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Tenho aprendido.....

Que se aprende errando;

Que crescer ndo significa fazer aniversdrio;

Que o siléncio, as vezes, é a melhor resposta;

Que trabalhar significa ndo sé ganhar dinheiro;

Que dinheiro ndo compra classe;

Que amigos a gente conquista mostrando o que somos;

Que os verdadeiros amigos sempre ficam até o fim;

Que a maldade se esconde atrds de uma bela face;

Que devemos sempre ter palavras doces e gentis, pois amanha talvez tenhamos que engoli-las;
Que ndo se espera a felicidade chegar, mas se procura por ela;

Que quando penso saber tudo, ainda nédo aprendi nada;

Que a natureza é a coisa mais bela da vida;

Que a amar significa se dar por inteiro;

Que ninguém ¢é perfeito, até que vocé se apaixone por esta pessoa;

Que um so dia pode ser muito importante que muitos anos;

Que a vida é dura, mas eu sou mais ainda;

Que ouvir uma palavra de carinho faz bem a saude e, as vezes, é tudo que precisamos;
Que dar carinho também faz;

Que ser gentil é mais importante do que estar sempre certo;

Que sonhar é preciso;

Que deveriamos ser gratos a Deus por ndo nos dar tudo que pedimos;

Que Deus ndo fez tudo num so dia, o que me faria pensar que eu podia?

Que se deve ser crianca a vida toda;

Que ndo importa a seriedade que a vida exija de vocé, precisamos de um amigo brincalhdo;

Que o julgamento alheio nao é importante;



Que se vocé se nivelar a alguém, so permitird que essa pessoa continue a magoar vocé;
Que nem sempre posso escolher como me sinto, mas posso escolher o que fazer a respeito;
Que o que realmente importa é a paz interior;
Que todos querem viver no topo da montanha, mas toda felicidade e crescimento ocorrem
quando vocé estd escalando-a;
Que ndo se precisa morrer para aprender a viver.

E, finalmente, tenho aprendido que...

Quanto menos tempo tenho, mais coisas consigo fazer.

(adaptado de William Sheakspeare)
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RESUMO

A esquistossomose mansdnica ¢ uma doenca prevalente em varias regides do mundo e no Brasil,
particularmente no estado de Minas Gerais, representa um dos principais problemas de satde publica. A
forma cronica da doenca ¢ classificada em intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica, conforme as
manifestagdes clinicas. Os fatores que levam alguns individuos a desenvolver fibrose periportal sdo
pouco entendidos. Ha indicios de que deficiéncias nos mecanismos de imunorregulagcdo estariam
envolvidas na patogenia da esquistossomose, levando ao desenvolvimento da fibrose hepatica. Neste
estudo, apos a padronizacdo de uma técnica de adsor¢do de anticorpos especificos das amostras de
plasma em colunas de Sepharose conjugadas ao antigeno de ovo (SEA) ou de verme adulto (SWAP) foi
possivel medir os niveis de IgG e IgE especificos contra o parasito (anti-SEA e anti-SWAP), através da
técnica de ELISA. Foi utilizado o banco de dados de um grupo de 97 pacientes com idade entre 14 ¢ 68
anos, de ambos os sexos, bem caracterizados clinica, parasitologica e ultra-sonograficamente,
procedentes de uma area endémica para esquistossomose, no municipio de Padre Paraiso, nordeste de
Minas Gerais. Esta populagdo apresentou baixa carga parasitaria, com mediana de 30 ovos por grama de
fezes. Utilizando programas de analise estatistica, os niveis de IgG e IgE especificos foram relacionados
com os fatores da infecgdo, como sexo, idade, etnia, carga parasitaria, contato com agua, tratamento,
além de medidas clinicas e ultra-sonograficas de 6rgdos. Foi verificado que os individuos que tiveram
aumento da vesicula biliar (um dos principais marcadores de fibrose) apresentaram diminuigdo de IgE.
Os dados encontrados sugerem que o aumento de IgE (total e especificas para SEA e SWAP) esta
relacionado a protegdo contra a evolugdo do quadro de fibrose na esquistossomose. Enquanto a IgG
aumentou com os marcadores de fibrose (aumento do bago e da espessura da veia porta), sugerindo que
IgG, principalmente anti-SWAP, estd relacionada a evolucdo da patologia para fibrose. Apesar de ter
sido detectado uma associag@o positiva entre IgE ¢ medi¢do do figado pelo lado antero-posterior
esquerdo, esta consiste num Vviés, visto que aumenta progressivamente com a altura e o peso dos
individuos, consistindo num fator de confusdo nas medidas, ¢ por isso ndo deve ser usado para
avaliagdes ultra-sonograficas. Comparando os niveis de IgE e IgG com idade, sexo, etnia e carga
parasitaria, foi verificado que IgG anti-SEA diminui com a idade. O dado sugere que com o passar da
idade, em populagdes endémicas, os niveis de IgGs, que ndo sdo protetoras, diminuem e isto ocorre
independente de outros fatores. Nao foi encontrada relacdo entre etnia, determinada por padrdes
moleculares e auto-avaliacdo, e IgE ou IgG especificos. Os dados sugerem que ndo importa a origem
étnica (molecular ou auto-avaliagdo) do individuo para pressupor o prognoéstico da evolugdo do quadro
da esquistossomose. Quanto ao tratamento, houve diminuigdo significativa de IgE (total e especificas)
nos pacientes que relatam tratamento. Os demais fatores ndo apresentaram relagdo com IgE e IgG.
Entdo, a avaliagdo da resposta humoral especifica contra o parasito serve como marcador do
desenvolvimento de formas graves da patologia de esquistossomose.

Palavras chave: esquistossomose mansonica, fibrose, IgE, IgG, ultra-sonografia.



ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni is a prevalent disease in several areas of the world. In Brazil, the disease is
particularly relevant in the state of Minas Gerais where it represents one of the main public health
problem. The chronic form of the disease is classified in intestinal, hepatointestinal and hepatosplenic,
according to the clinical manifestations. The factors that lead some individuals to develop periportal
fibrosis are not well understood. There are indications that deficiencies in the imunorregulatory
mechanisms would be involved in the pathophysiology of the schistosomiasis, especially in the
development of hepatic fibrosis. In this study, we used an ELISA technique to measure the levels of
parasite-specific IgG and IgE. To this end, we standardized a technique to adsorb specific antibodies in a
Sepharose column conjugated to egg antigen (SEA) or adult worm antigen (SWAP) it was possible to
measure the levels of IgG and specific IgE against to the parasite, through ELISA. The database is
composed by 97 patients from an endemic area of schistosomiasis, in Padre Paraiso, northeast of Minas
Gerais. Patients were aged between 14 and 68 years, of both sexes, with well characterized clinical,
parasitological and ultrasonographic diagnosis of S. mansoni infection. The population had low parasite
load, with a median of 30eggs per gram. The relationship between the levels of specific IgG and IgE with
factors of the infection, as sex, age, race, parasite load, water contact, treatment, besides clinical and
ultrasonographic measures of organs was evaluated. It was verified that the individuals that had increase
of the gall bladder (one of the main fibrosis markers) were those who had the greatest decrease of IgE.
The increase of IgE (total and specific for SEA and SWAP) was related to protection against the
evolution of fibrosis in schistosomiasis. While IgG increased with the fibrosis markers (increase of the
spleen and of the thickness of the portal vein), suggesting that IgG, mainly anti-SWAP, was related to the
evolution of the pathology to fibrosis. When the levels of IgE and IgG were compared with age, sex, race
and parasite load, it was verified that IgG anti-SEA decreases with the age. The result suggests that with
increase of the age, in endemic populations, the levels of IgGs, that are not protective, decrease and this
occurs independently of other factors. It there was no relationship among race, in molecular patterns, and
specific IgE or IgG. The data suggests that the ethnic origin (molecular or self-evaluation) of the
individual does not predict the evolution of schistosomiasis. The other factors did not relate with IgE and
IgG. About the treatment, it was noted a significant decrease of IgE (total and specifics) in the patients
that were recently treated. Then, the evaluation of the specific humoral response against the parasite

serves as marker of the development in severe cases of the pathology of schistosomiasis.

Key Words: schistosomiasis mansoni, fibrosis, IgE, IgG, ultrasound.
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Introdugdo

A esquistossomose afeta mais de 200 milhdes de pessoas no mundo e se mantém como uma
das infec¢des parasitarias de maior prevaléncia na populagdo humana, com significativas
implicacdes para saude publica em muitos paises em desenvolvimento, principalmente no

Brasil (WHO, 2002).

O controle da esquistossomose ¢ dificil porque diversos elos envolvidos nesta cadeia
epidemioldgica tém que ser atingidos, como saneamento basico, educagdo sanitaria,
atendimento e tratamento dos doentes. Apesar de inimeros esforcos empregados e grandes
campanhas de tratamento terap€utico, rara seria a extingdo de foco de transmissdo no Brasil,
devido as precarias condigdes sanitarias e migracdes constantes. Portanto, outras medidas sdao

necessarias para que se obtenha o controle desta parasitose e/ou diminui¢ao da patologia.

Estudos recentes indicam que algumas alteragcdes imunoldgicas induzidas durante a infeccao
por S. mansoni, como a reagdo granulomatosa em resposta aos antigenos liberados pelo ovo
do parasito retido no tecido (principalmente no figado), estdo relacionadas a protecdo do
hospedeiro; outras alteragdes a imunomodulagdo da resposta inflamatéria. Nesse sentido, a
formacao do granuloma representa uma reagdo importante para contencdo das toxinas do ovo;
porém, sua ndo modulacdo pode resultar em excesso de deposicdo de coldgeno nos espagos

porta, culminando no quadro de fibrose periportal (Pearce & MacDonald, 2002).

A evolucao dos quadros graves da esquistossomose depende - dentre outros fatores - da carga
parasitaria, fatores genéticos e, principalmente, da capacidade do hospedeiro modular a reagao
granulomatosa. A resposta imunologica ¢ um importante fator que influenciara na defini¢ao
do quadro. Fatores imunolédgicos, como produgao de citocina antiinflamatoéria IL-10 (Wynn et
al, 1998) e IL-13 considerado pro-fibrotico (Chiaramonte et al., 2003) sdo importantes para a

modulacdo da resposta granulomatosa e, portanto, poderdo estar associados ao
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desenvolvimento ou ndo do quadro grave da esquistossomose. Da mesma maneira, outros
elementos da resposta imunologica, como a resposta humoral, também podem estar

associados com a morbidade da esquistossomose.

Neste contexto, Imunoglobulina-E tem sido descrita em diversos trabalhos relacionando-a
com protecdo na esquistossomose, tanto na diminuicdo da intensidade da infeccao, quanto na
protecdo a reinfec¢do (Viana et al., 1995; Naus et al., 1999; Nyindo et al., 1999; Bonnard et
al., 2004). Entretanto, a associa¢do de IgE com patologia em humanos ainda ¢ pouco
conhecida. A correlagdo da resposta adquirida de isotipos especificos pode ser uma nova linha
na avaliagdo de diferentes estagios da esquistossomose quando o uso da ultra-sonografia ndo ¢
efetivo o suficiente (como nos estagios iniciais da hipertensao portal). O estudo desses fatores
humorais podera ser de grande importancia para o prognostico da doenga e o desenvolvimento

de novas terapias que visem o controle desta patologia.

Devido a dificuldade de se estudar amplamente a fisiopatologia da doenca em humanos, a
maioria dos estudos tem sido realizada em modelos experimentais, mas apenas alguns
poucos trabalhos tém verificado a relevancia dos achados experimentais em populagdes
humanas. Dessa forma, estudos visando melhor conhecimento da doenga, e principalmente
das interagdes imunoldgicas induzidas por Schistosoma mansoni no homem tornam-se

essenciais.

24



2. REVISAO DA LITERATURA



Revisdo da Literatura

2.1 — ASPECTOS GERAIS DO DESENVOLVIMENTO DE SCHISTOSOMA

MANSONI

Trematodeos digenéticos do gé€nero Schistosoma estdo entre os mais abundantes agentes de
infecgoes em humanos (DeJong et al., 2001). As espécies S. japonicum, S. mekongi, S.
haematobium, S. intercalatum e S. mansoni completam o ciclo no homem causando sérios
problemas de satde publica. A esquistossomose ¢ endémica em 74 paises em
desenvolvimento, sendo estimado que aproximadamente 200 milhdes de pessoas encontram-
se infectadas (WHO, 2002). Um outro dado alarmante para o controle da esquistossomose ¢
que 500 a 600 milhdes de pessoas vivem em areas de risco de transmissdo de doenga, sendo
que esta helmintose ainda ¢ responsavel por 14 mil mortes anualmente (WHO, 2002). A
infeccdo por S. mansoni representa um grave problema de satde publica no Brasil,
especialmente em areas hiperendémicas dos estados de Minas Gerais, Bahia, Sergipe,

Pernambuco e Alagoas (Amaral & Porto, 1994).

O S. mansoni, pertence ao filo Platyhelminthes, classe Trematoda, subclasse Digenea, ordem

Prosostomata, Familia Schistosomatidae (Freitas, 1977). Este patdgeno pode viver por muitos
anos no sangue de seus hospedeiros mamiferos. Para o seu desenvolvimento, necessita de um
hospedeiro definitivo, algumas espécies de mamiferos, principalmente o homem; e um

hospedeiro intermediario, molusco do género Biomphalaria.

A espécie S. mansoni, descrita por Sambon em 1907, ¢ o agente da esquistossomose
mansonica ou moléstia de Piraja da Silva, unica das infec¢des causadas pelo género
Schistosoma que ¢ endémica no Brasil, com aproximadamente 26 milhdes de habitantes
expostos ao risco da infeccdo (Rey, 1991). Nos ultimos resultados de exames de fezes
realizados pela Fundacdo Nacional de Saude, o numero de portadores foi estimado em 7,1
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milhdes em 1996 e 6,3 milhdes em 1997 (Katz & Peixoto, 2000). Essa endemia esta associada
a falta de infra-estrutura e informagdo em que vivem certas populagdes, que utilizam colegdes
de agua doce contaminadas com dejetos humanos que abrigam os moluscos hospedeiros

intermediarios deste parasito (Katz & Peixoto, 2000).

Acredita-se que a esquistossomose foi introduzida no Brasil, pelos portos de Salvador e
Recife, em meados do século XVI, com o comércio de escravos africanos infectados.
Estabelecidos os primeiros focos devido ao encontro de moluscos suscetiveis para o
desenvolvimento das larvas deste parasito, a doenca se dispersou, inicialmente por
contigliidade e, posteriormente, pelas migracdes internas e em decorréncia da distribuicao dos

caramujos contaminados (Lambertucci et al., 1987; Amaral & Porto, 1994).

Os ovos maduros de S. mansoni eliminados no ambiente juntamente com fezes contaminadas
do hospedeiro definitivo contém larvas ciliadas, denominadas miracidios. Em contato com a
agua, os miracidios eclodem dos ovos e nadam ativamente a procura do hospedeiro
intermediario para penetragdo. No Brasil, as principais espécies que atuam como hospedeiros
intermediarios sdo Biomphalaria tenagophila, B. straminea e B. glabrata, com grande énfase
para esta ultima espécie. Apds a penetragdo no caramujo, os miracidios sofrem alteragdes na
musculatura subepitelial e sistema nervoso, desenvolvendo-se em esporocistos primario,
depois secundério em condig¢des ideais de temperatura (entre 25 e 28°C) (Coelho, 1995). Estes
migram da regido cefalopodal para as glandulas digestivas ou hepatopancreas do molusco
para completar seu desenvolvimento, onde sofrem profundas modificagdes anatomicas e suas
células germinativas podem originar as cercarias (Coelho, 1995). Segundo Jourdane et al.
(1980) alguns esporocistos secundarios também podem originar outra geragao de
esporocistos, que poderdo gerar cercarias ou novos esporocistos. O desenvolvimento de S.

mansoni em Biomphalaria glabrata, desde a penetragdo do miracidio até a producgdo de
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cercarias e sua emergéncia para o meio aquatico, pode ocorrer dentro de um periodo de 27 a

30 dias, em condi¢des ideais de temperatura (cerca de 28°C).

A evolucdo do S. mansoni no hospedeiro definitivo inicia-se pela penetracdo ativa das
cercarias através da pele e mucosa do hospedeiro, quando este entra em contato com aguas
infestadas por cercdrias liberadas pelo hospedeiro intermedidrio. O processo de penetragao
das cercarias pode levar de 5 a 15 minutos (Coelho, 1995) e durante a penetragdo, as cercarias
perdem a cauda e sofrem transformagdes estruturais e fisioldgicas originando os
esquistossomulos (Gordon & Griffths, 1951). Nos primeiros cinco dias apos infec¢do, pode
ser verificado o quadro clinico de dermatite cercariana de aspecto urticariforme, com erupcao
papular, eritema, edema, prurido. Os esquistossdmulos adaptam-se as condi¢oes fisiologicas
do hospedeiro definitivo, migram pelo tecido subcutaneo em direcdo aos vasos sangiiineos e,
através da circulagdo, sdo carreadas passivamente at¢ os pulmdes. Dos pulmodes, os
esquistossomulos chegam ao sistema porta-hepatico, podendo usar duas vias para realizar esta
migra¢do: uma via sangiiinea (tradicionalmente aceita) e outra transtissular. A migragdo pela
via sangiiinea ¢ realizada a favor do fluxo sangiiineo, através da pequena circulacdo (pulmao-
coragdo), sendo entdo disseminados pela aorta (grande circulagdo) para diversos pontos até
chegar ao sistema porta intra-hepatico. Ja pela via transtissular, ocorreria a perfuracdo ativa do
parénquima pulmonar pelos esquistossdomulos, atravessando a pleura, o diafragma, e
chegariam a cavidade peritoneal, alcangando o sistema porta intra-hepatico. Acredita-se que
ambas as vias de migragdo estdo envolvidas, sendo a sangiiinea a mais importante. Assim, 0s
vermes completam o seu desenvolvimento no sistema porta-hepatico, diferenciando-se em
machos e fémeas e atingindo a maturidade sexual, por volta do 30° dia de penetragdo, quando
os vermes adultos vivem acasalados com a fémea alojada no canal ginec6éforo do macho

(Figura 1).
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Figura I- Ciclo de Schistosoma mansoni nos seus hospedeiros, molusco Biomphalaria e
homem, adaptado de Pearce & MacDonald, 2002.
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2.2. FISIOPATOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose aguda humana é uma doenca febril debilitante (febre de Katayama) que
ocorre antes do aparecimento dos ovos no intestino (fase pré-postural), provavelmente até 40
dias pos-infeccdo. A fase aguda pode incluir os sintomas de anorexia, dor abdominal e
cefaléia (Rabello, 1995). O individuo infectado pode apresentar um quadro clinico
assintomatico, comum em populacdes residentes em areas endémicas (Bina & Prata, 2003).
Com menor freqiiéncia, pode relatar diarréia, nduseas, vomitos e tosse seca. Ao exame fisico
pode ser encontrado hepatoesplenomegalia. Laboratorialmente, o achado de eosinofilia

elevada ¢ bastante sugestivo quando associado aos dados epidemiologicos.

Apods migrarem para as veias mesentéricas inferiores os vermes iniciam a postura de ovos em
torno de 35 dias ap6s infeccdo. As fémeas de S. mansoni produzem cerca de 300-400 ovos por
dia, que sdo eliminados nos vasos sangiiineos, atravessam o endotélio e a membrana basal do
vaso, a mucosa intestinal até alcancar a luz intestinal. Somente cerca de 40 % dos ovos de S.
mansoni caem na luz intestinal e saem nas fezes. Estudos realizados com camundongos
imunocomprometidos ¢ em pacientes infectados com S. mansoni ¢ HIV mostram que
hospedeiros imunocomprometidos acumulam uma maior quantidade de ovos nos tecidos,
portanto, a eliminacdo de ovos ¢ dependente da resposta imunologica (Doenhoff, 1997;

Pearce & MacDonald, 2002).

Desta maneira, uma grande parte dos ovos produzidos pelas fémeas do S. mansoni fica retida
no intestino do individuo ou, quando ndo deixam os vasos sangiiineos, sdo carreadas pelo
fluxo do sangue e se acumulam principalmente no figado, onde também se tornam alvos da
resposta imune do hospedeiro, estimulando reacdes granulomatosas tipicas (Boros & Warren,

1970).
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O granuloma ¢ uma resposta imunoldgica induzida por antigenos secretados pelos ovos de S.
mansoni, através da estimulacdo especifica dos linfocitos T-CD4, que produzem citocinas e
quimiocinas, que sdo responsaveis pelo recrutamento das células que formardo o granuloma
(Amiri et al., 1992). Os granulomas sdo estruturas pequenas (0,5-1,0mm de didmetro),
desprovidas de vascularizagdo, compostas por fibras colagenas e células, especialmente
macrofagos (diferenciados em células epitelidides ou células gigantes), eosinéfilos e linfocitos

T-CD4, que se organizam ao redor do ovo do parasito (Bogliolo, 2000).

A formagdo do granuloma constitui um importante mecanismo de defesa do hospedeiro que,
desta maneira, ¢ capaz de seqiiestrar antigenos secretados pelo ovo do parasito retido no
tecido. A importancia deste mecanismo fica evidente em infec¢des de animais geneticamente
deficientes; como exemplo, camundongos tolerizados para antigenos de ovos do parasito, nao
desenvolvem granuloma, mas apresentam graves lesdes hepaticas (Fallon & Dunne, 1999;

Dunne & Doenhoft, 1983).

