‘vale

NPglmuno

UNIVERSIDADE VALE DO RIO DOCE — UNIVALE
PROGRAMA DE MESTRADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
NUCLEO DE PESQUISA EM IMUNOLOGIA

EFEITO DA QUIMIOTERAPIA COM PRAZIQUANTEL NA FIBROSE
E NO PERFIL DE CITOCINAS ASSOCIADO A INFECCAO PELO

Schistosoma mansoni

PAULINE MARTINS LEITE

GOVERNADOR VALADARES
FEVEREIRO DE 2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



‘vale

NPglmuno

PAULINE MARTINS LEITE

EFEITO DA QUIMIOTERAPIA COM PRAZIQUANTEL NA FIBROSE
E NO PERFIL DE CITOCINAS ASSOCIADO A INFECCAO PELO

Schistosoma mansoni

Dissertacio apresentada ao Programa de
Mestrado em Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Vale do Rio Doce, para
obtencio do titulo de Mestre em Ciéncias
Bioldgicas na area de Imunopatologia das
Doencas Infecciosas e Parasitarias.

ORIENTADORA: Dr* Alda Maria Soares Silveira
CO-ORIENTADORA: Dr” Lucia Alves de Oliveira Fraga

GOVERNADOR VALADARES
FEVEREIRO DE 2008



EXECUCAO DO TRABALHO:

Laboratério de Pesquisa em Imunologia da Universidade Vale do Rio Doce (UNIVALE),
Governador Valadares, MG.

COLABORADORES:

Universidade Vale do Rio Doce Centro de Pesquisas René Rachou
Dr° Luiz Cosme Cotta Malaquias Dr° Giovanni Gazzinelli

Dr* Elaine Spezialli de Faria Dr°® Rodrigo Corréa de Oliveira
Maria de Fitima da Silva Dr* Andréa Teixeira de Carvalho
Marlucy Rodrigues Lima

Lilia Cardoso Pires

Ivanete dos Santos Nascimento
Escola de Enfermagem da UFMG
Dr* Andrea Gazzinelli

ORGAOS FINANCIADORES:

Universidade Vale do Rio Doce - UNIVALE

Fundacdo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais — FAPEMIG

Centro de Pesquisas René Rachou — CPqRR / FIOCRUZ

Fundacdo Oswaldo Cruz/Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico —

FIOCRUZ/CNPq (PAPES 1V)



PUBLICACOES:

Alves-Oliveira, L.F., E. C. Moreno, G. Gazzinelli, O.A. Martins-Filho, A.M.S. Silveira, A.
Gazzinelli, L.C.C. Malaquias, P. LoVerde, P. Martins Leite, and R. Correa-Oliveira. 2006.
Cytokine Production Associated with Periportal Fibrosis during Chronic Schistosomiasis

Mansoni in Humans. Infection and Immunity, 74: 1215-1221.

P. Martins-Leite, G. Gazzinelli, L.F. Alves-Oliveira, A. Gazzinelli, L.C.C. Malaquias, R.
Correa-Oliveira, A. Teixeira-Carvalho, and A.M.S. Silveira. Effect of chemotherapy with
praziquantel on the production of cytokines and morbidity associated with Schistosomiasis

mansoni. Manuscrito submetido a revista Infection and Immunity em 23 de janeiro de 2008.

PARTICIPACAO EM EVENTOS CIENTIFICOS:

P. Martins-Leite, A. Teixeira-Carvalho, A.M.S. Silveira, E.C. Moreno, E.F. Speziali, O.A.
Martins-Filho, L.C.C. Malaquias, G. Gazzinelli, P. Loverde, R. Correa-Oliveira e L.F. Alves-
Oliveira. Decrease in the levels of IL-10/IL-13 is associated with severe fibrosis during

human Schistosomiasis mansoni. In: XXXI Meeting of the Brazilian Society for Immunology.

Buzios. October, 2006.

P. Martins-Leite, E.C. Moreno, A.M.S. Silveira, O.A. Martins-Filho, L.C.C. Malaquias, G.
Gazzinelli, P. Loverde, R. Correa-Oliveira e L.F. Alves-Oliveira. Citocinas e grau de fibrose
na esquistossomose cronica humana. In: I Semindrio Estadual de Iniciagdo Cientifica. Belo

Horizonte. 2006.

P. Martins-Leite, L.F. Alves-Oliveira, A. Teixeira-Carvalho, E.F. Speziali, O.A. Martins-
Filho, L.C.C. Malaquias, A. Gazzinelli, P. Loverde, G. Gazzinelli, R. Correa-Oliveira e
A.M.S. Silveira. Specific treatment is able to alter the cytokine profile and periportal fibrosis

in human Schistosoma mansoni infection. 13th International Congress of Immunology. Rio de

Janeiro. August 21-25, 2007.

H.F. Dias, P. Martins-Leite, L.F. Alves-Oliveira, E.C. Moreno, E.F. Speziali, O.A. Martins-
Filho, L.C.C. Malaquias, G. Gazzinelli, P. Loverde, R. Correa-Oliveira e A.M.S. Silveira.



Esquistossomose Mansoni: efeito da terapéutica com praziquantel no perfil de citocinas dos
individuos residentes em 4rea endémica, com e sem fibrose periportal. 5° Simpdsio de

Pesquisa e Iniciagdo Cientifica da Univale. Governador Valadares. Setembro de 2007.

B.B. Gouvéa, M.M. Almeida, P. Martins-Leite, L.F. Alves-Oliveira, A. Teixeira-Carvalho,
A. Gazzinelli, L.C.C. Malaquias, E.F. Speziali, G. Gazzinelli, e A.M.S. Silveira. Perfil
epidemiolégico de pacientes portadores de esquistossomose mansOnica residentes na
comunidade do Caju, no ano de 2004. 5° Simp6sio de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica da

Univale. Governador Valadares. Setembro de 2007



“Foi o tempo que perdi com minha rosa que a fez tdo importante”.

Antoine de Saint-Exupery

“Ler torna o homem completo, ensinar lhe da preparo e escrever o torna consciente”.

Francis Bacon



Dedico este trabalho aos meus pais, minhas irmas e ao Cristiano
que sempre estiveram presentes em todos 0os momentos. Agradeco por
sonharem comigo os meus sonhos e por me concederem o0 amor € oS

ensinamentos que foram necessarios para que eu os realizasse.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

A minha orientadora Dra. Alda Maria Soares Silveira, que além de Mestre, foi para mim uma
grande amiga, que com muito esfor¢o, dedicacdo, competéncia e responsabilidade tornou
possivel a realizagdo desse trabalho. Obrigada pela confianga, pelos ensinamentos e pelos

conselhos que me ajudaram a crescer € me tornar uma pessoa melhor.

A minha co-orientadora Dra. Lucia Alves de Oliveira Fraga, por me acolher como aluna de
Inicia¢do Cientifica, e por me abrir as portas da ciéncia. Obrigada pela oportunidade de
participacdo nesse projeto, pelo convivio com a cientista que € e pelos ensinamentos que

muito me ajudaram nessa trajetoria.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me dado a vida, por permitir realizar meus objetivos e por colocar em meu

caminho pessoas tio especiais e competentes.

A minha mae Zita Maria Martins Leite, pelo grande amor. Agradeco por todos os
ensinamentos, pelo incentivo, pelo exemplo de honestidade, responsabilidade e perseveranga.

Obrigada por estar comigo em todos os momentos.

Ao meu pai José Paulinho Barbosa Leite, pela confianga que sempre depositou em mim, pelo
exemplo de pessoa que € e por me fazer acreditar que vale a pena viver, com seu jeito simples

e feliz de ser.

A minha irma e melhor amiga Ellen, que com certeza foi um presente de Deus. Agradeco pela
cumplicidade, pela convivéncia doce, por tantos momentos agraddveis e pela presenca

constante em minha vida.

A minha irma e amiga Heloine, que com seu jeito de ser, me ensina a cada dia que preciso ser
uma pessoa melhor. Agradeco pelos bons momentos que passamos juntas € com certeza pelos
que ainda virdo.

Ao Cristiano pelo amor e carinho que tornam a minha vida muito mais feliz.

Ao Professor Giovanni pela oportunidade de aprendizado. Obrigada pela disponibilidade,

atencio, sugestdes e pelo apoio financeiro. Foi muito importante té-lo como mentor cientifico.

Ao Dr. Rodrigo Correa Oliveira, coordenador do projeto em Virgem das Gragas, pelo apoio

financeiro, confianca e constante estimulo no desenvolvimento deste trabalho.

A Dra. Andréa Gazzinelli por coordenar os trabalhos de campo.

A Lilia, Fatima, Marlucy e Ivanete pela dedicagdo com a qual realizam suas fungdes,

viabilizando este e muitos outros trabalhos. Agradeco por todos os ensinamentos dentro do

laboratorio.



Aos professores do curso de Mestrado em Ciéncias Bioldgicas da Univale pelos ensinamentos

que contribuiram intensamente para minha formacao.

Aos professores Luiz Cosme, Elaine Spezialli e Olindo pela especial colaboragdo neste

trabalho.

A Andréa Teixeira, pela confianca e pela disponibilidade em me ajudar sempre que precisei.

Ao Nicleo de Pesquisa em Imunologia da Univale e ao Instituto René Rachou pelo apoio

incondicional durante toda esta trajetdria.

A Carol, pela andlise estatistica dos dados. Sua disponibilidade e atencio foram essenciais.

Aos colegas do mestrado pela constante disponibilidade, ajuda e intercambio de idéias.

A Sanya, secretdria do curso de Mestrado em Ciéncias Bioldgicas, pela disponibilidade e

ajuda na resolucao dos processos burocraticos.

Aos colegas do Instituto René Rachou pela incansdvel disposi¢cdo e fundamental auxilio

durante o desenvolvimento da dissertacéo.

As amigas de sempre, Marcela, Leticia, Camila, Raquel e Sabrina e ao meu cunhado Alenoir

por todos os momentos de alegria e descontracdo e pela especial amizade.

A toda a minha familia pelas ora¢des, incentivo e confianga.

A Andréa e Stella Pina por terem me acolhido com tanta boa vontade, enriquecendo minha

estadia em Belo Horizonte e transformando qualquer necessidade em ajuda desinteressada.

Aos pacientes estudados neste trabalho pela oportunidade de aprendizado.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ... oottt ettt et sttt e e e I
LISTA DE TABELAS. ...ttt ettt ettt ettt e e eas I
RESUMO ...ttt et et ettt et e e bt e sttt et ee et e enateeeaiee s v
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e st e et e bt et e st e nabe e e bt \Y%
INTRODUGAOQ ..ottt 1
JUSTIFICATIVA ...ttt ettt ettt sttt ettt et e et e e sbae e sneee e 7
OBIJETIVOS ...ttt ettt et e s e sat e e 9
OBJETIVO GERAL.....cooiiiiiiiiiiie ettt et sttt e 9
OBJETIVOS ESPECIFICOS .......ooooiieeieeeeeeeeeeeeeeeee e, 9
METODOLOGIA ... .ooioiiiiiit ettt e ettt et ettt et e et eaneens 10
1.0 Estudo da drea € da pOpULACAO. .....c..viieeiiiieeeeiiiie ettt ettt 10
2.0 Exame parasitolOZiCO de fEZES ......uuiiieiuiiiiiiiiie ettt e 11
3.0 Exame ultrassOnOZIAfICO .. ...ouuvieiiiiiiee ettt ettt e e e 11
4.0 Determinacgao do indice de contato com 4dguas contaminadas com cercarias (TBM)....11
5.0 Preparagao de anti@enos ... ...oueeeiiieiieeeeiiie ettt ee et ettt e et e et e e et e e e nee e e e aeeas 12
6.0 Obtencdo de células mononucleares do sangue periférico..........cccovvureerrniieiinniieeennnne. 12
7.0 Obtencgdo de sobrenadante de cultura de pbmc ...........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicece e 13
8.0 ENSAI0 d€ CILOCIINAS .eeouvveieiiiiiieeeiitieeeriiieee ettt e e ettt e et e e et e e snbaee e s sabaeees 13
9.0 ANALISE ESTALISTICA ....veeeeiiiee ettt ettt ettt et e st e e e bttt e e st ae e e e 14
RESULTADOS ...ttt ettt et ettt e sbbe e st e e sabeeeabeeesabeeeas 15
1.0 Intensidade de infeccdo e prevaléncia antes e apds o tratamento com
PIAZIQUANTEL.......eeiiiiiter ittt ettt et ettt e e et e e ettt e e sttt e eaabbeeeseabbaeesabbeeeseas 15
2.0 Avaliag@o do grau de fibrose antes e apds o tratamento com praziquantel ................... 17
3.0 Relacdo entre intensidade de infeccdo e idade na amostra de pacientes incluidos no
estudo de IMuNologia CEIULAT ...........ciiiiiiiiiiiiiici e 19
4.0 Avaliag@o dos niveis de citocinas antes e apds o tratamento com praziquantel............. 21
4.1 Comparagdo dos niveis de citocinas entre os grupos antes do tratamento............... 21
4.2 Comparagdo dos niveis de citocinas entre os grupos apos o tratamento ................... 22

4.3 Comparagdo dos niveis de citocinas dentro dos grupos, antes e apds tratamento....23
4.4 Comparacdo, entre os grupos, da freqiiéncia de individuos alto e baixo produtores

de citocinas antes do trAIAMENLO. ................ouccuuuueiieiiiiiiiitieee ettt e e 24
4.5 Comparacdo, entre os grupos, da freqiiéncia de individuos alto e baixo produtores

de CItOCINAS APOS O IFALAMENLO. ...........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeese s s enneneennnsnnnssnes 25
4.6 Comparagdo da freqgiiéncia de individuos alto e baixo produtores de citocinas dentro
dos grupos, antes € aposS O tFAIAMENLO. ................ceeeeeeeeeeeeeieeeseeeseseseeeeaeesannnnnnennnsnnnnsnns 26

4.7 Comparacgdo dos niveis de citocinas, antes e apds tratamento, produzidas pelos
mesmos individuos dentro dos grupos categorizados pela presenga de fibrose periportal.

