao estimulados foram elevadas nos grupos
AGD-AT e AGD-PT II (Figuras 15 e 16).

A resposta imune protetora contra helmintos tem sido associada a uma resposta do
Tipo 2, caracterizada pela presenca tanto de componentes da resposta imune inata quanto da
adaptativa. A resposta do Tipo 2 ¢é caracterizada pelo aumento da expressao dos niveis de IL-
4, IL-5, IL-9, IL-13 e IL-21, ativacdo e expansio de células TCD4", aumento na secrecdo de
IgE e elevagdo de eosionofilos, mastdcitos e basoédfilos, sendo essas, células que contribuem
significativamente para a producdo de diferentes citocinas do Tipo 2. Por outro lado, a
resposta do Tipo 1 ¢ caracterizada pelo aumento da expressdo de IFN-y, linfocitos TCDS",
neutréfilos e macrofagos. Embora, IL-10 tenha sido inicialmente caracterizada como uma
citocina do Tipo 2, dados recentes e bem estabelecidos na literatura demonstram que essa
citocina teria um papel modulador tanto relacionada a respostas do Tipo 1 quanto do Tipo 2
(Anthony et al. 2006, 2007).

Estudos de alteracdes relacionadas aos niveis de citocinas em pacientes portadores da
forma clinica aguda da esquistossomose apos quimioterapia ja foram relatados na literatura.
Montenegro et al. (1999) demonstraram que PBMC, de pacientes dois meses apds o
tratamento, quando estimuladas em cultura com SEA ou SWAP, produzem niveis
significativos de IFN-y em comparacdo aos pacientes cronicos, ja os niveis de IL-10
mantiveram-se similares nos dois grupos. De Souza et al. (2007) também observaram
elevados niveis de IFN-y seis meses apos o tratamento. De Jesus et al. (2002) observaram
elevados niveis de citocinas pro-inflamatdrias, IL-1, IL-6 € TNF-o em culturas de PBMC nao
estimuladas e detectaram ainda a presenca de TNF-a no soro de 87% desses pacientes cinco
meses apos o tratamento. Silveira-Lemos (2004) observou um aumento de IFN-y, IL-4 e IL-5
em linfécitos, IFN-y e IL-4 em linfocitos T, IL-4 em linfécitos TCD4", IFN-y e IL4 em
linfocitos TCDS8", IFN-y e IL-4 em células NK, IL-4 e IL-10 em neutréfilos e uma diminui¢ao
de IFN-y, TNF-q, IL-12 e IL-10 em eosinéfilos avaliados em culturas de leucdcitos do sangue
periférico nao estimuladas, ja nas culturas ap6s breve estimulagdo com SEA observou-se um
perfil de producdo de citocinas similar em todas as populacdes avaliadas, provavelmente
demonstrando que o estimulo SEA ndo foi capaz de estimular eficientemente essas
populagdes.

Por outro lado, Martins-Leite et al. (2008) avaliaram o papel das citocinas do Tipo 1
(IFN-y e TNF-a), Tipo 2 (IL-13) e reguladoras (IL-4, IL-10 e TGF-B) no desenvolvimento de
fibrose periportal em pacientes cronicamente infectados pelo S. mansoni e o impacto que a
quimioterapia especifica com praziquantel teria nesse contexto. Os resultados dessa andlise

mostraram que apds o tratamento, pacientes com fibrose periportal regrediram o grau de
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fibrose e apresentaram maior produ¢do de IL-4 e IL-13 e menor de IFN-y quando comparados
aos pacientes sem fibrose, sugerindo que essas citocinas estariam envolvidas nos mecanismos
de desenvolvimento de fibrose.

A elevacao dos niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1B e IL-6 em sobrenadantes
de cultura ndo estimulados, corrobora com os elevados niveis dessas citocinas em portadores
da forma clinica aguda da esquistossomose, antes € apds quimioterapia, observados por De
Jesus et al. (2002). A elevacdo das citocinas pro-inflamatérias 1L-1B, TNF-a, IL-6 e IL-
12p70, nos sobrenadantes estimulados com SEA ¢ SWAP, demonstram o perfil inflamatério
exibido pelos granulécitos, principalmente no grupo ndo submetido a quimioterapia.

