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Resumo

Nesse estudo foi realizada avaliagdo epidemioldgica e acompanhamento clinico-laboratorial e
imunologico de pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose mansoni.
Nosso objetivo foi investigar as principais alteracdes clinicas, ultrassonograficas e
imunofenotipicas provocadas pela infec¢do pelo Schistosoma mansoni e o impacto que a
quimioterapia especifica com praziquantel teria nesse contexto. Os pacientes avaliados nesse
estudo (grupo AGD-AT) adquiriram a forma clinica aguda da infec¢do pelo S. mansoni na
zona rural de Igarapé, municipio da regido metropolitana de Belo Horizonte, MG. Amostras
de fezes e sangue periférico dos pacientes foram coletadas para realizagdo do exame
parasitologico e hemograma, respectivamente. Os pacientes foram submetidos a anamnese
detalhada a fim de avaliar as principais manifestacdes clinicas observadas durante a fase
aguda da infecgdo. Posteriormente, os pacientes foram submetidos ao exame de ultrassom
para avaliar comprometimento hepatico e/ou esplénico. O perfil imunofenotipico dos
leucdcitos do sangue periférico dos pacientes também foi realizado por citometria de fluxo.
Os resultados mostraram que dos 38 pacientes previamente avaliados (idade: 01-65 anos;
sexo: 16 homens, 22 mulheres), 34 (89,5%) apresentaram exame parasitologico de fezes
positivo para ovos do S. mansoni. No entanto devido aos critérios de exclusdo adotados para
esse estudo, dezesseis pacientes foram acompanhados. Os resultados da anamnese
demonstraram que os sintomas/sinais clinicos mais frequentes foram dor de cabeca (62,5%),
febre e colica abdominal (ambos com 56,3% de frequéncia), diarreia, tosse, emagrecimento e
astenia (todos com 43,8% de frequéncia). Com relacdo ao perfil hematoldgico, observou-se
reducdo significativa do nimero de hemacias (mm’), da concentragio de hemoglobina (g/dL),
do percentual do hematocrito, aumento do namero de plaquetas (mm®) e aumento da global de
leucécitos (mm®) dos pacientes do grupo AGD-AT, refletido nas populacdes de eosinofilos,
neutréfilos e linfocitos, quando comparados aos individuos saudaveis (grupo CT). As
alteragdes ultrassonograficas mais comumente observadas foram linfonodomegalia periportal
(88%), hepatomegalia (88%) e espessamento ecogénico incipiente da parede da veia porta-
Fibrose grau I (75%). Na avaliacdo do perfil imunofenotipico, os dados mostraram aumento
do numero absoluto de linfocitos T CD3" dos pacientes do grupo AGD-AT, refletido nas
subpopulagdes CD4" ¢ CD8", quando comparados aos individuos do grupo CT. Além disso,
leucocitos circulantes dos pacientes do grupo AGD-AT apresentaram ativagdo celular
determinada pela expressao de moléculas co-estimuladoras CD28, CD80 e CD86 e moléculas
de ativagao como, CD25, HLA-DR e CD69. Foi observado também aumento das moléculas
de adesao celular CD18, CD44 e CD54 do grupo AGD-AT quando comparado ao grupo CT.
Com relagdo aos receptores de quimiocinas foi observado aumento da expressdao de CCRS5 e
CXCR3 do grupo AGD-AT quando comparado ao grupo CT. Contudo, embora, a maioria dos
aspectos clinico-laboratoriais e imunofenotipicos avaliados dos pacientes do grupo AGD-AT
retornaram a normalidade apods quimioterapia especifica com praziquantel, as principais
alteragdes ultrassonograficas e algumas alteragdes imunologicas ainda permanecem
(hepatomegalia, esplenomegalia, fibrose periportal incipiente, bem como aumento do nimero
absoluto de CD28, CD80, CD86, CD18, CCR2, CXCR3 em eosinofilos, diminui¢cdo de
CD62L em neutréfilos, aumento de linfocitos T CDS” e de CD18 em linfocitos T CD4"). A
permanéncia dessas alteragdes, mesmo um ano ap6s o tratamento, sugere um impacto a longo
prazo da terapéutica especifica pos-fase aguda da infeccdo esquistossomotica sobre o estado
geral dos pacientes.
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Abstract