Em alguns casos, macrofagos transformam-se em fibroblastos que se orientam igualmente em
camadas concéntricas, em toda espessura do granuloma, e fabricam abundante quantidade de
colageno, até que, ao término de sua fungfo, passem a fibrocitos, ocasionando a fibrose
periportal. Dependendo do grau de fibrose, o hospedeiro pode apresentar alteracdes
hemodindmicas hepaticas e esplénicas, que afetam a fisiologia do sistema porta, levando aos
sintomas graves associados a fase grave cronica da esquistossomose, como

hepatoesplenomegalia e ascites (Pearce & MacDonald, 2002).

Segundo descrigao de Oliveira ¢ Andrade (2004), durante os estagios iniciais da infec¢do por
esquistossomose, grandes granulomas ricos em eosinofilos, com os ovos em seu centro, sao

espalhados através dos espagos hepaticos. Estes espacos ficam aumentados devido ao edema e
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infiltragdo celular, com predomindncia de eosindfilos polimorfonucleares, linfocitos e
macrofagos, proximos a estes granulomas periovulares. Durante o estadgio cronico, os espagos
porta aumentam devido a fibrose e pela presenca destes granulomas, representando a fibrose
periportal. A vascularizagdo de granulomas isolados ¢ marcadamente diferente daquela vista
na fibrose periportal, sendo os granulomas isolados avasculares, enquanto a fibrose,
inicialmente, aparece ricamente vascularizada (Silva et al., 2006) o que demonstra a
importancia da angiogénese nesse processo e, posteriormente transforma-se em estrutura

avascular, as vezes ainda delimitada na periferia por vasos (Baptista & Andrade, 2005).

A fase cronica da esquistossomose mansoOnica inicia-se apds os seis meses de infeccao,
podendo durar vérios anos, sem evidéncias da eliminacdo dos vermes adultos durante a
infeccdo. Clinicamente, a maioria dos pacientes com esquistossomose cronica, que vive em
area endémica, apresenta as formas assintomatica, intestinal ou hepatointestinal, nao
apresentando sinais e sintomas graves, sendo estes limitados a um ligeiro desconforto
abdominal associado a diarréia. Esta fase intestinal pode persistir por anos no individuo, pela
dificuldade no diagnostico, devido a pouca intensidade de infec¢ao (Lambertucci et al., 2000).
Somente 5% dos pacientes infectados desenvolvem a forma grave denominada
hepatoesplénica, caracterizada por uma intensa fibrose periportal (denominada fibrose de
Symmers, descrita em 1904). A fibrose de Symmers ¢ geralmente associada a sinais de
hipertensdo, com alteragcdes congestivas e obstrutivas de ramos intra-hepaticos da veia porta,
decorrente da deposi¢do cumulativa de colageno em granulomas hepaticos e ao longo da
parede da veia porta que dificulta a perfusao sangiiinea do 6rgao (Lambertucci, 1993; Silva et
al., 2006). Como conseqiiéncia, o baco aumenta por incremento do leito vascular e por
hiperplasia do parénquima. A circulagdo colateral aumenta devido a formacao de anastomoses

que tentam diminuir a pressao sangiiinea, desviando o sangue de areas de elevada pressao.
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Com freqiiéncia, as varizes podem romper-se, com perdas significativas de sangue, notadas

através da hemoptise e perda de sangue pelas fezes, podendo levar ao 6bito do paciente.

Este espessamento periportal necessita ser modulado, caso contrario pode levar o individuo ao
obito. A fibrose sem imunomodulacdo ¢ a evolucdo mais temida das doengas cronicas que
afetam o figado; e, durante muito tempo, acreditou-se que a fibrose hepatica extensa e de
longa duragdo fosse um processo irreversivel. Hoje pelo conhecimento do dinamismo do
tecido conjuntivo se sabe que qualquer fibrose ¢ reversivel, desde que sua causa seja
identificada e removida; visto que ele esta sendo alterado e re-modelado constantemente.
Quando as causas que provocaram estas alteracdes sdo eliminadas, ocorre o processo inverso
(fibrdlise), o excesso de tecido fibroso ¢ removido e as lesdes vasculares sao remodeladas em
esquistossomose, sendo que o tempo de remogao ¢ diretamente proporcional a idade da
fibrose (Andrade, 2004). Embora a fibrose em si tenha pouca significagdo fisiopatologica, sua
gravidade esta relacionada com as alteracdes vasculares que ela encerra. Os ductos biliares
intra-hepaticos sdo usualmente e constantemente lesados no curso da esquistossomose, com

presenga de hiperplasia (Andrade et al., 1998; Oliveira & Andrade, 2004).

A identificacdo de pacientes com hepatoesplenomegalia baseava-se, principalmente, no
diagnostico clinico, sobretudo pelo aumento e consisténcia endurecida do lobo esquerdo do
figado, além do aumento do bago. Com a difusdo do uso da ultra-sonografia para a avaliacao
de pacientes residentes em areas endémicas, além de outros métodos mais recentes como
cardiografia com echodoppler, tomografia computadorizada e ressonancia magnética, tornou-
se claro que apenas o exame fisico pode ndo refletir o estagio da esquistossomose. Estes
exames puderam evidenciar que alguns pacientes que apresentavam diferentes graus de
ecogenicidade ao exame ultrassonografico, expressao da fibrose periportal, ndo eram

diagnosticados no exame clinico grave da esquistossomose devido a auséncia de
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hepatoesplenomegalia (Lambertucci et al., 2000). Estes resultados introduziram uma nova
perspectiva e expandiu os conhecimentos acerca da morbidade em esquistossomose. A
ecogenicidade ultra-sonografica correlacionou-se perfeitamente com os estudos patologicos
de bidpsia hepatica (Homeida et al., 1988), e ¢ de extremo auxilio no diagnostico da fibrose
de Symmers. O uso da ultra-sonografia ¢ um marcador direto das formas de esquistossomose,

mas este método requer experiéncia do operador e os resultados sdo operador-dependentes.
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2.3.- ASPECTOS ASSOCIADOS AO DESENVOLVIMENTO DE FORMAS

GRAVES DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

A respeito da epidemiologia da doenca, relata-se que em areas endémicas, existe um padrao
de intensidade de infeccdo com a idade do hospedeiro, sendo observado que criancas
albergam maior carga parasitaria do que os adultos (Butterworth et al., 1994). A maioria das
infecgdes ¢ adquirida na infincia e persiste por varios anos (Warren et al., 1974). Os
adolescentes sdo portadores da maior prevaléncia e das maiores cargas parasitarias, o que
pode estar relacionado ao sistema imunoldgico e aos aspectos comportamentais (Kabatereine
et al., 1999; Mduluza et al., 2001). Individuos infectados de area endémica podem sofrer
constantes reinfec¢des. Estudos epidemiologicos realizados nestas areas indicam que a forma
grave da doenca pode estar associada a intensidade da infec¢do (Coura & Conceicdo, 1981;
Proietti et al., 1992; Martins, 1997; Mohamed-Ali, 1999). Entretanto, a relacdo entre as
manifestagdes clinicas da esquistossomose em populagdes humanas ¢ intensidade da infecc¢ao
ndo aponta sempre uma correlacao positiva, visto que a doenga hepatoesplénica ocorre apos o

pico de carga parasitaria (Tanabe et al., 1997; Fallon et al., 2000).

Apesar de haver tratamento efetivo disponivel, a reinfeccdo ¢ altamente prevalente e pode
desencadear o estabelecimento da patologia (Dutra et al, 2002), e representa um fator
adicional de importdncia no desenvolvimento da forma hepatoesplénica da doenga.
Experimentos realizados em modelos murinos comprovam esta teoria, pois animais
reinfectados exibiram uma maior propor¢ao de fibrose periportal em comparacdo com animais
com infecgdo unica (Santos et al., 2000). Estes achados sao validos para o modelo murino, no
entanto, deve-se ter cuidado para ndo transpd-los acriticamente para a patologia humana, visto
que, na infec¢do humana, diversos outros fatores devem ser considerados na evolugao clinica

da doenga.
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Dessa forma, apesar da intensidade da infec¢do, determinada pela carga parasitaria, ser um
importante fator na determinacdo da progressao da doenca, ndo ¢ o unico responsavel pela
evolucdo para as formas graves, especialmente a forma hepatoesplénica da doencga nos seres
humanos (Bina & Prata, 2003). Os fatores que levam alguns individuos a desenvolverem as
formas graves da doenca ainda ndo foram claramente estabelecidos e este conhecimento
podera ser primordial para o desenvolvimento de métodos eficientes para o controle das
formas graves da esquistossomose mansonica. Kardoff et al. (1994) demonstraram que, em
infec¢do humana, a deposicdo de colageno no figado pode ocorrer fora da regido do

granuloma podendo ocorrer fibrose hepatica mesmo possuindo carga de ovos pequena.

Prata (1992) também sugere que a alta carga parasitaria ndo € o unico fator determinante das
formas graves da doenga, devendo-se considerar alguns fatores genéticos como importantes
para a progressdo da doenca sendo que em algumas areas do Brasil, a forma hepatoesplénica
da esquistossomose ocorreria com freqiiéncia muito maior em brancos do que em negros.
Mais recentemente, Dessein et al. (1999) mostraram em uma analise de segregacdo que a
forma hepatoesplénica, mais freqiiente em algumas familias, estava associada, principalmente,
a presenca de um gene — SM2, que ¢ um gene principal codominante localizado na mesma
regido cromossdmica que codifica o receptor-1 de IFN-y. Foi sugerido que a maior incidéncia
de doenga grave nestes pacientes poderia estar associada a deficiéncia da modulagdo negativa
da fibrinogénese no granuloma, devido a uma mutacdo que ocasionou a deficiéncia funcional

de IFN-yR1.

Uma importante caracteristica das varias infec¢des parasitarias cronicas ¢ a habilidade de
invasdo do patogeno e seu estabelecimento no hospedeiro, que asseguram um parasitismo
bem sucedido, sem causar a morte do hospedeiro infectado. Para muitas infeccoes

helminticas, a modulagdo da resposta imunoldgica ¢ critica, porque a inflamagao persistente
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pode se tornar mais danosa para o hospedeiro do que para o patdogeno invasor. A infecgdo por
S. mansoni ¢ um exemplo da importancia desta imunomodulagdo, que diminui a reac¢do
granulomatosa ao redor dos ovos nos tecidos, reduzindo o nivel da patologia e favorecendo a
sobrevida do parasito. Varios autores também sugeriram que a capacidade do hospedeiro de
imunomodular o processo inflamatorio desencadeado por antigenos liberados pelos ovos do
parasito retidos nos tecidos, tem sido apontada como um importante fator determinante da
forma grave da doencga, que pode evoluir para a hepatoesplenomegalia (Wynn et al., 1994 e
1995; Fallon 2000; Pearce 2005). Assim, espera-se que algumas alteragdes imunoldgicas
envolvidas na resposta protetora contra o verme adulto ou fatores que atuem na modulagéo da
resposta granulomatosa possam estar associados positiva ou negativamente ao

desenvolvimento de formas graves da esquistossomose.
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2.4 -RESPOSTAS IMUNOLOGICAS

As infecgoes produzidas por S.mansoni induzem uma resposta imunoldgica complexa, que
varia no decorrer da infec¢do, devido a evolugdo do parasito e migragdo por diferentes 6rgaos
ou tecidos do hospedeiro. A resposta imunoldgica € coordenada por linfocitos T-CD4+
virgens, que serdo ativados inicialmente pelo reconhecimento de determinantes antigénicos
apresentados ao complexo de histocompatibilidade principal classe II (MHCII), expressos na
superficie de células apresentadoras de antigeno especificas, como células dendriticas,
linfocitos B e macrofagos. A especificidade da resposta imunologica induzida por linfocitos
TCDA4+ ¢ iniciada através da expansao clonal seletiva, que se diferenciam em células efetoras,
contribuindo para a protecdo do organismo contra diversos agentes infecciosos (Lopez-

Moreno, 2002).

O entendimento do modelo de diferenciagdo celular em células T-CD4+, em diferentes perfis
funcionais, principalmente nos tipos Thl e Th2, tem sido crucial para o entendimento das
bases que tornam uma resposta imunoldgica protetora ou patogénica em determinados
hospedeiros e em resposta a diferentes patdgenos (Mosmann et al., 1997). Esta classificacdo
de polarizagdo ocorre de acordo com o padrdo de citocinas produzidas por estas células.
Citocinas sdo proteinas secretadas pelas células da imunidade inata e adquirida, em resposta a
diversos antigenos, e que sdo mediadores moleculares da diferenciacao funcional de células
efetoras que participam da resposta imunoldgica. Os linfécitos Thl secretam
predominantemente IFN-y, TNF-a e IL-2. Estas citocinas participam da ativa¢do de
macrofagos e na sensibilidade tardia. Por sua vez, linfécitos Th2 secretam as citocinas 1L-4,
IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, que sdo importantes na inducao e proliferagao de linfécitos B, com
conseqiiente producdo de IgE e IgG4 (em humanos) e na diferenciacdo de eosinofilos e

mastocitos (Mosmann et al., 1986 e Lopez-Moreno, 2002) (Figura 2).
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Figura 2- Fungoes efetoras das subpopula¢oes TCD4+ (Thi e Th2), adaptado de Lopez-
Moreno 2002, modificado de Abbas et al., 1996).

Um importante conceito que advém do estudo das respostas celulares de perfis Thl e Th2, é o
fato de que ambas as respostas se regulam mutuamente. Entdo, IFN-y inibe o
desenvolvimento de células Th2, enquanto IL-4 e IL-10 antagonizam a diferenciag¢do celular
em Thl (Mosmann, 1996). Mais recentemente, os estudos tém focalizado na producdo de
quimiocinas € seus receptores, pois estas proteinas sdo citocinas com atividade quimiotatica
(Rossi & Zlotnik et al., 2000). Hoje esta claro que as quimiocinas participam intimamente em
muitas condi¢des patologicas como inflamagao e auto-imunidade. Também exercem um papel
muito importante na homeostase, incluindo o desenvolvimento e migragdo linfocitéria.
Algumas quimiocinas tém potencial de aplicacdes terap€uticas, principalmente no cancer,

devido a sua capacidade de atrair subpopulagdes de células linfocitarias e também por seus
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efeitos angiostaticos (Rossi & Zlotnik, 2000). As doencas inflamatdrias cronicas sao
caracterizadas pela presenca de infiltrados celulares, neste contexto, as quimiocinas sao
primariamente responsaveis pela infiltracdo celular observada em muitas doengas Na
esquistossomose elas atuam como mediadores inflamatérios com papel importante na
defini¢do da resposta imunoldgica e no recrutamento dos varios tipos celulares para o

granuloma esquistossomico (Wynn & Cheever, 1995).
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2.5 — ESQUISTOSSOMOSE VERSUS RESPOSTA IMUNOLOGICA INDUZIDA

POR §. MANSONI

No curso da infec¢do da esquistossomose mansonica, a resposta imunologica progride por
diferentes estagios. Nas primeiras semanas (3 a 5 semanas pds-infecgo), periodo de migragao
dos esquistossomulos, diferenciacdo e maturacdo dos vermes adultos, a resposta imunologica
observada nos hospedeiros ¢ predominantemente caracterizada por um aumento de citocinas

de perfil Thl (Pearce & MacDonald, 2002) (Figura 3).

Base
cromica

temsidade da resposta Imunolo mica

H

Cercarias
adulte

Figura 3- Modulagdo da resposta imunologica no curso da infecgdo por S. mansoni adaptado
de. Pearce & MacDonald, 2002.

O IFN-y estimula o desenvolvimento das células Thl, principalmente pela capacidade de

estimular nas células T a expressdo dos receptores funcionais para IL-12, que ¢ a principal

citocina indutora da resposta Th1 (Montenegro et al. 1999). Este estudo ainda relata que a fase
aguda na esquistossomose esta associada com uma significativa resposta de IFN-y e que IL-10

contribui para a supressdo desta resposta durante as infecgdes cronica e aguda. Com a
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progressdo natural da doenca, que ¢ marcada pelo desenvolvimento da maturidade sexual,
acasalamento dos vermes e inicio da produgdo de ovos (cerca de 5 a 6 semanas pos-infec¢ao),
ocorre marcante alteracdo do perfil imunologico, associada com o desenvolvimento de uma
forte resposta Th2, inicialmente induzida pelo antigeno do ovo (Pearce & MacDonald, 2002)

(Figura 3).

A resposta de perfil Th2 CD4+, secretando IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 inibe as fung¢des
produtoras e efetoras dos mediadores pro-inflamatorios caracteristicos de perfil Thl. IL-10 é
uma citocina muito importante nesta fase da infec¢éo, atuando como moduladora da resposta
Thl. Por ser um inibidor dos macrofagos ativados, esta envolvida no controle homeostatico
das reagdes da imunidade inata e adquirida, através da inibicdo das respostas imunes do
hospedeiro, regulando a secrecdo das citocinas por estes macrofagos, principalmente 1L-12,
IFN-y e TNF-a reduzindo a inflamacdo granulomatosa. A producdo de IL-10 tem um papel
crucial no processo de diferencia¢do dos linfocitos em Th2 neste periodo (Montenegro et al.,
1999) e atuando no balango Thl ¢ Th2 (Wynn et al., 1998). A continuacdo do ciclo do S.
mansoni ¢ dependente do tipo e intensidade da resposta imunoldégica do hospedeiro a
antigenos ativamente secretados pelo ovo do parasito que facilita a passagem do ovo do

sangue para a luz intestinal (Dunne & Pearce, 1999).

H4é evidéncias de que a indugdo da resposta Th2 e a formagdao do granuloma siao protetores
para o individuo. O equilibrio da resposta imunologica ¢ mantido pelos eventos positivos e
negativos, que se torna um dilema para o hospedeiro que necessita regular o sistema imune,
ndo apenas para defesa contra parasitos invasores, mas também para minimizar os efeitos
patologicos. A caracteristica da resposta imunolédgica no hospedeiro com esquistossomose € a
inflamacdo cronica, mas esta ndo ¢ suficiente para eliminar o patéogeno, resultando na

persisténcia da infec¢ao cronica (Cai et al., 2006).
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O processo inflamatorio, denominado granuloma, induzido pela presenca do ovo de S.
mansoni, ¢ dependente de citocinas tipo Th2. Estudos realizados em camundongos relatam
uma correlagdo entre a inabilidade de formagdo ou desenvolvimento dos granulomas e a
persisténcia de uma alta resposta pro-inflamatoria Thl apos a fase aguda e o desenvolvimento
de doenca hepatotoxica (Fallon, 2000). Em humanos, algumas evidéncias sugerem que
hepatoesplenomegalia estd correlacionada com elevados niveis séricos de citocinas de perfil

Thl (Zwingerberger et al., 1990; Mwatha et al., 1998).

Ainda que a inducdo da resposta Th2 tenha um papel crucial protetor na formagdo do
granuloma, no desenvolvimento desta doenca potencialmente fatal durante os estagios
iniciais, uma resposta Th2 prolongada pode contribuir para o desenvolvimento da fibrose
hepatica e forma cronica grave, necessitando de modulacdo (Cheever et al., 2000). Durante a
fase cronica da infeccdo, em que ¢ continua a deposi¢ao diaria de ovos, a resposta Th2 ¢
modulada e os granulomas que se formam em torno do ovo tornam-se gradativamente
menores. E possivel que uma deficiéncia nos mecanismos responsaveis pela regulacdo da
resposta inflamatoria apos a destrui¢do dos ovos possam predispor alguns individuos a uma
resposta imune vigorosa e continuada que, eventualmente, resulte no desenvolvimento da

doenca hepatoesplénica (Pearce & MacDonald, 2002).

Células de perfil Th2 caracterizam a resposta do hospedeiro depois da modulacdo da infec¢ao
por S. mansoni. Um estudo comparativo de formas clinicas da esquistossomose em
camundongos geneticamente deficientes para IL-13 e IL-4 sugere que IL-4 ¢ necessaria para a
contengdo do ovo, mas IL-13 ¢ um agente pro-fibrotico (Fallon, 2000). Neste experimento, a
maioria dos animais deficientes em IL-4 morre no inicio da fase cronica com graves lesdes

hepaticas, por ndo conseguirem desenvolver uma resposta Th2 e formar granulomas
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adequados. IL-4 ¢ o principal estimulo para a producdo de IgE e para a
diferenciacdo/desenvolvimento das células Th2 a partir das células TCD4+ auxiliares virgens
e funciona tanto como indutora quanto efetora da resposta Th2. Ja a IL-13 foi identificada em
estudos recentes como a principal mediadora de fibrose hepatica, responsavel pela indugdo de
produgdo de citocinas Th2 (Chiaramonte et al, 2003), e conseqiientemente, torna-se um alvo
terapéutico para inimeras doengas debilitantes nas quais hd aumento de producdo desta

citocina (Mentink-Kane & Wynn, 2004).

A IL-5 é um ativador de eosinofilos maduros ¢ estimulador do crescimento e diferenciacio
dos eosinofilos e atua como mediador entre a ativacdo da célula Th2 e a inflamagdo
eosinofilica. Os eosinofilos expressam receptores Fc especificos para anticorpos IgE e, por
isso, sdo capazes de ligar aos microrganismos revestidos com IgE, tais como helmintos,
matando-os. Quando culturas de células de sangue de pacientes com pouca intensidade de
ovos (<200 opg) sdo estimuladas com antigeno de verme adulto, ocorre menor a producao de
IL-5 em pacientes mais velhos (Scott et al., 2004), enfatizando “idade” como um fator

importante para um determinado padrao de resposta imunologica.

Assim, as células T CD4+ estdo envolvidas, seja induzindo um aumento de resposta aos
antigenos de ovo nos pacientes susceptiveis ao desenvolvimento de hepatoesplenomegalia, ou
mesmo na produgdo de citocinas que regulam os niveis de isotipos associados a resisténcia a

infecgdo, principalmente IgE (Hagan et al., 1991; Dunne et al., 1992).