Nesse contexto, pode-se inferir que antes da quimioterapia especifica com
praziquantel, os pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose exibem um
perfil de citocinas do Tipo 1, que sofre alteragdes significativas apos o tratamento. Com
destaque para os niveis elevados de citocinas sob estimulacdo com SWAP, demonstrando que
essas células seriam mais imunogénicas aos antigenos do verme adulto, tanto antes, quanto
apoés o tratamento.

Uma propriedade particular dos eosinofilos esta relacionada a capacidade de se
apresentarem sob diferentes estados de ativacdo na circulacdio (Munitz & Levi-Schaffer
2004). Dessa forma, a migracao direcionada de eosindfilos para o foco inflamatorio depende
de varios fatores, como a expressdo de moléculas de co-estimulacdo, ativacdo, adesdo celular
e receptores de quimiocinas, bem como as proprias quimiocinas que favorecem sua migragao
(Pearlman et al. 1997, Tachimoto et al. 2000). No presente estudo foi investigado o perfil de
ativacdo de eosinofilos circulantes de pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, por meio da avaliacdo da expressdo de moléculas co-estimuladoras, de
ativacdo e adesao celulares. Essa investigagao mostrou uma diminui¢do de todas as moléculas
co-estimuladoras avaliadas (CD28, CD80 e CD86) (Figuras 17A, 17B e 17C) em eosinodfilos
do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-PT II, quando comparados aos individuos
do grupo AGD-PT 1. Provavelmente, essa diminui¢do dos niveis das moléculas de co-
estimulagdo em eosinofilos dois anos apos o tratamento, esta relacionada a uma diminuigao
dos fatores que induzem a proliferagdo, maturagdo e ativagcdo dos eosindfilos, como antigenos
circulantes, citocinas e quimiocinas especificas para eosinoéfilos.

Neste estudo foi observado também uma diminuicdo da expressdo de todas as
moléculas de ativagdo avaliadas (CD23, CD25, HLA-DR e CD69) (Figuras 17D, 17E, 17F e
17G, respectivamente) em eosindfilos do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-PT II

quando comparados aos individuos do grupo AGD-PT I. O que nos sugere que apds a
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ocorréncia de uma ativagdo persistente dessas células até um ano apos a infec¢ao pelo S.
mansoni, ocorra uma regulacao da ativagao.

Gopinath et al.(2000) ja relataram que CD25, HLA-DR e CD69 sdo moléculas
importantes na definicdo de um fenétipo de ativagdo celular. Silveira-Lemos (2008) observou
em pacientes portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose uma expressao distinta
dos marcadores de ativacdo em eosinoOfilos, demonstrando um papel regulador desses
marcadores na ativagdo celular. Ganley-Leal et al. (2006) demonstraram que eosinofilos de
pacientes infectados pelo S. mansoni portadores da fase cronica apresentam associagao entre a
expressdo do receptor de alta afinidade para IgE (FceRI) e os marcadores CD25 e CD69,
sugerindo uma ativagdo dessas células durante a infec¢dao. Plumas et al. (1991) mostraram que
eosinodfilos do sangue periférico de pacientes com sindrome hipereosinofilica sintetizam e
expressam CD25, sugerindo que em processos de estimulagdo antigénica continua, essas
células apresentam o fendtipo de ativacdo celular com o intuito de eliminar novas infec¢des
ou infec¢des persistentes, o que corrobora a idéia de uma expressdo persistente desse
marcador um ano apos a infec¢ao e sua diminui¢ao posterior.

Estudos ja mostraram que a presenca do receptor CD23 (receptor para IgE - FceRII)
em eosinofilos esta relacionada a resposta imune mediada por IgE, incluindo citotoxicidade
contra parasitos e agentes alergénicos (Capron et al. 1991). Assim como em nosso estudo,
Silveira-Lemos et al. (2008), mostraram aumento da molécula CD23 em eosinoéfilos, porém,
em pacientes portadores da forma cronica da esquistossomose. Monteseirin et al. (1996)
demonstraram que a expressdo de CD23 na superficie de eosinofilos é frequente, seguido da
ativacdo dessas células por IgE, representando um fator importante para a fungdo efetora
mediada por eosinofilos dependente de IgE. No presente estudo, entretanto ndo foi possivel
correlacionar a expressao de CD23 aos niveis de IgE, mesmo considerando os elevados niveis
de CD23 e IgE no grupo AGD-AT.