4.8 Comparacdo da fregiiéncia de individuos alto e baixo produtores de citocinas, antes
e apos tratamento, produzidas pelos mesmos individuos dentro dos grupos categorizados

pela presenca de fibroSe PeripOTtaL. .............ccccuuuviiiiiiiiiiiiiiiiiie et e e 28
4.9 Correlacdo entre citocinas induzidas por SEA, antes e depois do tratamento.......... 29
DISCUSSAD ..ot 32
CONCLUSAO ..ottt 42
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oouiuiimiiiiieseeicisees e 43
ANEXO (Manuscrito submetido a Infection and Immunity) ........cceccoviiiiiiiiiiiiiieeniee e 55



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Intensidade de infeccdo e prevaléncia por faixa etdria da populagdo em estudo,

antes (AT) e depois do tratamento (DT). ......oooeuiiiiiiieiiiiiee e 16
Figura 2: Grau de fibrose determinado por exame de ultra-sonografia realizado em 91
individuos, antes e um ano apds o tratamento com praziquantel. ..........cccoecueeeeriieeeennne. 17

Figura 3: Comparac¢do dos niveis de citocinas de 144 hs determinados por ELISA,
produzidas por PBMC de individuos agrupados pelo grau de fibrose periportal, apds
estimulo com SEA, antes € apOs tratamento ...........uvveeeeeeerriiiniireeeeeeriiiireeeeeeeesneneeeeeess 23

Figura 4: Comparacgdo dos niveis de IFN-y e IL-10 de 144 hs determinados por ELISA,
produzidas por PBMC, ap6s estimulo com SEA, dos individuos que ndo alteraram o grau
de fibrose com o tratamento, agrupados pela presenca de fibrose periportal. ................. 27

II



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Idade, intensidade de infeccdo, prevaléncia e sexo da populacdo em estudo, antes e

APOS O LTALATNETIEO. ... eeeeieeeeteeee ettt eeetteeeeette e e e teeeeeeaaetee s steeaeenneteeeannseeeeennseeesansreeeeans 16
Tabela 2: Transi¢des do grau de fibrose dos 91 individuos, um ano apds o tratamento com
PIAZIQUANLEL ..eeeouiiiitiiiiieie ettt ettt e et e ettt e e s sttt e sttt eessantbee s bbeeeeeas 18
Tabela 3: Perfil dos individuos que reverteram para um grau menor de fibrose periportal, um
ano ap0s o tratamento com Praziquantel............cccoevvieiiniiiiiiiiiiiin 19
Tabela 4: Idade, intensidade de infeccdo e contato com dgua dos individuos agrupados pela
presenca de fibrose periportal..........ccoocueiiiiiiiiiiiiiiiie e 20

Tabela S: Niveis de citocinas produzidas por PBMC ap6s estimulo com SEA de individuos
sem fibrose (G0), com fibrose incipiente (G1) e com fibrose moderada-grave (G2) antes
dO LTALAMEIITO. .....veeiiiiiiee ettt ettt ettt ettt ettt e et et e sbb et e e sttt e e sbbeeeesantaeeeeanne 22
Tabela 6: Niveis de citocinas produzidas por PBMC ap6s estimulo com SEA de individuos
sem fibrose (G0), com fibrose incipiente (G1) e com fibrose moderada (G2) apds
ELALAIMIEIITO. ....eeteteeeiitiieteee e e e ettt e e e e e ettt et e e e e ab ettt e eesee sttt eeeeeeesbabbbeeeeeesenaabbaaeeeeens 22
Tabela 7: Percentagens de individuos alto e baixo produtores de citocinas, produzidas por
PBMC, ap6s estimulo com SEA, derivadas dos individuos sem fibrose (G0), com fibrose
incipiente (G1) e com fibrose moderada-grave (G2), antes do tratamento...................... 24
Tabela 8: Percentagens de individuos alto e baixo produtores de citocinas, produzidas por
PBMC, ap6s estimulo com SEA, derivadas dos individuos com e sem fibrose, um ano
APOS O LTALAINCTILO. ....eeeeeiitieeeettiee e ettt ee ettt eeeeaeteeeesbteeeaaeteeeebeeeeeaaeeeesenseeeeaneeeessneeens 25
Tabela 9: Percentagens de individuos alto e baixo produtores de citocinas produzidas por
PBMC, ap6s estimulo com SEA, derivadas dos individuos sem fibrose (G0), com fibrose
incipiente (G1) e com fibrose moderada-grave (G2) antes (AT) e um ano depois do
trataAmMENTO (D). ..uuueeeiiiiiiiiiiii e e e e ee e e e e e e e e e e e e e e aaaaeaaaeaaaeaaaaaaanens 26
Tabela 10: Comparagdo das frequéncias de individuos alto e baixo produtores de citocinas
produzidos por PBMC ap6s estimulo com SEA dentro dos grupos com e sem fibrose,

antes (AT) e um ano depois do tratamento (DT).........oovveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiee e 28
Tabela 11: Coeficientes de correlacdo entre as citocinas induzidas por SEA, produzidas por
PBMC dos 91 individuos, antes e um ano depois do tratamento. ...........cccceeeeeeenvveeennnnn. 30

Tabela 12: Coeficientes de correlacdo entre as citocinas induzidas por SEA, produzidas por
PBMC dos individuos sem fibrose periportal, antes e um ano depois do tratamento. .....30

Tabela 13: Coeficientes de correlacdo entre as citocinas induzidas por SEA, produzidas por
PBMC dos individuos com fibrose periportal, antes e um ano depois do tratamento......31

I



RESUMO

Na esquistossomose humana, ndo existe uma associagdo clara entre morbidade e
resposta imune Th1 e Th2. Atualmente, a estratégia de controle da esquistossomose é baseada
na quimioterapia de individuos infectados. O objetivo do estudo foi testar a hipotese de que o
tratamento com praziquantel altera a resposta imune e reverte o grau de fibrose. A coleta de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e o exame de ultra-som abdominal
foram realizados em voluntdrios infectados pelo Schistosoma mansoni, residentes em drea
endémica para a doenca, antes e um ano apos o tratamento com praziquantel. Os individuos
foram classificados em grupos de acordo com a patologia (isto €, fibrose ausente, incipiente,
moderada ou grave). PBMC foram estimuladas com antigenos soliveis de ovo (SEA) e a
produgdo das citocinas interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-), fator
de crescimento e transformacdo-beta (TGF-fB), interleucina-4 (IL-4), IL-10, e IL-13
determinada. A quimioterapia foi eficiente na reducdo da morbidade, particularmente em
individuos portadores de fibrose grave. Quando os niveis de citocinas em cultura de PBMC
estimuladas por SEA, apds o tratamento, foram categorizados em alto e baixo, a propor¢do de
individuos produtores de altos niveis de IL-13 foi significativamente maior no grupo de
individuos com fibrose quando comparado aos individuos sem fibrose. A comparacio dos
niveis de citocinas induzidas por SEA, antes e apds o tratamento, em individuos que nédo
tiveram seu grau de fibrose alterado pela quimioterapia, revelou que o tratamento induziu uma
diminui¢do nos niveis de IL-10 nos dois grupos, sem fibrose e com fibrose e uma diminuicao
nos niveis de IFN-y somente no grupo de individuos com fibrose. Em conjunto, esses
resultados sugerem que a quimioterapia € eficiente na reducdo da morbidade e que niveis
elevados de IL-13 e diminuidos IFN-y podem ser indicadores de persisténcia de fibrose apds o

tratamento.
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ABSTRACT

In human schistosomiasis, the association between morbidity and the development of a
Th1 or Th2 response is not clear. Currently, schistosomiasis control strategy is mainly based
on chemotherapy of infected individuals. The objective of the present study was to test the
hypothesis that treatment of schistosomiasis mansoni with praziquantel can alter significantly
the immune response of patients and generate a reversal of the level of fibrosis. Peripheral
blood mononuclear cell (PBMC) samples were collected from, and abdominal ultrasound
examinations conducted on, volunteers infected with Schistosoma mansoni and living in an
area endemic for the disease, prior to and one year after treatment with praziquantel. Subjects
were classified into groups according to the pathology presented (i.e. fibrosis absent,
incipient, moderate or severe). PMBC were stimulated with soluble antigens from
schistosome eggs (SEA) and the production of the cytokines gamma interferon (IFN-Yy),
tumour necrosis factor alpha (TNF-a), transforming growth factor B (TGF-B), interleukin-4
(IL-4), IL-10, and IL-13 determined. The chemotherapy was effective in reducing morbidity,
particularly in individuals presenting severe fibrosis. When cytokine production in post-
treatment PBMC cultures stimulated by SEA was categorized as low or high, significant
differences in the distribution of IL-13 levels were established between groups presenting of
not presenting fibrosis. Comparison of pre- and post-treatment SEA-induced cytokine levels
in individuals that had experienced no change in the grade of fibrosis following
chemotherapy, revealed that IFN-y decreased in subjects with fibrosis, whilst IL-10 decreased
in individuals with and without fibrosis. The data suggest that chemotherapy is effective in
reducing the morbidity of the disease, and that the level of IL-13 and IFN-y may be a useful

indicator of the persistence of fibrosis following treatment.



INTRODUCAO

A esquistossomose mansoni € a segunda doenca tropical em importancia no mundo e a
terceira doencga parasitdria mais freqiiente. Cerca de 200 milhdes de pessoas encontram-se
infectadas apenas na Africa, sendo que, 700 milhdes estio expostas ao risco da infeccdo
(Wilson et al. 2007). E uma doenca prevalente em vdrias regides do mundo e no Brasil,
particularmente no estado de Minas Gerais e representa um dos principais problemas de saide
publica (Savioli et al. 1997, WHO 1998, FUNASA 1999, Chitsulo et al. 2000). No Estado de
Minas Gerais a distribui¢do da esquistossomose € irregular, intercalando-se dreas de maior
prevaléncia com outras onde a transmiss@o € baixa ou nula. A prevaléncia varia de 25 a 75%
nas regioes Nordeste e Leste do Estado, que compreendem os vales do Mucuri, Rio Doce e da
mata, o que mostra sua importancia do ponto de vista epidemioldgico. Nestas regides estd
concentrada a maioria dos estudos (Pellon & Teixeira 1950, Katz et al. 1978, Lambertucci et
al. 1987, Carvalho et al. 1989, Gazzinelli et al. 2001). A patologia resulta da infeccdo com o
parasito Schistosoma mansoni e a gravidade da doenca é conseqiiéncia da fibrose causada pela
resposta imune aos ovos que se encontram presos no sistema porta hepadtico, seqiiestrados em
lesdes granulomatosas (Warren 1968, Chiaramonte et al. 2001).

Além do Schistosoma mansoni, Gnica espécie encontrada no Brasil, outras espécies do
género Schistosoma também podem infectar o homem como Schistosoma haematobium,
Schistosoma japonicum, Schistosoma intercalatum e Schistosoma mekongi (Neves 2005).

Os esquistossomos tém um complexo ciclo de vida, envolvendo um hospedeiro
mamifero no qual vermes adultos dos dois sexos se encontram e depositam ovos; um estigio
aquatico livre (miracidio) derivado dos ovos excretados no ambiente; um estdgio no molusco
(esporocisto) com ativa multiplicacdo assexuada, e outro estdgio aqudtico livre (cercéria) que
€ capaz de infectar o hospedeiro mamifero por rdpida penetracdo na pele intacta. Apds a
penetracdo, a larva perde a cauda bifurcada e passa a se denominar esquistossomulo, que
migra para sua localizacdo final no sistema venoso do hospedeiro mamifero onde se
diferencia em verme adulto (El-Ansary 2003).

No Brasil, trés espécies de moluscos do género Biomphalaria (Biomphalaria glabrata,
Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila) sdo encontradas como hospedeiros
intermedidrios do S. mansoni (Carvalho et al. 2001, Neves 2005).

A infecg¢do ocorre através do contato com aguas infestadas por cercérias liberadas pelo
caramujo, o hospedeiro intermediério. A cercdria penetra na pele do hospedeiro definitivo, e

transforma-se em esquistossdmulo, fase em que o parasito parece mais vulnerdvel ao ataque
1



do sistema imune. O esquistossomulo migra através da corrente sangiiinea e/ou vasos
linfaticos para os pulmdes onde permanece cerca de 10 dias. Posteriormente, os vermes
jovens migram para o sistema porta, onde se diferenciam em machos e fémeas. Nas veias
mesentéricas inferiores (S. mansoni, S. japonicum) ou plexo vesical e ureteres (S.
haematobium), os vermes se acasalam e as fé€meas iniciam a postura dos ovos. Quando
eliminados nas fezes ou urina e em contato com a agua, eclodem liberando o miracidio que
infecta o caramujo. Parte dos ovos fica retida nos tecidos, onde se tornam alvos da resposta
imune do hospedeiro, induzindo uma reacdo granulomatosa tipica em torno dos mesmos
(Bogliolo 1959, Warren et al. 1967, Pearce & MacDonald 2002). A fibrose resultante da
resolucdo da reacdo inflamatéria pode levar a hipertensdo portal, o que causa a morbidade e a
mortalidade associada com a esquistossomose (Cheever & Andrade 1967).

As manifestacdes clinicas da esquistossomose variam, dependendo da localizagdo e
intensidade do parasitismo, da capacidade de resposta do individuo a infec¢do ou do
tratamento prescrito. A fase aguda afeta normalmente individuos ndo residentes em dreas
endémicas, ou seja, que nao possuem exposi¢cdo prévia aos antigenos do parasito. Surge entre
a quarta e a décima semana apds exposicdo as cercarias, e € caracterizada, em alguns casos,
por manifestacdes toxémicas durante a migracao da larva e no periodo inicial de postura dos
ovos. Alguns individuos apds a exposi¢do podem apresentar manifestacdes cutaneas do tipo
urticria, além de hepatomegalia (Torres 1976, Boros 1989). Neste periodo, o doente, em
geral, apresenta diarréia caracteristica com presenc¢a de muco e sangue (Bogliolo 1959). A
fase cronica apresenta variagcdes clinicas dependendo dos 6rgdos atingidos. As principais
formas sdo: intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica. A forma intestinal é a mais
frequentemente encontrada em pacientes infectados. Nesta forma, os sintomas sdo geralmente
brandos: com perda de apetite, dispepsia e desconforto abdominal. Embora ndo existam
estudos detalhados relacionados a forma hepatointestinal, pacientes portadores dessa forma
clinica apresentam uma hepatomegalia nao associada a esplenomegalia. A forma
hepatoesplénica é a forma mais grave da esquistossomose mansoni e caracteriza-se pelo
aumento considerdvel do bago e do figado em conseqiiéncia da fibrose periportal, central e
periférica, que pode levar a complicacdes significativas como hipertens@o porta, hipertensiao
pulmonar e cor pulmonale (Lambertucci et al. 2000, Neves 2005). Esta manifestagdo acomete
uma percentagem pequena da populacio infectada, variando de 1 a 10%, dependendo da drea
de estudo (Bina & Prata 2003).

Atualmente, a identificagdo dos pacientes com hepatoesplenomegalia se baseia no

diagndstico realizado por ultra-sonografia, sé possivel com o advento do ultra-som portétil
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que permitiu determinar com maior precisdo o estdgio evolutivo da doenca nas &reas
endémicas. Os individuos portadores da fase cronica passaram a ser agrupados de acordo com
o grau de ecogenicidade, expressio da fibrose periportal. (Abdel-Wahab et al. 1992,
Mohamed-Ali et al. 1999, Lambertucci et al. 2000, Richter et al. 2003, Magalhdes et al.
2005). A ecogenicidade ultra-sonogréfica correlacionou-se perfeitamente com os estudos
patolégicos de bidpsia hepatica (Homeida et al. 1988). O grau de fibrose periportal pode
variar de individuo para individuo, sendo classificada em: grau 0 (< 3mm), grau 1 (3-5 mm),
grau 2 (6- 7 mm), e grau 3 (> 7mm) (WHO, 1991).