In this study was performed an epidemiological survey as well as clinical and immunological
monitoring of patients with acute phase of schistosomiasis mansoni. Our objective was to
investigate the main clinical, ultrasonographic and immunophenotypic features of the
infection caused by Schistosoma mansoni and the impact of the specific chemotherapy with
praziquantel about these parameters. The study population acquired the acute phase of S.
mansoni infection in the rural district from Igarapé municipality in the metropolitan area of
Belo Horizonte, Brazil. Samples of peripheral blood and feces of patients (AT-AGD group)
were collected to perform blood and parasitological examinations, respectively. The patients
were submitted to a detailed medical analysis in order to assess the main clinical
manifestations observed during this phase of infection. Subsequently, the patients were
evaluated by ultrasound to assess hepatic/splenic commitment. Ex vivo immunophenotyping
of peripheral blood leucocytes from patients was also performed by flow cytometry. The
results showed that among 38 patients evaluated (age: 01-65 years; 16 males, 22 females), 34
(89.5%) had positive stool examination for the S. mansoni eggs. However, due to the
exclusion criteria adopted, sixteen patients were monitored during the study. The results of
medical history showed that the clinical symptoms/signs more frequently found were
headache (62.5%), fever and abdominal colic (both with frequency of 56.3%), diarrhea,
cough, weight loss and asthenia (all with frequency of 43,8%). The analysis of hematological
profile showed significant reduction in the concentration of hemoglobin (g/dL) and in the
percentage of hematocrit, increased number of platelets (mm’) and increased leukocytes
(mm’), mainly owing to the increased populations of eosinophils, neutrophils and
lymphocytes, as compared to control group (CT group). The ultrasonographic alterations
more commonly observed were periportal lymphadenopaty (88%), hepatomegaly (88%) and
incipient periportal echogenicity defined as thickening-Fibrosis degree I (75%). The analysis
of immunological profile demonstrated increase in the absolute number of total T
lymphocytes (CD3") of the AT-AGD, owing to the increased of CD4" and CDS8" counts, as
compared to control group. Moreover, circulating leukocytes from AT-AGD showed a cell
activation pattern determined by increased counts of co-stimulatory molecules as CD28,
CD80 and CD86 as well as activation molecules such as CD25, HLA-DR and CD69. It was
also observed an increase in the adhesion molecules as CD18, CD44 and CD54 in the AT-
AGD group as compared to control group. Considering the analysis of chemokine receptors
was observed an increased expression of CCR5 and CXCR3 in the AT-AGD- group as
compared to control group. Nonetheless, although the majority of clinical/laboratory and
immunophenotypic aspects evaluated in AT-AGD group returned to the normal levels after
specific chemotherapy with praziquantel, the main ultrasonographic alterations and several
immunological changes have still been maintained such as hepatomegaly, splenomegaly,
incipient periportal fibrosis, besides of increase in the absolute number of CD28, CD80,
CD86, CD18, CCR2, CXCR3 by eosinophils, decrease of frequency of CD62L in neutrophils
as well as increase of frequencies of T CD8" lymphocytes subset and CD18 in T CD4"
lymphocytes. Taken together, the maintenance of these changes after one year post-treatment
suggest a long time impact from specific chemotherapy after acute phase of schistosomiasis
mansoni in general status from patients.
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INTRODUCAO

A infec¢do pelo Schistosoma mansoni pode induzir quatro diferentes formas clinicas
no hospedeiro definitivo: a forma aguda e trés formas cronicas (intestinal, hepatointestinal e
hepatoesplénica) (Pessoa & Martins 1977, Bina 1981). Embora as formas cronicas sejam mais
prevalentes e mais associadas a morbidade em areas endémicas, a forma aguda ¢
potencialmente mais grave, sendo relatadas altas taxas de mortalidade, principalmente na
China, em pacientes infectados pelo Schistosoma japonicum (Rabello 1995).

O estudo da fase aguda da esquistossomose humana traz inimeros questionamentos
relacionados aos aspectos de identificagdo e delimitagdo do periodo recente de infecgdo pelo
S. mansoni, através de critérios clinicos ¢ laboratoriais que necessitam ser claramente
definidos. Outro aspecto importante desses estudos ¢ a andlise da resposta imune humoral e,
principalmente, celular que sdo ainda pouco exploradas e que certamente sdo componentes
importantes no desenvolvimento das formas clinicas e mesmo cura dessa infeccdo. Além
disso, considerando-se a intensa estimulacdo do sistema imune e o processo inflamatério
desencadeado durante os estagios iniciais da infec¢do pelo S. mansoni, ¢ possivel que os
eventos imunologicos precoces determinem a dimensao do processo patoldgico da doenga e
atuem como ponte para o entendimento de evolugdo da forma clinica aguda para cronica. E
importante ressaltar que as manifesta¢des clinicas iniciais da infec¢do pelo parasito ndo sao
comuns em moradores de drea endémica para a esquistossomose € podem ocorrer somente em
individuos que ndo tem nenhum relato de exposi¢do prévia ao parasito e que se infectaram
apoOs o primeiro contato com o S. mansoni em uma area endémica para a doenga (Pearce &
Macdonald 2002). De acordo com alguns autores, uma das explicagdes para auséncia de
sintomatologia na fase inicial da infecgdo seria a sensibilizagdo “in Utero” dos individuos
residentes em area endémica como consequéncia da infec¢do materna, permitindo que esses
individuos respondam de forma diferente daqueles que estariam entrando em contato pela
primeira vez com esse parasito (Eloi-Santos 1989, Novato-Silva 1992, Lambertucci 1993).