Além disso, neste estudo, foram avaliadas moléculas de adesdo celular em eosinofilos
(CD62L, CDl1a, CD13, CD18, CD44 ¢ CD54) e observou-se uma diminui¢ao significativa
de CD18, CD44 e CD54 no grupo AGD-PT II em relagao ao grupo AGD-PT I (Figuras 17L,
17M e 17N, respectivamente), a molécula CD62L ndo sofreu alteracdo em nenhum dos
grupos avaliados, ja as moléculas CD11 e CD13 diminuiram significativamente na avaliagao
dos grupos AGD-AT para AGD-AT PT I (dados ndo mostrados). De acordo com alguns
autores, eosinofilos expressam constitutivamente algumas integrinas, como CD11a/CD18,
CDI11b/CD18, CD11¢/CD18 (gp150,95) e CD49d/CD29 (VLA-4) (Hartnell et al. 1990,
Walsh et al. 1991). Segundo Katoh et al. (2003), CD44 exerce um papel essencial no

recrutamento de linfécitos do Tipo 2 e eosinodfilos durante processos alérgicos. Além disso,
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evidéncias sugerem que moléculas de adesdo celular exercem um importante papel sobre as
fungdes eosinofilicas, como desgranulacdo e producdo de superoxidos anidnicos (Horie et al.
1997). Esse contexto nos leva a crer que ocorra um aumento dessas moléculas na superficie
de eosinofilos no grupo AGD-AT, contribuindo para o processo de ativacdo celular e
migracdo para o foco inflamatorio, com posterior regulacdo da ativagdo, através da
diminuigdo progressiva dessas moléculas nos grupos AGD-PT I e AGD-PT II.

Em nossos resultados foi observada uma diminui¢do da molécula CD64 (FCyRI —
receptor Fc para IgG) na superficie de eosindfilos do sangue periférico de pacientes do grupo
AGD-PT II quando comparados aos individuos do grupo AGD-PT 1. De acordo com alguns
trabalhos, receptores Fc para IgG (FcyR) participam de importantes processos celulares
durante a invasdo de agentes infecciosos, como desgranulacdo, explosdo respiratoria,
fagocitose, elimina¢ao de imunocomplexos e A.D.C.C. (Unkeless 1989, Fanger et al. 1989),
sugerindo que o aumento da expressdo dessa molécula possa contribuir para o
desenvolvimento de mecanismos de defesa do hospedeiro contra o S. mansoni.

O conjunto das alteragdes na populacdo de eosinofilos, observadas um e dois anos
apos quimioterapia especifica com praziquantel, sugere que o tratamento pode promover
reversibilidade das alteragdes imunofenotipicas nessa populacao celular a longo prazo.

Estudos recentes tém mostrado que em infec¢des helminticas, neutrdofilos sdo também
ativados e recrutados para o sitio de infeccdo (Morimoto et al. 2004, Galioto et al. 2006,
Anthony et al. 2006). Cada vez mais essa populacdo celular ¢ reconhecida como componente
importante no desenvolvimento de uma resposta imunoldgica do Tipo 2 em infecgdes
helminticas (Antony et al. 2007). Segundo esses autores, apds migrarem para o foco de
infeccdo, os neutrofilos e outras populagdes celulares, como eosinédfilos e macrofagos atuam
coordenadamente, podendo provocar a morte de helmintos e outros agentes agressores.

Nesse contexto, investigou-se o perfil de ativagdo de neutrofilos circulantes de
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, através da avaliagdo da
expressao de moléculas co-estimuladoras, de ativagao e adesao celular.

A investigacdo mostrou uma diminuicdo das moléculas de co-estimulagdo (CD80 e
CD86) (Figuras 20B e 20C, respectivamente) em neutrofilos do sangue periférico de
pacientes do grupo AGD-PT II, quando comparados aos individuos do grupo AGD-PT 1.
Alguns trabalhos demonstram que em individuos saudaveis as moléculas CD 80 ¢ CD86 nao
sdo expressas em neutrofilos, entretanto em casos de patologias granulomatosas diversas,
essas moléculas passam a ser expressas na superficie dos neutréfilos (Konert et al. 2001). As
moléculas de co-estimulagdo sdo capazes de regular a inflamagdo na imunidade inata através

do contato com macréfagos e neutrofilos. Nolan et al. (2009) descreveram que a ligacao de
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CD80 e CD86 ¢ requerida para maxima ativagdo de macrofagos e neutrofilos e em
camundongos deficientes para CD80 ¢ CD86 observou-se uma reducdo da mortalidade e
producdo de citocinas inflamatorias em modelo experimental de sepse.