Em geral, as reinfeccdes em dreas endémicas sdo constantes e aumentam até os vinte
anos de idade, diminuindo progressivamente a partir da segunda década de vida. Na literatura
existe um consenso de que, embora ocorra uma pequena reducdo nos niveis de exposi¢do dos
individuos com a idade, ela € insuficiente para explicar a grande reducio na intensidade de
reinfeccdo, cuja causa foi atribuida ao desenvolvimento de uma resisténcia adquirida com a
idade. Conseqiientemente, esforcos t€m sido realizados no sentido de elucidar os possiveis
mecanismos imunolégicos envolvidos na resisténcia ao Schistosoma (Butterworth et al. 1985,
Wilkins et al. 1987, Gryseels 1994). Entre os individuos residentes de drea endémica, existe
um pequeno grupo que apesar de apresentar histéria de contato permanente com aguas
contaminadas com cercdrias, ndo se infecta e apresenta exames de fezes persistentemente
negativos. Esses individuos sdo supostamente resistentes a infeccdo/reinfeccdo e foram
denominados normais endémicos (Bahia-Oliveira et al. 1992, Viana et al. 1994, 1995,
Corréa-Oliveira et al. 2000).

Dados da literatura evidenciam que a prevaléncia das formas clinicas graves da
esquistossomose varia de forma considerdvel entre diferentes dreas endémicas. Embora tenha
sido sugerido que o maior risco de desenvolvimento da morbidade ocorra nos individuos com
maior intensidade de infec¢do, comunidades bem definidas, com semelhantes niveis de
exposicdo, apresentaram diferengas marcantes na prevaléncia dessas formas (Fulford et al.
1998). Em geral, o pico de intensidade de infeccdo ocorre em média cinco anos antes do pico
de prevaléncia da fibrose periportal, e essa fibrose se manifesta de uma forma mais branda
nos individuos mais jovens quando comparado aos individuos mais velhos. Isso sugere que
uma minoria dos individuos infectados ndo controla a inflamagdo hepatica inicial e
desenvolvem a forma grave hepatoesplénica, mesmo que a intensidade de infeccdo desses
individuos decline com a idade. Essas informagdes sugerem que outros fatores tais como
idade, sexo, estado nutricional, aspectos genéticos, intensidade da resposta imune aos

antigenos de ovo, poderiam influenciar a progressdo da forma clinica assintomdtica para as
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formas mais graves (Arap Siongok et al. 1976, Butterworth et al. 1985, Dessein et al. 1992,
Gryseels 1994, Bethony et al. 1999, Naus et al. 2003, Booth et al. 2004). Na verdade, os
fatores determinantes do desenvolvimento da fibrose periportal associada a forma
hepatoesplénica sdo pouco entendidos. Colley et al. (1986a) apontou a intensidade da resposta
aos antigenos soldveis do ovo como uma possivel causa. De qualquer maneira, as células
CD4+ estdo envolvidas, quer induzindo um aumento de resposta aos antigenos de ovo nos
pacientes susceptiveis ao desenvolvimento de hepatoesplenomegalia (Colley et al. 1986a),
quer na produgdo de citocinas que regulam os niveis de isotipos associados a resisténcia a
infeccdo (Hagan et al. 1991, Dunne et al. 1992). Investigacdes t€m mostrado que as citocinas
produzidas por essas células sdo importantes na formagdo do granuloma, modulacdo e
desenvolvimento de fibrose hepéatica (Cheever et al. 1994, Wynn et al.1995). Diversos estudos
tém tracado um esbo¢o da importidncia de citocinas na resposta imune a infeccdo
esquistossomotica, e t€ém especulado sobre as evidéncias de uma dicotomia Th1/Th2 (Gryzch
et al. 1991, Pearce et al. 1991, Sher et al. 1991). O papel das citocinas tem sido investigado na
resposta imune a antigenos brutos e/ou fracionados de S. mansoni.

Na esquistossomose murina, a resposta do tipo Thl estd associada com protecdo a
infeccdo, enquanto que a resposta do tipo Th2 correlaciona-se com a morbidade induzida
pelos ovos do parasito. J4 na esquistossomose humana, a dicotomia Th1/Th2 ndo é tdo
evidente na resisténcia a infeccdo ou na morbidade. A resisténcia/susceptibilidade a
reinfeccdo apds quimioterapia foi associada ao balanco entre dois isotipos IgE/IgG4 (Hagan
1991), enquanto altos niveis de IgG4 anti-SEA (antigeno solivel de ovo) foram associados a
presenca de fibrose periportal independente da intensidade de infec¢do (Silveira et al. 2002).
Sabe-se, também, que células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos
normais endémicos, supostamente resistentes, secretam niveis elevados de IFN-y apds
estimulo antigénico, sugerindo que a resisténcia natural a infeccao é dependente, além de IgE,
também de uma resposta do tipo Thl (Viana et al. 1995, Correa-Oliveira et al. 2000).
Portanto, a esquistossomose ilustra a complexidade e o limite do paradigma Th1/Th2,
dependendo do modelo utilizado.

Existem evidéncias de que as citocinas do tipo Th2, IL-4, IL-5 e IL-13 contribuem
para a formacdo do granuloma (Chensue et al. 1992, Reiman et al. 2006), sendo a IL-13 o
mediador chave da fibrose (Chiaramonte et al. 2001, Alves-Oliveira et al. 2006). Enquanto o
IFN-y, uma citocina do tipo Thl, foi considerada antifibrogénica, pela sua capacidade de
inibir a producio de proteinas de matriz extracelular, tais como coldgeno e aumentar a sintese

de metaloproteinases, responsdveis pela degradacdo do coldgeno (Duncan & Berman 1985,
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Mallat et al. 1995, Dessein et al. 2004). Por sua vez, o TNF-a, outra citocina Thl, foi
associada com o risco aumentado de desenvolver fibrose grave em individuos infectados
(Henri et al. 2002, Booth et al. 2004).

O TGF-B € uma citocina pleiotrépica produzida por células T reguladoras, e foi
associado a fibrose em virtude de sua habilidade de induzir a deposi¢ao de coldgeno, inibindo
metaloproteinases de matriz (Letterio & Roberts 1998, Zhu et al. 2000, Farah et al. 2000). No
entanto, na esquistossomose experimental, Mola et al. (1999), usando o modelo de reinfeccdo
em babuinos, correlacionaram altos niveis de TGF-f3 com a diminui¢cdo do granuloma, e na
esquistossomose humana, Alves-Oliveira et al. (2006) encontraram uma associag@o inversa do
TGF-B com fibrose, avaliando grupos de individuos com diferentes graus de fibrose. Em
concordancia com esses autores, Kitani et al. (2003) sugerem que o TGF-§ pode controlar a
progressao da fibrose induzindo a sintese de IL-10 pelas células T reguladoras.

O envolvimento da IL-10 na modulacio da resposta proliferativa de PBMC de
individuos portadores da fase crénica da esquistossomose foi descrito previamente por
diversos autores (Aradjo et al. 1996, King et al. 1996, Malaquias et al. 1997, Falcdo et al.
1998, Montenegro et al. 1999), que relacionam a patogénese com deficiéncia de IL-10 nas
formas graves da doenca. Nesse contexto, existem evidéncias de que a IL-10 é um importante
regulador das respostas Th1l e Th2, demonstrado na esquistossomose experimental, quando a
auséncia de IL-10 e IL-4 ou de IL-10 e IL-12 resultou em respostas diferentes, altamente
polarizadas e igualmente deletérias (Hoffmann et al. 2000).

A quimioterapia tornou-se o método central de controle da esquistossomose humana
(Mott 1982, World Health Organization 1985), diante das evidéncias que mostram a
erradicacdo da infeccdo, a regressdo das formas hepatoesplénicas (Bina 1977, Katz et al.
1977, Coura et al. 1980, Prata et al. 1980) e a regressdo da fibrose confirmada pelo exame de
ultra-som (Zwingenberger et al. 1988, Doehring-Schwerdtfeger et al. 1992, Boisier et al.
1998, Singh et al. 2004, Homeida et al. 1991, Andrade et al. 2006, Cota et al. 2006).

H4 quase um século, o tartaro emético (tartarato de antimOnio e potdssio) foi
introduzido como primeiro agente terapéutico da esquistossomose (Christopherson 1918). Em
seguida, varios sais de antimonio foram introduzidos para o uso clinico, administrados por via
intramuscular ou intravenosa. Posteriormente, durante a Segunda Guerra Mundial, cientistas
da inddstria farmacéutica Bayer na Alemanha desenvolveram o lucanthone (miracil D),
primeiro agente esquistossomicida conhecido de uso oral. Na década de 60, a hidrometilacio
do lucanthone (miracil D) deu origem a uma droga ativa tanto por via muscular como por via

oral, em dose unica, denominada hycantone (Archer & Yarinsky 1972). Infelizmente efeitos
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toxicos graves apareceram com uso do hycantone, causando Obitos por atrofia aguda do
figado (Andrade et al. 1974). Na década de 70, iniciam-se os estudos com a oxamniquina
(Pfizer, Inglaterra), droga de tolerancia boa e percentual de cura alto, especialmente no Brasil
e em outros paises do continente americano, mas sem os mesmos resultados terapéuticos bons
no Egito e no lado Oriental e Central da Africa. No fim dessa mesma década, aparece o
praziquantel (descoberta alema da industria Merck e desenvolvida em conjunto com a Bayer),
que atualmente é considerada a droga de escolha para tratamento clinico e uso em saide
publica nas dreas endémicas para esquistossomose (Cioli 1998).

O praziquantel, um derivado da pyrazinoisoquinolina, é atualmente a droga de escolha
como método de controle da esquistossomose e sua eficiéncia em regredir a morbidade ja foi
demonstrada (Homeida et al. 1991, Boisier et al. 1998). A droga é segura e apresenta alta
eficicia contra trematodas e cestodas (Cioli 1998, Botros et al. 2005). Algumas evidéncias
mostram que a quimioterapia com praziquantel induz uma mudanga na resposta imune
humoral e celular de individuos infectados (Grogan et al. 1996, Mutapi et al. 1998, Reimert et
al. 2006, Walter et al. 2006). Algumas dessas mudancas levaram a uma prote¢do parcial
contra a infeccdo pelo S. mansoni envolvendo respostas do tipo Th2 (Reimert et al. 2006,
Walter et al. 2006). De forma controversa, a persisténcia de fibrose apds o tratamento, na
infeccdo pelo S. japonicum, também, foi associada as citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13)
(Coutinho et al. 2007).

A resposta imune individual ao Schistosoma é altamente varidvel e as razdes pelas
quais alguns individuos infectados progridem para as formas clinicas mais graves da doenca
permanecem pouco entendidas. Muitos fatores podem contribuir para a heterogeneidade da
resposta imune e para a manifestacio da doenca observada na esquistossomose. Seres
humanos experimentam diferentes padroes de exposicao e intensidade de infeccdo, além de se
submeterem a tratamentos ocasionais, fatores estes que podem afetar a resposta imune e o
desenvolvimento da doenca.

Nesse estudo, nds avaliamos o efeito do tratamento com praziquantel na morbidade
causada pelo S. mansoni e na producgio de citocinas no sobrenadante de cultura de PBMC de
individuos submetidos ao exame parasitologico de fezes e de ultra-som, visando a

identificacdo da fibrose periportal.



JUSTIFICATIVA

Apesar da existéncia de trabalhos na literatura que avaliam aspectos especificos da
resposta imune na esquistossomose mansoni humana, ainda ndo estd claro quais sdo os
mecanismos imunolégicos envolvidos no estabelecimento das varias formas clinicas da
doenca, inclusive quais seriam os eventos iniciais que poderiam influenciar o
desenvolvimento de um quadro de fibrose moderada ou acentuada durante a evolucdo da
doenca. Embora constem da literatura alguns relatos sobre o impacto da quimioterapia na
resposta imune dos individuos, ndo existem comparagdes detalhadas das possiveis mudangas
na resposta imune em fungdo do tratamento. O entendimento sobre a progressao/regressdo da
fibrose apds o tratamento observada em alguns individuos ainda ndo foi devidamente
explorado. Dessa forma, estudos adicionais precisam ser desenvolvidos para o esclarecimento
dessas questdes.

Como foi dito anteriormente a prevaléncia das formas clinicas mais graves da
esquistossomose varia de forma considerdvel entre diferentes dreas endémicas (Gryseels e
Poldeman, 1987, Doehring-Schwerdtfeger et al. 1990, Barbosa et al. 1995, Martins et al.
1998, Bina e Prata, 2003, Naus et al. 2003) e o papel da resposta imune do tipo Thl e Th2
durante a infec¢do permanece ainda controverso (Corréa-Oliveira et al. 1998, Booth et al.
2004, De Jesus et al. 2004). Nesse contexto, o estudo da produgdo de citocinas, expressio de
marcadores de superficie celular e outros elementos do sistema imune serdo de grande valia
para identificacio de componentes imunes celulares envolvidos nos mecanismos
imunopatoldgicos responsdveis pelo desenvolvimento da doenga.

A descricdo desses mecanismos imunes na esquistossomose ¢ derivada, em sua
maioria, de modelos murinos, porém existem diferencas marcantes das respostas
imunolégicas presentes na infec¢do humana. Para exemplificar, os mecanismos que
determinam o desenvolvimento da fibrose periportal em seres humanos s@o desconhecidos,
exceto pelo papel de alguns fatores genéticos e epidemioldgicos (Dessein et al. 1999a,b,
Mohamed-Ali et al 1999, Booth et al. 2004, Alves-Oliveira et al. 2006). J4 a patologia
induzida pelo ovo tem sido extensamente investigada em modelos experimentais, e a
utilizacdo de camundongos deficientes na producdo de citocinas, mostrou que elas estdo
envolvidas na regulacdo do granuloma e da fibrose hepatica (Kaplan et al. 1998, Wynn et al.

1997, Hoffmann et al. 2000). O quanto desses achados pode ser extrapolado para a doenca em



seres humanos é desconhecido. Contudo, certas observacdes feitas no camundongo t€m sido
confirmadas em seres humanos.

Na esquistossomose humana, a andlise do papel das citocinas na fibrose hepatica é
dificil por diversas razdes: tais estudos devem ser conduzidos no campo com individuos
apresentando niveis de exposi¢do e hdbitos de vida semelhantes; a investigacdo deve ser
realizada em individuos com infec¢do ativa, e a influéncia das co-varidveis ndo imunoldgicas
deve ser avaliada durante as andlises. Além disso, por razdes éticas, a maioria dos estudos
imunolégicos em individuos infectados se restringem ao estudo de proliferacdo de leucdcitos
do sangue periférico, embora outras células também sejam importantes no desenvolvimento
de fibrose (Friedman 2004).