A abordagem diagndstica da fase aguda da esquistossomose mansoni, baseia-se em
aspectos clinicos, epidemioldgicos, laboratoriais (presenga de ovos do S. mansoni nas fezes,
eosinofilia e deteccdo de anticorpos especificos) (Makarova et al. 2003). Entretanto, o
diagnéstico torna-se, frequentemente, um desafio para o médico, pois além da
inespecificidade de sinais e sintomas clinicos, a presenca de ovos nas fezes pode ndo ser

facilmente detectavel pelo exame parasitoldgico.
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INTRODUCAO

Nesse contexto, embora existam varios estudos na literatura descrevendo avaliagdes
clinico-laboratoriais e a resposta imunologica em pacientes portadores das formas clinicas
cronicas da esquistossomose, escassos sdo os estudos que avaliam essa resposta durante a
forma aguda da infec¢do humana. Dessa forma, considerando a complexidade dos eventos
imunoldgicos relacionados a infecgdo pelo S. mansoni, e das limitagdes na identificacdo de
pacientes portadores da fase aguda da infeccdo, esse estudo torna-se relevante por buscar
melhor compreensdo da resposta imune celular durante essa fase clinica, além de novos
parametros clinico-laboratoriais que auxiliem na identificagdo de pacientes portadores da fase

aguda da infecgao.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar aspectos clinicos, epidemiologicos ¢ imunoldgicos de uma microepidemia de
esquistossomose fase aguda no municipio de Igarapé, Minas Gerais, antes ¢ apos terapéutica

especifica com praziquantel.

2.2 Objetivos Especificos

Antes e apoés terapéutica especifica com praziquantel:

2.2.1 Avaliar parametros clinico-laboratoriais e epidemiologicos de pacientes portadores

da fase aguda da esquistossomose;

2.2.2 Caracterizar alteragdes morfoldgicas no figado e bago de pacientes portadores da

fase aguda da esquistossomose;

2.2.3 Caracterizar ex Vivo o perfil fenotipico (marcadores de ativagdo, co-estimulacdo e

adesdo celular) de leucocitos do sangue periférico de pacientes portadores da fase

aguda da esquistossomose.
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REVISAO DA LITERATURA

A esquistossomose, também conhecida como bilharziose, ¢ uma doenga parasitaria
cronica causada pelo trematodeo digenético do género Schistosoma. O primeiro relato da
ocorréncia da doenga foi em 1851, quando o médico Theodor Bilharz, ao realizar necropsia
em um camponés egipcio no Cairo, encontrou vermes nas veias mesentéricas desse paciente e
denominou-os de esquistossomos. Posteriormente, em 1858, Weiland denominou esse
helminto de Schistosoma, devido a caracteristica do verme adulto macho apresentar corpo
fendido. Em 1902, Manson encontrou, em doentes nas Antilhas, ovos com uma espicula
lateral e sugeriu que poderia ser uma nova espécie de Schistosoma, posteriormente, Sambon
em 1907 classificou-a como S. mansoni.

A constatagdo da infec¢@o mais remota causada pelo S. mansoni data de 1910, quando
Ruffer detectou a presenca de ovos calcificados nos rins de mumias egipcias da vigésima
dinastia (1250-1000 a.C.). Através da deteccdo de antigenos do parasito, também em tecidos
de mumias egipcias, Miller et al. (1992) demonstraram que desde 3000 a.C. a humanidade
convive com a esquistossomose.

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 portadores da
infeccao (Lambertucci et al. 1987, Amaral & Porto 1994). Estabelecidos os primeiros focos,
devido ao encontro de moluscos suscetiveis para o desenvolvimento das larvas desse parasito,
a doenga se dispersou, inicialmente por contiguidade e, posteriormente, pelas migragdes
internas ¢ em decorréncia da distribuicdo dos caramujos contaminados (Lambertucci et al.
1987, Amaral & Porto 1994). O S. mansoni teve sua presenca confirmada no Brasil, através

da descri¢ao de quatro casos, por Piraja da Silva em 1908 (Coura & Amaral 2004).