Nesse estudo, ndo se observou quaisquer alteracdes na avaliagdo das moléculas de
ativacdo (CD23, CD25, HLA-DR e CD69) (Figuras 20D, 20E, 20F e 20G, respectivamente)
em neutrofilos do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-PTII, quando comparados
aos individuos do grupo AGD-PTI. Entretanto, vale ressaltar que diminuig¢des significativas
em todas as moléculas de ativagdo avaliadas ja haviam sido observadas na avaliacdo dos
grupos AGD-AT ¢ AGDP-PT I, com os niveis de expressdo se mantendo no grupo AGD-PT
IT (dados ndo mostrados).

Na avaliacdo das moléculas de adesao celular (CD62L, CDI11a, CD13, CD18, CD44 ¢
CD54) observou-se um aumento de CD62L e uma diminui¢do de CD11 (Figuras 201 e 20J,
respectivamente) em neutrofilos do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-PT II
quando comparados aos individuos do grupo AGD-PT I. O recrutamento de neutrofilos para
tecidos inflamados envolve uma série de moléculas de adesdo que atuam de forma
interdependente, permitindo a rapida migragdo dessas células para o foco inflamatério (Carlos
& Harlan 1994, Landis & Malhotra 2003). Segundo Weber et al. (2001) a molécula de adesao
celular CD62L ou L-selectina € expressa constitutivamente em neutrofilos, sendo responsavel
por mediar a ligagdo das células ao endotélio vascular, ou seja, controlar o trafico continuo
para os tecidos periféricos, tanto em condi¢des normais quanto infecciosas. Outro mecanismo
utilizado pelos neutréfilos € através da via das integrinas, incluindo 2-integrinas (Ebnet &
Vestweber 1999, Khan & Kubes 2003). Segundo Takashi, Okubo & Horie (2001), processos
inflamatorios e rejeicdo de aloenxerto podem induzir a expressdo de CD54 em leucdcitos,
fibroblastos e células endoteliais; essa molécula liga-se as 2-integrinas, CD11a/CD18 (LFA-
1) (Marlin & Springer 1987) e CD11b/CD18 (Mac-1) (Diamond et al. 1990) e promove
adesdo de leucocitos ao endotélio. A diminui¢ao da expressao de CD62L em neutrofilos ja foi
relatada na literatura em casos de asma severa (Mann & Chung 2006), criancas infectadas
pelo HIV (Meddows-Taylor et al. 2000), pacientes diabéticos (Mastej & Adamiec 2008) e
outras condigdes inflamatdrias (Rogowski et al. 1998), demonstrando a relagdo do CD62L
com a ativagao celular dos neutréfilos. Cabe ressaltar ainda, que o aumento da frequéncia de
CD62L observado nesse estudo alcangou niveis equivalentes aos expressos por individuos do
grupo controle, demonstrando que dois anos ap6s o tratamento especifico os niveis de CD62L

estariam retornando as condic¢des basais do organismo.
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O conjunto das alteragdes na populacao de neutrofilos apods quimioterapia especifica
com praziquantel sugere que o tratamento possa promover reversibilidade das alteracdes
imunofenotipicas nessa populagdo celular.

A patogénese da esquistossomose tem como evento crucial a reagdo inflamatoria
granulomatosa em resposta aos antigenos do ovo de S. mansoni (Cheever et al. 2002,
Stadecker et al. 2004). De acordo com alguns trabalhos, inicialmente o granuloma ¢
caracterizado por um intenso infiltrado celular e alta producdo de citocinas (Boros et al. 1975,
Boros 1989). A participagio de linfocitos TCD4" na reatividade granulomatosa durante a
esquistossomose humana ja foi demonstrada por diversos autores (Mathew & Boros 1986,
Doughty et al 1987, lacomini, Ricklan & Stadecker 1995). Teixeira-Carvalho (2004)
observou que o infiltrado inflamatoério hepatico de pacientes portadores da fase cronica
hepatoesplénica era composto preferencialmente por linfocitos TCD4+, populagao celular que
quando avaliada no sangue periférico por meio de culturas estimuladas com SEA ndo foi
capaz de produzir significativamente citocinas do Tipo 2, como IL-4 e IL-5, sendo o
microabiente de citocinas composto principalmente por citocinas pré-inflamatorias como
IFN-y e TNF-a, na auséncia dos efeitos moduladores de IL-10.