Nesse estudo nés avaliamos a morbidade e a resposta imune dos individuos infectados
com o S. mansoni antes e apds o tratamento quimioterdpico especifico. Esse trabalho se torna
extremamente importante diante das evidéncias que sugerem a reducdo da fibrose apds
tratamento (Katz & Brener 1966, Boisier et al. 1998, Andrade et al. 2006, Ruiz-Guevara et al.
2007) e se constitui numa ferramenta importante para estabelecer proposicdes futuras, visando
uma melhor compreensdo dos mecanismos imunopatoldgicos envolvidos no controle da

morbidade, na sua progressao e regressao.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento com praziquantel na morbidade causada pelo
Schistosoma mansoni e na producdo de citocinas no sobrenadante de cultura de células
mononucleares do sangue periférico de individuos submetidos ao exame parasitolégico de

fezes e de ultra-som, visando a identificacdo do grau de fibrose periportal.

Objetivos Especificos

» Avaliar a intensidade de infeccdo e a prevaléncia dos pacientes esquistossométicos
pelo método Kato-Katz antes e um ano apds tratamento.

» Determinar o grau de fibrose periportal por ultra-sonografia antes e um ano apods
tratamento.

» Analisar o perfil de citocinas IFN-y, TNF-a, IL4, IL13, TGF-p e IL10 presentes no
sobrenadante de cultura das células mononucleares do sangue periférico de individuos
portadores de esquistossomose residentes em drea endémica, antes e um ano apods
tratamento.

» Verificar a relagdo entre producdo de citocinas e grau de fibrose antes e um ano apos

tratamento.



METODOLOGIA

1.0 ESTUDO DA AREA E DA POPULACAO

O estudo da esquistossomose em areas endémicas vem sendo realizado desde 1990,
pelo grupo de pesquisadores da Universidade Vale do Rio Doce juntamente com a equipe
liderada pelo Dr. Rodrigo Corréa de Oliveira e pelo Dr. Giovanni Gazzinelli, do Instituto
René Rachou-Fiocruz em Belo Horizonte. Atualmente, estamos investigando, localidades
definidas pela FUNASA — Fundacdo Nacional de Satude, como dreas rurais de alta prevaléncia
para esquistossomose, no Vale do Rio Doce, Vale do Mucuri e Vale do Jequitinhonha. Dados
demograficos sobre a populacdo, mapa das casas, rios e corregos, além de coleta de caramujos
para avaliagcdo do percentual de infec¢do vém sendo realizados, caracterizando a ocorréncia de
transmissdo ativa nessas localidades (Bethony et al. 2001, 2004, Kloss et al. 2001, 2004).
Todos os corregos das localidades foram considerados para observacdo de contato com aguas,
além de outras fontes de dguas utilizadas pelas populacdes. A avalia¢do do contato € realizada
durante um periodo determinado de tempo a fim de se compreender as variagdes de
comportamento que podem ocorrer dependente das diferentes estagdes do ano (Gazzinelli et
al. 2001).

Esta investigacdo foi realizada em Virgem das Gracas, uma comunidade rural com
cerca de 600 habitantes, que pertence ao municipio de Ponto dos Volantes, Vale do
Jequitinhonha, Estado de Minas Gerais.

Todos os residentes na area que desejaram participar do estudo receberam um nimero
de identificacdo e foram submetidos a repetidos exames de fezes usando o método Kato Katz
(Katz et al. 1972). A infec¢@o ativa pelo S. mansoni foi definida pela presenca de ovos nas
fezes. Trezentos e vinte oito voluntdrios submeteram-se ao exame de ultra-sonografia
abdominal antes do tratamento, um ano apds o tratamento cento € quatro retornaram para
realizar o exame. Os exames ultra-sonograficos foram realizados por médicos especialistas
que ndo tinham conhecimento prévio dos resultados dos exames de fezes. Foram coletados
20ml de sangue para os ensaios imunolégicos antes e um ano apds o tratamento. O
praziquantel na dose de 50 mg/Kg foi administrado a todos os individuos que realizaram
exame de fezes.

O consentimento livre e esclarecido assinado pelos pacientes, parentes ou responsaveis

foi indispensdvel para que os mesmos participassem do estudo. O tratamento das parasitoses
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era garantido aos moradores da vila independente da participacdo no programa. Esse projeto

foi aprovado pelos Comités de Etica da Fundagio Oswaldo Cruz e da UNIVALE.

2.0 EXAME PARASITOLOGICO DE FEZES

A presenca e nimero de ovos do parasito por grama de fezes foram determinados
através do exame de duas laminas das amostras de fezes de cada paciente de acordo com o
método Kato-Katz (Katz et al. 1972). Foram coletadas trés amostras fecais por paciente. A
contagem de ovos € resultado da média aritmética das trés determinacdes e definida como opg
(ovos por grama de fezes). Um ano apds o tratamento os exames de fezes foram repetidos
usando a mesma estratégia de andlise descrita anteriormente. Os exames sdo rotineiramente
realizados pelos técnicos do Nicleo de pesquisa em Imunologia da UNIVALE, em

Governador Valadares.

3.0 EXAME ULTRA-SONOGRAFICO

Os pacientes foram submetidos a ultra-sonografia abdominal usando um aparelho
portatil HITACHI EUB-200. Dos individuos que atenderam ao convite para o exame de ultra-
som, foram excluidos os menores de 14 anos, pois € acima dessa faixa etdria que as alteragcdes
periportais podem ser identificadas. O didmetro das veias porta e mesentérica, tamanho do
figado e bago e espessamento da parede dos ramos portais central e periférico foram avaliados
segundo Homeida et al. 1988, Abdel-Wahab et al. 1992, Doehring-Schwerdtfeger et al. 1992.
Nesse estudo adotou-se a classificagdo da Organizacdo Mundial de Satude (1991) para avaliar
a morbidade pela infeccdo pelo S. mansoni: grau zero, espessamento da parede dos ramos
periportais menor que 3 mm; grau 1, fibrose entre 3-5 mm; grau 2, fibrose entre 6-7 mm; e,

grau 3, > 7 mm.

4.0 DETERMINACAO DO INDICE DE CONTATO COM AGUAS CONTAMINADAS
COM CERCARIAS (TBM)

Para avaliarmos o comportamento em relacdo ao contato com agua foi calculado o
“index” TBM (Tempo Total de Exposi¢do do Corpo, em minutos). O TBM foi calculado
através dos dados obtidos da observacdo direta de contato com dgua e questiondrios.

Os autores determinaram as atividades de contato com &4gua mais frequente,
quantificaram a média da duracdo de exposi¢cdo em minutos e o percentual da drea do corpo
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exposta a dgua, e combinaram esses trés elementos em um unico indice denominado TBM,

como descrito por Gazzinelli et al. 2001.

5.0 PREPARACAO DE ANTIGENOS

Os antigenos soltiveis de ovo do parasito foram preparados segundo método descrito
por Gazzinelli et al. (1983). Os ovos foram coletados de camundongos albinos swiss
infectados com cercdrias da cepa LE do S. mansoni apds seis semanas de infeccdo e triturados
em salina 1,7% utilizando-se um homogeneizador com pistdo de teflon (Poter). O
homogenato resultante foi centrifugado a 100.000g durante 1 hora a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e dialisado em salina fisiolGgica (0,85%) por um periodo de 48 horas a 4°C, e em
seguida, esterilizado utilizando-se filtro de 0,45um (filter millex -HA- Millipore Products
Division, Bedford, MA). Finalmente, a concentracdo de proteinas dos antigenos soliveis de
ovo (SEA) foi determinada usando-se kit de BCA (Pierce, IL). As solu¢des antigénicas foram

aliquotadas e conservadas a —70°C, para uso posterior nos ensaios de estimulagio antigénica.

6.0 OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano foram separadas
segundo procedimento descrito por Gazzinelli et al. (1983). Para obtencédo dessas células, 20
ml de sangue periférico coletados em anticoagulante (Heparin, Sigma; 300 U de heparina/20
ml de sangue) foram adicionados lentamente pelas paredes dos tubos (Falcon), que ja
continham pelo menos 9,0 ml de LSM (Lymphocyte Separation Medium, Litton Biometcs,

Kensington, MD). Em seguida, esses tubos foram centrifugados a 400 x g, durante 45

minutos, a 180C (Model j-6b Centrifuge, Beckman). Ao final da centrifugagao, obteve-se um
anel de células mononucleares na interface entre a solucdo de Ficoll e plasma. O anel de
células mononucleares foi coletado com auxilio de pipeta Pasteur (Thomas Laboratory
Specialities, Philadelphia, PA) e transferido para tubos cdnicos (Falcon). As células foram,
entdo, lavadas 3 vezes com RPMI (RPMI-medium 1640, GIBCO) utilizando-se diferentes
volumes de meio de cultura. Na primeira lavagem foi usado cerca de 30 ml, e nas outras duas

vezes apenas 15 ml de meio. A cada lavagem as células foram centrifugadas a 400 x g durante

10 minutos a 49C. Na dltima etapa, o meio foi desprezado por inversdo e as células

ressuspendidas em 2,0 ml de RPMI acrescido de 5% de soro humano AB+, 3% de antibidtico-
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antimicotico e 1,6% de L-glutamina (CMBLAST). O numero de células foi obtido pela
contagem em camara de Neubauer com auxilio de microscépio 6tico, a partir de uma aliquota

de células diluida em solu¢do de Turck’s (1:20). A concentragdo final foi ajustada com

CMBLAST para 10 x 106 células por mililitro. Toda a manipulacdo foi realizada em
condicdes estéreis, em capela de fluxo laminar (BBL-Biological Cabinet, model 60474,

Cocheysville, MD).

7.0 OBTENCAO DE SOBRENADANTE DE CULTURA DE PBMC

1,0 x 100 células mononucleares do sangue periférico (PBMC) ressuspendidas em
meio de cultura RPMI-1640 (GIBCO) contendo 1,6% de L-glutamina (Solugdo estoque:
200Mm, GIBCO, Grand Island, NY, USA), 3% de antibidtico-antimicético (Solugcdo de
estoque: 10.000 unidades de penicilina, 100.000 pg de estreptomicina e 25ug de fungizona
por mililitro, GIBCO BRL) e 5% de soro humano normal AB+ inativado (SIGMA
Lote:116H4661) (CMBLAST), foram cultivadas em placas de 24 pogos (Falcon, BD) durante
144 hs, para SEA na concentracio final de 25ug/ml e 3 dias para o mitégeno PHA (SIGMA)

em incubadora contendo 5% de CO» (Forma Scientific, Marietta, OH, USA), em atmosfera

umida. As culturas controle foram cultivadas nas mesmas condi¢des descritas acima sem

estimulo antigénico ou mitogénico.

8.0 ENSAIO DE CITOCINAS

Os niveis de citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-4, IL.-13, TGF-p e IL-10 nos sobrenadantes
das culturas de PBMC, foram determinados através do ensaio de ELISA. As placas de ELISA
foram sensibilizadas com aliquotas de 50 pl de anticorpo monoclonal anti-citocina humana,
diluido em tampao Carbonato Bicarbonato 0,1 M, PH 9,5 e incubadas durante 18 h a 4° C. As
placas foram entdo lavadas 3X com PBS-T (PBS 0,15M contendo KCI Ph 7,0 com 0,05%
TWEEN 20). Ap6s um bloqueio por 12 minutos a temperatura ambiente, com 200ul de uma
solugdo de PBS contendo 10% de soro fetal bovino, as placas foram lavadas 5 vezes com
PBS-T. Aliquotas de 50ul de sobrenadante de cultura foram entdo adicionadas as placas, ao
mesmo tempo, em que foi adicionada diferentes concentracdes de citocina humana
recombinante nos pocos selecionados para constru¢do da curva padrdo. As placas foram

incubadas por 18 horas, a 4°C. Ap6s lavagens sucessivas das placas com PBS-T, aliquotas de
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50 pl de um anticorpo de detec¢do (preparagdo contendo um anticorpo policlonal anti-citocina
humano biotinilado diluido em PBS contendo 10% de soro fetal bovino, e o conjugado
avidina-peroxidase) foram adicionadas, e as placas foram reincubadas a temperatura ambiente
por 1 h. Na etapa final da reacdo, e apds lavagens sucessivas das placas, SOul do substrato O-
Phenyldiamino (OPD) (Sigma, ST. Louis, MO) contendo 0,03% de peréxido de hidrogénio
foram adicionadas em cada poco na concentragcdo de 1mg/ml. A reagdo foi interrompida com
uma solugao de dcido sulfirico 2N, e a densidade 6tica medida a 450 nm em leitor automatico
de ELISA. Nas dosagens das citocinas IL-4, IL-10, IL-13, IFN-y, TNF-a e TGF-f foram

utilizados kits da Pharmingen.

9.0 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram organizados usando o Epilnfo (CDC) software versdo 6.04d e
analisados pelo programa SPSS software versdo 11.5 e software GraphPad PRISM versao 4.
As diferengas foram consideradas significativas ao nivel de a 0,05. A anélise de varidncia
seguida do teste de Tukey foi usada para comparacdo entre os grupos quando os dados
atendiam as suposi¢des de normalidade e variincia constante entre os residuos. Testes nao
paramétricos foram utilizados para andlises de varidveis continuas quando os dados nao se
ajustavam as suposicdes da andlise de variancia. Para comparacdo de dois grupos foi utilizado
o teste de Mann-Whitney e na comparagfo entre trés ou mais grupos foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis, seguido pela andlise de comparacdes multiplas pelo teste de Dunns. O teste
qui-quadrado (y%) foi utilizado para andlises de varidveis categéricas. A comparagio das
citocinas antes e depois do tratamento considerando grupos pareados foi realizada pelo teste
ndo paramétrico de Wilcoxon.

A relacdo entre as citocinas e entre elas e intensidade de infeccdo, fibrose ou idade foi
examinada pelo teste de correlacdo de Spearman.