Por problemas na defini¢do do fenoétipo da doenca e no controle de possiveis fatores de
confusdo, como intensidade da infecgdo, etnia, género e idade do hospedeiro, a maioria dos
estudos em humanos tem dificuldades em estabelecer associagdes significativas entre

expressdo de citocinas especificas e doenga hepatoesplénica (Dunne & Pearce, 1999).
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2.5.1 - RESPOSTA HUMORAL - IgE e 1gG4

Ao contrario das infeccdes virais, por bactérias e protozoarios, a resposta imunologica de
combate a helmintos ¢ caracterizada por elevados niveis de anticorpos, principalmente IgE

antigeno-especifico.

Um elemento da resposta imune do hospedeiro vertebrado que tem sido associado ao
desenvolvimento de diferentes formas clinicas observadas na esquistossomose, ¢ a producao
de anticorpos, principalmente IgE e IgG4, pelos adultos de areas endémicas. Durante a
evolucdo da esquistossomose no hospedeiro vertebrado alguns anticorpos sdo produzidos em
resposta aos antigenos liberados do helminto, em todas as suas fases de vida, principalmente
enquanto ovo ¢ verme adulto, mas nem todos os anticorpos sdo relevantes na imunidade e

alguns podem, inclusive, prevenir a ocorréncia desta imunidade (Demeure et al., 1993).

A grande maioria dos trabalhos mostra que IgE anti-SWAP est4 associado a protecdo contra o
verme adulto de S. mansoni, e que IgG4 pode bloquear este efeito. Assim IgE poderia ter um
efeito indireto na patologia por diminuir carga parasitaria e por proteger contra reinfeccgdes
(Hagan et al., 1991; Grogan et al., 1997; Corréa-Oliveira et al., 2000; Mdulusa et al., 2001).
Dunne et al. (1992 e 1997), sugerem que a eliminagdo do S. mansoni e prote¢do a reinfec¢ao
estdo associadas ao aumento, com a idade, dos niveis de anticorpos IgE e diminuicdo de IgG4
especificos contra antigenos de verme adulto no soro do hospedeiro. Entretanto, pouco se sabe

da sua associag@o com patologia.

Uma possivel fungao antagdnica para IgG4 ¢ IgE tem sido justificada pela possibilidade de

IgG4 agir como um anticorpo bloqueador para a fungdo protetora mediada por IgE, podendo
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apresentar a mesma especificidade de IgE. Dessa maneira, o possivel efeito protetor da IgE
anti-antigenos do verme adulto de S. mansoni resultaria em diminuicdo da carga parasitaria e
da deposi¢do de ovos e, conseqiientemente, afetaria a ocorréncia da forma grave da doenca
(Rihet et al., 1991; Dunne et al., 1992; Demeure et al., 1993; Jankovic et al., 1997; King et al.,
1997). Estes autores, em evidéncias experimentais também sugerem que a elevagdo dos niveis
de IgE reativos contra antigenos de verme adulto de S.mansoni pode conferir protecdo a
reinfeccdo pds-quimioterapia, fator que também pode refletir no desenvolvimento da

patologia associada a esquistossomose.

Infecgdes experimentais utilizando camundongos geneticamente deficientes na produgédo de
IgE confirmam a importancia desta imunoglobulina para o controle da carga parasitaria, pois
a infec¢do por S.mansoni nestes animais resultou em um aumento significativo da carga
parasitaria comparado ao grupo ndo deficiente. Entretanto, sua participagdo no controle da
patologia ndo ficou esclarecida, ja que nos animais deficientes, os granulomas apresentaram-
se reduzidos (King et al., 1997). Por outro lado, Jankovic et al. (1997) mostraram que a
infec¢do por S.mansoni em camundongos geneticamente deficientes para o receptor de alta
afinidade de IgE (FceRI) altera a resposta granulomatosa induzida pelos ovos do parasito.
Neste estudo, foi demonstrado que os niveis de citocinas tipo Th2 e IgE eram compativeis
com o observado em animais ndo deficientes infectados pelo mesmo parasito, mas os

granulomas apresentam-se muito aumentados com desenvolvimento de fibrose hepatica.

Devido a possibilidade de niveis elevados de I1gG4 interferirem na funcao de IgE, estudos
referentes ao papel de IgE na esquistossomose humana devem, simultaneamente, considerar a
participagdo de IgG4, outra classe de imunoglobulina humana induzida pela produgao de IL-
4. Bonnard et al. (2004) encontraram niveis altos de [gG4 anti-SEA nos pacientes com formas

graves de patologia, em comparacdo com aqueles sem nenhuma patologia. Também niveis
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altos de IgE foram relatados em pacientes com fibrose em comparacao aqueles sem fibrose,
entretanto, sem diferenga estatistica entre os grupos. Também Silveira et al. (2002a)
demonstraram que os niveis de IgG4 anti-SEA foram significativamente maiores no soro dos
pacientes com fibrose comparado aos niveis desta imunoglobulina em pacientes sem fibrose, e
ndo detectaram nenhuma diferenca para IgE entre os grupos. Nestes estudos, o nivel de IgE
pode ndo ser real devido ao bloqueio por outras imunoglobulinas que geralmente estdo

presentes em quantidades muitas vezes maiores (Wallach, 1999; ANEXO A).

Desta maneira, fica evidente que o papel da producdo do IgE no desenvolvimento da

patologia associada as formas graves de esquistossomose precisa ser melhor definido,

especialmente em populagdes humanas.

47



3. OBJETIVOS



Objetivos

3.1- OBJETIVOS GERAIS

Verificar possiveis associagdes entre niveis de IgE e IgG reativos a antigenos de ovo (SEA) e
de verme adulto (SWAP) de S. mansoni, e o desenvolvimento das formas graves em pacientes
com esquistossomose mansonica, selecionados de area endé€mica de Corrego do Choro,

municipio de Padre Paraiso-MG.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os niveis plasmaticos de IgE e IgG, reativos a antigenos do ovo (SEA) e de verme

adulto (SWAP) de S.mansoni;

Identificar inter-relacdo existente entre as caracteristicas ultra-sonograficas, clinicas, étnicas e
sociais ¢ as formas graves da esquistossomose mansdnica relacionadas aos pacientes do

estudo;

Comparar os niveis de anticorpos especificos (IgE e IgG) produzidos em resposta a infecgao,

com a carga parasitaria e a gravidade da esquistossomose revelada pelo exame clinico e ultra-

sonografico, além das varidveis étnicas e sociais na populag@o de estudo.
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Metodologia

4.1 - DELINEAMENTO DO ESTUDO E POPULACAO ANALISADA

4.1.1 -ESTUDO ORIGINAL: PROJETO QUEIXADINHA

O Projeto Queixadinha foi um estudo de campo, realizado por uma equipe multidisciplinar da
Faculdade de Medicina da UFMG em uma area endémica para esquistossomose mansonica,
iniciado na década de 90. Esta area compreendia varias localidades da regido do
Jequitinhonha, norte de Minas Gerais, que apresentavam alta prevaléncia de esquistossomose

(em torno de 80%) na época do estudo.

O estudo atual cosntitui um desdobramento do Projeto Queixadinha e trata-se da avaliagdo
seccional de uma amostra dos pacientes originalmente examinados, sendo selecionados os
individuos examinados do Municipio de Padre Paraiso (antigo distrito de Carai), situado na
regido do médio Jequitinhonha, a 102 Km de Teoéfilo Otoni, no nordeste de Minas Gerais, na

regido de Corrego do Choro (umas das localidades de Queixadinha), em 1999.

Nesta area, o banco de dados original do Projeto Queixadinha continha dados de 141
pacientes de 0 a 80 anos, que foram entrevistados por meio de um questionario estruturado e
posteriormente avaliados clinica e ultra-sonograficamente. De cada paciente também foi
realizada a coleta de fezes para exame parasitolégico e coleta de sangue para estudos

posteriores.

4.1.2 - DADOS DO PROJETO QUEIXADINHA

Os itens seguintes descrevem as investigacdes realizadas no Projeto Queixadinha e os
critérios adotados para classificacdo dos pacientes. As informacdes obtidas constam de um
banco de dados estruturado no programa EPI-INFO.
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4.1.2.1 - QUESTIONARIO

O questionario (ANEXO B) continha informagdes tais como sexo, idade, etnia, estado civil,
tratamentos anteriores, relato de contato com aguas e freqiiéncia. Também constam os dados
do resultado da anamnese clinica e ultra-sonografica. As entrevistas foram realizadas
individualmente por estudantes previamente treinados. As avaliagdes clinicas e ultra-

sonograficas foram realizadas por médicos da equipe.

4.1.2.2 — COLETA E EXAME PARASITOLOGICO DE FEZES

Para a investigacdo parasitologica utilizou-se o método coproscopico de Kato-Katz (Katz et
al., 1972), recomendado para o encontro de ovos de Schistosoma mansoni. Foram coletadas
duas amostras fecais de cada paciente, em dias alternados, sendo examinadas duas laminas
por amostra. Os exames foram realizados no Posto de Saude local e os resultados foram
incluidos no banco de dados com a conversdo de ovos por grama de fezes (opg). Além disso,

foi realizada a transformacdo em logaritmo da variavel opg para normalizar a distribuicao.

4.1.2.3 — AVALIACAO CLINICA

A equipe do estudo original realizou diversas avaliagdes clinicas importantes para o
estabelecimento de critérios de graus de gravidade da esquistossomose mansOnica, que
constou de medidas de pressdo arterial, ausculta, presenga de hematemese (vOmito com

sangue) ¢ de veias colaterais e palpacdo abdominal.

Na avaliagdo do figado, foi apalpado o lobo direito e esquerdo, e sempre que o figado foi

palpavel, a borda foi classificada como lisa ou nodular, a superficie como lisa ou rugosa e a
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consisténcia em normal, endurecida ou dura. Sua dimensdo foi referida em centimetros

medida na linha direita em relacdo ao rebordo costal direito.

A palpacdo do bago (Tavares-Neto & Prata, 1990) foi realizada em decubito dorsal e em
decubito lateral direito. Se palpavel, as dimensdes foram definidas em centimetros em relagao
ao rebordo esquerdo costal. Também foi verificada a sua consisténcia classificada em normal,

dura ou endurecida.

4.1.2.4 — AVALIACAO ULTRA-SONOGRAFICA

Todos os pacientes realizaram a avaliacao ultra-sonografica segundo metodologia descrita por
Coutinho (1990) e por Lambertucci et al. (2000), realizada pela equipe de clinicos do Projeto

Queixadinha da Faculdade de Medicina da UFMG.

A regido hepatica recebeu analise mais minuciosa, com varios cortes mensurados, segundo
Homeida et al. (1998), como didmetro antero-posterior e longitudinal dos lobos direito e
esquerdo do figado, auséncia ou presenga de fibrose hepatica, bem como seus graus e
distribui¢do (central e/ou periférica), calibres da veia porta, mesentérica superior e esplénica;
presenca de colaterais porto-sistémicas, espessuras da parede portal e da vesicula biliar,
diametro longitudinal do bago. As medidas de normalidade para cada veia (calibre) ou 6rgao

(espessura, didmetro) encontram-se em anexo (ANEXO C).

Foi adotada a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude - WHO (1991) para categorizar
as formas clinicas pela infec¢do pelo S.mansoni, conforme o perfil ecogénico do
espessamento periportal (dilatacdo das veias porta e esplénica e as colaterais porto-

sistémicas):
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- Grau 1 (auséncia de fibrose) com espessamento das paredes dos ramos periportais
menor que 3mm;

- Grau 2 (fibrose leve) com espessamento entre 3 e Smm;

- Grau 3 (fibrose moderada) com espessamento de 5 a 7mm, espessura da parede da
vesicula biliar superior a 5 mm; e

- Grau 4 (fibrose intensa) com espessamento superior a 7mm, espessamento da parede
da veia porta do hilo maior que 9mm e/ou espessura na bifurcacdo da veia porta maior

que 6mm.

4.1.2.5-COLETA E ESTOQUE DO PLASMA

Coletou-se uma amostra de SmL de sangue venoso dos individuos em tubo Vacutainer ® com
EDTA. O plasma foi devidamente separado do sangue, rotulado, estocado a —20°C e foi
utilizado para os testes imunoldgicos. Apos a coleta, a estocagem do plasma garantiu a

conservagdo, ndo tendo sido descongelada até o presente estudo.

4.1.2.6 — CLASSIFICACAO ETNICA

O estudo do Projeto Queixadinha constou também de critérios para designacdo de etnia da
populacdo, considerada sob aspectos fenotipicos, auto-classificacdo e andlise de marcadores

moleculares.

Para a auto-classificacao foi perguntado ao paciente, durante a anamnese se ele se classificava

como branco, miscigenado ou negro.

Para designar marcadores fenotipicos, foram avaliados caracteres bioldgicos como cor da pele
(parte inferior do brago), tipo e cor de cabelo, conformacao do cranio e do rosto, do nariz ¢
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labios, e outros. Esta classificagdo fenotipica foi baseada na comparacdo direta com modelos
descritos de Atlas de morfologia humana (Thomas-Domenech & Padilla-Boliva, 1965):
- Branco: pele branca, cabelos lisos ou ondulados, nariz afilado, labios finos ou
médios, independentemente da pigmentacdo dos olhos e cabelos;
- Negro: pele negra, cabelos pretos e crespos, olhos pretos e 1abios grossos;

- Intermediarios: todos com caracteristicas intermediarias.

Conforme descrito por Parra et al. (2003), para avaliar marcadores moleculares foram
escolhidos como padroes de comparacdo trés amostragens de populagdes consideradas
representativas. O primeiro constando de 20 individuos representando os brancos da Europa
(Distrito de Porto, Portugal), o segundo com 20 individuos representando os negros da Africa
(Ilha Santana em Sdo Tomé, costa da Africa) e o terceiro grupo com 10 individuos amerindios
(tribos amazonicas, Brasil). A populagdo em estudo foi analisada e pontuada
comparativamente com as etnias padrdes através da analise de 10 marcadores denominados
PSAs (Population-specific alleles), definidos por Parra et al. (1998). A freqiiéncia alélica de
cada individuo foi estimada pelo método de contagem de genes através do Index de
ancestralidade africana (AAI). Na populagdo de estudo foram encontradas as etnias:

- Branca (origem européia): definidos pelos marcadores moleculares de —11,5 a —4,9;

- Negra (origem africana): definidos pelos marcadores moleculares acima de —4,9 e
abaixo de +0,11;

- Miscigenados (etnias intermedidrias com a mistura dos marcadores moleculares de

ambas as etnias citadas): marcadores moleculares de +0,11 a+10,8.

4.2 — SELECAO DOS PARTICIPANTES DO BANCO DE DADOS
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Conforme descrito anteriormente, os pacientes selecionados para o presente estudo foram
selecionados do banco de dados original, cosntituido de 140 pacientes provenientes do
Municipio de Padre Paraiso; entretanto, para as analises imunologicas foram retiradas as
criangas (< 13 anos) e idosos acima de 70 anos, restando 97 pacientes de 14 a 68 anos. A
justificativa de inclusdo destes pacientes se deve a uma resposta imunolégica melhor formada
e mantida nesta faixa etdria. O que difere da resposta imunoldgica montada por criancas

abaixo de 14 anos e adultos acima de 68 anos (Speziali et al., 2004).

A colecdo de plasma dos pacientes selecionados para este estudo, que ndo havia sido
descongelada previamente, foi utilizada para os testes imunoldgicos. Apds o primeiro
descongelamento, as amostras foram devidamente aliquotadas sob fluxo estéril para a
realizacdo dos diferentes procedimentos proposto neste projeto. Para controle negativo das
analises imunologicas foram incluidas amostras de plasma de 10 voluntarios ndo infectados

por S. mansoni.

No estudo original, foi criado um banco de dados com todas as informagdes obtidas dos
individuos participantes do projeto (variaveis demograficas, clinicas, parasitologicas e
étnicas), em programas EPI-INFO versdo 6.04 e STATA versao 6.0 (STATACORP, 1999).
No presente estudo, as variaveis do banco de dados original foram acresentadas ao banco de
dados das variaveis imunoldgicas, criado neste estudo, utilizando o programa EPI-DATA 2.1.

A analise foi realizada utilizando-se os programas STATA versdo 9.0 e PRISMA 3.0.

4.3 - CONSIDERACOES ETICAS

O consentimento dos individuos foi obtido antes da realizacdo dos exames e apos

esclarecimentos acerca de todo procedimento, mediante a assinatura de um termo de
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consentimento. Os resultados dos exames foram encaminhados pessoalmente ou entregues ao

Servigo Municipal de Saude.

Os pacientes, independentemente da aceitacdo em participar do estudo, receberam tratamento
especifico para esquistossomose, oxaminiquine oral na dosagem unica de 15 mg/Kg para
adultos e 20 mg/Kg para criangas. Outras doencas diagnosticadas foram tratadas ou

encaminhadas para propedéutica especializada.

O Projeto Queixadinha foi aprovado pelo Comité de Etica da UFMG (COEP). Os Servigos
Municipal de Satde e Fundag@o Nacional de Saude aprovaram o estudo e participaram de sua

execucao.

Este projeto, ainda que extensdo de um projeto mais amplo, também foi individualmente
submetido a avaliacdo do COEP, para utilizagdo das amostras de plasma, ficando sua

realizacdo aprovada conforme nimero ETIC 274/05 (ANEXO D).

4.4 - OBTENCAO DE ANTIGENOS DE SCHISTOSOMA MANSONI

4.4.1 - RECUPERACAO DE VERMES

Os camundongos Swiss com 45-50 dias de infec¢do pelo Schistosoma mansoni cepa LE,
foram necropsiados e perfundidos para recuperagdo de vermes adultos, de acordo com a
metodologia descrita por Pellegrino & Siqueira (1956). Resumidamente, apds sacrificio dos
animais por deslocamento cervical, as visceras foram expostas, a veia porta seccionada ¢ a
por¢do terminal do intestino grosso amarrada. Entdo, os camundongos foram perfundidos
através da artéria aorta tordcica e também pelo hilo hepatico, em salina 0.85% contendo 500
unidades de heparina em 8L de solugdo, com pipetador automatico Brewer. Os vermes
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recuperados foram lavados e armazenados a —20°C para a produg@o de antigeno soluvel total

de verme adulto - SWAP.

4.4.2 - PRODUCAO DE ANTIGENO SOLUVEL DE VERME ADULTO

Para a obtencdo de SWAP, conforme descri¢cdo detalhada por Dunne et al. (1997), uma grande
quantidade de vermes adultos foi lavada e homogeneizada em salina tamponada com fosfato
(PBS), contendo um coquetel de inibidores de proteases (Boehringer Mannheim, Indianapolis,
USA), 1 tablete em 25mL de PBS por 60min a 4°C. O homogenato foi centrifugado a 9.400g
a 4°C por 60min e dialisado contra salina por 24h com trés trocas. Apos didlise, o antigeno foi
centrifugado a 600g por 15min a 4°C e as proteinas soluveis presentes no sobrenadante foram
quantificadas através da técnica de dosagem de proteina de Lowry, (1951), e entdo

aliquotadas e armazenadas.

4.4.3 - OBTENCAO E SEPARACAO DE OVOS DE S. MANSONI

Os ovos de S. mansoni foram obtidos a partir do figado dos camundongos ap6s 45-50 dias da
infeccdo por S. mansoni, conforme metodologia inicialmente descrita por Pellegrino e Katz,
(1968). Figados de animais infectados foram coletados, picotados e homogeneizados em
salina 1,7% por 5Smin a temperatura ambiente. A seguir foi permitida a decantagdo do
homogenato a 4°C por lh, para decantagdo dos ovos e sedimentos maiores. O sobrenadante
foi descartado e o procedimento repetido até obter um sobrenadante limpo, entdo o
precipitado contendo ovos foi retirado e, apds adigdo de salina 1,7 % a solucao foi filtrada em
membrana de porosidade 0,3mm, que permitiu que os ovos (dimensdes de 150 por 60um)
passassem por ela e retendo parte do muco e tecido. Todos os procedimentos foram

executados sob refrigeracdo para minimizar a eclosdo dos ovos. O filtrado passou por
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extensos procedimentos de centrifugagdo a 280g em tubos de 50mL por 5min a 4°C em salina,
descarte do sobrenadante por inversdo e ressuspensao até que se separassem os ovos do muco
para que o muco pudesse ser retirado por pipetagem. A partir dai, realizaram-se ressuspensoes
com centrifuga¢des em menor velocidade (100g) por 2min a 4°C por, no minimo, até que se
obtivesse um sobrenadante livre de resquicios de muco. A retirada do sobrenadante sob esta
velocidade realizou-se por pipetagem. Aliquotas dos ovos foram retiradas e levadas ao
microscopio até que se obtivesse ovos sem presenga de muco (Figura 4). Apos término, foram

estocados a —20°C para a produgdo de antigeno solavel de ovos de S.mansoni - SEA.

Figura 4- Foto dos ovos de Schistosoma mansoni apos separagdo.

4.4.4 — PRODUCAO DE ANTIGENO SOLUVEL DE OVO

Conforme Dunne et al. (1992) modificado, os ovos foram ressuspensos em aproximadamente
ImL de salina 1,7% e apds serem transferidos para um tubo de hemodlise, iniciou-se a
homogeneizagdo em Virtiz® em intensidade média por 60min contendo o coquetel de
inibidores de proteases supracitado, sob constante refrigeragdo. A prova do tempo 6timo foi

realizada retirando pequenas gotas e levando-as ao microscopio Optico para verificar a
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existéncia ou ndo de ovos inteiros. O homogenato foi, entdo, centrifugado a 9.400g por 60min
a 4°C e o sobrenadante recolhido foi submetido a dialise contra salina por 24h com trés trocas.
Ap6s dialise, foi centrifugado a 2.500rpm por 15min a 4°C e as proteinas soluveis presentes
no sobrenadante foram quantificadas através da técnica de dosagem de proteina de Lowry,

(1951), e entdo aliquotadas e armazenadas a —20°C.
4.5. QUANTIFICACAO DE IgE

4.5.1 - CONJUGACAO DA COLUNA DE SEPHAROSE

Colunas de Sepharose (Cyanogen Bromide-Activated Sepharose 4B, Sigma, Lote 79H1046,
C-9142) foram conjugadas, com antigenos de SEA ou SWAP de S. mansoni e utilizadas para

adsorver anticorpos especificos presentes no plasma.