Martins-Filho et al. (1997) foram pioneiros na avaliagio das populacdes e
subpopulagdes de linfécitos T, por citometria de fluxo no sangue periférico de pacientes
portadores da fase aguda da esquistossomose humana. Esses autores observaram diminuicao
no percentual de linfocitos TCD3" ¢ TCD4" e aumento de linfocitos TCD3"HLADR™ em
pacientes portadores da fase aguda em comparagao aos individuos nao infectados, sugerindo
que esses pacientes teriam um aumento de células T ativadas, fato que corrobora com os
dados de linfocitos T ativados apresentados no presente estudo no grupo AGD-AT, que
regrediram nos grupos avaliados apos o tratamento especifico.

Durante a infecgdo pelo S. mansoni dois subtipos de linfécitos TCD4", Tipo 1 e Tipo
2, ja foram descritos (King et al. 1996). As células do Tipo 1 sdo produtoras de IFN-y, IL-2 e
TNF-o e auxiliam, principalmente, a resposta imune celular. As células do Tipo 2 sdo
produtoras das citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e auxiliam a resposta imune humoral
(Mosmann & Moore 1991, Malaquias et al. 1997, Chiaramonte et al. 1999). Como essas
células exercem uma modulag¢do entre si, por intermédio tanto de IFN-y, que suprime a
resposta Tipo 2, quanto de IL-10, que suprime a resposta Tipo 1, muitos autores buscam o
entendimento dos mecanismos de patogénese pela imunomodulacdo entre esses dois tipos
celulares.

Trabalhos recentes demonstraram que a resposta imune humana predominante no

periodo pré-postural da forma clinica aguda ¢ do Tipo 1, com alta produgao de IFN-y e baixa
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de IL-5, sendo a produgdo de IL-10 baixa nesse periodo (Montenegro et al. 1999, De Jesus et
al. 2002) e elevada no periodo pos-postural (Montenegro et al. 1999, De Jesus et al. 2002,
Silveira-Lemos 2004). Com base nesses dados, pode-se inferir que a resposta do Tipo 1 seria
mediadora da lesdo tecidual e responsavel pelo quadro clinico da esquistossomose aguda.

Nesse contexto, no presente estudo realizou-se analises acerca do numero absoluto de
linfocitos T (CD3"), linfocitos T auxiliares (CD4") e linfécitos T citotoxicos/supressores
(CD8") do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose. Essa analise revelou diminui¢do do numero de linfocitos T (Figura 23A) do
grupo AGD-PT II, quando comparado aos individuos do grupo AGD-PT I, representado pela
diminuigdo de linfocitos TCD4" e TCDS" (Figuras 23B e 23C, respectivamente).

Nesse estudo investigou-se também o perfil de ativagdo dos linfocitos T circulantes de
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, através da avaliagdo da
expressdo de moléculas co-estimuladoras, de ativagdo e adesdo celulares. A andlise da
molécula co-estimuladora CD28 em linfocitos T do sangue periférico mostrou uma
diminuigdo de linfocitos TCD4 CD28" ¢ TCD8 CD28" do grupo AGD-PT II (Figuras 24A e
26A) em relagdo aos individuos do grupo AGD-PT I. De acordo com alguns autores, CD28 e
seus ligantes B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) sao moléculas acessorias e a interacdo CD28/B7
seria o principal evento co-estimulador envolvido na ativacdo primdria de linfocitos T
(Lenschow et al. 1996, Margulies 2003, Acuto & Michel 2003). Diante dos resultados
obtidos, é possivel especular que a diminuicdo da expressdo de CD28 em linfocitos TCD4" e
TC8" do grupo AGD-PT II, estaria relacionada com uma regulagdo da ativagdo dos linfocitos
a niveis comparaveis aos de individuos saudaveis.

Avaliamos também o perfil de moléculas de ativacdo (CD25, HLA-DR e CD69) em
linfécitos T, que demonstrou um aumento de CD25 (Figura 24B) em linfocitos TCD4" do
sangue periférico de pacientes do grupo AGD-PT II, quando comparados aos individuos do
grupo AGD-PT I. Rumbley et al. (1998), em um estudo da infec¢do experimental pelo S.
mansoni, demonstraram que linfécitos derivados de granulomas hepaticos apresentam maior
expressdo de CD25, que ¢ um marcador de ativagdo intermedidria. De acordo com esses
resultados, os autores sugeriram que durante a formacdo do granuloma na infec¢io pelo S.
mansoni, a produgdo de citocinas ¢ o aumento da expressdo de CD25, promoveriam o
recrutamento e ativacao de linfocitos.