Para comparar as diferencas na intensidade de infec¢do antes e apds o tratamento
dentro da faixa-etdria na populagdo total, foi utilizado o teste de Mann-Whitney devido a

ocorréncia de variacdes no nimero de individuos dentro de cada faixa-etéria.
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RESULTADOS

1.0 INTENSIDADE DE INFECCAO E PREVALENCIA ANTES E APOS O
TRATAMENTO COM PRAZIQUANTEL

A nossa proposta foi avaliar o grau de infecc@o dos pacientes esquistossomoticos pelo
método Kato-Katz, determinar o perfil de fibrose periportal por ultra-sonografia e associar
esses parametros ao perfil de citocinas apds estimulo antigénico especifico, antes e um ano
apds o tratamento. A populacdo de Virgem das Gracas € constituida de aproximadamente 600
individuos, desses 588 realizaram exame de fezes antes do tratamento. A prevaléncia para
esquistossomose foi de 56% e a média de intensidade de infec¢do de 135 + 446 ovos/g de
fezes. Dos individuos que realizaram o exame parasitolégico 282 (48%) eram do sexo
masculino e 306 (52%) do sexo feminino. Um ano apds o tratamento, 478 individuos
repetiram o exame de fezes, a prevaléncia para esquistossomose foi trés vezes menor (17%) e
a intensidade de infeccdo reduziu para 16 + 94 ovos/g de fezes. A propor¢do de homens e
mulheres permaneceu semelhante com 221 (46%) individuos do sexo masculino e 257 (54%)
do sexo feminino (Tabela 1). Como observado na maioria das dreas endémicas, os resultados
do levantamento coproparasitoldgico, antes do tratamento, mostram uma maior percentagem e
intensidade de infec¢@o nos individuos mais jovens. A prevaléncia alcangou um pico maximo
de 78% na faixa etdria entre 11 a 20 anos e permaneceu alta nos demais grupos etarios,
variando 34% a 69%. A intensidade de infec¢do foi, também, mais alta na faixa etéaria entre 11
e 20 anos, com uma média aritmética de 215 ovos/grama de fezes, que variou entre 34 a 190
ovos/grama nos demais grupos etdrios. O tratamento levou a uma diminui¢do significativa da
intensidade de infec¢do e da prevaléncia em todas as faixas etdrias (Figura 1). Em relag@o ao
sexo, antes do tratamento, os homens apresentaram uma média de intensidade de infeccio de
137 £ 434 ovos/g e as mulheres 133 + 457 ovos/g de fezes. Apds tratamento a intensidade de
infec¢c@o para os homens reduziu para 9 + 44 ovos/g e para 22 + 121 ovos/g de fezes para as

mulheres.

15



Tabela 1: Idade, intensidade de infeccdo, prevaléncia e sexo da populacdo em estudo, antes
e apds o tratamento.

Pos Neg Prev Sexo
%k k
Tratamento N Idade opg M M (%) Masc Femn
Antes 588 30+23 135+446 339 249 56 282 (48%) 306 (52%)
Ap0s 478 30+23 16 £94 80 398 17 221(46%) 257 (54%)

*média aritmética + desvio padrdo; (opg) nimero de ovos por grama de fezes; (n) nimero de individuos;
(pos) positivo; (neg) negativo; (prev) prevaléncia; (%) percentagem; (Masc) masculino e (Fem) feminino.
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Figura 1: Intensidade de infeccdo e prevaléncia por faixa etdria da populagdo em estudo,
antes (AT) e depois do tratamento (DT). (opg) média aritmética do nimero de ovos por grama
de fezes. (%) prevaléncia de infeccio.
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2.0 AVALIACAO DO GRAU DE FIBROSE ANTES E APOS O TRATAMENTO COM
PRAZIQUANTEL

O impacto da quimioterapia sobre a fibrose periportal foi avaliado um ano apds o
tratamento, através do exame de ultra-sonografia realizado em 91 individuos. Podemos
observar na Figura 2, uma total reversdo da morbidade grave ou grau 3 (0/7, 100%), uma
consideravel reducdo da fibrose moderada ou grau 2 (4/15, 27%), e conseqiientemente, um
aumento no nimero de individuos sem fibrose (58/47, 19%) ou com fibrose incipiente (29/22,
24%). As alteracdes no grau de fibrose estdo mostradas na Tabela 3 e podem ser resumidas
como se segue: dos sete individuos que apresentavam fibrose do grau 3 antes do tratamento,
um reverteu a fibrose para o grau 0, cinco para grau 1 e um para grau 2; dos quinze individuos
com fibrose grau 2, sete reverteram a fibrose para grau 0, seis para grau 1 e dois mantiveram o
mesmo grau de fibrose apds o tratamento; dos vinte e dois individuos com fibrose grau 1, seis
reverteram para grau 0, quinze permaneceram com o mesmo grau de fibrose e um aumentou
para o grau 2; dos quarenta e sete individuos com fibrose grau 0, quarenta e quatro
permaneceram com o mesmo grau de fibrose e trés aumentaram para grau 1. Em resumo, um
ano apds o tratamento 26 (29%) individuos diminuiram o grau de fibrose, 61(67%)
mantiveram o mesmo grau de fibrose e 4(4%) tiveram o grau de fibrose aumentado. A
proporc¢ao de individuos com patologia (grau 2 e 3) diminuiu de 24% antes do tratamento para

4% ap6s tratamento (p < 0,001).

70

60 0O antes do tratamento
50 B apobs o tratamento
40 -

Percentagem de
individuos (%)

2

Grau de fibrose

0 1

Figura 2: Grau de fibrose determinado por exame de ultra-sonografia realizado em 91
individuos, antes e um ano apds o tratamento com praziquantel.
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Tabela 2: Transicdes do grau de fibrose dos 91 individuos, um
ano apds o tratamento com praziquantel.

ECO 2
0 1 2 3 TOTAL
0 4 3 0 0 47
1 6 15 1 0 22
ECO1 2 7 6 2 0| 15
3 1 5 1 0 7
TOTAL | 58 | 29 | 4 | 0 91

eco | = ecogenicidade periportal antes do tratamento;
eco 2 = ecogenicidade periportal um ano apés tratamento.

As transi¢cOes observadas na Tabela 2 levantam a seguinte questdo: qual o perfil
demografico dos individuos que experimentaram uma mudanga com o tratamento para um
grau menor de fibrose? A Tabela 3 compara o perfil dos 26 individuos que reverteram o grau
de fibrose com o perfil dos 17 individuos que ndo tiveram seu grau de fibrose alterado um ano
apds o tratamento. Desses dados podemos observar que a reversdo da fibrose ocorreu
predominantemente nos individuos que apresentavam fibrose moderada ou grave (20/26),
enquanto a maioria dos individuos sem alteragdo do grau de fibrose eram portadores de
fibrose incipiente (15/17) (p < 0,001).

A comparagdo entre os dois grupos mostra que os individuos que reverteram a fibrose
apresentavam uma média de idade maior (p = 0,010), e uma intensidade de infec¢do menor (p
= 0,037), ndo sendo observada diferencas quanto a prevaléncia da infec¢do (p = 0,151) ou do
sexo (p = 0,350). Comparando-se o sexo feminino entre os dois grupos observa-se que o
grupo que ndo reverteu a fibrose apresentava uma média de intensidade de infec¢do maior (p
= 0,057), porém essa intensidade de infeccdo nado diferia entre os individuos do sexo
masculino (p = 0,452). A andlise dentro do grupo entre os sexos mostra que as mulheres
possuiam uma intensidade de infeccdo treze vezes menor que a dos homens no grupo que
reverteu o grau de fibrose e quatro vezes maior no grupo que nio teve a fibrose alterada pelo

tratamento.
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Tabela 3: Perfil dos individuos que reverteram para um grau menor de
fibrose periportal, um ano apds o tratamento com praziquantel.

Reverteram  Naio reverteram p°
Niimero 26 17
Idade® 57+13 43 + 17 0.010
opg” 40 + 89 213 £ 345 0.037
Prevaléncia (%) 42% 65% 0.151
N°de mulheres 10 (38%) 9 (53%) 0.350
N de homens 16 (62%) 8 (47%)
opg de mulheres” 5+9 322 +450 0.057
opg de homens” 63 £ 109 90 + 88 0.452

“ Niveis de significincia baseados no teste de * (varidveis categéricas) ou no teste de
Mann-Whitney (varidveis continuas): valor significativo quando p < 0,05. ” Os valores
estdo descritos como média + desvio padrdo. (opg) nimero de ovos por grama de fezes.

3.0 RELACAO ENTRE INTENSIDADE DE INFECCAO E IDADE NA AMOSTRA
DE PACIENTES INCLUIDOS NO ESTUDO DE IMUNOLOGIA CELULAR

A relag@o entre intensidade de infecgdo e idade foi analisada na amostra de pacientes
incluidos no estudo de imunologia celular, restringida a 91 individuos, que por razdes técnicas
continham, em suas amostras de sangue, o nimero de células suficientes para os ensaios de
avaliagdo da producdo de citocinas. Esses individuos foram distribuidos em trés grupos de
acordo com as alteracOes visiveis aos exames da veia porta. O grupo 0 continha quarenta e
sete individuos que ndo mostraram evidéncias de fibrose hepdtica e ndo apresentaram
qualquer alteracdo visivel no figado ou baco. A medida da espessura da veia porta desses
pacientes foi menor que 3 mm, portanto classificada como grau 0. O grupo 1 reuniu vinte e
dois individuos que apresentaram medidas de espessamento da veia porta entre 3-5 mm,
fibrose considerada incipiente, grau 1. O grupo 2 foi composto de vinte e dois individuos,
entre os quais quinze tinham fibrose moderada apresentando espessura da veia porta entre 6-7
mm, e sete apresentavam fibrose grave, com espessura da veia porta maior que 7 mm. Apds o
tratamento, em fun¢d@o da regressdo da fibrose, o grupo 0 reuniu cinqiienta e oito individuos, o
grupo 1 ficou constituido de vinte e nove individuos e o grupo 2 com somente quatro, todos
apresentando fibrose moderada. Apds o tratamento nio foram identificados individuos com

fibrose grave.
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Informagdes referentes & idade, intensidade de infeccdo e indice de contato com 4gua,
antes e apds tratamento relacionadas aos tré€s grupos s@o apresentadas na Tabela 4. Nossos
resultados demonstram que antes do tratamento, os individuos com fibrose moderada-grave,
reunidos no grupo 2, mostraram uma média de idade superior aos individuos sem fibrose
periportal (p < 0,05) e com fibrose incipiente (p < 0,01); e uma intensidade de infeccdo
significativamente menor que a dos outros dois grupos (GO, p < 0,05 e GI1, p < 0,01). Em
relacdo ao contato com 4gua, ndo encontramos diferenca significativa entre os indices quando
comparamos os trés grupos (p = 0,159). Apés tratamento, nenhuma diferenga entre os trés
grupos foi observada no que se refere a idade (p = 0,525), intensidade de infeccdo (p = 0,241)
e contato com 4gua (p = 0,917). A diferenca do niimero de individuos (N) entre os grupos,
antes e apds tratamento, foi devida a migracdo de uns individuos de um grupo para outro em

conseqiiéncia da alteracdo do grau de fibrose com o tratamento.

Tabela 4: Idade, intensidade de infeccdo e contato com dgua dos individuos agrupados pela
presenca de fibrose periportal.

Antes do tratamento (n = 91)

Grupo eco* N Idade opg T ovos + ovos - TBM(n)
(anos)
0 <3 47 49+ 19 71+ 163 29(62%) 18(38%) 129(44)
1 3-5 22 44 £ 15 188 £310 15(68%) 7(32%) 135(22)
2 >5 22 59+13% 2469 ik 7(32%) 15(68%) 114(21)
Apés tratamento (n = 91)

0 <3 58 50+18 8+31 8(14%) 50(86%) 153(57)
1 3-5 29 48 + 17 0£2 1(3%) 28(97%) 154(29)
2 >5 4 59+4 0+0 0 4 (100%) 138(4)

* Fibrose periportal (mm); T média aritmética + desvio padrdo; (opg) ovos por grama de fezes; (TBM) média
aritmética do indice de contato com &dgua; (n) nimero de individuos; (+) positivo; (-) negativo; i diferengas
significativas entre os grupos G2 e GO (p < 0,05) e G1 (p < 0,01) baseadas no teste de andlise de varidncia seguido
pelo teste de Tukey; % diferencas significativas entre os grupos G2 e GO (p < 0,05) e G1 (p < 0,01) baseadas no
teste de Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunns. Valor significativo quando p < 0,05.
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4.0 AVALIACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS ANTES E APOS O TRATAMENTO
COM PRAZIQUANTEL

Essas andlises foram direcionadas para investigar os fatores imunoldgicos associados a
patogénese da esquistossomose, bem como o efeito da quimioterapia na produgio de citocinas
pelos individuos portadores de fibrose periportal. Para tanto, conduzimos as andlises
agrupando os individuos de duas formas diferentes. Inicialmente os 91 individuos foram
distribuidos nos trés grupos GO, G1 e G2 conforme descrito no item anterior. Os niveis de
citocinas foram comparados entre e dentro dos grupos, antes € um ano apds o tratamento.
Avaliamos, ainda, nesses grupos a freqiiéncia de individuos alto (> mediana) ou baixo (<
mediana) produtores de citocinas. Esses individuos foram categorizados tendo como
referéncia o valor da mediana calculada na amostra de 91 individuos. Posteriormente, os
individuos foram agrupados de acordo com a presenca ou auséncia da fibrose. Nessas andlises
consideramos somente 61 individuos, excluindo da amostra os que tiveram o seu grau de
fibrose alterado pelo tratamento. Comparamos os niveis de citocinas do mesmo individuo,
antes e apds o tratamento e a freqiiéncia de alto ou baixo produtores de citocinas, neste caso
utilizando como valor de referéncia a mediana dos niveis de citocinas dos 61 individuos antes

do tratamento.

4.1 Comparacao dos niveis de citocinas entre os grupos antes do tratamento

A Tabela 5 mostra a mediana dos niveis de citocinas produzidas no sobrenadante de
cultura de células mononucleares do sangue periférico, estimuladas por SEA, pelos individuos
agrupados de acordo com o grau de fibrose periportal antes do tratamento. Os valores dos
niveis de citocinas apds estimulo antigénico foram subtraidos dos valores sem estimulo, e
estdo expressos em pg/ml. As citocinas avaliadas foram IFN-y, TNF-o, IL-4, IL-13, IL-10 e
TGF-B. Nessa andlise observamos diferenca significativa apenas para os niveis de IL-10 que
estavam diminuidos no grupo de individuos que apresentavam uma fibrose moderada-grave

(G2) quando comparado ao grupo de individuos sem fibrose (G0) (p < 0,05).
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Tabela 5: Niveis de citocinas produzidas por PBMC apds estimulo
com SEA de individuos sem fibrose (G0), com fibrose incipiente (G1)
e com fibrose moderada-grave (G2) antes do tratamento.

Citocinas G0 Gl G2 P’
IFN-y 213 478 563 0,882
TNF-a 78 41 123 0,435
IL-4 19 17 16 0,907
IL-13 196 377 628 0,127
IL-10 162 138 63 0,020%*
TGF- 0 0 0 0,740

Os resultados estdo expressos em mediana para valores em pg/ml (experimental —
controle). “ Niveis de significAncia baseados no teste de Kruskall-Wallis seguido pelo
teste de Dunns. * Diferenca significativa entre os grupos GO e G2 (p< 0,05).

4.2 Comparacao dos niveis de citocinas entre os grupos apos o tratamento

A avaliacdo dos niveis de citocinas entre os grupos apds o tratamento foi realizada no
sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico, estimuladas por SEA
dos individuos agrupados pelo grau de fibrose. Nenhuma diferenga significativa nos niveis de

citocinas foi encontrada entre os grupos avaliados (Tabela 6).