O método de conjugacdo usado foi baseado em March et al. (1974). Resumidamente, a coluna
de Sepharose 4B ativada por brometo de cianogénio foi lavada com 15 volumes de solugdo
ImM de acido cloridrico (HCI), para remover pequenas particulas e aditivos estabilizantes e,
entdo, exaustivamente lavada com Tampao de Conjugacao (0,1M de bicarbonato de sodio,

0,5M de cloreto de sodio, pH 8,3) para equilibrar o meio.

As proteinas utilizadas na conjugacdo (antigenos de S. mansoni — SEA ou SWAP) foram
dialisadas contra o Tampao de Conjugacdo por 24h com trés trocas e cada antigeno foi
adicionado a um recipiente contendo a Sepharose ativada e lavada (5 mg de proteina/mL
Sepharose) e, entdo, incubado por 4 h a 20°C sob agitagdo, seguido por incubagdo por 18h a

4°C, para garantir eficiente conjugacao.
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Uma amostra da solu¢do antigeno foi recolhida antes e apods incubagdo com a coluna de
Sepharose ativada e a concentragdo de proteina foi determinada utilizando o ensaio de
dosagem de proteina descrito por Lowry et al., (1951). Esta técnica € possivel porque a coluna
permite que proteinas e outras moléculas contendo grupos amino primarios sejam conjugadas
diretamente a ela. As proteinas que ndo se ligaram a coluna, foram lavadas com Tampao de

Conjugacao.

Apoés a conjugacdo, grupos nao reativos da Sepharose conjugada foram bloqueados com 1M
de etanolamina pH 8,0, deixando em repouso por 2h. Entdo, a Sepharose foi submetida a 6
ciclos de lavagem utilizando, alternadamente, um tampao acido (tampao 0,1M de acetato
contendo 0,5M de cloreto de sodio, pH 3-4) e um tampao basico (tampao 0,1M Tris-HCl
contendo 0,5M de cloreto de sodio, pH 8-9). Posteriormente, a coluna Sepharose conjugada
ao antigeno foi lavada, de 3 a 6 vezes, com salina tamponada com borato (BBS — 0,1M de
acido borico, 0,03M de borato de sodio, 0,14M de cloreto de sodio, pH 8,3). Apds o uso, a

coluna foi estocada a 4°C com 20% de etanol para evitar o crescimento microbiano.

Foi produzida uma coluna controle, para fins de controle de adsor¢@o inespecifica ou falha de
conjugagdo. Esta passou pelas etapas de lavagem, incubacdo apenas com o tampdo de
conjugagdo, lavagem e logo apds, seguiu-se o bloqueio com 1M de etanolamina e os ciclos de

pH.

4.5.2 - INCUBACAO DAS AMOSTRAS DE PLASMA A COLUNA

Foram realizadas aliquotas de 200uL Sepharose conjugada com antigeno de SEA ou SWAP,

ou apenas bloqueadas, em microtubos de 1,5mL. Amostra de plasma de cada paciente foi

dividida em duas partes, diluidas 1:100 em PBS, 400uL foram adicionados a coluna contida
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nos microtubos sendo uma aliquota submetida a adsor¢ao de anticorpos especificos (SEA ou
SWAP) e outra incubada com coluna sem antigeno para controle. Apds agitacdo em vortex
por 5s foram incubadas por 24h a 4°C. No dia seguinte, processamos a centrifugacdo a
10.000rpm por 5min a 4°C o sobrenadante foi retirado por cuidadosa pipetagem para

quantificacdo das imunoglobulinas.

4.5.3 ~AVALIACAO DE ANTICORPOS REATIVOS A ANTIGENOS DE S.MANSONI NO

PLASMA DOS PACIENTES

Para estimar a presenca de anticorpos que reagem especificamente contra antigenos do
parasito, foi utilizado o método de ELISA descrito por Dunne et al. (1992) para antigenos
soluveis obtidos de ovo (SEA) e de verme adulto (SWAP) de S. mansoni. Apds padronizagao
das concentracdes de reagentes a serem utilizadas, as placas de 96 pocos (Nunc-Maxisorb)
foram sensibilizadas pela adi¢ao de 100uL/poco de tampao 0,05M carbonato-bicarbonato,
pH9,6 contendo 10ug/mL de antigeno soluvel de S.mansoni (SEA ou SWAP) e as placas

foram incubadas por 18 a 24h a 4°C.

No dia seguinte, as placas sensibilizadas foram lavadas cinco vezes com tampao de lavagem
PBS-T (tampao fosfato com 0,05% de Tween 20) e bloqueadas com 200uL. de PBS/BSA
1% (tampdo fosfato contendo 1% de albumina bovina, Calbiochem, 126593). Apds nova
etapa de lavagem PBS-T». foram adicionadas as placas 100uL/po¢o das amostras de plasma
de cada paciente e dos individuos controle recolhidas das colunas diluidas 1:2 com PBS,
atingindo a dilui¢do final de 1:200 e incubadas por 1h a temperatura ambiente. Apos etapa de
lavagem PBS-T,y, as imunoglobulinas que se ligaram aos antigenos foram detectadas pela

adicdo de anti-IgG humano (Goat anti-human IgG, Sigma) conjugado a peroxidase na
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concentragdo de 1:5.000, com incubagdo por 1h a temperatura ambiente para ambos, seguida

de lavagem PBS-T».

O substrato (4mg de OPD, 3uL de agua oxigenada em 10mL de tampao citrato, pHS) foi
adicionado as placas ao abrigo de luz e incubado por 10min para a reagdo de imunoglobulinas
anti-SEA e 20min para anti-SWAP e, apos interrup¢do com 100 pL de acido sulftrico 2N
(H2S0,), a absorbancia das amostras controle, anti-SEA e anti-SWAP foram detectadas com

filtro de 492nm no leitor de ELISA (Molecular Devices-Emax).

Para definicdo do cutt off (ponto de corte para reatividade) foram utilizadas amostras de
plasma de 10 individuos, consistindo de doadores voluntarios sem histérico de infecc¢do
anterior por esquistossomose. Foram considerados reativos os plasmas de pacientes que
apresentaram valores de absorbancias maior ou igual a média de absorbancia obtida com os

ndo infectados e acrescidas de dois desvios padroes.

A mesma técnica foi utilizada para avaliar a eficiéncia das colunas de Sepharose conjugada a
antigenos SEA ou SWAP na adsor¢@o de anticorpos especificos. Neste caso, foram avaliadas
duas amostras de plasma de cada paciente, para cada antigeno, SEA ou SWAP, uma amostra
incubada com Sepharose controle e outra com Sepharose conjugada ao antigeno a ser
quantificado. Cada amostra de plasma recolhida das colunas foi diluida 1:2 em PBS, atingindo
a diluicao final de 1:200, que foi utilizada nos testes. Para detec¢do dos anticorpos que
reconhecem antigenos do parasito foi usado anti-IgG humano (Goat anti-human IgG, Sigma)
conjugado a peroxidase na concentragdo de 1:5.000 ou anticorpo de detecg¢do anti-IgE
também conjugado a peroxidase (catalog n° A80-108P, Bethyl) na concentragao 1:40.000.
Apo6s a incubagao e lavagem, foi adicionada a solugdo de substrato ¢ a intensidade da reacao

foi estimada como descrito inicialmente, permitindo avaliar a redugdo de anticorpos
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especificos nas amostras de plasmas submetidos a incubagdo com Sepharose conjugada com

antigenos de S. mansoni.

4.5.4 - QUANTIFICACAO DE IgE

Para quantificar os niveis séricos de IgE utilizou-se um kit comercial (Bethyl), com protocolo
estabelecido pelo fabricante. Este protocolo foi testado inicialmente com amostras de
pacientes positivos para esquistossomose para a otimizagdo das diluigdes a serem utilizadas

neste experimento.

Resumidamente, apds testes de padronizagao das melhores diluigoes a serem utilizadas, placas
de 96 pogos (Nunc-Maxisorb) foram sensibilizadas pela adicdo de 100puL de tampao
carbonato-bicarbonato pH 9,6, contendo 1pg/poco de anticorpo de captura para IgE (estoque
Img/mL, Catalog n° A80-1084, Bethyl) e incubadas por 60min a 4°C. Foram lavadas trés
vezes com Tampao de Lavagem Tris/NaCl/Tween (50mM de tampao Tris-HCI contendo
0,14M de cloreto de sédio e 0,05% de Tween20) e bloqueadas por 45 min com 200uL/pogo
de Solucdo de Bloqueio (50mM de tampao Tris-HCI contendo 0,14M de cloreto de sodio e
1% de albumina bovina, Calbiochem). Apds nova etapa de trés lavagens com
Tris/NaCl/Tween, as amostras recolhidas das colunas conjugadas foram adicionadas
100uL/pogo as placas nas concentragoes de 1:200 solucdao Diluente (50mM de tampao Tris-
HCI contendo 0,14M de cloreto de sédio, 0,05% Tween 20 e 0,1% de albumina bovina
Calbiochem). A curva foi construida utilizando o padrao (Catalog n° RC80-108, Bethyl) com
concentragdo inicial de 1.000ng/mL e diluicdo seriada até 7,8ng/mL. Amostras e padrao

foram incubados por 1h a temperatura ambiente.
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Ap6s etapa de cinco lavagens com Tris/NaCl/Tween, foi adicionado 100pL/pogo de tampao
Tris contendo anticorpo de detecgdo para IgE (estoque 1mg/mL, catalog n° A80-108P, Bethyl)
na concentracdo 1:40.000, e incubado por 60 min. Apos 5 lavagens, acrescentou-se o
substrato (4mg OPD / 3uL H,0O, em 10mL de tampao citrato pH5) ao abrigo da luz e a reagdo
foi interrompida com 100uL de solugdo 2N de acido sulfirico com leitura de absorbancia

detectadas por filtro de 492nm no leitor de ELISA (Molecular Devices-Emax).

Através da curva padrio (Figura 5), realizada em duplicata, com modelo de curva 4-
parametros gerado (R’=1), foi possivel quantificar, por interpolagio & curva, o IgE presente

nas amostras que passaram pelas colunas controle, SEA e SWAP.

CURVA PADRAO IgE
14 :

e

=

-

g

=

=

=

=

0 T T
1 10 100 1000
Concentragdo
y=((A-D)/(1+(x/C)"B))+D: A B C D R2

@ Padrio: Concentracdo versus valor médio 0,019 1,21 225487 1,587 1

Figura 5- Curva Padrado de IgE, modelo4-parametros.

A quantidade de IgE presente em cada amostra foi estimada por ELISA. A diferenca entre a
quantidade de IgE medida na amostra ndo adsorvida (controle) e a quantidade na amostra

adsorvida com antigeno foi considerado como imunoglobulina especifica produzida contra o
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determinado antigeno testado, SEA ou SWAP, como nos mostra o esquema da Figura 6

(Negrao-Corréa et al., 1996 e 1997).

Coluna Coluna Coluna
controle SEA SWAP
Recolhe-se o Recolhe-se o Recolhe-se o
que ndo ligou que ndo ligou que ndo ligou
IgE total IgE nao IgE nio especifico
especifico (SEA) (SWAP)

IgE anti-SEA

IgE nao
especifico

IgE tota] | especifico (SEA)

IgE total |=mm |IgE nio especifico

(SWAP) IgE anti-SWAP

especifico

Figura 6- Esquema de quantificacdo de anticorpos especificos através da adsor¢do na coluna
de Sepharose.
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4.6- PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

O banco original do estudo foi criado utilizando-se o programa EPI-INFO versdo 6.04. A
entrada dos resultados soroldgicos foi realizada utilizando o software EPI-DATA 2.1 e

transferidos para o programa STATA 9.0.

As variaveis demograficas, étnicas, clinicas, ultra-sonograficas e parasitologicas de interesse
para este estudo foram selecionadas no banco de dados original de Queixadinha. A andlise foi
realizada utilizando o programa STATA versdo 9.0 (STATACORP, 2005), de acordo com as
seguintes etapas:

- analise exploratdria: distribuicdo de freqiiéncia das variaveis categoricas e resumo
das continuas;

- testes de normalidade para cada variavel continua, permitindo a escolha do método
estatistico mais adequado;

- normalizagdo das varidveis ndo paramétricas;

- andlise grafica, calculo das médias, desvio-padrdo e medianas para variaveis
continuas;

- variaveis continuas: compara¢do das médias utilizando-se o teste t de Student e
Analise de Variancia (ANOVA) ou das medianas das varidveis sem distribuicdo normal
utilizando-se o teste de Wilcoxon (Mann-Whitney) e Kruskal-Wallis

- varidveis categoricas: utilizado o teste do Qui-quadrado;

- analise de correlagdo e regressdo linear para variaveis imunoldgicas com todos os

dados do banco.
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A andlise univariada foi realizada comparando cada imunoglobina com todas as variaveis do
banco (demogréficas, clinicas, ultra-sonograficas, parasitolégicas e ¢étnicas). Nestas

comparagoes, foi considerado intervalo de confianca de 95%.

A analise multivariada foi realizada utilizando-se modelos de regressdo linear com o objetivo
de avaliar o efeito de covaridveis (sociais, clinicas, ultra-sonograficas, parasitologicas e
étnicas) sobre a resposta imunoldgica das Imunoglobulinas IgE e IgG reativas a antigenos de

ovo (SEA) e do verme adulto (SWAP) de S. mansoni.

Para constru¢do dos modelos multivariados, foram selecionadas as variaveis que apresentaram
valor de p<0,25 na andlise univariada. Para cada imunoglobulina, partiu-se do modelo
completo com todas as varidveis selecionadas para analise e descarte sucessivo das variaveis
que ndo eram estatisticamente significativas (p>0,05). Permaneceram no modelo somente as

variaveis estatisticamente significativas (Intervalo de Confianca 95% e valor de p<0,05).
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5.1 —-POPULACAO ANALISADA

5.1.1 - DESCRICAO DOS PARTICIPANTES

A partir dos 97 pacientes selecionados inicialmente realizou-se a andlise descritiva do banco
de dados. Seis individuos ndo possuiam aliquotas neste estoque para as analises imunoldgicas,
portanto os testes imunoldgicos foram realizados com 91 individuos infectados por S.
mansoni, residentes em Corrego do Choro. Durante as andlises imunoldgicas, alguns
pacientes ndo demonstraram quantidade de IgE detectavel pela técnica de ELISA na dilui¢do
do plasma utilizada neste estudo. Entdo, obteve-se leitura de 80 pacientes para IgE total, 75
para IgE anti-SEA e 76 para IgE anti-SWAP. Para a leitura de absorbancia de IgGs anti-SEA
e anti-SWAP, todos os pacientes apresentaram leitura de absorbancia sob filtro de 452 nm. A

Tabela 1 caracteriza a amostra estudada quanto ao sexo, estado civil e idade.

Tabela 1: Caracteristicas demograficas — varidveis categoricas, populacdo de Corrego do
Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

Caracteristicas da

~ Tipo Numero (n=97) Percentual
populacao

Sexo Masgu}ino 47 48,5
Feminino 50 51,5
Solteiro 36 37,1
Casado 55 56,7

Estado civil Viauvo 2 2,1
Outros 1 1,0
Ignorado 3 3,1
14a19 27 27,8
20a29 18 18,6

Faixa etaria (anos) 30 a 39 21 21,7
40 a 49 14 14,4
50 a 68 17 17,5

A distribuicdo etaria ndo diferiu entre homens e mulheres na amostra estudada (p>0,05),

através do teste do qui-quadrado.
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Para dados clinicos de rotina foram avaliados idade, peso, altura, pressdao e pulso (Tabela 2).

Apenas as variaveis de altura e pulso apresentaram distribui¢ao normal.

Tabela 2: Caracteristicas clinicas — varidaveis continuas, populag¢do de Corrego do Choro,
Padre Paraiso-MG, 1999.

Caracterlstlgas Média = DP Mediana  Percentil 25 Percentil 75

da populacdo
Idade (anos) 33,3+£15,8 30,0 18,0 44,0
Peso (Kg) 52,8 +10,0 51,0 48,0 59,0
Altura (cm) 156,9 + 9,82 156,0 150,0 164,0
PAS (mm Hg) 135,4 +23,7 130,0 120,0 150,0
PAD (mm Hg) 84,1 £ 13,0 80,0 80,0 90,0
Pulso (bpm) 81,8 £ 13,8 80,0 68,0 92,0

5.1.2 — VARIAVEIS ASSOCIADAS AO RISCO DE INFECCAO

Quanto as varidveis associadas ao risco de infec¢do por S.mansoni, observa-se que a maioria
da populacdo ¢ autoctone — nascida em Padre Paraiso — e vive em estreito contato com aguas
naturais, sendo relatado um contato didrio em mais de 60% da populacdo. A agua que a
populacdo utiliza para banhos, lavagem de roupas e de utensilios domésticos ¢ proveniente de
riacho (39,2%) ou minas (60,8%). Na época de realizacdo do estudo nao havia servicos de
agua encanada ou canalizacdo de esgoto, sendo que os destinos dos dejetos eram fossas ou as
matas ¢ beira de riachos. Além disso, a grande maioria da populagdo (67%) relatava nunca ter
sido tratada para esquistossomose o que aumentaria a confiabilidade na auséncia de

resisténcia por selecdo (Tabela 3).
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Tabela 3: Variaveis associadas ao risco de infec¢do por esquistossomose da populagdo de
Corrego do Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

Variaveis de Risco para

. Tipo Numero (n=97) Percentual
esquistossomose

Fonte de 4gua Rip ou riacho 38 39,2
Mina 59 60,8

Destino para o esgoto Ausente 43 44,3
Fossa 54 55,7

. . Niao 17 17,6

Relata contato com aguas naturais Sim 80 82.4
Diaria 66 68,0

Freqiiéncia de contato com dguas Semanal 9 9,3
naturais mensal 5 5,2
Ignorado 17 17,5

Relata tratamento especifico Nao 65 67,0
anterior para esquistossomose sim 32 33,0

Quando a faixa etaria foi comparada com a exposi¢do ao contato com aguas naturais (se relata
exposi¢ao ou nao), foi observada diferenca estatistica entre aqueles que relatam contato com

agua e faixa etaria (p=0,032) (Figura 7).

Freqiiéncia de contato com 4guas naturais por

faixa etaria B Total
E Contato

I Sem contato

o .
n de pacientes

14a 19 20a29 30a39 40a49 50a 68 faixa etaria

Figura 7- Distribui¢do dos pacientes, em faixa etaria, por relato de contato com dguas
naturais ou nao.

Teste do qui-quadrado de parti¢do. A diferenca encontra-se representada por * p<0,05.
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A Tabela 4 apresenta a freqiiéncia de variaveis potencialmente implicadas em possiveis riscos
da presenga de co-infeccdo ou agravamento de uma infecgdo existente. Observa-se que o
consumo de bebida alcoodlica em excesso e ja ter recebido transfusdo sanguinea sao

caracteristicas freqiientes entre os participantes, 13,4 e 5,2%, respectivamente.

Tabela 4: Distribui¢do das variaveis potencialmente relacionadas a presenca de co-infec¢oes
e agravamento de infecg¢do por S. mansoni, populagdo de Corrego do Choro, Padre Paraiso-
MG, 1999.

Variaveis de outros riscos Tipo Numero (n=97) Percentual
Nao 82 84,5
Beber em excesso Sim 13 13,4
Ignorado 2 2,1
~ .l Nao 92 94,8
Recebeu transfusdo sangiiinea Sim 5 52

5.1.3 — CARACTERISTICAS DA INFECCAO POR S.MANSONI NA POPULACAO DE

ESTUDO

O ntmero de ovos de S.mansoni eliminados pelas fezes teve média de 81,1 por grama de
fezes (opg), com desvio padrao de 163,4 ¢ mediana de 30,0. Esta varidvel foi normalizada
através da transformacdo em logaritmo + 1, para analises. Esta populacdo teve como
caracteristica uma baixa eliminacdo de ovos, sendo considerada infec¢dao baixa ou moderada
pela OMS 2002. Observa-se pela Figura 8 que 77 individuos eliminavam até 100opg, 17

eliminavam de 100 a 4000pg e apenas 3 apresentaram acima de 400opg.
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Eliminagao de ovos por grama de fezes,
dividido por faixa etaria

B0 a 100

25 20 @ 100 a 400

20 - 19 E400 e mais
15

15 | 11 12

numero de individuos

14a19 20a29 30a39 40 a 49 50 a 68
faixa etaria (anos)

Figura 8- Distribui¢do dos individuos em faixas etarias, por ovos eliminados nas fezes.

Quando a distribui¢do da carga parasitaria (n® de ovos por grama) foi avaliada pela varidvel
continua idade, observou-se que nao houve relacdo entre estas variaveis na populagdo em
estudo (Figura 9), mesmo quando os dados de carga parasitaria foram normalizados, através

da transformagdo em logaritmo.
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VO_) _
[}
S
8 _
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S |
b °
[ ] [ ] (] P . °
. [ ° -
®
o Gale Pl 8 °3 S
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0 20 40 60 80
idade
95% CI Fitted values
® opg

Figura 9- Grafico de Regressdo linear da quantidade de ovos por grama de fezes por idade.
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Quando testados por faixa etaria, esta realidade vista anteriormente se manteve, nao
mostrando aumento significativo do nimero de ovos por grama de fezes conforme a idade

(Tabela 5).