Embora alguns estudos demonstrem que linfécitos TCD8", em doencas infecciosas,
possam ser ativados por antigenos extracelulares (Den Haan & Bevan 2001, Manfras et al.
2002), inclusive na esquistossomose humana (Martins-Filho et al 1999, Teixeira-Carvalho et

al 2008), através da estimulacdo antigénica persistente ou pela influéncia de citocinas
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presentes no foco inflamatério, no presente trabalho nao foi observada altera¢des na ativagao
dos linfocitos TCD8" em relagdo aos grupos avaliados.

A investigagdo das moléculas de adesdo celular, CD62L e CDI18, mostrou uma
diminui¢io de linfocitos TCD4'CD18" (Figura 24F) e nenhuma alteracio de linfocitos
TCDS8" no sangue periférico de pacientes do grupo AGD-PT II, quando comparados aos
individuos do grupo AGD-PT 1. Os linfocitos TCD4 CD62L", TCD8'CD62L" e
TCD8'CDI18" sofreram diminuicio no grupo AGD-PT I em relagdo ao grupo AGD-AT,
mantendo esse perfil em AGD-PT II (dados ndo mostrados). Em um estudo realizado por
Langley & Boros (1995), os autores mostraram que o bloqueio de LFA-1 (CD11a/CD18) e
CD54 inibe a resposta linfoproliferativa. Dessa forma, cabe especular que a diminui¢cdo de
linfocitos TCD4'CD18" ¢ TCD8'CD18" estaria relacionada a uma inibi¢do da capacidade
proliferativa dessas células, ja a diminuigdo de TCD4'CD62L" ¢ TCD8 CD62L" estaria
relacionada a uma diminui¢ao na adesdo e migracao dessas células.

Mais uma vez, pode-se inferir, que o perfil de resposta imune encontrado na populagdo
de linfocitos um e dois anos apds quimioterapia especifica com praziquantel, sugere que o
tratamento pode promover reversibilidade das alteragdes imunofenotipicas nessa populacao
celular a longo prazo.

Hé dados na literatura indicando que as células que saem do timo com o fenotipo
CD4+CD25+ M g30 desenvolvidas continuamente como uma linhagem independente e
possuem um papel importante no processo de regulagdo da resposta imune, sendo
denominadas células T reguladoras (Baecher-Allan et al. 2001, Sakaguchi 2005). Infec¢des
por helmintos podem induzir e expandir naturalmente células T reguladoras (Treg) em
humanos e camundongos, o que sugere um papel dessas células na modulacao da inflamagao
nessas infeccdes (Anthony et al. 2007). Na esquistossomose experimental, Singh et al. (2005)
demonstraram que células Trgg podem controlar as respostas do Tipo 1 e 2 e participar dos
processos de regulacdao da formacdo do granuloma. No presente estudo, a analise de células
CD4"CD25" MSH com provavel fendtipo regulador, mostrou quantidades similares dessa
populacdo celular no sangue periférico de pacientes dos grupos AGD-AT e AGD-PT I (Dados
ndo mostrados), porém, quando comparados ao grupo AGD-PT II observou-se aumento
significativo de CD4"CD25" "'°" com niveis similares ao do grupo CT. Trabalhos realizados
por nosso grupo demonstraram que pacientes portadores da forma clinica intestinal

+ HIGH

apresentam uma frequéncia maior de linfécitos TCD4 CD25 quando comparados

aqueles portadores das outras formas clinicas da doenga (Castro-Silva 2006, Teixeira-
Carvalho et al. 2008). Nesse contexto, é possivel inferir que linfocitos TCD4"CD25™ "9 dos

pacientes dos grupos AGD-AT e AGD-PT I teriam sua atividade suprimida pela secrecao de
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citocinas pro-inflamatorias, ja que, a longo prazo, no grupo AGD-PT II, existiria uma
diminuigdo na secre¢do das citocinas pro-inflamatorias e os linfocitos TCD4'CD25" HIGH
retornariam aos niveis basais.