Tabela 6: Niveis de citocinas produzidas por PBMC apds estimulo
com SEA de individuos sem fibrose (G0), com fibrose incipiente
(G1) e com fibrose moderada (G2) apds tratamento.

Citocinas GO Gl G2 P’
IFN-y 230 83 63 0,236
TNF-a 94 111 146 0,923
IL-4 15 22 37 0,116
IL-13 102 175 32 0,361
IL-10 21 30 7 0,655
TGF-B 5 31 551 0,113

Os resultados estdo expressos em mediana para valores em pg/ml (experimental —
controle). “ Niveis de significincia baseados no teste de Kruskall-Wallis .
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4.3 Comparacao dos niveis de citocinas dentro dos grupos, antes e apos tratamento

A Figura 3 mostra a mediana, os valores maximos e minimos, dos niveis de citocinas
produzidas no sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico,
estimuladas por SEA, pelos individuos agrupados de acordo com o grau de fibrose, antes e
um ano apdés o tratamento. Pode-se observar que o tratamento levou a uma diminuicio
significativa nos niveis de IL-10 nos grupos sem fibrose (G0O) (p < 0,001) e com fibrose
incipiente (G1) (p < 0,001). Nao encontramos diferencas significativas nos niveis das demais

citocinas avaliadas.
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Figura 3: Comparacdo dos niveis de citocinas de 144 hs determinados por ELISA,
produzidas por PBMC de individuos agrupados pelo grau de fibrose periportal, apds estimulo
com SEA, antes e ap0s tratamento. Os niveis de significincia sdo baseados no teste de Mann-
Whitney. Valores significativos quando p< 0,05. Os resultados estdo representados através
dos Boxplots para valores em pg/ml (experimental — controle). As caixas representam, através
das linhas horizontais os percentis 25, 50 e 75 e as linhas verticais os valores maximo e
minimo observados.
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4.4 Comparacao, entre os grupos, da freqiiéncia de individuos alto e baixo produtores de

citocinas antes do tratamento.

A Tabela 7 compara a freqiiéncia de individuos alto e baixo produtores de citocinas,

determinada pela mediana dos 91 pacientes antes do tratamento, entre os grupos definidos

pelo grau de fibrose (GO, G1 e G2). Nenhuma diferenca foi observada na freqiiéncia de

individuos alto e baixo produtores das citocinas avaliadas. No entanto, existe uma tendéncia

no aumento de producdo de IL-13 e diminui¢do na produgdo de IL-10 pelos individuos

portadores de fibrose moderada-grave, p = 0,069 e p = 0,056, respectivamente.

Tabela 7: Percentagens de individuos alto e baixo produtores de citocinas,
produzidas por PBMC, ap6s estimulo com SEA, derivadas dos individuos sem
fibrose (GO), com fibrose incipiente (G1) e com fibrose moderada-grave (G2),

antes do tratamento.

a

Citocinas GO (%/N) G1 (%/N) G2 (%/N) P
IFN-y Baixo 55726 45/10 45/10 0,643
Alto 45/21 55/12 55/12
TNF-a Baixo 51/24 59/13 41/9 0,481
Alto 49/23 41/9 59/13
1L-4 Baixo 45/21 55/12 59/13 0,489
Alto 55/26 45/10 41/9
1L-13 Baixo 61/26 45/9 27/4 0,069
Alto 39/17 55/11 73/11
1L-10 Baixo 43/20 45/10 73/16 0,056
Alto 57127 55/12 27 16
TGF-p Baixo 61/20 69/11 70/7 0,788
Alto 39/13 31/5 30/3

“Niveis de significancia baseados no teste de y’; valor significativo quando p < 0,05. Os individuos
foram categorizados em alto e baixo produtores através da mediana dos niveis de citocinas dos 91
individuos antes do tratamento.
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4.5 Comparacao, entre os grupos, da freqiiéncia de individuos alto e baixo produtores de
citocinas apés o tratamento.

A Tabela 8 compara a freqiiéncia de individuos alto e baixo produtores de citocinas
produzidas por PBMC apés estimulo com SEA, entre os grupos definidos pela presenca de
fibrose, um ano apds o tratamento. Nessa andlise o grupo de individuos com fibrose reuniu os
portadores de fibrose incipiente (29) e moderada (4). Os individuos foram categorizados em
alto e baixo produtores através da mediana dos niveis de citocinas dos 91 individuos apds
tratamento. Os dados mostram que a proporcdo de individuos produtores de altos niveis de
IL-13 foi significativamente maior no grupo de individuos com fibrose quando comparado

aos individuos sem fibrose (p = 0,035).

Tabela 8: Percentagens de individuos alto e baixo produtores de citocinas,
produzidas por PBMC, apés estimulo com SEA, derivadas dos individuos
com e sem fibrose, um ano apds o tratamento.

Sem Com a
Citocinas fibrose fibrose

n % n %
IFN-y Baixo 26 45 20 61 0,148

Alto 32 55 13 39

TNF-a Baixo 31 53 15 45 0,463
Alto 27 47 18 55

IL-4 Baixo 33 57 13 39 0,108
Alto 25 43 20 61

IL-13 Baixo 29 59 10 35 0,035
Alto 20 41 19 66

IL-10 Baixo 31 53 15 46 0,463
Alto 27 47 18 55

TGF- Baixo 22 56 8 40 0,233
Alto 17 44 12 60

“ Niveis de significincia baseados no teste de y°; valor significativo quando p < 0,05. Os individuos
foram categorizados em alto e baixo produtores através da mediana global dos niveis de citocinas dos
91 individuos ap6s tratamento.
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4.6 Comparacio da freqiiéncia de individuos alto e baixo produtores de citocinas dentro
dos grupos, antes e apés o tratamento.

A Tabela 9 compara a freqiiéncia de individuos alto e baixo produtores de citocinas
dentro dos grupos definidos pelo grau de fibrose, antes e apds o tratamento. Usou-se como
valor de referéncia para categorizar os 91 individuos a mediana dos niveis de citocinas antes
do tratamento. Observa-se uma diminui¢do na freqiiéncia de individuos alto produtores de
IFN-y nos grupos Gl (p = 0,051) e G2 (p = 0,044) e uma diminui¢do na freqiiéncia de
individuos alto produtores de IL-10 nos grupos GO (p < 0,001) e G1 (p < 0,001). Por outro
lado, o tratamento parece induzir um aumento na producdo de IL-4 pelos individuos
portadores de fibrose periportal, evidenciado pelo aumento na freqii€éncia de individuos alto

produtores de IL-4 no grupo G2 (p = 0,030).

Tabela 9: Percentagens de individuos alto e baixo produtores de citocinas produzidas por
PBMC, apds estimulo com SEA, derivadas dos individuos sem fibrose (G0), com fibrose
incipiente (G1) e com fibrose moderada-grave (G2) antes (AT) e um ano depois do
tratamento (DT).

GO0 (% IN) Gl (% /N) G2 (% IN)
Citocinas AT DT AT DT AT DT
IFN-y Baixo 55/26 53/31  45/10 72/21* 45/10 100/4
Alto  45/21 47/27  55/12 28/8  55/12 00"
TNF- o Baixo 51/24 47/27  59/13 48/14 40/9 25/1
Alto 49/23 53/31  41/9 52/15 59/13 75/3
IL-4 Baixo 45/21 60/35  55/12 45/13  59/13 0/0
Alto  55/26 40/23  45/10 55/16  41/9 100/4
IL-13 Baixo 60/26 78/38  45/9 54/14 27/4 67/2
Alto  40/17 22/11  55/11 46/12 73/11 33/1
IL-10 Baixo 43/20 98/51 45/10 93/27  73/16 100/4
Alto  57/27 2/1°  55/12 25 27/6 0/0
TGF- Baixo 61/20 49/19  69/11 39/7 70/7 0/0

Alto  39/13 51/20  31/5 61/11 30/3 100/2
* Niveis de significincia baseados no teste de *; valor significativo quando p < 0,05. IEN-y, G1 (p =
0,051) e G2 (p = 0,044); IL-4, G2 (p = 0,030); IL-10, GO (p < 0,001) e G1 (p < 0,001). Os individuos
foram categorizados em alto e baixo produtores através da mediana dos niveis de citocinas dos 91
individuos antes do tratamento.
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4.7 Comparacao dos niveis de citocinas, antes e apés tratamento, produzidas pelos
mesmos individuos dentro dos grupos categorizados pela presenca de fibrose periportal.

Para essa andlise consideramos 61 individuos que permaneceram sem alteracdo do
grau de fibrose um ano apds o tratamento. Esses individuos foram categorizados em dois
grupos, 44 foram reunidos no grupo sem fibrose e 17 no grupo com fibrose, sendo quinze
deles portadores de fibrose incipiente e dois de fibrose moderada. A Figura 4 mostra que o
tratamento induziu uma diminuicdo nos niveis de IL-10 nos dois grupos, sem fibrose (p <
0,001) e com fibrose (p = 0,002) e uma diminui¢do nos niveis de IFN-y somente no grupo de

individuos com fibrose (p = 0,019).
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Figura 4: Comparagdo dos niveis de IFN-y e IL-10 de 144 hs determinados por ELISA,
produzidas por PBMC, ap6s estimulo com SEA, dos individuos que ndo alteraram o grau de
fibrose com o tratamento, agrupados pela presenca de fibrose periportal. Antes do tratamento
(AT) e um ano depois do tratamento (DT). Os niveis de significancia sdo baseados no teste de
Wilcoxon. Valores significativos quando p < 0,05. Os resultados estdo expressos em pg/ml
(experimental — controle).
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4.8 Comparacio da freqiiéncia de individuos alto e baixo produtores de citocinas, antes
e apos tratamento, produzidas pelos mesmos individuos dentro dos grupos categorizados
pela presenca de fibrose periportal.

A Tabela 10 compara a freqii€ncia de individuos alto e baixo produtores de citocinas
dentro dos grupos definidos pela presenga de fibrose, antes e apds o tratamento. Usou-se
como valor de referéncia para categorizar os 61 individuos a mediana dos niveis de citocinas
antes do tratamento. Os resultados mostram que o tratamento induziu uma diminui¢do na
freqiiéncia de individuos alto produtores de IL-10 nos dois grupos, sem fibrose (p < 0,001) e
com fibrose (p = 0,034), uma diminuicdo na freqiiéncia de individuos alto produtores de IL-13
no grupo sem fibrose (p = 0,036) e uma diminuicdo na freqiiéncia de individuos alto

produtores de IFN-y, somente no grupo de individuos com fibrose (p = 0,031).

Tabela 10: Comparacio das frequéncias de individuos alto e baixo produtores de citocinas
produzidos por PBMC apés estimulo com SEA dentro dos grupos com e sem fibrose, antes
(AT) e um ano depois do tratamento (DT).

Sem fibrose (% /N) Com fibrose (% /N)

Citocinas AT DT AT DT
IFN-y Baixo 57/25 54/24 53/9 88/15
Alto 43/19 45/20 47/8 12/2*

TNF- a Baixo 50/22 50/22 53/9 41/7
Alto 50/22 50/22 47/8 59/10

IL-4 Baixo  45/20 64/28 59/10 53/9
Alto 55/24 36/16 41/7 47/8

IL-13 Baixo  60/24 78/31 4717 60/9
Alto 40/16 22/9% 53/8 40/6
IL-10 Baixo 45/20 98/43 53/9 94/16
Alto 55/24 2/1% 47/8 6/1%*

TGF- B Baixo 61/19 52/16 64/7 36/4
Alto 39/12 48/15 36/4 64/7

* Niveis de significincia baseados no teste de % valor significativo quando p < 0,05. IFN-y, com
fibrose (p = 0,031); IL-13, sem fibrose (p = 0,036); IL-10, sem fibrose (p < 0,001) e com fibrose (p =
0,034). Os individuos foram categorizados em alto e baixo produtores através da mediana dos niveis de
citocinas dos 61 individuos antes do tratamento.
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4.9 Correlacao entre citocinas induzidas por SEA, antes e depois do tratamento

As tabelas 11, 12 e 13 mostram os coeficientes de correlagdo entre as citocinas para os
91 individuos que compunham a amostra em estudo, e para esses mesmos individuos
agrupados pela presenca de fibrose, antes e depois do tratamento. Com relagdo as citocinas
antes do tratamento, trés correlacdes fortes e positivas foram observadas entre IFN-y e IL-13
ou TNF-a e entre IL-13 e TNF- além de trés correlagdes fracas e inversas entre IL-10 e IFN-y
ou IL-13 ou TNF-a (Tabela 11). Associagdes semelhantes foram observadas nos dois grupos
de individuos com e sem fibrose (Tabela 12 e Tabela 13). De forma semelhante, apds o
tratamento, os resultados das associacdes nos dois grupos eram semelhantes as encontradas na
amostra total. As diferengas se restringiram ao efeito do tratamento, visivel na inversdo da
relacdo entre IL-10 e IFN-y ou TNF-o que mudaram de uma associag¢do negativa e fraca antes
do tratamento, para uma associacdo positiva e forte ap6s o tratamento. Na investigacdo das
citocinas com outras varidveis como idade, intensidade de infec¢@o e fibrose periportal foi
interessante observar que, antes do tratamento, associacdes positivas e negativas foram
encontradas principalmente com intensidade de infec¢do. Enquanto a IL-10 mostrava uma
correlacdo positiva (r = 0,317, p = 0,002), com a intensidade de infeccdo, IFN-y, TNF-a, IL-4
e IL-13 mostraram uma correlagdo negativa, r = - 0,387, p < 0,001; r =- 0,332, p = 0,001, r =
- 0,221, p = 0,036; r = - 0,276, p = 0,014, respectivamente. Com o tratamento, essas relacdes
desapareceram e uma associagdo negativa apareceu somente entre intensidade de infeccgdo e
TGF-B (r = - 0,340, p = 0,008) sugerindo que os individuos que se reinfectam produzem
pouco TGF-B. Uma associacdo negativa entre fibrose periportal e IL-10 foi observada antes

do tratamento (r = - 0,249, p = 0,018) reforcando o possivel papel modulador da IL-10.
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Tabela 11: Coeficientes de correlagdo entre as citocinas
induzidas por SEA, produzidas por PBMC dos 91
individuos, antes e um ano depois do tratamento.

Tratamento Antes

Citocinas IEN- vy IL-13 TNF-o

Antes IL-10 -0,249 * -0,271* -0,289 *
IFN-y 0,587 1 0,696 %

IL-13 0,689 #

Depois

IFN- vy IL-13 TNF-o

Depois IL-10 0,451 # 0,149 0,432 #
IFN-y 0,444+ 0,679 %

IL-13 0,497 %

Niveis de significancia baseados no teste de correlagdo de
Spearman. * p < 0,05; ¥ p <0,005; £ p <0,0001.

Tabela 12: Coeficientes de correlacdo entre as citocinas
induzidas por SEA, produzidas por PBMC dos individuos
sem fibrose periportal, antes e um ano depois do
tratamento.