Tabela 5: Média de ovos por grama de fezes por faixa etaria (anos), populagdo de Corrego
do Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

Faixa etaria Média de opg

(anos)
14 |—I 19 137,4 £ 282.7
20 |—| 29 61,0+ 101,2
30 |—| 39 56,1 £72.,6
40 |—| 49 96,6 + 120,5
50 |—| 68 82,2 £ 83,2

5.1.4 — DADOS CLINICOS

O quadro clinico dos pacientes analisados variou desde assintomaticos, sintomaticos
intestinais até hepatoesplénicos. Entre a populacdo examinada, 7,2% relataram hematemese.
Foi observada presenga de veias colaterais em 2,1% dos pacientes e alteracdes ao exame
clinico para ausculta em 6,2%. Nove pacientes (9,3%) apresentaram bago palpéavel, com
alteracdes de consisténcia em 4 deles. Além de alteracdes esplénicas, 50 (51,6%) pacientes
apresentaram hepatomegalia, com alteragdes de contorno do 6rgdo (figado rugoso) em 8% dos
pacientes, 4% dos pacientes apresentaram figado nodular e 20% apresentaram alteracdo na
consisténcia (figado duro ou endurecido). Estas alteracdes clinicas estdo associadas a um
perfil de pacientes em fase cronica de infec¢do por esquistossomose (Tabela 6). Durante o
exame clinico, também foi medido, em centimetros, o tamanho do figado ¢ bago, com limites

determinados por palpagao.
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Tabela 6- Perfil sintomdtico dos pacientes com esquistossomose na avaliagdo clinica,
populagdo de Corrego do Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

Perfil sintomatico na avaliacdo

.. Tipo Numero Percentual
clinica

Vomito com sangue (hematemese) Nao 90 92,8
(n=97) sim 7 7,2
. . ausentes 95 97,9
Veias Colaterais (n=97) Alterada 6 6.2
_ Normal 88 90,7
Bago (n=97) Palpével 9 9,3
Normal 5 55,6
Consisténcia do Baco (n=9) Endurecida 2 22,2
Dura 2 22,2
, _ Normal 47 48 4
Figado (n=97) Palpavel 50 51.6
, _ liso 46 92,0
Contorno do figado (n=50) Fugoso 4 8.0
. _ Lisa 48 96,0
Superficie do figado (n=50) Nodular 5 4.0
Normal 40 80,0
Consisténcia do Figado (n=50) endurecida 8 16,0
dura 2 4,0

5.1.5 - DADOS ULTRA-SONOGRAFICOS

Apoés a avaliacdo ultra-sonografica de todos os pacientes, foi possivel estabelecer medidas
mais precisas das alteragdes. Foi estimado o tamanho do figado sob diversos angulos, a
medida do bago, do diametro e espessura da parede da veia porta (total, no hilo e na
bifurcacdo) e vesicula biliar (Tabela 7). Os parametros do esperado nas medidas ultra-

sonograficas encontram-se no ANEXO C.
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Tabela 7- Perfil sintomdtico dos pacientes com esquistossomose na ultra-sonografia
(variaveis continuas), populagdo de Corrego do Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

Medidas anatomicas na ultra-

Média+ DP  Mediana Percentil 25 Percentil 75
sonografia (em mm)

Tamanho do figado

Longitudinal direito 119,6 + 17,8 119,0 108,5 130,0
antero-posterior direito  104,1 +14,5 105,0 96,0 113,5
Longitudinal esquerdo 97,0 + 18,5 96,0 84,0 109,0

antero-posterior esquerdo 63,2 11,6 62,0 57,0 69,0

Tamanho do bago 84,6 £ 26,7 85,0 70,0 101,0
Espessura da parede da veia porta 9,6 +2,2 10,0 8,0 11,0
Parede da veia porta no hilo 5,3 +2,0 5,0 4,0 6,0

Espessura da parede da veia porta
_ 4,1+1,2 4,0 3,0 4,0
na bifurcacao

Espessura da parede da vesicula
. 35+1,1 3,0 3,0 4,0
biliar.

Com estes dados, foi possivel categorizar as varidveis de medida dos 6rgdos dos pacientes
deste estudo, partindo do que era consenso de normalidade entre a clinica médica ou
conforme a média ou mediana do grupo. Além disso, foi determinado em medidas continuas
tamanho, didmetro e espessura de estruturas anatomicas, como veia porta, vesicula biliar e
bago, consideradas possiveis marcadores anatomicos de infec¢ao por S.mansoni, conforme

representacao na Tabela 8.
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Tabela 8- Perfil sintomdtico dos pacientes na ultra-sonografia, variaveis categoricas,
populagdo de Corrego do Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

Medidas anatomicas categoricas

- . Tipo Numero (n=97) Percentual
na avaliagdo ultra-sonografica

Diametro da veia porta <9mm a4 43,4
> 9 mm 53 54,6
Espessura da parede na <4mm 63 64,9
bifurcagdo da veia porta >4 mm 32 33,0
Ignorado 2 2,1

, <3 mm 57 58,8
Eislyi)aerssura da parede da vesicula >3 mm 39 0.2
Ignorado 1 1,0
<82 mm 46 47,4
Tamanho do bago ~ 22 mm 51 52.6

Baseado na andlise ultra-sonografica do espessamento periportal, foi possivel determinar a
presenga de fibrose hepatica em 42 pacientes, bem como foi definido o grau de
comprometimento da fibrose (leve, moderada ou intensa) ¢ localizacdo desta (central e/ou
periférica) (Tabela 9). Esta classificacdo de fibrose ¢ concluida através do espessamento

periportal ecogénico.

Tabela 9- Localizagdo e grau de fibrose de Symmers nos pacientes de Corrego do Choro,
Padre Paraiso-MG, 1999.

Medidas anatdmicas categoricas

. , Tipo Numero Percentual
na avaliagdo ultra-sonografica
Ausente 55 56,7
Grau de fibrose de Symmers Leve 24 24,7
(n=97) Moderada 11 11,3
Intensa 7 7,3
Central 6 14,3
Localizagdo da fibrose (n=42)  Periférica 25 59,5
Central e periférica 11 26,2

Nesta populagdo onde a carga parasitaria € considerada baixa (Figuras 8 ¢ 9) ndo houve

diferenca estatistica entre presenca de fibrose de Symmers, bem como seu grau de fibrose
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(ausente, leve, moderada e intensa), e a intensidade de infec¢do por S.mansoni, que foi

determinada pela quantidade de ovos eliminados por grama de fezes (Tabela 10).

Tabela 10- Comparagdo entre o grau de fibrose de Symmers e o numero de ovos eliminados
nas fezes, populag¢do de Corrego do Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

Grau de Fibrose de Symmers

N° ovos Total
Ausente Leve Moderada  Intensa
0 [—I 100 44 20 8 5 77
100 |—]| 200 3 4 2 0 9
200 |—| mais 8 0 1 2 11
Total 55 24 11 7 97

Teste do Qui-quadrado, p<0,05

5.1.6 — DADOS ETNICOS

Quanto a classificacdo étnica, considerada fator de predisposi¢cdo para formas graves segundo
Prata (1992); 18 dos 97 pacientes se auto-classificaram como brancos; enquanto 14 pacientes
foram classificados como brancos conforme caracteristicas fenotipicas de cabelo, olhos,
labios, nariz, pele. Entretanto, a classificagdo de etnia baseada em marcadores moleculares
define que 36 pacientes desta mesma populacdo sdo classificados como de descendéncia

européia ou branca (Tabela 11).
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Tabela 11- Distribui¢do em categorias étnicas da populagdo de Corrego do Choro, Padre
Paraiso-MG, 1999.

Designagao étnica Tipo Numero (n=97) Percentual
Por caracteristicas Brg nc;os 14 14,4
fenotipicas Miscigenados 73 75,2

Negros 10 10,4
Brancos 18 18,6
Por auto-avaliagao Miscigenados 73 75,2
Negros 6 6,2
Por designagdo Eqropeus 36 37,1
molecular MlS_Clgenados 38 39,2
Africanos 23 23,7

Quando foi relacionada a origem étnica dos pacientes com o nivel de fibrose ou o nimero de
ovos eliminados nas fezes, ndo houve associacdo entre eles (Tabela 12 e 13). Também nao foi
observada associa¢do quando o grau de fibrose foi categorizado em presente ou ausente
(molecular p=0,507; auto-avaliagcdo p=0,229 ¢ fenotipico p=0,181), avaliado pelo teste do

Qui-quadrado.
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Tabela 12- Distribuicdo da classificagdo molecular étnica pelo grau de fibrose da populacdo
de Corrego do Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

Grau de fibrose de Symmers

Classificacdes Etnicas

Ausente Leve Moderada  Intensa Total
Molecular Branco 18 10 5 3 36
p=0,856 Miscigenado 22 8 5 3 38
Negro 15 6 1 1 23
Auto-avaliacao Branco 7 5 3 3 18
p=0,361 Miscigenado 44 18 8 3 73
Negro 4 1 0 1 6
Fenotipico Branco 5 3 3 14
p=0,057 Miscigenado 45 19 5 4 73
Negro 5 2 3 0 10
Total 55 24 11 7 97

Teste do Qui-quadrado, p<0,05

Tabela 13- Comparacdo entre a classificagdo étnica e carga de ovos eliminados nas fezes da
populagdo de Corrego do Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

e Numero de ovos eliminados pelas fezes
Classificagoes Etnicas

0 |—[100 100 —I mais Total
Molecular Branco 29 7 36
p=0,821 Miscigenado 29 9 38
Negro 19 4 23
Auto-avaliagdo Branco 13 5 18
p=0,700 Miscigenado 59 14 73
Negro 5 1 6
Fenotipico Branco 10 4 14
p=0,057 Miscigenado 59 14 73
Negro 8 2 10
Total 77 20 97

Teste do Qui-quadrado, p<0,05
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5.2 — PERFIL DAS IMUNOGLOBULINAS

Todas as quantificagdes de imunoglobulinas realizadas neste estudo foram realizadas em
duplicatas para conferir maior seguranga aos resultados; além disso, em todos os testes, foi

realizada a repeticdo de 15 % para avaliar a taxa de reprodutibilidade dos mesmos, que se

mostrou acima de 95% de nivel de concordancia.

5.2.1 - IMUNOGLOBULINA-G

A reatividade das imunoglobulinas IgG do plasma de cada paciente contra antigenos do verme
adulto (SWAP) e do ovo (SEA) de S. mansoni foi avaliada, sendo que 49 (53%) dos pacientes

foi reativo para antigenos de SEA (53%) e 68 (75%) para SWAP (Figura 10).

Perfil de IgG
2.0
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Figura 10- Distribui¢do dos valores de absorbdncias para IgG anti-SEA e anti-SWAP.
Sombreado cinza representa nivel de reatividade considerado com base na média de

absorbancia 2 DP dos plasmas dos pacientes normais.

Os valores de absorbancia média e mediana para IgGs reativa contra antigenos do SEA e do

SWAP estdo sumarizados na Tabela 14.
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Tabela 14- Distribui¢do das Imunoglobulinas-G avaliadas na populagdo de Corrego do
Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

Imunoglobulina-G n Média Mediana Minimo  Maéximo
IgG anti-SEA (nm) 91 0,988 £ 0,401 0,974 0,215 1,719
IgG anti-SWAP (nm) 91 0,945 +£0,370 0,926 0,212 1,603

Para as varidveis de imunoglobulina-G anti-SEA e anti-SWAP nao houve possibilidade de
normaliza¢do, optou-se pela avaliagdo de normalidade e homocedasticidade ao final do
modelo multiplo de regressdo. Na Figura 11 encontra-se a distribuicdo das IgGs anti-SEA e

anti-SWAP, sem nenhuma transformacao.
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Figura 11- Histograma de distribuicdo das IgGs anti-SEA e anti-SWAP.

5.2.2 - ADSORCAO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS PELA COLUNA DE SEPHAROSE

A presenca de IgG reativa contra SEA ¢ SWAP em amostras de plasma de cada paciente
incubada com coluna Sepharose controle, conjugada a SEA ou a8 SWAP, foram testadas pela
tecnica de ELISA com o objetivo de comprovar a eficiéncia da coluna de adsorgdo de
anticorpos especificos, antes de estimar a quantidade de imunoglobulina-E reativa contra
antigenos de S.mansoni. A redugdo da reatividade de IgG especifico contra SEA e SWAP
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apos incubacdo na coluna ¢ ilustrada na Figura 12, os valores de média de IgG antes e apos

adsorgdo estdo representados pelas linhas continuas em cada grupo.

O ponto de corte esta representado pela linha continua longa que atravessa horizontalmente
todo o grafico. Os devios padrdes estdo representados pela area cinza nos graficos, sendo que
seu ponto mais alto esta representado por linhas pontilhadas. Em ambos os casos, a mediana
da absorbancia das amostras pds-adsor¢do encontram-se abaixo da linha de corte estipulada
com os individuos ndo infectados. Entretanto, apesar de reduzido, 11 e 19 pacientes ainda
mostram reatividade de IgG apés incubag@o do plasma com Sepharose SEA e SWAP,

respectivamente (Figura 12).

Antes de quantificar IgE, era necessario certificar que os anticorpos especificos haviam sido
adsorvidos a coluna, ou seja, para verificar se estes pacientes também apresentaram IgE
reativa no plasma, as amostras adsorvidas foram testadas em ELISA e detectadas com
anticorpo anti-IgE humana. Para a grande maioria das amostras, o nivel de absorbancia
permaneceu indetectavel, assim como os pacientes utilizados para controle negativo,
comprovando que houve reatividade das amostras para IgE, que ficaram adsorvidas nas

colunas.
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Figura 12 Perfil de adsor¢do de IgG anti-SEA (4) e anti-SWAP(B), com o cutt off +2 DP
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5.2.3 - IMUNOGLOBULINA-E

As Imunoglobulinas-E apresentaram medianas 4.142, 1.782 e 2.060 para niveis totais, anti-

SEA e anti-SWAP, respectivamente (medida em ng/mL) (Tabela 15).

Tabela 15- Distribui¢do das Imunoglobulinas-E avaliadas na populag¢do de Corrego do
Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

Imunoglobulina-E n Média Mediana Minimo  Maximo
IgE total (ng/mL) 80 6420 + 6627 4142 145 32285
IgE anti-SEA (ng/mL) 75 2578 £ 2902 1782 115 17088
IgE anti-SWAP (ng/mL) 76 2799 + 3111 2060 64 18398

Na populagdo em estudo, os niveis de IgE, total e especificos, ndo apresentaram uma
distribui¢do normal, portanto foi necessario normalizar as variaveis respostas para permitir a
regressao multipla. Na Figura 13, encontra-se o histograma da distribuicdo das concentracdes
das IgEs antes da normalizagdo (Figura 13 A, B ¢ C) e seus respectivos perfis apos

normalizacdo por logaritmo em base 10 (Figura 13 D, E, F).
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Figura 13- Histograma das distribuigoes de IgEs total, anti-SEA e anti-SWAP — antes e pos-

normalizagdo por logl0.
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5.3 — ANALISE UNIVARIADA

Foi realizada andlise univariada para cada Imunoglobulina testada com as variaveis do banco
e os resultados serdo apresentados por categorias. A Tabela com os valores de p das varidveis
para os diferentes testes estatisticos utilizados estda no APENDICE A. Quando se tratou de
variaveis continuas, os coeficientes de correlacdo foram citados no texto. Para as IgEs,
transformadas em log, foram utilizados regressado linear, teste ¢ de Student e ANOVA seguido
do teste de Bonferroni. Para as IgGs foram utilizados regressao linear e o teste de Kruskall-

Wallis seguido do teste de Dunns.

5.3.1 — VARIAVEIS DEMOGRAFICAS

Nao foi observada diferenga estatistica significativa entre os sexos quando se comparou os
niveis de anticorpos dos pacientes - IgE (total, anti-SEA e anti-SWAP) pelo teste t de Student

e IgG (anti-SEA e anti-SWAP) pelo teste de Kruskal-Wallis, com p>0,05 para ambos.

Na associagdo com idade, houve diferenga estatistica quando comparado com IgG anti-SEA
pela regressdo linear, demonstrando relagdo negativa, porém, pouco expressiva (n=91,
p=0,032 com IC95 de —0,011 a —0,000), ou seja, para cada ano de idade aumentado, ocorre a
diminui¢do da absorbancia de IgG anti-SEA de —0,01. Nao foi observada associagdao entre
nivel de imunoglobulina distribuida por faixa etéria, através do teste de Kruskal-Wallis, com

pos-teste de Dunns, com p>0,05.
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A associacdo entre niveis de anticorpos com tratamento quimioterapico demonstrou que os
pacientes tratados especificamente para esquistossomose (n=30) na época da entrevista
apresentaram menor quantidade de IgE (total, anti-SEA e anti-SWAP) do que os ndo tratados
(n=61), teste t de Student, p<0,01 (Figura 14). Entretanto, a absorbancia de IgG anti-SEA e
anti-SWAP ndo foi diferente para os pacientes tratados ou ndo com p>0,05 pelo teste de

Kruskal-Wallis (Figura 14).

Tratamento Tratamento
4 * o o 15- I tratado
] 1 néo tratado
3 £
§ 1.0 - o
<
7]
27 <
]
D 051
1 -
0- 0.0-
IgE total ~ IgE anti-SEA  IgE anti-SWAP IgG anti-SEA IgG anti-SWAP

Figura 14- Distribui¢do da IgE e IgG dos pacientes pelo relato de tratamento para
esquistossomose na populagdo de Corrego do Choro, Padre Paraiso-MG, 1992.

Barras fechadas representam os pacientes tratados e barras abertas, os ndo tratados.Teste t de Student para IgE e
Kruskal Wallis seguido do teste de Dunns para IgG *=p<0,05 e **=p<0,01.

Quando relacionados os niveis de IgE com o relato dos pacientes de terem tido contato com
fontes de aguas naturais no presente ou passado, observou-se que aqueles que relatam contato
com aguas naturais (n=75) apresentam niveis maiores de IgE total (p<0,01) e de IgG anti-
SEA do que os outros que negam contato (n=16) (Figura 15). Nestes pacientes com contato
com agua também foi observado absorbancia de IgG anti-SEA estatisticamente mais elevada
(p<0,05). Ja para IgE anti-SEA, IgE anti-SWAP e IgG anti-SWAP, ndo hé diferenga entre sua
producao e exposicdo a agua (p>0,05) (Figura 15). Apesar da diferenca no nivel de anticorpos
testados entre aqueles que relatam ou ndo contato, ndo existe diferenga entre estes niveis e a

freqliéncia do contato com 4guas naturais.
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Figura 15- Distribui¢do das IgEs e IgGs dos pacientes pelo relato de contato com dguas
naturais.

Barras cheias representam pacientes sem relato de contato e barras vazias com relato de
contato, Teste t de Student para IgE e Kruskal Wallis para IgG * representa p<0,05.

Quando analisada a relagdo da quantidade de ovos eliminados nas fezes da populagdo em
estudo com os niveis de IgE(logl0) e IgG, ndo foi observada associacdo. A Tabela 16

apresenta a distribuicao de IgE e IgG pela quantidade de ovos por grama de fezes eliminada.

Tabela 16- Média e DP das IgEs e IgGs pela carga parasitdria dos pacientes da populagdo
de Corrego do Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

OPG n IgE total  IgE anti-SEA  IgE anti-SWAP

0al00 63 6490 £3737 2621 +2891 2820 £ 3063
100 e mais 17 6157 £6395 2430 £ 3025 2727 £ 3371

OPG n IgG anti-SEA IgG anti-SWAP
0al00 73 0,987 £ 0,399 0,949 £ 0,363
100 e mais 18 0,995 £ 0,423 0,931 £ 0,414

Teste t de Student para IgE e teste de Mann Whitney para IgG. Todos os testes obtiveram
p>0,05
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5.3.2 — VARIAVEIS ETNICAS

Nao foi encontrada diferenga estatistica significativa entre os marcadores de etnia (fenotipico,
moleculares ou por auto-avaliagdo) e o nivel de imunoglobulinas, com p>0,05 utilizando os

testes ANOVA para IgE (logl0) e kruskal-Wallis para IgG.

5.3.3 - PATOLOGIA CLINICA E ULTRA-SONOGRAFICA

Para a andlise das varidveis associada a gravidade da esquistossomose mansdnica, foram
considerados parametros clinicos e ultrassonograficos disponiveis, como medidas de bago,

figado, veia porta e vesicula biliar.

5.3.3.1 — FIGADO

Para as medidas clinicas do figado obtidas por palpagdo, a absorbancia de IgG anti-SEA
apresentou relagdo com tamanho do lobo esquerdo do figado. A medida que aumenta 1 cm no
tamanho do figado pelo lado esquerdo, a absorbancia de IgG anti-SEA aumenta em 0,06

(p=0,047). Esta relagdo nao foi significativa para IgG anti-SWAP, com p>0,05.

Também foi observada relacdo significativa entre IgG anti-SWAP e caracteristicas alteradas
do figado na palpacdo, (superficie, contorno e consisténcia), que apresentaram valores
estatisticamente superiores de absorbancia de IgG anti-SWAP (Tabela 17 e Figura 16). Em
relagdo aos niveis de IgE, ndo foi observada associagdo estatisticamente significativa com

nenhum dos pardmetros clinicos quantificados para o figado.
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Tabela 17- Variaveis clinicas de alteragoes do figado e correlagdo com IgG anti-SWAP
(valor de p), popula¢do de Corrego do Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

Variaveis clinicas de
alteragdes do figado com Normal Alterada Intermedidrio Valor de p

IgG anti-SWAP

Superficie 43 2 - 0,018
Contorno 82 4 - 0,006
Consisténcia 34 2 7 0,012

Teste de kruskal Wallis

IgG anti-SWAP

Abs (492 nm)

liso rugoso
contorno do figado

Figura 16- Distribui¢do dos pacientes quanto a produgdo de IgG anti-SWAP, pelo contorno
do figado.
Teste Kruskal Wallis. ** representa p<0,01.