O processo imune relacionado a infeccdo pelo S. mansoni ¢ complexo e envolve
mecanismos de ativacdo e regulagdo dependentes tanto de fatores soliveis, como da expressao
de receptores celulares que promovem a interacdo entre células. Alguns trabalhos ja
demonstraram que a expressdo de quimiocinas e seus receptores tém papel central na
regulacdo e variacdo dos processos fisioldogicos e patoldgicos, incluindo o trafego
homeostatico, inflamatorio, hematopoiético, angiogénico, crescimento tumoral ¢ infec¢io
viral (Sallusto et al. 2000, Ono et al. 2003). Considerando que as quimiocinas € seus
receptores sdo elementos fundamentais para ativacdo e migracdo de leucocitos para o foco
inflamatorio, torna-se relevante avaliar a concentracdo de quimiocinas plasmaticas, bem como
a presenca de receptores de quimiocinas na superficie de leucdcitos circulantes do sangue
periférico dos pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose mansoni.
Essas andlises podem contribuir para um melhor entendimento da migragcdo dos leucécitos e
da forma com que essas células atuam no estabelecimento/manuten¢do da resposta imune
levando as diferentes manifestagdes da infec¢ao pelo S. mansoni.

Ainda s3o escassos os estudo que avaliam a importincia dos receptores de
quimiocinas no recrutamento de eosindfilos e neutrofilos durante a infecgdo
esquistossomotica. Heath et al. 1997 demonstraram a expressao constitutiva de CCR1, CCR3,
CXCR1, CXCR2, CXCR3 e CXCR4 em cecosinofilos circulantes. No presente estudo,
observou-se uma diminui¢do da expressao dos receptores de quimiocinas CCR2 na superficie
de eosinodfilos (Figura 18A) e neutréfilos (Figura 21A) e CCR3 (Figura 18C) somente na
superficie de eosindfilos do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-PT II, quando
comparados ao grupo AGD-PT I, corroborando com os dados obtidos por Warmington et al.
(1999) que observaram uma alteracdo da expressdo de CCR2 no decorrer da evolugdo da
infec¢do pelo S. mansoni. Ainda segundo esses autores, camundongos deficientes em CCR2
submetidos ao modelo experimental de embolizagdo com SEA, apresentaram regressdao do
granuloma. Segundo Silveira-Lemos (2008), os eosindfilos de pacientes portadores da forma
clinica intestinal da esquistossomose apresentam aumento da expressio de CCR3,
diferentemente dos grupos negativo para a infec¢ao e portadores de fibrose. No entanto,
Silveira-Lemos et al. (2010) avaliaram o recrutamento de eosin6filos do sangue periférico de
pacientes portadores da fase aguda da esquistossomose e observaram niveis reduzidos de
CXCRI1 e CXCR2 e uma correlagdo positiva entre a expressao de CCR2 e CCRS e o nimero

absoluto de eosinofilos, demonstrando que esses receptores tem funcdo primordiais para o
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recrutamento de eosin6filos. Diferentes trabalhos relatam que CCR3 € o principal receptor de
quimiocinas envolvido no recrutamento de eosinofilos (Sabroe et al. 1999, Zimmermann et al.
2000, Gurish et al. 2002) e que ap0s a ligagdo de CCL24 a esse receptor, uma série de eventos
¢ desencadeada, como liberagdo de célcio, ativacdo de proteinas quinases ativadoras de
mitégeno (MAPK), mudangas relacionadas com a resposta quimiotatica e liberacdo de
granulos (Tenscher et al 1996, Sabroe et al. 1999, Boehme et al. 1999, Lukacs 2001).

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se sugerir, que os eosin6filos
e neutrdfilos de pacientes do grupo AGD-PT II ndo estariam mais em processo de migragao
para o foco inflamatorio, via receptores CCR2 e CCR3, considerando a auséncia de antigenos
do parasito.

Nesse trabalho foi observado também um aumento da expressdo do receptor CCR5
(Figura 27B) na superficie de linfocitos totais do sangue periférico de pacientes do grupo
AGD-PT 1I, quando comparados ao grupo AGD-PT I. Recentes avancos na analise de
receptores de quimiocinas demonstraram que a expressao do receptor CCR5 ¢ um importante
evento na diferenciacdo e polarizacdo da resposta imune mediada por linfécitos T e na
diferenciacdo da resposta imune para Tipo 1 e Tipo 2 (Bonecchi et al. 1998, Sallusto,
Lanzavecchia & Mackay 1998). A expressao dos receptores CXCR3, CCR1 e CCRS tém sido
associada a uma resposta do Tipo 1. Por outro lado, os receptores CCR3, CCR4 tém sido
associados a uma resposta do Tipo 2, CCR2, a uma resposta do Tipo 0, enquanto, CXCR4 e
CCR7 estdo relacionados aos linfocitos T ndo primados por antigeno (Sallusto et al. 1998).
Em outro estudo, também realizado por Silveira-Lemos (2004), a autora mostrou que
linfocitos TCD4" de pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose
apresentam aumento da expressdao de CCRS5. Com base nos resultados de expressao de CCRS
e na avaliacio de citocinas intracitoplasmaticas em linfécitos TCD4', demonstrou-se um
perfil preferencialmente do Tipo 2, sugerindo que os pacientes portadores da forma clinica
aguda da esquistossomose apresentariam um perfil misto de resposta imunolégica.