Tratamento Antes (n =47)

Citocinas IFN- vy IL-13 TNF-o

Antes IL-10 0261  -0214 -0404+
IFN-y 0,688 0,706 %
IL-13 0,678

Depois (n = 58)

IFN-y IL-13  TNF-a

Depois  IL-10 0,405+ 0,083 0,208
IFN-y 0,525 0,643 %
IL-13 0,489 1

Niveis de significancia baseados no teste de correlagdo de
Spearman. * p < 0,05; ¥ p <0,005; £ p <0,0001.
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Tabela 13: Coeficientes de correlacdo entre as citocinas
induzidas por SEA, produzidas por PBMC dos individuos
com fibrose periportal, antes e um ano depois do
tratamento.

Tratamento Antes (n = 44)

Citocinas IFN- vy IL-13 TNF-o

Antes IL-10 0278 0311  -0,198
IFN-y 0,451% 0,662
IL-13 0,718

Depois (n = 33)

IFN-y IL-13  TNFa

Depois IL-10 0,545 1 0,171 0,696 %
IFN-y 0,352 0,759 :
IL-13 0,455 *

Niveis de significancia baseados no teste de correlagdo de
Spearman. * p < 0,05; ¥ p <0,005; £ p <0,0001.



DISCUSSAO

A redugdo na prevaléncia da fibrose periportal ¢ fundamental para o controle da
morbidade e mortalidade na esquistossomose. Os exames de ultra-som definem com precisdo
os individuos portadores de diferentes graus de fibrose, permitindo investigar os fatores
envolvidos no seu desenvolvimento. Relatos na literatura mostram que o praziquantel ¢ uma
droga eficaz no controle da infec¢do pelo S. mansoni, promovendo uma redugdo na excrecao
de ovos e na regressio da fibrose em camundongos e seres humanos (Doehring-
Schwerdtfeger et al. 1992, Cota et al. 2006, Andrade et al. 2006, Kihara et al. 2007). O
praziquantel tem dois efeitos principais sobre os vermes adultos, paralisia e dano do
tegumento, e a liberacdo de antigenos em conseqiiéncia da morte ou destrui¢do do parasito
pode levar a uma alteracdo da resposta imune (Mutapi et al. 1998, Reimert et al. 2000).
Entretanto, ndo existem ainda comparagdes detalhadas dessas alteracdes imunoldgicas apds a
quimioterapia. Neste contexto, o presente estudo avalia a resposta imune celular e a
morbidade um ano apds o tratamento com praziquantel. Essa avaliacdo descreve a resposta
imune de individuos portadores de fibrose periportal e esclarece alguns aspectos sobre o tipo
de resposta desenvolvida apds a quimioterapia, numa tentativa de correlacionar a
susceptibilidade & doengca com uma producdo anormal de citocinas que regulam o granuloma
e/ou a fibrose em seres humanos. A produgéo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-13, TGF-8
e IL-10 foi avaliada nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) apés estimulo com antigenos soliveis de ovos (SEA).

Esse estudo mostra que a esquistossomose € prevalente em Virgem das Gracas,
distrito rural no Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais. Os niveis de intensidade de infeccdo e
prevaléncia da doenca, antes do tratamento, eram maiores nos individuos com idade inferior a
vinte anos, demonstrando uma curva de infec¢do tipica com um declinio gradativo da
intensidade com a idade, que ndo pode ser completamente explicado pela diminui¢do da
exposicdo a dgua (Figura 1). A susceptibilidade dos individuos mais jovens a infeccdo é
melhor evidenciada em estudos de reinfeccdo (Butterworth et al. 1985, Colley et al. 1986b,
Walter et al. 2006). Esse padrdo de resposta tem sido explicado como um fendmeno
multifatorial, que em parte resulta em mudangas no padrdo de contato com dgua com uma
diminuicdo pelos individuos mais velhos (Dalton & Pole 1978, Kabatereine et al. 1999), no
desenvolvimento de imunidade adquirida (Butterworth et al. 1985), na influéncia de fatores

genéticos (Marquet et al. 1996, Dessein et al. 1999a, 1999b) e nas diferengas a nivel hormonal
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ou caracteristicas fisioldgicas, tais como espessamento da pele observado com o
envelhecimento (Fulford et al. 1998).

Nossos resultados mostram que o tratamento levou a uma diminui¢cdo da intensidade
de infecg¢do (Tabela 1 e Figura 1) e reversdo da fibrose hepatica, ja observada por outros
autores na esquistossomose humana e experimental (Homeida et al. 1991, Boisier et al. 1998,
Andrade et al. 2006, Cota et al. 2006). E interessante notar que essa reversdo foi mais
evidente entre os individuos portadores de fibrose moderada-grave, com o desaparecimento
da fibrose do grau 3 (0/7) e uma diminui¢do expressiva no grau 2 (2/15) apés um ano de
tratamento (Figura 2, Tabela 2). Encontramos ainda 77% dos individuos apresentando fibrose
moderada-grave no grupo que reverteu a fibrose, enquanto 88% apresentava fibrose incipiente
no grupo que ndo teve o grau de fibrose alterado com o tratamento (Tabela 3). A mesma
observagdo foi feita por Homeida et al. (1991) que verificaram, trés anos apds o tratamento
com praziquantel, uma diminuicdo no nimero de individuos portadores de fibrose moderada-
grave (8/19), com pouca alteragdo do niimero de individuos portadores de fibrose incipiente
(28/29). Nesse mesmo estudo, foi observado que entre os 20 individuos que ndo alteraram o
grau de fibrose apds tratamento, 17 eram portadores de fibrose incipiente e apenas 3
portadores de uma fibrose moderada-grave, confirmando os nossos achados de que o
tratamento € mais eficiente em regredir a fibrose em um grau mais avangado (grau 2 e 3).

A auséncia da reversdo completa da fibrose, apds quimioterapia tem sido descrita em
seres humanos (Homeida et al. 1991, Li et al. 2002, Cota et al. 2006) e em camundongos
(Andrade and Grimaud, 1986, Andrade et al. 2006). As razdes que explicam a falta de
reversdao da fibrose ainda ndo estdo claras, no entanto, algumas possibilidades podem ser
sugeridas, como a genética do individuo, a inabilidade em desenvolver um mecanismo imune
adequado que pode levar ao controle da fibrose apds tratamento, a exposicdo a novos
antigenos em conseqiiéncia da destruicdo dos vermes com o tratamento, a dificuldade do
exame de ultra-sonografia em fazer o diagndstico diferencial entre individuos normais
daqueles portadores de fibrose incipiente (grau 1), ou ainda o tempo de avaliacdo da regressao
da fibrose apds o tratamento. Nesse estudo, os individuos foram avaliados com um ano, no
entanto, alguns autores afirmam que a reversdo da fibrose € mais evidente quando avaliada
dois anos ap6s o tratamento especifico (Homeida et al. 1991, Doehring-Schwerdtfeger et al.
1992, Boisier et al. 1998, Richter 2003). Nossos resultados sugerem ainda que a intensidade
de infeccdo pode ser um fator que predispde a falta de reversdo da fibrose, pois encontramos
no grupo que ndo alterou a fibrose uma intensidade de infecc¢do significativamente maior

(Tabela 3). A falta de um padréo de caracteristicas que determine a reversdo da fibrose indica
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a necessidade de maiores investigacdes na identificacdo de fatores associados com essa
reversao.

Nossos dados mostram ainda que a morbidade hepdtica aumentou em poucos
individuos (4%) apesar do tratamento com praziquantel, fato também observado por outros
autores (Doehring-Schwerdtfeger et al. 1992, Boisier et al. 1998, Ruiz-Guevara et al. 2007).
As razdes que explicam esse aumento ndo estdo claras. Ndo existe um motivo para acreditar
que o tratamento foi responsdvel por esse aumento, no entanto, foi observada uma
exacerbagdo da morbidade apdés um ano do tratamento em individuos infectados pelo S.
Japonicum, nesse estudo, entre os individuos que nao tinham fibrose antes do tratamento, 86%
adquiriram fibrose um ano depois. Os autores acreditam que esse resultado seja conseqii€ncia
de uma associagdo adversa do tratamento com uma rapida reinfeccdo (Coutinho et al. 2007).
Diante desses fatos, faz-se necessdrio investigar riscos particulares envolvidos com a
progressao da fibrose apds tratamento com praziquantel.

A heterogeneidade da manifestacdo da doenga observada na esquistossomose indica
que diferentes padrdes de exposicdo, intensidade de infeccdo, a resposta individual e
tratamentos ocasionais experimentados pelos seres humanos, sio fatores que podem afetar a
resposta imune e o desenvolvimento da doenca.

A forma grave da esquistossomose cronica em seres humanos € caracterizada pela
presenca da fibrose periportal (Cheever & Andrade 1967), e estudos em animais
experimentais tem demonstrado a participagdo de citocinas do tipo 2 no desenvolvimento da
fibrose (Kaplan et al. 1998, Fallon et al. 2000, Farah et al. 2000, Chiaramonte et al. 2001,
Kaviratne et al. 2004, Reiman et al. 2006). Alguns poucos relatos na esquistossomose humana
sugerem a participacdo de citocinas do tipo 1 na patogénese da fibrose, com o TNF-a
desempenhando um papel de destaque (Mwatha et al. 1999, Henri et al. 2002, Booth et al.
2004). Considerando a participag@o das citocinas tipo 2 com a protecdo nos estigios iniciais
de infeccdo, acredita-se que a expressdo persistente desses mediadores pode eventualmente
causar fibrose e hipertensdo portal (Cheever et al. 2000). Diante dessas evidéncias tem sido
sugerido que respostas polarizadas em Thl ou Th2 sdo prejudiciais e necessitam de regulacio
para garantir uma melhor protecdo a patologia induzida pelo ovo (Hoffmann et al. 2000).

Examinando alguns relatos anteriores sobre a resposta imune em seres humanos antes
e apds o tratamento, foi observado uma relacdo dessas respostas com a resisténcia dos
individuos a reinfeccdo. As evidéncias apontam para uma associagdo com a resposta imune

tipo 2. Baixos niveis de reinfec¢do foram associados a eosinofilia (Hagan et al. 1985), IgE
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especifica para verme adulto (Webster et al. 1997, Walter et al. 2006) e produgio de IL-4 e
IL-5 por PBMC induzidas por antigenos do parasita (Roberts et al.1993, De Jesus et al. 2000).

Numa tentativa de entender o papel das citocinas no desenvolvimento de fibrose
periportal em individuos residentes em dreas endémicas, e o impacto da quimioterapia na
resposta celular, avaliamos a produgdo de citocinas do tipo Th1l (IFN-y, TNF-a), do tipo Th2
(IL-4 e IL-13) e as citocinas reguladoras IL-10 e TGF-p por PBMC de individuos portadores
de diferentes graus de fibrose periportal, induzidas por antigenos soltiveis de ovo (SEA), antes
e um ano apds o tratamento com praziquantel.

Nossos dados parecem confirmar o papel fibrogénico da IL-13. Antes do tratamento,
foi encontrada uma associacdo da IL-13 com a fibrose moderada-grave (Alves-Oliveira et al.
2006), e apos o tratamento, observamos uma freqiiéncia maior de individuos produtores de
altos niveis da IL-13 no grupo com fibrose (Tabela 8). Em concordancia com esses achados,
De Jesus et al (2004) mostraram que individuos com fibrose do grau IIl produziam mais IL-
13, quando comparado aos individuos portadores de fibrose do grau I e II. Em um estudo
recente de infecgcdo pelo S. japonicum, foi sugerido o envolvimento das citocinas Th2 na
persisténcia da fibrose hepdtica, os autores encontraram um aumento na freqiiéncia de
individuos alto produtores de IL-13, IL-4 e IL-5 nos individuos que permaneceram com
fibrose um ano ap6s o tratamento (Coutinho et al. 2007). O envolvimento da IL-13 na inducéo
de fibrose j4 estd bem definido em modelos experimentais (Fallon et al. 2000, Chiaramonte et
al. 2001, Kaviratne et al. 2004). Utilizando animais deficientes de IL.-13, Fallon et al. (2000),
mostraram uma reduc¢do da fibrose hepatica, com conseqiiente aumento no tempo de vida dos
camundongos apds a infeccdo. O bloqueio dessa citocina foi altamente eficiente na regressao
da fibrose, mesmo depois de estabelecida, sugerindo o papel central da IL-13 na fibrogénese
(Chiaramonte et al. 2001, Kaviratne et al 2004).

O camundongo tem sido usado como modelo ideal para responder questdes acerca da
inducdo e regulacdo das respostas dos tipos Th1 e Th2 na esquistossomose. Nesses animais ha
uma alteracdo da resposta de um perfil de citocinas do tipo Thl para um perfil do tipo Th2
com a ovoposicdo e, subsequentemente, uma regulacdo dessa resposta, evitando possiveis
conseqiiéncias deletérias associadas a produgdo continua e elevada de mediadores
inflamatorios (Grzych et al. 1991, Pearce et al. 1991, Sher et al. 1991). Nesse contexto, a IL-
10 € sem duvida a molécula chave. Na esquistossomose humana, o bloqueio da IL-10 por
anticorpos, induziu um aumento na proliferagcdo celular de PBMC de pacientes portadores da
forma cronica intestinal, efeito ndo observado quando as células eram obtidas de individuos

portadores da forma clinica aguda ou hepatoesplénica (Malaquias et al. 1997). Os autores
35



sugerem que a IL-10 seria um fator importante no controle da morbidade, e que a deficiéncia
dessa citocina nos individuos portadores da forma grave da doenca estaria correlacionada com
a patogénese da esquistossomose. Ainda na esquistossomose humana alguns estudos sugerem
a existéncia de uma regulacdo cruzada mensurdvel entre a resposta do tipo Thl e Th2,
primariamente entre IFN-y e IL-10 (King et al. 1996, Montenegro et al. 1999, Brito et al.
2000). Na esquistossomose experimental, evidéncias apontam para a regulacdo das respostas
Thl e Th2 pela IL-10. Camundongos knockout para IL-10 infectados pelo S. mansoni
desenvolvem respostas Thl e Th2 mistas e elevadas, com grande proliferacdo de linfécitos,
maior ndmero de células produtoras de IFN-ye IL-4 e grande ampliacio do quadro
inflamatério. Quando ha polarizacdo extrema Thl (deficiéncia de IL.-4 e IL.-10), os animais
tém excessiva produgdo de IFN-ye TNF-a com formagdo de granulomas néo fibréticos. Em
contraste, quando a resposta estd polarizada em Th2 (deficiéncia de IL-12 e IL-10) os
granulomas sdo mais ricos em eosinéfilos, hd grande producdo de IL-4 e IL-13 com a
exarcebacgdo da fibrose hepatica. Neste cenario, a IL-10 se mostra fundamental para o controle
da polarizacdo excessiva tanto das respostas Thl quanto Th2, o que limita de forma
significativa os danos causados pela intensa inflamagdo decorrente destas polarizacodes
(Hoffmann et al. 2000).