De todas as medidas ultra-sonograficas de tamanho do figado obtidas dos pacientes
examinados (n=90), apenas o aumento do lado antero-posterior esquerdo foi associado com
aumento de IgE, tanto total como especificas anti-SEA e anti-SWAP, através de regressao

linear, com p<0,05. Nenhuma das IgGs teve relagdo com tamanho do figado ao ultra-som.

5.3.3.2 - VEIA PORTA

A espessura da parede da veia porta na bifurcacdo (varia de 2 a 8§ mm, com mediana = 4)
apresenta também uma relacdo positiva apenas com IgG anti-SWAP, através da regressdao

linear, que aumenta 0,09 na absorbancia a cada mm de aumento da espessura (p<0,01).
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Além disso, também ha relagdo entre a absorbancia de IgG anti-SWAP com o didmetro total
da veia porta (varia de 5 a 15 mm, com distribuicdo normal e média 9,6 + 2,2), sendo que a
cada mm de aumento no didmetro, aumenta também 0,04 na absorbancia (p<0,05 com ICys de
0,006 a 0,076). Este resultado se mantém quando a variavel é categorizada dividindo os
pacientes em grupos pelo valor da média encontrada, sendo 41 pacientes com diametro

>9mm, e 50 <9mm, p<0,05 (Figura 17).

Nao houve associagdo entre niveis de IgE e qualquer medida de espessura da veia porta

examinada, através dos testes t de Student ou ANOVA (APENDICE A).

IgG anti-SWAP
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diametro da veia porta

Figura 17- Distribui¢do dos pacientes quanto a produgdo de IgG anti-SWAP, pelo diametro
da veia porta..

Teste de Krauskal Wallis. * representa p<0,05.

5.3.3.3-BACO

Foi observada uma relagao estatisticamente significativa entre bago palpavel e absorbancia de
IgG anti-SWAP (p<0,05), pelo teste de Kruskal-Wallis, sendo que pacientes com baco

palpavel ao exame clinico (n=8) apresentam niveis aumentados de IgG anti-SWAP. Nao foi
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detectado qualquer associacdo entre tamanho do baco e niveis de IgE ou IgG anti-SEA,

através do teste t de Student, com p>0,05.

Nenhuma outra medida de bago obtida durante o exame clinico dos pacientes, como tamanho
no rebordo costal ou consisténcia do 6rgdo, apresentou associagdo com o nivel de anticorpos

testados.

A medida do bago de cada paciente obtida na analise ultra-sonografica foi utilizada para
categorizar os pacientes em dois grupos, pacientes que possuiam bago maior (n=44) ou menor

(n=47) que 82mm, média do grupo.

Nao houve associagdo detectavel entre nivel de IgE com tamanho de baco ao ultra-som, tanto
em relacdo ao tamanho absoluto pela regressao linear, quanto a categorizacdo das medidas,

pelo teste t de Student, na populagdo examinada, com p>0,05 para ambos.

Para os niveis de IgG, conforme demonstrado na Figura 18, foram encontradas relagdes
significativas entre medidas do baco apos categorizacdo e absorbancia de IgG anti-SEA
(p<0,05) e anti-SWAP (p<0,001), utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Em rela¢do a
absorbancia de IgG anti-SWAP, a associagdo também foi observada na correlagdo com a
variavel continua de medida do bago por ultra-sonografia, medida que variou de 30 a 205mm,
com mediana de 85, sendo que um aumento de 0,01 na absorbancia de IgG anti-SWAP foi
encontrado para cada mm de aumento do bacgo, pela regressdo linear (p<0,001 com ICos de

0,004 a 0,009).
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Figura 18- Distribuigdo dos pacientes quanto a produgdo de IgG anti-SEA e anti-SWAP, pelo
tamanho do bago ao U.Som, maior ou menor que 82 mm.

Teste de Kruskal Wallis, * representa p<0,05 e ** p<0,01.

5.3.3.4 — VESICULA BILIAR

A espessura da vesicula biliar, medida continua determinada pela ultra-sonografia, variou de 2
a 9 mm, com mediana igual a 3 na populacdo em estudo. O valor da mediana também foi
utilizado para categorizar a populacdo do estudo em dois grupos: pacientes com espessura de

vesicula biliar maior que 3 mm (n=54) e pacientes com vesicula menor que 3 mm (n=36).

Foi encontrada relacao da medida da vesicula biliar, através da regressao linear, com IgG anti-
SWAP, onde cada mm de aumento na espessura da vesicula acarreta um acréscimo de 0,07 na
absorbancia (p<0,05 com ICys de 0,002 a 0,131) e também com IgE total (p<<0,01). Quando os
pacientes foram categorizados acima (n=54) e abaixo (n=36) da mediana do grupo

(mediana=3), ainda sim IgE total manteve o nivel de significancia (p<0,01) (Figura 19).
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As IgEs especificas ou IgG anti-SEA nao deram correlagdo significativa com as medidas

ultrasssonograficas da vesicula biliar, com p>0,05.

IgE total

*%

<3 mm
espessura da parede da vesicula biliar

>3 mm

Figura 19- Distribui¢do dos pacientes quanto a produgdo de IgE total, pela espessura da
parede da vesicula biliar, maior ou menor que 3 mm.

Teste t de Student. * representa p<0,01.

5.3.3.5 - QUADROS DE GRAVIDADE

Além disso, foram consideradas as classificagdes categoricas de gravidade, que agrupam

valores de patologia, como explicitado abaixo (Figura 20).

Gravidade A Gravidade B

1 - Fibrose intensa e baco palpado >
1
2 - Fibrose intensa e baco ndo palpado

3 - Fibrose ausente e baco palpado
2
4 - Fibrose ausente e baco nao palpado >

1 - Baco palpavel

Gravidade C Gravidade D
> 1

2 - Figado palpavel

3 — Assintomaticos e intestinais > 2

Figura 20 — Quadro de classificagdo de graus de gravidade
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Quanto a presenca de fibrose de Symmers, que € concluido a partir do espessamento
ecogénico periportal, ndo foi encontrado associacdo para nenhuma das Imunoglobulinas
testadas (IgG utilizando o teste de Kruskal-Wallis e IgE utilizando o teste t de Student). Estes
resultados persistem mesmo quando foi comparado a produgdo destas com o grau ou a
localizacdo da fibrose (IgG utilizando o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns e

IgE utilizando o teste ANOVA), com p>0,05.

Para as varidveis categoricas de gravidade também encontramos diferengas estatisticamente
significativas entre as categorias para IgG anti-SWAP pela gravidade C, a diferenca estatistica
(p<0,05) esta entre os grupos de figado e bago palpaveis, sendo que o primeiro apresenta
niveis menores de absorbancia para a IgG anti-SWAP (Figura 21). Quando estes grupos sao

ainda mais reunidos, gravidade D, a diferenga estatistica se mantém (p<0,01) (Figura 21).

Para IgEs total ou especificas (anti-SEA ou anti-SWAP) e para IgG anti-SEA nao foi

encontrada nenhuma diferenga estatisticamente significativa entre os grupos categorizados de

gravidade.
IgG anti-SWAP IgG anti-SWAP
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Figura 21- Distribui¢do dos pacientes quanto a producgdo de IgG anti-SWAP, segundo
classificagdo de gravidade.

Teste de Kruskal Wallis com pos-teste de Dunns, * representa p<0,035.
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5.4 — ANALISE MULTIVARIADA

A regressao linear multipla foi usada para determinar o efeito independente da associagdo
entre as co-variaveis e a resposta imunologica das diferentes imunoglobulinas frente a
infeccdo por S. mansoni, estimando-se os coeficientes de regressdo, os valores de
significancia e intervalos de confianga. Mesmo que as IgGs ndo tivessem distribuicdo normal
ao entrarem nas andlises univariadas, ao final da regressdo multipla, obteve-se modelos
normais ¢ homoscedasticos para todos os casos. Ja para as IgEs a normalizacdo utilizando
log10 possibilitou a realizacdo dos testes robustos normais para suas andlises € os modelos

finais foram também normais e homoscedasticos.

As varidveis selecionadas para a analise multivariada foram obtidas a partir da Tabela no

APENDICE A e tiveram como critério de inclusdo o valor de p<0,25.

Para a analise multivariada, foi construido um modelo para cada variavel resposta (IgE total,
anti-SEA e anti-SWAP e IgG anti-SEA e anti-SWAP), com as caracteristicas dos 91 pacientes
analisados do banco. As varidveis ndo foram previamente ajustadas por altura e peso dos

pacientes.

Para construcdo dos modelos, as variaveis com baixa freqiiéncia (hematemese, veias

colaterais) ou que apresentaram colinearidade (categorizagdes de gravidade) foram excluidas.

97



Resultados

5.4.1 - MODELOS DE ANALISE MULTIVARIADA

No modelo multivariado de analise verifica-se que tratamento esta relacionado a diminui¢do
de IgE total , anti-SEA e anti-SWAP, diminuindo em média 52, 58 e 57% nos tratados,
respectivamente (Tabelas 18, 19 e 20). Aqueles que relatam contato com adgua apresentaram o

dobro da quantidade de IgE total (Tabela 18).

Quanto ao tamanho do figado pelo angulo de medida antero-posterior esquerdo, houve um
aumento de IgE total, anti-SEA e anti-SWAP, na propor¢ao de 3% de aumento de IgE para

cada mm de aumento hepatico (Tabelas 18, 19 e 20).

O crescimento vesicula biliar reflete na diminuicdo de IgE anti-SEA em 33% (Tabela 19),
sendo que para aqueles pacientes com espessura da parede da vesicula acima de 3mm (média

do grupo), observa-se, em média, 50% de diminui¢ao de IgE total (Tabela 18).

Tabela 18- Modelo de andlise Multivariada para IgE total, populacdo de Corrego do Choro,
Padre Paraiso-MG, 1999.

. IgE total
Variaveis
Coeficiente IC 95% Erro padrao Valorde p
Tratamento 0,485 0,295 a 1,247 1,285 0,005
Contato com agua 2,113 1,122 a 3,981 1,374 0,021
Figado antero-posterior esquerdo 1,028 1,007 a 1,050 1,009 0,009
Vesicula biliar>3 mm 0,512 0,317a 1,211 1,271 0,007

IgE anti-SEA aumenta 3,3 vezes naqueles pacientes que apresentaram contorno do figado

rugoso (Tabela 19), comparado aqueles com contorno do figado liso.
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Tabela 19- Modelo de analise Multivariada para IgE anti-SEA, popula¢do de Corrego do
Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

IgE anti-SEA

Variaveis
Coeficiente IC 95% Erro padrao Valor de p
Tratamento 0,418 0,259 a 1,489 1,268 0,000
Figado antero-posterior esquerdo 1,033 1,014 a 1,054 1,009 0,001
Vesicula biliar 0,773 0,619 a 0,966 1,117 0,024
Contorno do figado 3,281 1,059 a 10,162 1,758 0,040

Tabela 20 - Modelo de andlise Multivariada para IgE anti-SWAP, populagdo de Corrego do
Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

IgE anti-SWAP

Variaveis

Coeficiente IC 95% Erro padrao Valorde p
Tratamento 0,431 0,260 a 0,711 1,285 0,001
Figado antero-posterior esquerdo 1,028 1,007 a 1,050 1,009 0,010

IgG anti-SEA obteve associacdo negativa com idade e tamanho do figado (medida
longitudinal e antero-posterior direitos), reduzindo sua quantidade em média 1,4% a medida

que aumenta 1 ano na idade ou 1 mm no figado (Tabela 21).

Ja para o bago, IgG anti-SEA demonstrou um aumento de 2,2 vezes, para cada cm de aumento

do bago (medido por palpacao) (Tabela 21).

Tabela 21- Modelo de andlise Multivariada para IgG anti-SEA, popula¢do de Corrego do
Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

IgG anti-SEA

Variaveis
Coeficiente IC 95% Erro padrao Valor de p

Idade 0,986 0,975 a 0,998 1,005 0,012
Tamanho do figado longit. direito 0,986 0,977 a 0,995 1,005 0,007
Tamanho do figado antero-

o 0,986 0,973 a 0,998 1,005 0,013
posterior dir.
Tamanho bago pela palpagao 2,223 1,178 a 4,188 1,374 0,014
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Quanto ao IgG anti-SWAP, verificamos seu aumento de, em média, 14,8% para cada mm de
aumento da espessura da parede da veia porta na bifurcagdo e 1,4% para cada mm de aumento

do bago (medido ao U. Som) (Tabela 22).

Tabela 22- Modelo de andlise Multivariada para IgG anti-SWAP, populag¢do de Corrego do
Choro, Padre Paraiso-MG, 1999.

IgG anti-SWAP

Variaveis
Coeficiente IC 95% Erro padrao Valorde p
Espessura da veia porta na bifurcagéo 1,148 1,002 a 1,315 1,069 0,046
Tamanho do bago ao U.Som 1,014 1,007 a 1,019 1,002 0,000
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Discussao

6.1 CONSIDERACOES GERAIS

Neste estudo foi realizada uma avaliagdo imunoldgica e uma investigacdo da associacdo entre
a resposta imunologica e os dados parasitologicos, demograficos, étnicos, clinicos e ultra-
sonograficos de pacientes residentes em uma area endémica para esquistossomose mansonica.
Uma analise epidemioldgica sobre diferentes aspectos da esquistossomose foi possivel porque

a populacdo de enfoque havia sido previamente avaliada.

Considerando a esquistossomose como problema de saude publica e sua complexidade
epidemioldgica, estudos relacionando fatores humorais com suas formas clinicas, como o aqui
apresentado, poderdo ter implica¢des para o diagnostico e controle das formas graves. Alguns
trabalhos relacionam niveis de anticorpos com a evolugdo da esquistossomose, sendo
geralmente observado aumento de IgE anti-SWAP em associagdo com o aumento de prote¢ao
a reinfeccdo por S. mansoni (Silveira, 2002b; Pereira, 2006). Entretanto, os estudos visando
quantificar IgE podem ter subestimado a participagdo desta imunoglobulina na resposta
imunoldgica induzida por helmintos parasitos pois, devido a pequena quantidade de IgE
presente no plasma, existe a possibilidade de bloqueio da ligagdo de IgE por outras
imunoglobulinas que estdo presentes em elevadas concentragdes no plasma, nas técnicas
utilizadas para sua quantificacdo. Além disto, na maioria dos estudos, os dados populacionais
especialmente relacionados a forma grave da esquistossomose ndo sido detalhadamente
examinados, dificultando a correlagdo entre resposta imunolégica e outros aspectos

associados a forma clinica grave da doenga.

A metodologia utilizada foi um estudo transversal, que tem como premissa expressar
simultaneamente causa e efeito num dado momento, ndo esclarecendo a ordem cronologica
dos acontecimentos. Uma das limitagdes desta investigagdo ¢ o viés de temporalidade

(Pereira, 1995), que afeta a interpretacdo dos resultados no desenho transversal, na medida em
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que ndo ¢ possivel identificar quando ocorreu a infeccdo por S. mansoni e outros fatores que

se associam ao quadro de gravidade.

A funcdo da analise multivariada foi avaliar a contribui¢do independente das variaveis que
foram investigadas no aumento ou diminui¢do da variavel resposta (imunoglobulinas G ¢ E).
Por este motivo, a énfase da discussdo baseou-se na interpretacdo de variaveis que

permaneceram nos modelos de regressdo multivariada.

6.2 DETERMINACAO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS

A técnica utilizada neste estudo para determinagdo de IgE no plasma dos pacientes com
esquistossomose foi inovadora e permitiu estimar a quantidade de IgE especifica contra
antigenos de S. mansoni em valores absolutos (ng/mL), ao contrario da maioria dos estudos,
nos quais a estimativa da quantidade de IgE especifica era obtida em absorbancia ou titulagio
(Silveira, 2002b; Lima, 2005; Pereira, 2006). No caso da IgE, a estimativa indireta
(absorbancia) representa um dado de dificil interpretacdo, devido a diferenga de concentracao
sérica de IgE e IgG (ANEXO A). A presenca de IgG, especialmente 1gG4 pode competir com
sitios especificos de ligacdo da IgE, bloqueando-os e, conseqlientemente, resultando em
quantificacdo subestimada. Segundo Rihet et al. (1992), os valores de IgE apresentam-se
sempre subestimados, sendo observado até 98% de inibi¢cdo sorologica devido ao bloqueio

efetuado por outras imunoglobulinas.

Neste estudo, todos os experimentos para os marcadores imunologicos foram realizados em
duplicatas para conferir maior seguranca nos resultados; além disso, em todos os testes, foi
realizada a repetigdo de 15% para avaliar a taxa de reprodutibilidade dos mesmos. Os
resultados foram coerentes, demonstrando a confiabilidade dos ensaios. A técnica utilizada

neste estudo para avaliar a quantidade de IgE parasito-especifica foi baseada na metodologia
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descrita por Negrao-Corréa (1997) para estimar IgE reativa contra Trichinella spirallis em
ratos infectados. Esta técnica estima a quantidade de IgE parasito-especifica através da
quantidade de IgE total avaliada por ELISA antes e apds a adsorcdo dos anticorpos
especificos em coluna de Sepharose conjugada ao antigeno de interesse. Este principio foi
adaptado para utilizac¢do neste estudo, sendo produzida uma coluna conjugada a SEA e outra a
SWAP com o objetivo de adsorver os anticorpos especificos do plasma dos pacientes com

esquistossomose.

Através da estimativa de reducgdo de IgG reativa contra SEA e SWAP, nas amostras de plasma
incubadas em colunas controle e nas colunas conjugadas com antigenos de interesse, foi
possivel comprovar a eficacia da adsor¢ao dos anticorpos especificos. Conforme demonstrado
nos resultados (Figura 12), houve reducao significativa da absorbancia medida pela técnica de
ELISA. Verificou-se que a mediana de absorbancia obtida com os pacientes infectados, apos
adsorcdo na coluna conjugada com antigenos especificos, ficou abaixo do valor estimado
como reativo, indicando que a adsor¢do pela incubagdo em coluna de Sepharose foi bastante
eficiente em eliminar anticorpos especificos. Porém, alguns individuos permaneceram com
absorbancia elevada, sugerindo que ndo houve adsor¢cdo completa de anticorpos especificos
nestes pacientes. Para verificar se além de IgG, a adsor¢do teria eliminado IgE especifica, a
reatividade de IgE do plasma adsorvido dos pacientes, foi também testada pela técnica de
ELISA. Foi comprovado que, apds a adsor¢do, a reatividade de IgE nas amostras foi
semelhante aquela dos individuos ndo infectados e proxima do controle negativo adicionado
em cada placa de ensaio, mesmo nos pacientes que ainda apresentavam um pouco de
reatividade para IgG. Este resultado permitiu que a avaliagdo do presente estudo pudesse ser
realizada, pois indica que foi possivel retirar das amostras os anticorpos especificos,

especialmente IgE.
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Como IgG ¢ a imunoglobulina predominante no plasma, ndo tem sido relatado ocorréncia de
bloqueio desta pela presenca de outras classes de imunoglobulina (Rihet et al., 1992). Dessa
forma, a estimativa da presenga de IgG reativa a antigenos de S. mansoni (SEA e SWAP) foi
realizada através da técnica de ELISA direta, sendo apresentado os valores de absorbancia de
IgG com indicativo de quantidade. O objetivo inicial também incluia a mensuracdo de IgG4
nas amostras de plasma antes e apos adsorcao especifica com o antigeno, mas os reagentes
testados apresentaram reatividade cruzada com outras subclasses de IgG, ndo permitindo a
quantificacdo especifica desta imunoglobulina e a andlise da quantidade relativa 1gG4/IgE.
Outros reagentes ainda serdo testados e amostras de plasma de cada paciente estdo

armazenadas para cumprir esta finalidade.

A mensuracdo da absorbancia de IgG anti-SEA e IgG anti-SWAP em pacientes
parasitologicamente positivos para S. mansoni em relacdo a pessoas ndo infectadas, revelou
que alguns individuos, ainda que positivos para esquistossomose e eliminando ovos, nao
apresentavam niveis altos de IgG parasito-especificas. Estes pacientes ndo demonstraram
diferenga na quantidade de ovos comparados aos demais. Por ser um estudo transversal,

outras inferéncias tornam-se limitadas acerca das investigacdes sobre os individuos.

6.3 VARIAVEIS ASSOCIADAS A INFECCAO

6.3.1 — IDADE, SEXO E CARGA PARASITARIA

Nos pacientes de Corrego do Choro examinados neste estudo, a relacdo entre idade e carga
parasitaria ndo foi evidente, ndo sendo observada diferenca estatistica entre faixa etéria e
carga parasitaria (p=0,776). Entretanto, ¢ necessario considerar que neste estudo foram
selecionados individuos de 14 a 68 anos, sendo excluidos os muito jovens e mais velhos, que

supostamente poderiam apresentar variagdes na resposta imunoldgica ndo necessariamente
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associadas a infec¢do pelo parasito (Speziali et al., 2004). Por isso, a faixa etaria foi
restringida e, conseqiientemente, a maioria das correlagdes relacionadas a idade também.
Muitos autores tém relatado diferencas significativas entre idade do hospedeiro e intensidade
da infeccdo por S. mansoni, sendo freqlientemente observado que individuos mais jovens
apresentam maior carga parasitaria quando comparados aos mais idosos (Butterwoth et al.,
1994; Kabatereine et al., 1999). E importante ressaltar que, mesmo a diferenga nio sendo
estatisticamente significativa, foi observada uma tendéncia de aumento da média da carga
parasitaria na faixa etdria mais baixa (14 a 19 anos) (Tabela 5). Dos trés individuos que

eliminavam acima de 400 opg, dois tinham entre 14 ¢ 19 anos e um entre 20 ¢ 29 (Figura 8).