Nesse contexto, os resultados obtidos no presente estudo permitem especular a
persisténcia de um aumento do nimero de linfocitos totais positivos para CCRS (receptor
associado a resposta do Tipo 1) a niveis mais elevados do que os expressos no grupo CT.
Entretanto, ndo podemos deixar de destacar que a grande maioria das alteragdes
imunofenotipicas nos receptores de quimiocinas avaliados retornaram aos niveis basais, apos
quimioterapia especifica.

Ja ¢é sabido que a atividade do praziquantel mostra um sinergismo com a resposta
imune do hospedeiro durante a infecgdo pelo S. mansoni. Estudos a respeito da atividade do

praziquantel dependente da resposta imune do hospedeiro sdao realizados em sua maioria em
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camundongos infectados pelo S. mansoni e tratados com praziquantel. Doenhoff et al. (1987)
relataram que o praziquantel tem sua eficiéncia reduzida em camundongos com
imunossupressdo de células T. Doenhoff et al. (1988) observaram esse sinergismo
principalmente em culturas estimuladas com extratos de SWAP, demonstrando que a
dependéncia do praziquantel ao sistema imune estaria relacionada principalmente aos danos
induzidos pela droga na superficie do verme e consequente exposicdo dos antigenos aos
anticorpos especificos. Ribeiro et al. (2004) avaliaram ainda a interagdo entre a resposta
imune especifica ao S. mansoni e o praziquantel em camundongos portadores de imunidade
concomitante, parasitos com 6 dias de idade e tratados com praziquantel, foram eliminados
mais eficazmente do que parasitos de apenas 24 horas, apesar de ambos mostrarem uma
reducdo significativa da carga parasitaria quando comparados com os respectivos controles
tratados. Esses resultados demonstram que o praziquantel pode ser eficaz nos estagios de pele
e pulméo durante o desenvolvimento do S. mansoni, agindo principalmente com uma resposta
imune especifica estabelecida.

Com base nesse contexto considera-se que o praziquantel ¢ reconhecidamente uma
droga que apresenta sinergismo com a resposta imune do hospedeiro durante a infeccao pelo
S. mansoni, o que justifica sua eficacia relacionada aos estagios mais tardios ¢ imunogénicos
do parasita (SWAP), assim como seu forte impacto em relagdo aos diferentes fatores do
sistema imunoldgico como citocinas, quimiocinas, IgE e NO.

Em suma, os dados apresentados nesse trabalho mostraram que apds tratamento
especifico com praziquantel grande parte das alteracdes imunoldgicas observadas previamente
ao tratamento de pacientes portadores da fase aguda da esquistossomose mansdnica foram
normalizadas. Contudo, algumas dessas alteragdes se reverteram apenas quando foram
avaliadas dois anos poés-tratamento, sugerindo um impacto a longo prazo da terapéutica

especifica pos-fase aguda da infeccdo esquistossomotica sobre o perfil geral dos pacientes.

138



7 CONCLUSAO
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Apo6s a realizagdo deste trabalho, pode-se concluir que dois anos apds terapéutica
especifica com praziquantel, a maioria das alteracdes observadas nos pacientes portadores da
forma clinica aguda da esquistossomose, antes e persistentes um ano apds o tratamento, como
leucocitose, eosinofilia, elevados niveis de IgE e NO, expressao persistente de moléculas co-
estimuladoras, de ativacdo e adesdao celular em leucocitos circulantes, elevados niveis de
expressdo de algumas citocinas e quimiocinas sintetizadas por granulocitos, foram
normalizadas, sugerindo que o tratamento pode promover, a longo prazo, a reversibilidade das
alteragdes imunofenotipicas das principais populacdes celulares envolvidas no contexto da

infec¢do esquistossomatica aguda.
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