Nesse estudo, antes do tratamento, encontramos os niveis de IL-10 significativamente
diminuidos no grupo de individuos com fibrose moderada-grave (63 pg/ml) em comparacio
aos individuos sem fibrose (162 pg/ml) (Tabela 5), sugerindo a participagdao da IL-10 no
controle da morbidade. Compativel com essa hipdtese, encontramos uma correlagdo inversa
entre IL-10 e fibrose antes do tratamento (r = - 0, 249, p = 0,017), também descrita por Talaat
et al. (2007). Em concordéncia com os nossos achados, outros autores encontraram os niveis
de IL-10 diminuidos em criancas portadoras de fibrose periportal (Booth et al. 2004), e em
individuos portadores de fibrose grau 3 (Talaat et al. 2007). De forma controversa, os niveis
de IL-10 estavam aumentados no grupo de individuos com fibrose grau III quando comparado
com individuos portadores de fibrose grau I e II (De Jesus et al. 2004). Ainda, uma associacdo
positiva entre fibrose e a IL-10 induzida por SEA ou SWAP foi observada na
esquistossomose japonica, antes do tratamento (Coutinho et al. 2007).

Analisados juntos, esses resultados contraditorios poderiam estar refletindo diferencas
entre as espécies investigadas, nos antigenos utilizados, na avaliagdo das formas clinicas, ou

mesmo na histéria de infeccdo dos diversos grupos epidemioldgicos. Além disso, essas
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diferencas mostram ainda a complexidade da relacdo entre as citocinas e a intensidade de
infec¢@o que se estende além de uma dicotomia Th1/Th2.

Depois do tratamento, ndo encontramos uma associagdo clara entre a IL-10 e fibrose,
ja que seus niveis estavam diminuidos no grupo sem fibrose (G0O) e no grupo com fibrose
incipiente (G1) (Figura 3). O mesmo resultado foi observado quando os niveis de citocinas
foram dicotomizados em altos e baixos, e comparados antes e apds tratamento. A tabela 9
mostra uma diminui¢do na freqii€éncia de individuos alto produtores de IL-10 no grupo GO,
que variou de 57% antes do tratamento para 2% apds o tratamento, e no grupo Gl cuja
variag@o foi de 55% para 7%. Essa diminui¢do dos niveis de IL-10 também foi evidenciada
entre os individuos que permaneceram com o mesmo grau de fibrose um ano apds o
tratamento (Figura 4) e foi confirmada na avaliacdo do impacto da quimioterapia, apds a
categorizacdo das citocinas em altos e baixos niveis, com uma diminui¢do na freqiiéncia de
individuos alto produtores de IL-10 nos grupos com e sem fibrose (Tabela 10).

A positiva associagdo encontrada entre niveis de IL-10 e intensidade de infecgdo (r =
0,317, p = 0,002), antes do tratamento, estaria contribuindo para mascarar a associacio da IL-
10 com fibrose, ja que o tratamento levou a uma redugfo dréstica na intensidade de infecgdo
nos trés grupos avaliados (Tabela 4) e consequentemente afetou os niveis de IL-10. Essa
relacdo entre IL-10 e intensidade de infecgdo ja foi descrita anteriormente pelo nosso grupo
(Silveira et al. 2004) e por outros autores na infec¢io pelo S. mansoni (Reimert et al. 2006) e
pelo S. haematobium (Mutapi et al. 2007). Duas possiveis hipdteses explicam o efeito da
intensidade de infec¢@o na produgdo de IL-10, ou os niveis de IL-10 refletem simplesmente a
exposicdo aos antigenos do parasito ou altos niveis de infec¢do estimulariam a producgdo de
altos niveis de IL-10 com o objetivo de evitar a exacerbag¢do da patologia mediada pelas
respostas Th2 e Thl (Pearce & MacDonald 2002, Taylor et al. 2006, Mutapi et al. 2007).

Nesse estudo, encontramos ainda uma correlacdo inversa entre IL-10 e IFN-y (r = -
0,249, p = 0,017), também relatada por outros autores (Silveira et al. 2004), sugerindo uma
possivel regulacdo cruzada entre elas. Estudos de bloqueio da IL-10 com anticorpo confirmam
essa hipdtese na infecgdo pelo S. mansoni (Montenegro et al. 1999, Brito et al. 2000) e pelo S.
haematobium (King et al. 1996). Além da relagdo com o IFN-y, correlacdes inversas foram
observadas entre a IL-10 e TNF-a ou IL-13 no grupo de 91 individuos (Tabela 11), porém
quando os individuos foram separados pela presenca de fibrose, a unica relacdo que
permaneceu inversa e significativa foi entre a IL-10 ¢ TNF-a no grupo sem fibrose (Tabela
12). Foi interessante observar que o tratamento com praziquantel alterou a relagéo entre IL-10

e IFN-y ou TNF-a, e uma forte correlacdo positiva foi encontrada entre elas (Tabela 11). Essa
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mesma relagdo positiva da IL-10 com as duas citocinas se manteve no grupo com fibrose
(Tabela 13). Porém, no grupo sem fibrose permaneceu somente a relagdo entre a IL-10 e IFN-
v (Tabela 12). Alteragdes na resposta imune em conseqiiéncia do tratamento foram descritas
por outros autores (Mduluza et al. 2003, Reimert et al. 2006), que sugerem como responsaveis
pelas mudancas os antigenos liberados com a destruicdo dos parasitos. Em resumo, nossos
dados apontam um papel modulador para a IL-10, que seria produzida por varias populagcdes
celulares, entre elas as células reguladoras CD4+CD25+Foxp3+ que estariam controlando as
células CD4+ efetoras na esquistossomose (Taylor et al. 2006, Baumgart et al. 2006).

Com relagéo ao IFN-y, comparando os dados antes e apds o tratamento, na amostra de
91 individuos, encontramos uma diminui¢@o na freqii€éncia dos alto produtores de IFN-y nos
grupos com fibrose G1 e G2 (Tabela 9). De uma forma semelhante e considerando os 61
individuos que permaneceram com fibrose apds o tratamento, foi observado uma diminuicao
nos niveis de IFN-y e na freqii€ncia de individuos alto produtores de IFN-y no grupo com
fibrose, Tabela 10 e Figura 4, respectivamente.

Na esquistossomose mansoOnica, a associacao entre baixos niveis de producdo de IFN-y
com risco aumentado de desenvolver fibrose foi encontrada por Henri et al. (2002), que nesse
mesmo estudo mostraram uma associacdo positiva entre altos niveis de TNF-a e fibrose
moderada-grave. Em concordancia com esses achados, Booth et al. (2004) observaram baixos
niveis de IFN-y e altos niveis de TNF-a associados ao desenvolvimento de fibrose periportal e
sugerem ainda que seus efeitos sdo dependentes do sexo e da idade. Num trabalho recente,
Talaat et al. (2007) descreveram que PBMC dos individuos portadores de fibrose grau 2 e 3
produziam niveis menores de IFN-y induzidos por SEA e SWAP quando comparados aos
pacientes portadores de infec¢do ativa. De forma semelhante, na esquistossomose japdnica,
essa mesma associagdo inversa entre IFN-y e fibrose foi encontrada no grupo de individuos
que permaneceu com fibrose um ano apds o tratamento (Coutinho et al. 2007). Em outro
estudo, nenhuma diferenca foi encontrada nos niveis de IFN-y entre os grupos de individuos
com diferentes graus de fibrose (De Jesus et al. 2004).

A associacdo entre baixos niveis de produgdo de IFN-y com susceptibilidade ao
desenvolvimento de fibrose deve ser analisada a luz de um corpo de evidéncias mostrando
que o IFN-y é certamente a citocina anti-fibrogénica mais ativa no granuloma em torno dos
0VOs na esquistossomose experimental, e em muitas outras doencas em que a fibrose hepdtica
induz injudria (Czaja et al. 1989, Tiggelman et al. 1995, Henri et al. 2002, Dessein et al. 2004).
A fibrose periportal grave na esquistossomose resulta de uma deposi¢do anormal de proteinas

de matriz extracelular nos espacgos periportais hepdticos devido a inflamacio cronica induzida
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pelos antigenos dos ovos do Schistosoma. A produgdo dessa matriz € regulada por varias
citocinas, incluindo o IFN-y, que atua na inibicdo da sintese de coldgeno nos tecidos e na
degradagdo de proteinas de matriz extracelular (Rockey & Chung 1994, Mallat et al. 1995). O
papel chave do IFN-y na fibrose periportal em seres humanos foi também sugerido pela
existéncia de um locus principal de susceptibilidade para fibrose periportal ligado ao gene que
codifica a cadeia o do receptor para IFN-y (Dessein et al. 1999a, Chevillard et al. 2003).

Em resumo, a atividade pré-inflamatdria que envolve a secrecdo de IFN-y parece ser
um fator importante na esquistossomose humana. Em nossos resultados a diminuicio
observada, com o tratamento, nos niveis de IFN-y no grupo de individuos com fibrose, parece
indicar que o mecanismo que regula esta citocina estd ativo, ou que os efeitos do tratamento,
que levam a eliminag@o do parasito e consequentemente da ovoposicdo, sdo suficientes para
alterar a resposta imune.

Nesse estudo, encontramos ainda uma correlagdo inversa entre niveis de IFN-y e
intensidade de infeccdo no grupo com fibrose, antes do tratamento (r = - 0,485, p < 0,001, n =
44), sugerindo que altos niveis de infeccio podem contribuir para a progressdo da fibrose
periportal, através da inibicao da sintese de IFN-y. Essa mesma associacao inversa foi descrita
por Henri et al. (2002).

Alguns estudos tém mostrado a participacdo do TNF-q, e das citocinas Th2, IL-4 e IL-
13, na progressdo da fibrose na esquistossomose experimental. A maioria dos autores
concorda com a hipétese de que apesar do compartilhamento de fungdes entre a IL-4 e a IL-
13, o papel da IL-4 no desenvolvimento da fibrose € controverso, enquanto a IL-13 € apontada
como o agente fibrogénico (Chensue et al. 1992, Cheever et al. 1994, Pearce et al. 1996,
Fallon et al. 2000). Na esquistossomose humana, uma associag¢do da IL-4 com morbidade nio
estd clara, com poucos relatos controversos. No estudo de infec¢do pelo S. japonicum,
Coutinho et al. (2007) relataram uma associagdo de altos niveis de IL.-4 induzidas por SWAP
com a persisténcia de fibrose um ano apds o tratamento, e Silva-Teixeira et al. (2004)
mostraram niveis elevados de IL-4 no soro de individuos portadores de fibrose hepdtica grave,
na esquistossomose mansoni. No entanto, Tallat et al. (2007) ndo encontraram diferencas nos
niveis de IL-4 ao comparar individuos com diferentes graus de fibrose e nem entre eles e os
individuos portadores da forma clinica intestinal. Também ndo diferiu os niveis de 1L-4
induzida por SEA ou SWAP entre os individuos controle e os individuos portadores da forma
clinica aguda e cronica (Morais et al. 2002). Em nosso estudo, analisando os dados antes e
apds o tratamento, observamos um aumento na freqii€ncia de individuos alto produtores de

IL-4 no grupo G2 (Tabela 9), sugerindo um papel para essa citocina no mecanismo de
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desenvolvimento da fibrose. Joseph et al. (2004), avaliando também o efeito do tratamento na
resposta imune celular, encontraram niveis aumentados de IL-4 induzida por SWAP sete
semanas apds o tratamento. Porém, nesse estudo os niveis de citocinas foram avaliados num
grupo de individuos infectados, com uma variacdo de 0 a 8100 ovos/g de fezes.

O TGF-B € considerado uma citocina pré-fibrdtica, porque induz um aumento na
deposicdo de coldgeno inibindo metaloproteinases de matriz (Letterio & Roberts 1998). No
presente estudo, analisando os niveis de TGF-f antes e apds o tratamento, ndo encontramos
diferencas significativas entre os individuos com e sem fibrose, no entanto, usando uma
andlise de regressdo logistica, foi possivel observar uma associagdo negativa entre TGF-3 e
fibrose, sugerindo um papel protetor para essa citocina (Alves-Oliveira et al. 2006). Em um
estudo recente, usando a mesma estratégia experimental nenhuma diferenca foi observada nos
niveis de TGF-} entre os grupos de individuos com diferentes graus de fibrose hepatica (De
Jesus et al. 2004). Na esquistossomose experimental, o papel do TGF-3 ainda € controverso,
usando modelo de reinfeccdo, Farah et al. (2000) observaram uma associacdo do TGF- com
progressao da fibrose, mostrando que exposi¢des repetidas de babuinos a cercarias € um fator
de risco para o desenvolvimento de fibrose, sugerindo como mecanismo, a ativacdo de
linfécitos que produzem niveis elevados de citocinas pré-fibrética entre elas TGF-f3 e IL-4.
Por outro lado, Mola et al. (1999) usando esse mesmo modelo de reinfeccdo de babuinos
mostraram que os niveis de TGF-B permaneceram elevados quando a infec¢do se tornou
cronica e estavam correlacionados com a diminui¢io do granuloma hepdtico, apds o
tratamento com praziquantel.

Em relagdao ao TNF-a ndo encontramos associacdo com fibrose. Tal fato ndo significa
que em outras condi¢gdes esta associacdo poderia ser encontrada, considerando que ja foi
observado niveis elevados de TNF-o. no soro de individuos portadores de fibrose do grau 3
quando comparado aos individuos sem fibrose (Silva-Teixeira et al. 2004). Além disso, outros
autores associaram altos niveis de TNF-a com um risco maior de desenvolver a fibrose
periportal (Henri et al. 2002, Booth et al. 2004). A auséncia dessa associagdo observada no
estudo proposto, pode estar refletindo o poder analitico de detec¢do dessas interacdes,
limitado pelo tamanho da amostra.

Em resumo, nossos dados mostram que o tratamento com praziquantel dos individuos
portadores de fibrose foi eficiente em reduzir a morbidade, e alterar a produgdo das citocinas,
em conseqiiéncia da liberacdo de antigenos pela morte ou destrui¢do dos parasitos ou pela
remocdo do estimulo através da reducdo dos ovos. As diferencas observadas na produgio de

citocinas entre os individuos com e sem fibrose ilustram ainda a complexidade da resposta
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imune na manifestacio da forma grave da doenca. Finalmente, o padrio de citocinas
associado a fibrose periportal, mostrado nesse trabalho, pode levar ao melhor entendimento
dos mecanismos imunolégicos envolvidos no desenvolvimento da morbidade, na

esquistossomose e outras doengas cronicas.
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CONCLUSAO

O estudo proposto fornece evidéncias para a reversibilidade da fibrose periportal, um
ano apds o tratamento com praziquantel, e sugere que a produgdo elevada de IL-13 e
diminuida de IFN-y podem ser indicadores de persisténcia da fibrose apds o tratamento, na

infec¢do pelo S. mansoni.
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ANEXO



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