Outra caracteristica importante da populacdo aqui estudada foi a baixa carga parasitaria
revelada nos exames parasitologicos dos pacientes examinados (mediana de 30 opg) (Figura
9). Esta caracteristica pode ser conseqiiéncia de uma populagdo endémica ja submetida a
prévio tratamento, selecionada no campo ¢ ndo em hospitais ou locais que poderiam viciar a
amostragem. Muitos individuos da populacdo em estudo relatam ter sido submetidos ao
tratamento especifico contra S. mansoni recentemente (67%). O tratamento especifico ¢
determinante na diminui¢do da carga parasitaria, diminuindo a quantidade de vermes, mas
sem necessariamente erradicar a infeccdo, visto que a populacdo se reinfecta ao manter

contato com as fontes de 4gua e encontra-se eliminando ovos.

Outro fator importante que pode ter influéncia na baixa carga parasitiria observada na
populagdo em estudo seria a exposi¢dao intra-uterina dos individuos residentes em areas
endémicas a antigenos de S. mansoni, devido a infec¢do materna, ou mesmo apds o
nascimento, através do leite materno; permitindo que estes individuos infectados na infancia
respondam diferente daqueles fora da area endémica (Novato-Silva et al., 1992; Attalah et al.,

2003). Nao ¢é possivel distinguir entre idade e a historia de infeccdo em populagdes
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endémicas, visto que os individuos sdo expostos ao parasito desde muito cedo e, a partir dai,
submetidos a constantes reinfeccdes (Webster et al., 1998). Os individuos do presente estudo,
também foram expostos a constantes reinfec¢des desde tenra idade, e isto foi mostrado
quando, de posse do banco de dados completo de Coérrego do Choro, foi verificada a presenca
de ovos nos exames de fezes de todas as criangas (desde os 5 anos, idade minima de inclusao

no estudo original).

A populacdo apresentou baixa carga parasitaria, ¢ esta ndo foi associada a patologia.
Trabalhar com uma populacdo com baixa carga parasitaria como esta ¢ uma vantagem, pois
representa a realidade que ¢ encontrada hoje na maioria das dreas de transmissdo de
esquistossomose no Brasil, apos implantagdo de campanhas de tratamento em massa
preconizado pela WHO em 1996. E importante salientar que a carga parasitaria é um dos
elementos importantes associados a evolugao da forma hepatoesplénica da esquistossomose
(Prata, 1992). Bina e Prata (2003) encontraram relagdo de aumento da carga parasitaria com o
aumento da patologia (forma hepatoesplénica), entretanto, esta relacdo acontecia apenas
quando a intensidade da infec¢do ultrapassava 1.000 ovos por grama de fezes. Dessa forma,
outros fatores, além de carga parasitaria, desempenham um importante papel na evolucao
clinica da esquistossomose, visto que nem todas as pessoas intensamente infectadas
desenvolvem doenca hepatoesplénica (Andrade et al., 1998) e pacientes com baixa eliminacao
de ovos nas fezes podem evoluir para a forma grave da esquistossomose, como apresentado
neste estudo, onde 43% dos pacientes examinados apresentavam algum grau de fibrose,
apesar da eliminagdo de ovos ser considerada baixa (mediana de 30opg). Neste sentido, os
pacientes de Corrego do Choro representam uma populagdo apropriada para avaliar a
importancia de outros fatores ndo relacionados a intensidade da infec¢do, como resposta

imunologica, na evolugdo das formas graves da esquistossomose.
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Os pacientes examinados neste estudo eram homogéneos quanto ao sexo (Tabela 1) e ndo foi
encontrada diferenca também entre sexo e intensidade de infec¢do (opg). A literatura
apresenta resultados conflitantes quanto a relac@o entre sexo e carga parasitaria de S. mansoni.
Alguns trabalhos demonstraram maior carga parasitaria em mulheres (Bina & Prata, 2003) e
outros em homens (Mohamed-Ali et al., 1999), mas a maioria dos autores ndo encontra
relacdo com sexo, quando ajustados por fatores de confusdo, como aqueles ocupacionais

(Naus et al., 2003).

Quando estes fatores relacionados a infeccdo (idade, sexo e carga parasitdria) foram
associados aos niveis das imunoglobulinas E e G dosadas neste estudo (Apéndice A), foi
observado correlacdo negativa entre IgG anti-SEA e idade, ou seja, a medida que a idade
aumenta, observou-se diminui¢do da quantidade de IgG especifico para SEA. Os achados de
Grogan et al. (1997) e Hagan et al. (1991) corroboram com nossos resultados visto que nestes
trabalhos foram detectados maiores niveis de IgG4 anti-SWAP e anti-SEA em criangas e
diminuindo com o aumento da idade. Alguns autores (Corréa-Oliveira et al., 2000; Mduluza
et al., 2001) sugerem que niveis elevados de IgG, especialmente IgG4, em criancas estariam
associados a elevada suscetibilidade destes pacientes a reinfec¢do, provavelmente devido a
possibilidade de altos niveis de anticorpos IgG4 bloquearem mecanismos protetores

relevantes, dos quais IgE pode participar.

No presente estudo, ndo foi encontrada diferenga estatistica entre IgE total, nem IgE
especifica (anti-SEA ¢ SWAP) e idade ou faixa etaria; diferente dos achados de Webster et al.
(1997), que demonstraram um aumento da IgE anti-SWAP associado com o aumento de idade
dos pacientes. Naus et al. (2003), investigando uma comunidade de pescadores endémica para
esquistossomose também verificaram que IgE anti-SWAP aumenta com a idade

(principalmente apds a puberdade) e com a carga parasitaria. Entretanto, neste mesmo estudo,
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os autores relatam que IgE anti-SEA ndo teve associacdo com carga parasitaria, idade ou
sexo. Os dados de Webster e Naus corroboram com a hipdtese da participagcdo de IgE no
mecanismo protetor induzido nos hospedeiros freqlientemente expostos a infec¢do por S.
mansoni com a progressio da idade. E importante salientar que o perfil da area de transmissio
estudada por Naus et al. (2003) ¢ diferente do apresentado no presente estudo, pois a
comunidade de pescadores apresentava altos niveis de exposi¢do ao parasito e elevada
intensidade de infec¢do por S. mansoni, com mediana em torno de 500 opg, enquanto a
intensidade de infec¢do detectada no presente estudo apresenta mediana de 30 opg, o que
pode ter sido responsavel pela auséncia da associa¢do de IgE com idade. Por outro lado, ndo
foi determinado neste estudo a relagdo IgG4/IgE, sendo possivel que, mesmo em termos
absolutos, ndo ocorra aumento de IgE especifico com a idade, a diminui¢ao de IgG observada

nos mais velhos resulte em aumento efetivo de IgE.

Nao foi detectada diferenga estatistica entre sexo e os niveis de anticorpos dosados no
presente estudo. Webster et al. (1997) encontraram uma relagdo positiva entre sexo e IgE e
IgG anti-SWAP, sendo que homens tém maior quantidade destes anticorpos, e esta relacdo foi
mantida quando ajustada nas analises multivariadas, mostrando que nao se tratava de um fator
de confusdo, ou seja, ndo foi encontrada associagdo com ocupagdo. Os autores justificam essa
diferenca através da regulagdo dos hormdnios das gonadas e adrenais, que sdo componentes
intrinsecos dos mecanismos de regulagdo imunolédgica. O estrégeno aumentaria a imunidade
humoral, enquanto andrégenos suprimiriam-na (Rivero et al., 2002) através da diminuicao dos
niveis de IFN-y — citocina antifibrinogénica mais atuante no granuloma (Lortat-Jacob et al.,
1997). Esta associagdo nao foi observada entre os pacientes com esquistossomose analisados

neste estudo.
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6.3.2 - CONTATO COM AGUA E TRATAMENTO

Na populacdo aqui estudada, também foi detectada uma diferenga significativa quando
comparado o contato com agua entre as faixas etarias (p=0,032). Este dado demonstrou que
quase todos os individuos da faixa etaria mais jovem (14 a 29 anos) relataram contato com
agua, enquanto a partir de 30 anos, o relato de contato diminuiu para dois ter¢os de individuos
(Figura 7).Gazzinelli et al. (2001) utilizam indices para estimar o contato com agua e
observaram que, com o avang¢o da idade, existe uma tendéncia na reducdo do contato com a
agua. Entretanto, o relato de diminuicdo de contato nos pacientes deste estudo provavelmente
nao resultou em redugdo da taxa de infec¢do nas faixas etarias mais altas, pois ndo houve
reducdo significativa na intensidade da infeccdo ou no numero de pessoas infectadas com o
aumento da idade (Tabela 5). Uma possivel razao para este dado, inicialmente conflitante,
talvez seja explicada pelo fato do contato com fonte de infec¢do ser muito maior do que a
populacdo consiga estimar, visto que, no momento do estudo em campo a localidade nao tinha
abastecimento de agua tratada e canalizada e nem encanamentos de esgoto, que terminavam
sempre por desembocar nos corregos. Padre Paraiso possui 378 nascentes, além de muitos
corregos e ribeirdes perenes. A agua que abastecia a caixa d’agua, na ocasido do estudo
original e coleta do plasma, também era proveniente dessas fontes naturais, o que poderia
manter a populacdo infectada, mesmo sem banhar-se em colecdes de &aguas naturais

contaminadas. Logo, o contato relatado estaria subestimado.

Os resultados deste estudo também ndo demonstraram diferenga significativa quanto a
freqliéncia deste contato e os niveis das imunoglobulinas avaliadas, talvez porque a maioria
desta populagdo (66 individuos) relata contato diario e, além disso, uma grande parcela (17

individuos) ndo sabia informar esta freqii€ncia (Tabela 3).
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O banco de dados ndo inclui profissdo, entdo nao se sabe o nivel (profundidade e tempo) de
exposicdo dos individuos as fontes de contaminagdo, o que restringe a interpretacdo sobre o

contato com a agua.

Nenhuma medida isolada ¢ capaz de garantir o controle ou fim da transmissdo de S. mansoni,
considerando toda a complexidade envolvida na epidemiologia e imunologia da
esquistossomose. Para resolver este impasse, € necessaria uma abordagem focando varios elos
desta cadeia de transmissdo da doenga. A canalizacdo das redes de dgua e esgoto, somada ao
fornecimento de dgua tratada seriam as principais medidas de grande impacto para esta
populacdo. Sabe-se que, ha apenas quatro décadas, o distrito de Padre Paraiso se emancipou
de Carai, constituindo um municipio com administragdo especifica. Desde entdo, aos poucos,
a populagdo tem sido atendida quanto as suas necessidades basicas de saneamento e
suprimento de agua potavel. Esta mudanca ainda estd em fase de consolidacdo e espera-se
colher os frutos dessas agdes se somadas a educagdo sanitaria e participagdo da comunidade.
Além disso, outra medida preconizada pela WHO (1996) foi o tratamento em massa para
esquistossomose, iniciado nesta populacdo ao final da década de 90. A partir dai, a
prevaléncia da doenca que antes era de 80%, reduziu-se para 25% - valor que permanece

ainda nos dias atuais.

No presente estudo, a avaliacdo do contato com a dgua (Figura 15) e o tratamento (Figura 14)
em relagdo aos niveis detectados de IgG e IgE totais e especificos demonstrou que a
quantidade de IgE total, foi estatisticamente mais elevada em pacientes que relatam contato
com fontes de aguas naturais, do que naqueles pacientes sem relato de contato e esta
associacdo se manteve apoOs a andlise multivariada. Mas, as demais imunoglobulinas (IgE e
IgG especificas) ndo apresentaram diferenca estatistica, visto que os niveis dessas

apresentaram-se muito elevados naqueles pacientes que ndo relatavam contato com aguas
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naturais. Visto que, na época do estudo, ndo havia 4gua ou esgoto canalizados e que a agua
que abastecia a caixa d’agua era proveniente dos corregos; a fonte de infec¢do seria maior do
que a populacdo possa estimar, o que a manteria infectada mesmo sem se banhar nas cole¢des
de agua. Estes resultados indicam que a exposicdo freqiliente as fontes infecg¢do favorece as
reinfecgdes, além da exposicdo a outras parasitoses; o que estimularia a manutencao dos altos
niveis de producdo de IgE e IgG sem necessariamente alterar significativamente a carga

parasitaria.

Entre os pacientes examinados neste estudo, também foi verificado que aqueles que relataram
tratamento recente para esquistossomose (mesmo sem ter sido definido especificamente o e
especifica (anti-SEA ¢ SWAP), em comparagdo aqueles pacientes sem relato de tratamento
(Figura 14). A associacdo se manteve no modelo de analise multivariada, indicando que a
diminui¢do dos niveis de IgE nos pacientes tratados apresenta um efeito independente de
outros fatores (Tabelas 18, 19 e 20). Entretanto, o nivel de reatividade de IgG plasmatica,
tanto anti-SEA como anti-SWAP, permanecem elevadas mesmo nos pacientes tratados
(Figura 14). Alguns trabalhos mencionam que a imunidade humoral induzida pela infec¢do
por S. mansoni pode persistir por décadas, ainda na auséncia de re-exposi¢do ao patdgeno
(Mitre e Nutman, 2006), sendo este um dos principais problemas para o desenvolvimento de
uma técnica de diagnostico baseada em alteragdes imunoldgicas. Entretanto, a maioria dos
estudos cléssicos tem sido sobre a permanéncia dos anticorpos IgG antigeno-especificos (Paul
et al., 1931). Por diminuir mais rapidamente no pos-tratamento, IgE parasito-especifica pode
ser um marcador de infec¢do, que consiste num achado com importante perspectiva no
desenvolvimento de técnicas alternativas para o diagnostico de esquistossomose. Entretanto,
este achado ndo tem acontecido em todos os modelos de infeccdo por helmintos; Mitre e
Nutman (2006) demonstraram a persisténcia da resposta de IgE especifica anti-helminto por

anos em populagdo submetida a tratamento para infeccdo filaridide e ndo reexposta. Mesmo a
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avaliacdo dos niveis de IgE em pacientes submetidos ao tratamento com praziquantel tem
revelado resultados conflitantes, sendo que muitos autores relatam associagdo entre aumento
de IgE e protecdo contra reinfeccdo humana pelo S. mansoni ap6s quimioterapia especifica
(Hagan et al., 1991; Demeure et al., 1993; Viana et al., 1995; Naus et al., 1999; Nyindo et al.,
1999). Entretanto, a maioria dos estudos avalia pacientes que ndo foram reinfectados apos
tratamento especifico e associam aumento de IgE, especialmente anti-SWAP, com protecao.
E importante ressaltar que, na populagio em estudo, apesar de relatar tratamento recente, nio
existe definicdo precisa de hd quanto tempo o tratamento foi realizado e os pacientes

examinados apresentavam-se infectados no momento da coleta de sangue.

A maioria dos autores acredita que o tratamento seja benéfico, visto que impediria a alta
intensidade de infecgdo, considerada uma das possiveis contribuigdes para evolugdo da forma
grave da esquistossomose. O tratamento altera a resposta imune ao parasito e algumas dessas
mudangas pos-quimioterapia podem ser correlacionadas ao desenvolvimento da resisténcia a
reinfeccdo, que é uma conseqii€ncia multifatorial e ndo pode ser apenas associada a um tnico
mecanismo imune (Corréa-Oliveira et al., 2000). Varios autores demonstram uma grande
diminuicdo na prevaléncia de esquistossomose apds a implantagdo do tratamento seqiiencial
(Corréa-Oliveira et al., 2000; Conceicdo & Borges-Pereira, 2002). Existe um consenso entre a
comunidade médica brasileira, acerca do importante declinio do niimero de casos de forma
grave em esquistossomose, desde a implantagdo do programa de tratamento em massa, na
década de 70 (Lambertucci et al., 2000). Estes autores reportam um declinio de 47% na taxa
de mortalidade devido a esquistossomose (1977 a 1994), diminuigdo em 50% na admissao de
pacientes nas redes hospitalares do Brasil (1984 a 1997), além da grande redugao das cirurgias

de hipertensao portal (Correia et al., 1997).
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6.3.3 - ETNIA

Tragos fisicos do individuo, principalmente pigmentacdo da pele, formato de labios e nariz,
cor e textura dos cabelos sdo freqlientemente utilizados para categorizacdes étnicas e raciais e
exercem grande influéncia nas relagdes sociais humanas. Todavia, o fendtipo pode ter sido
conseqiiéncia de adaptacdes a fatores geograficos seletivos e sua utilizagdo como marcador
étnico ¢ erronea. Entdo, a classificacdo fenotipica realizada pelo observador ou pela auto-
classificagdo dos individuos ndo representa necessariamente o que estd expresso em
marcadores moleculares étnicos. A falta de coincidéncia entre a defini¢do molecular e
fenotipica de etnia fica evidente neste estudo, quando apenas 14 individuos foram
fenotipicamente considerados brancos, mas apenas 6 destes apresentaram marcas moleculares
tipicas de descendentes ecuropeus, enquanto 30 que haviam sido classificados como

miscigenados e negros possuiam marcadores moleculares de europeus (dados nado tabulados).

Nao foi observada diferenca estatistica significativa entre a etnia do paciente, avaliada através
da classificacdo fenotipica pelo observador, auto-classificacdo ou avaliagdo molecular, ¢
gravidade da esquistossomose avaliada pelo grau de fibrose de Symmers (ausente, leve,
moderado e intensa) (Tabela 12). Porém, ¢ importante ressaltar que os brancos, embora a
associa¢do nado tenha sido significativa (p=0,057), quando a classificacdo étnica foi realizada
pelo fenotipo, apresentaram as formas clinicas de fibrose mais graves. Relacdo semelhante
também foi observada entre a classificagdo étnica (fenotipica) e a quantidade de ovos
eliminado nas fezes, mesmo ndo sendo estatisticamente significativa (p=0,057), os brancos
eliminam maior quantidade de ovos (Tabela 13). Estes dados sdo semelhantes aos achados de
Prata (1992) que encontrou associacdo entre formas graves de esquistossomose e etnia branca

do paciente, usando classificagdo fenotipica.
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Neste mesmo estudo, Prata (1992) verificou que se um dos pais apresentava a forma
hepatoesplénica da esquistossomose, quintuplicava a chance do descendente apresentar esta
forma clinica grave da doenga caso fosse infectado. E certo que outros fatores genéticos nio
relacionados com etnia possam, e devam, influenciar na modulacdo da esquistossomose. Estes
fatores podem estar presentes em uma maior propor¢do de pessoas de alguma regido que
possuam a mesma origem étnica e passem os genes de expressdo aos seus descendentes, mas
isto ndo implica que o fator genético seja étnico. Dessein et al (1999) demonstraram que a
forma hepatoesplénica presente em algumas familias avaliadas em seu estudo estava
associada a presenga de um gene mutado codificador do receptor de IFN-y, que impede sua

funcionalidade e, conseqiientemente, interfere na modulacdo da fibrinogénese do granuloma.

Nos pacientes avaliados neste estudo também nao foi encontrada associagdo entre os niveis de
IgE e IgG com nenhuma das classificagdes étnicas. Estes achados indicam que ndo ha
tendéncias de resposta imunoldgica humoral diferenciada para esquistossomose entre
individuos de diferentes origens étnicas, principalmente quando a classificagdo étnica ¢

realizada baseada em parametros moleculares.

6.3.4 — AVALIACAO DA GRAVIDADE EM ESQUISTOSSOMOSE

Até meados do século passado, a avaliagdo clinica dos pacientes com esquistossomose era o
unico método de determinagdo da gravidade da doenga, porém este método demonstrava
pouca sensibilidade, especificidade, além de muita subjetividade. Com a incorporagdo da
ultra-sonografia, a avaliacdo clinica para definicdo de gravidade em pacientes com

esquistossomose passou a ser considerada como método auxiliar (Abdel-Wahab et al., 1992).
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Embora alguns estudos tenham tentado utilizar marcadores externos de fibrose, com aparente
sucesso nos casos das dosagens do pro-colageno I, do hialuran, do TGF-B ou da excrecdo da
hidroxiprolia urindria, o presente consenso ¢ de que ainda ndo estdo disponiveis marcadores
confiaveis de fibrose hepatica (Andrade, 2004). A introducdo do exame por ultra-sonografia
como método de avaliar gravidade da esquistossomose, em substituicdo ao exame clinico
isolado, foi considerado um grande avango para a defini¢do de pacientes com formas clinicas
graves da doenga (Gerspacher-Lara et al., 1997). E um método direto, seguro, rapido, ndo
invasivo e relativamente de baixo custo, que pode detectar alteragcdes patologicas mesmo nos
estagios iniciais. Mais recentemente, Lambertucci et al. (2004) demonstraram que os
resultados encontrados no exame de pacientes com esquistossomose pela ultra-sonografia
estio em acordo com aqueles detectados pela ressonancia magnética, confirmando a
importancia desta ferramenta na definicdo de gravidade da doenca. Em pacientes com
esquistossomose hepatoesplénica, o padrdo ultra-sonografico ¢ caracteristico, apresentando
um marcado espessamento periportal que ndo ¢ causado por nenhum outro agente, ou seja,

ndo constitui um fator de confusdo (Gerspacher-Lara et al., 1997).

Diferentes de outros autores (Coura & Conceigdo, 1981; Proietti et al., 1992; Martins, 1997;
Mohamed-Ali et al., 1999), a populacdo avaliada no presente estudo ndo apresentou
associagdo significativa entre a forma clinica e a intensidade da infec¢do, quando foram
comparados individuos com diferentes graus de fibrose de Symmers e o nimero de ovos do
parasito eliminados por grama de fezes (Tabela 10). Um dos elementos que deve ser
considerado ¢ a baixa intensidade de ovos eliminados pelos pacientes desta populacdo, sendo
relatada existéncia de tratamentos especificos prévios por grande parte dos pacientes
examinados. Dessa forma, a elevada taxa de fibrose observada neste estudo pode ser
conseqiiéncia de infec¢des cronicas passadas e tratadas. Santos et al. (2000) relataram maior

propor¢ao de fibrose periportal em animais reinfectados € com acumulo da carga parasitaria
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somente quando o tratamento era ausente e apoOs varias exposi¢des a infeccdo. Também
utilizando modelos experimentais, Silva et al. (2006) ndo verificaram correlacdo entre
reinfeccdes e aumento da producdo de ovos ou desenvolvimento da fibrose periportal nos
animais em fase cronica de infecgdo. Prata (1992) também ndo encontrou nenhuma relagao
entre carga parasitaria e hepatoesplenomegalia em uma popula¢do do interior de Minas

Gerais.

Neste estudo ficou demonstrado que ndo existe uma relacdo entre hepatoesplenomegalia e
fibrose; este ultimo sendo o verdadeiro marcador de gravidade para esquistossomose. A
maioria dos pacientes que apresentaram figado (n=26) e bago (n=5) palpaveis ao exame
clinico (Tabela 6), ndo possuia nenhum grau de fibrose (dados ndo tabulados). Isto ¢
corroborado por Vennervald et al. (2004), que avaliaram criancas ¢ adolescentes com
esquistossomose ¢ verificaram que a forma hepatoesplénica pode ocorrer sem a presenca de
fibrose, sugerindo que inflamacao e alteragdes granulomatosas nas veias porta podem levar ao

aumento da pressdo, esplenomegalia e dilatagdo das veias porta sem fibrose periportal.

No presente estudo, a associacdo de parametros clinicos e ultra-sonograficos dos pacientes e
os niveis de IgG e IgE revelou uma correlacio positiva entre os niveis de IgE (total, anti-SEA
e anti-SWAP) e a medida do figado por ultra-sonografia no angulo antero-posterior (Tabelas
18, 19 e 20). Porém, quando realizada a regressao linear desta medida pelos coeficientes de
bidtipo (altura e peso), foi observado que esta variavel (medida antero-posterior esquerdo do
figado) consistia em um perfeito viés, ou variavel de confusao, visto que a regressao linear da
medida antero-posterior esquerdo do figado com altura e peso do paciente demonstrou um
p=0,000 para ambas, ou seja, a medida do figado pelo lado antero-posterior esquerdo
aumentava conforme aumentavam a altura e/ou peso dos individuos. Atualmente, por esta

particularidade de bias, esta variavel deixou de ser utilizada como pardmetro para avaliar
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gravidade da esquistossomose hepatica (WHO, 1996), onde a correcdo pelo biotipo so €
possivel para as medidas longitudinais. Dessa forma, a associagdo positiva entre niveis de IgE

e esta medida de figado ndo esta diretamente associada com a gravidade.

Outra associagdo significativa verificada neste estudo foi a correlagdo inversa entre o aumento
da espessura da parede da vesicula biliar com a diminuig¢@o dos niveis de IgE total e anti-SEA
(Tabelas 27 e 28). Mohamed-Ali et al. (1999) encontraram forte relacdo entre aumento dos
diametros da veia porta e da vesicula biliar e graus avancados de fibrose. Mudangas na
vesicula biliar, bem como nos seus ductos, sdo marcas constantes € comuns da
esquistossomose hepatica grave, mas ainda ¢ desconhecida sua repercussao funcional
(Oliveira e Andrade, 2004). Esses autores verificaram que esta lesdo ndo regride facilmente
apds o tratamento da esquistossomose. IgE anti-SEA aumentou naqueles pacientes que
apresentaram contorno do figado rugoso a ultra-sonografia (Tabela 19). Estes dados
necessitam de uma maior investigacdo, visto que apenas 4 pacientes apresentavam a
caractaeristica de figado rugoso. Neste sentido, este estudo demonstrou que pacientes com
alteracdes associadas as formas mais graves da esquistossomose teriam menos producdo de
IgE especifica. Este dado corrobora com achados de outros autores que sugerem o efeito
protetor da IgE especifica (Hagan et al., 1991; Demeure et al., 1993; Viana et al., 1995;
Jankovic et al., 1997; King et al., 1997; Naus et al., 1999; Nyindo et al., 1999; Corréa-
Oliveira et al., 2000; Mdulusa et al., 2001; Silveira et al., 2002b). A hipotese € que continuas
exposigdes aos antigenos do verme resultariam em resposta imunologica protetora, associada
ao aumento de IgE anti-SWAP que, conseqilientemente, resulta em prevencdo do deposito de
grande numero de ovos e dos desenvolvimento da imunopatologia associada as formas graves
da esquistossomose (Nyindo et al., 1999; Corréa-Oliveira et al., 2000; Mduluza et al., 2001).
Entretanto, vale ressaltar que, na maioria destes estudos, a associacdo encontrada € entre

niveis de IgE anti-SWAP e protegdo contra re-infeccdo, avaliada pela quantidade de ovos nas

118



Discussao

fezes, sendo seu efeito na forma grave avaliado indiretamente. No presente trabalho, foi
avaliado somente pacientes com exames parasitologicos positivos, em uma area endémica
caracterizada por baixa carga parasitaria. Dessa forma, a relagc@o inversa encontrada entre IgE
anti-SEA e espessura da vesicula biliar pode ser conseqiiéncia da participagdo de IgE na
modula¢do do granuloma e/ou destrui¢do dos ovos do parasito. Esta hipdtese devera ser

futuramente verificada em modelos experimentais (Bonnard et al., 2004).

Outro resultado encontrado na populagdo do presente estudo concerne na relagdo positiva
entre IgG anti-SEA e o aumento do bago (Tabela 21). IgG anti-SWAP também demonstrou o
mesmo perfil, aumentando a medida que o baco ou a espessura da parede da veia porta (em
diversas medidas, principalmente na bifurcacdo) aumentam (Tabela 22). Em resumo, o
presente resultado consistentemente associa positivamente o aumento de IgG reativa contra o
parasito com formas clinicas graves da esquistossomose. Sabe-se que as IgGs sdo relatadas
como Imunoglobulinas ligadas a patogénese e fibrose, principalmente IgG4 (Rihet et al.,
1991; Dunne et al., 1992; Silveira et al., 2002 a e b; Bonnard et al., 2004; Lima, 2005). Assim,
o aumento de IgG reativa contra antigenos do parasito em pacientes com esquistossomose
grave corrobora com a maioria dos trabalhos descritos (Rihet et al., 1992; Demeure et al.,

1993; Caldas et al., 2000; Silveira et al., 2002).

A esplenomegalia resulta de uma passiva congestdo e hiperplasia do sistema reticuloendotelial
(Lambertucci et al., 2000). O bago, sendo local de linfoproliferacdo, tem importante papel no
desenvolvimento da fibrose de Symmers, com influéncias multifatoriais, incluindo ajuste
vascular hepatico e fatores associados a matriz extracelular do figado (Andrade et al., 1998).
Mudangas no figado — como congestdo, inflamagdo, fibrose e necrose - podem, as vezes,

repercutir na estrutura ¢ funcionamento esplénicos (Yamamoto, 1979).
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Deve-se considerar a presenga de alguns fatores de confusdo ndo relatados no banco, como
fatores nutricionais, genéticos e co-infecgdes. Todos estes fatores influenciariam na resposta
imunolodgica dos individuos, bem como nos outros prognodsticos da infecgdo. Mwatha et al.
(2003), num estudo de caso-controle em co-infec¢do de esquistossomose e malaria
verificaram que a hepatoesplenomegalia ndo era devido a maldaria, mas as criangas co-
infectadas hepatoesplénicas possuiam muito mais anticorpos anti-Plasmodium falciparum
quando comparadas as nao-hepatoesplénicas, demonstrando que co-infecgdes influenciam a

resposta humoral e, conseqiientemente, o desenvolvimento da hepatoesplenomegalia.
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Conclusoes

A adsor¢do do plasma de pacientes com esquistossomose em colunas de Sepharose
conjugadas a antigenos de S. mansoni seguida de quantificacdo de IgE total no plasma
adsorvido e ndo adsorvido permite uma quantificagdo absoluta e mais precisa do nivel de IgE

parasito-especifico.

Os pacientes com esquistossomose mansoOnica avaliados neste estudo apresentaram baixa
carga parasitaria (mediana de 30opg) e ndo houve associacdo entre carga parasitaria e o nivel
de IgG ou de IgE entre os pacientes examinados. Nesta populacdo, a carga parasitaria também
ndo estava associada ao sexo ¢ faixa etaria dos pacientes. Neste estudo, também ficou
demonstrado que ndo existe associa¢do entre hepatoesplenomegalia e fibrose em pacientes

com esquistossomose.

Nao foi encontrada relagdo entre etnia, determinada por padrdes moleculares, e IgE ou IgG
especificos ou nivel de fibrose de Symmers ou carga parasitaria. Os dados sugerem que nao
importa a origem étnica (molecular ou auto-avaliagdo) do individuo para pressupor o

prognostico da evolugdo do quadro da esquistossomose.

Pacientes recentemente tratados especificamente para esquistossomose demonstraram

diminuicao de IgE (total e especificas).

Os individuos que tiveram aumento da vesicula biliar (um dos principais marcadores de
fibrose) apresentaram diminuicdo de IgE. Os dados encontrados sugerem que o aumento de
IgE (total e especificas para SEA) esta relacionado a proteg¢@o contra a evolugdo do quadro de

esquistossomose para fibrose.
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O aumento de IgG reativa contra antigenos do parasito estd positivamente associada com a
presenga de alteragcdes em marcadores de fibrose (aumento do bago e da espessura da veia
porta). Os dados encontrados sugerem que IgG, principalmente anti-SW AP, esta relacionada a

evolucdo da patologia para fibrose.

A IgG anti-SEA diminui com a idade. O dado sugere que com o passar da idade, em

populacdes endémicas, os niveis de IgGs, que ndo sdo protetoras, diminuem e isto ocorre

independente de outros fatores.
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Perspectivas

Sabe-se da necessidade de estimar [gG4 para contrapor seus dados aqueles descobertos para
IgE e providéncias tém sido tomadas na busca de kits comerciais que minimizem a reagao

cruzada entre IgG4 e outras imunoglobulinas IgG.

Outros fatores imunolégicos sdo de extrema importdncia na regulagdo da progressdo da
esquistossomose. Neste contexto, as citocinas e quimiocinas, proteinas secretadas pelas
células da imunidade inata e adquirida, em resposta a diversos antigenos, € que sdo
mediadores moleculares da diferenciacao funcional de células efetoras ocupam um importante
papel na participacdo na resposta imunoldgica em esquistossomose. Utilizando os mesmos
pacientes deste estudo, analises destes mediadores estdo em fase de realizagdo. Foram
dosados niveis das quimiocinas (CCL24/eotaxina-2, CCL3/MIP-1a (Proteina inflamatéria de
Macrofagos) e CCL7/MIF (Fator inibitorio da migracdo de macrofagos)) e citocinas (IL-5,
MCP -3 (proteina quimiotatica de mondcitos-3), TNF-a (Fator de necrose tumoral) e receptor
para TNF-a). Pretende-se relacionar os dados obtidos as variaveis do banco de dados, visando
ampliar os conhecimentos acerca dos fatores considerados protetores ou patogénicos na

progressdo da doenga.

Afinal, “ja que vocé tem que pensar de qualquer forma, pense grande” (Donald Trump).
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ANEXO A — NiVEIS NORMALIS DE IgG E IgE

IgG (mg/dL) IgE (IU/mL)
0-4 meses 141-930 <1 ano 0,0-6,6
5-8 meses 250-1.190 1-2 anos 0,0-20,0
9-11 meses  320-1.250 2-3 anos 0,1-15.8
1-3 anos 400-1.250 3-4 anos 0,0-29,2
4-6 anos 560-1.307 4-5 anos 0,3-25,0
7-9 anos 598-1.379 5-6 anos 0,2-17,6
10-12 anos  638-1.453 6-7 anos 0,2-13,1
13-15anos  680-1.531 7-8 anos 0,3-46,1
16-17 anos  724-1.611 8-9 anos 1,8-60,1
> 18 anos 700-1.500 9-10 anos 3,6-81,0
10-11 anos  8,0-95,0
11-12 anos  1,5-99,7
12-13 anos  3,9-83,5
13-16 anos  3,3-188.,0
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ANEXO B- QUESTIONARIO CLINICO

FACULDADE DE MEDICINA DA UFMG.
POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL.
PROJETO QUEIXADINHA - ESQUISTOSSOMOSE

FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

Nome do paciente:.........cccmimreesmsnssssssssssssesasnsses s snssnes Apelido......cocouennes
Numero: /....lo...d - Loodoidindoiidcod = oo

area casa paciente
Naturalidade: ..........ccoveeenes
Idade: /..../.../a/l....l....I'm Sexo: 1 /...../ Masculino  2/...../ Feminino
Estado civil: 1 /...../ Solteiro 2/...../ Casado 3/.../Viavo 4 /...JOutros
Cor: 1/...../Branca 2/.../Preta 3/.../ Morena Escolaridade: .
TRATAMENTO ANTERIOR
Esquistossomose 1/..../ Néo 2/..../Sim Data: ....... | [ f S
Sangramento digestivo 1/..../ Néo 2/.../Sim Data: ....... ! S | FO
Transfusdo 1/.....INédo 2/.../1Sim Data: ... Y ST P
Injecdes 1/.....I Nao 2/..../Sim Data: ....... I...... S
Manipulagao Dentaria 1/..... Ndo 2/..../Sim Data: ....... ) S S
AlCOOL: e
EXAME FISICO
Peso: [..... ..k dk@: L.l lg Altura: /....../......[......[em

P.A: fidaiidceed ¢ .../ mmHg Pulso: /............bpm

Abdome: 1/....../ Ascite 2/......./ Circulagao colateral 3/.....] Auséncia

Figado: 1/...../ Palpavél 2 /..../ Nio palpavél

Se palpavél: Direito: /............/.......cm da RCD
Esquerdo: /........../....../.cm do Ap. Xifoide

Superficie: 1 /..../ Lisa 2/..../Nodular 8/..../N. A.

Consisténcia: 1/...../ Normal 2/....../ Endurecida
3/....../ Dura 8 /... N.A.

Bacgo: 1 /....../ Palpavél 2/.....d/ Endurecida

3/...../ Dura 4/t NA. : /’ \
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EXAME ULTRA-SONOGRAFICO

Anexos

IDENTIFICACAO
Data: / / Numero:
Nome:
Idade: Peso: Altura
Ficapo _
i Didmetros
Lobo Direito = Longitudinal: mis)
Antero-Posterior: (imm
Diﬁmetrés e g
Lobo Esquerdo = Longitudinal: )
Antero-Posterior: (rrim)
Contornos 1 -Liso 2 -Rugoso
Ramos Portais Periféricos = 1 - Parede = fmm)
Total = {mm)
2 s Pa.rede = ()
Total = fimr)
3 - Parede = il
T Otal = {mn)
Fibrose (OMS)
Fibrose = 1 Ausente 2 Leve 3 Moderada 4 Intensa

Distribuigdo =

Veia Porta

Pifurcagdo da Veia Porta
Vesicula Biliar
Linfonodos

Diametro Longitudinal do Bago
Colaterais

Quais ?

1 Central 2 Periférica 3 Central e Periférica

HiLo HEPATICO
Luz=
Parede =

Parede =
Parede =

Numero =
Didmetro do Maior =

BACO E SISTEMA PORTA

1 Sim 2 Nao

(mmj

{imn)

(nni)

(i)

(mmj

(mnij

Dilatagdo de Tributarias

Quais ?

1 Sim 2 Nio

OUTROS ACHADOS
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Anexos

ANEXO C- PARAMETROS ULTRA-SONOGRAFICOS, WHO 1991.

- Didmetro longitudinal do figado: para individuos adultos (>12 anos)
Lobo direito: >140 mm considerado normal; < 140 mm (pequeno ou retraido).

Lobo esquerdo: < 70 mm (considerado normal), > 70 mm (aumentado).

- Diametro longitudinal do bago: > 14 anos

Homens 112mm e mulheres 100 mm.

- Calibre da veia porta: medido ao nivel do hilo hepatico, correspondendo ao didmetro da luz

da veia, sem se considerar suas paredes. Valor maximo 12mm.

-Calibre da veia esplénica: medido ao nivel do hilo hepatico, valor maximo até 9mm.

- Espessura da parede anterior da veia porta: pardmetros de referéncia até 9mm.

- Espessura da parede da vesicula biliar: medida ao nivel do corpo, valor de referéncia até

Smm.

- Espessura do ramo portal periférico: corresponde a espessura da parede do primeiro ramo de

segunda ordem no lobo esquerdo na sua por¢ao proximal.
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ANEXO D- APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n®. ETIC 274/05

Interesse: Profa. Dra. Deborah Aparecida Negrdo-Corréa
Departamento de Parasitologia
Instituto de Ciéncias Biologicas - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou no
dia 28 de setembro de 2005, o projeto de pesquisa intitulado «
Estudo das Alteragbes Imunolégicas de Pacientes com
Esquitossomose Mansdnica e sua Associagdo com Formas
Clinica e Parasitoiégica » bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido do referido projeto. '

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

/&AA ' /{U a/‘l N [’( (’1____‘
Prof. Dr. Rui Rothe - Neves
Vice-Presidente do COEP/UFMG

Av. Presidente Antonio Carlos, 6627, Prédio da Reitoria — 7° andar sala: 7018 - 31.270-90]— BH - MG
(31) 3499-4592 - FAX: (31) 3499-4027 - coep(@prpq.ufmg.br
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Apéndice

APENDICE A - ANALISE UNIVARIADA

MODELO 1 —TODOS OS PACIENTES

IgE IgE
o IgE total i 'SEA antiswap _ 18C 1gG
Variaveis (log10) (log1o) (logio) anti-SEA anti-SWAP
p P p p P
Sexo 0,660 0,146 0,177 0,625 0,302
Idade 0,772 0,362 0,752 0,032 0,509
Faixa etaria 0,977 0,418 0,718 0,053 0,074
Tratamento 0,011 0,002 0,002 0,497 0,580
2 Contato 4gua 0,013 0,245 0,130 0,025 0,179
'g Freqiiéncia 0,380 0,272 0,251 0,312 0,288
x Opg (log) 0,613 0,442 0,583 0,711 0,096
« Molecular continuo 0,907 0,786 0,549 0,867 0,697
'é Molecular categorico 0,338 0,735 0,322 0,426 0,590
= Auto-avaliac¢do 0,812 0,861 0,737 0,365 0,411
Palpavel ou ndo 0,633 0,367 0,177 0,727 0,793
‘E Borda direita* 0,566 0,641 0,393 0,683 0,635
£ Borda esquerda* 0,936 0,881 0,876 0,047 0,127
-§ _§ Superficie* 0,128 0,061 0,089 0,409 0,018
&0 Contorno 0,392 0,209 0,283 0,512 0,006
= S (Consisténcia* 0,229 0,754 0,299 0,427 0,012
g Longitudinal direito 0,746 0,711 0,606 0,565 0,872
3 Longitudinal esquerdo 0,644 0,969 0,843 0,201 0,066
Antero—posterior dir. 0,683 0,688 0,873 0,068 0,717
=) Antero—posterior esq. 0,020 0,004 0,025 0,116 0,101
. Presenca de fibrose de ) oo, 0,477 0,826 0,445 0,452
= ~ Symmers

5% £ Grau da fibrose 0,752 0,731 0,901 0,071 0,001
= <= Localizag¢do da fibrose* 0,126 0,667 0,242 0,547 0,523
s Medida continua 0,920 0,586 0,707 0,759 0,021
= >ou<que9 0,512 0,881 0,766 0,981 0,022
A Parede no hilo 0,786 0,794 0,920 0,895 0,162
Parede na bifurcagio ) g9 0,486 0,520 0,624 0,009

5 E continua _ N
S E Parede na bifurcagdo 0,824 0,538 0,571 0,104 0,106

> ou < que 4
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Continuagdo MODELO 1

IgE IgE

IgE total . . IgG IgG
. anti-SEA anti-SWAP . .
Variaveis (log1o) (logo) (logso) anti-SEA anti-SWAP
p p p P P

< Palpavel ou ndo 0,104 0,122 0,228 0,084 0,014

§. E ) Tamanho.* 0,318 0,180 0,198 0,715 0,326

@ 'S 2 Consisténcia* 0,712 0,907 0,747 0,915 0,069
g Tamanho continuo 0,898 0,539 0,779 0,104 0,000

= o~

2 £ Tamanho

[

= > ou < que 82 0,149 0,742 0,394 0,022 0,000

% Continua 0,010 0,137 0,240 0,109 0,044

\2 ; ,é\ C t y *

S = ategorica

SZE > ou < que 3 0,002 0,062 0,158 0,751 0,078
2 A Clinalt** 0,697 0,466 0,333 0,198 0,050
3 B  Grngr** 0,578 0,483 0,489 0,886 0,093
E C Clintrad** 0,706 0,884 0,625 0,236 0,028
& D  grngrel** 0,110 0,134 0,242 0,089 0,016

* ndo foram utilizadas na analise multivariada por representarem apenas os pacientes hepatoespléncos.
** n3o foram utilizadas na analise multivariada por serem variaveis que agrupam outras, gerando colinearidade.
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