3.1 Aspectos epidemiol 6gicos e ciclo bioldgico da infeccdo pelo S. mansoni

A esquistossomose ¢ considerada um problema de saide publica mundial,
principalmente nos paises em desenvolvimento, situados em dareas tropicais e subtropicais
como na Africa, Asia ¢ América do Sul, sendo que o maior numero de casos atinge a
populacdo de baixa renda (Katz & Peixoto 2000). De acordo com dados apresentados pela
Organizagdo Mundial de Satde (OMS) em 1973, aproximadamente 200 milhdes de
individuos estavam infectados e outros 600 milhdes apresentavam potencial risco de infeccao.

Estudos recentes (Steinmann et al. 2006, Wilson et al. 2007) demonstram um aumento
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significativo do numero de individuos infectados em todo o mundo. Dados atuais sugerem
que 700 milhdes de individuos encontram-se expostos ao risco de infeccdo e 200 milhdes
estdo infectados apenas no continente africano (Wilson et al. 2007).

Dentre as diversas espécies de Schistosoma, duas sdo consideradas
predominantemente parasitos humanos (S. mansoni e Schistosoma hematobium), sendo que a
primeira ¢ responsavel pela infeccdo esquistossomotica no Brasil, onde se estimam no
minimo 2,5 milhdes de individuos infectados e cerca de 25 milhdes de individuos expostos ao
risco de infeccdo (Katz & Peixoto 2000). A area endémica para a esquistossomose no pais
abrange cerca de dezenove estados. Ocorre de forma endémica e focal desde os estados do
Maranhao até Minas Gerais, com certa penetra¢dao no Espirito Santo. Apresenta, ainda, focos
isolados no Distrito Federal e nos estados do Para, Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana,
Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goiés e Tocantins (Coura & Amaral 2004). No estado de
Minas Gerais, a doenga ¢ prevalente numa area de 300.000 Km?, ou seja, em 519 dos 853
municipios, sendo 1.000.000 o niimero estimado de pessoas infectadas (Katz 1998).

Nos paises onde a esquistossomose ¢ endémica, o controle desta enfermidade torna-se
um grande desafio para os 6rgaos de satude publica. O Brasil estéd inserido neste contexto pelas
seguintes razoes: (a) disseminacao ampla do hospedeiro intermediario, além da capacidade do
molusco desenvolver mecanismos de escape contra a acdo de moluscicidas e agentes de
controle bioldgico; (b) custos elevados relacionados a implementaciao de condig¢des sanitarias,
associados ao intenso contato da populacdo rural com agua poluida; (c¢) longo prazo
necessario para implementacdo de medidas de educagdo sanitaria e adesdo da comunidade a
programas de combate a esquistossomose; (d) o tratamento individual ou em massa tem se
mostrado eficiente para o controle da morbidade, porém ndo reduz a prevaléncia devido as
reinfecgdes; (e) a prote¢do individual € pouco provavel, exceto para grupos especificos de
pessoas expostas; (f) e por fim, até os dias atuais, nao existe uma vacina eficaz para prevenir a
esquistossomose (Coura & Amaral 2004).

A propaga¢do e a manutencdo da doenca em uma determinada regido dependem de
inimeros fatores, como a existéncia de um clima apropriado, condi¢des sdcio-econdmicas
precarias, individuos infectados eliminando ovos, existéncia de hospedeiros intermediarios e
do contato de pessoas susceptiveis com aguas contendo cercarias. Neste contexto, a infec¢ao
ocorre quando o hospedeiro definitivo entra em contato com 4guas infestadas por cercarias

liberadas pelo hospedeiro intermediario, o caramujo Biomphalaria glabrata. O processo de
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penetracao das cercarias pode levar de 5 a 15 minutos (Coelho 1995) e durante a penetracao,
as cercdrias perdem a cauda e sofrem transformagdes estruturais e fisiologicas, originando os
esquistossomulos (Gordon & Griffths 1951). Os esquistossomulos adaptam-se as condigdes
fisiologicas do hospedeiro definitivo, migram pelo tecido subcutaneo em direcdo aos vasos
sanguineos e, através da circulagdo, sdao carreados passivamente até os pulmoes.
Posteriormente, os vermes jovens migram para o sistema porta hepatico onde se alimentam,
diferenciam-se em machos e fémeas, e nas veias mesentéricas inferiores acasalam-se,
iniciando a postura de ovos. Parte dos ovos alcan¢a a luz intestinal e sdo eliminados para o
meio externo junto com as fezes. Em contato com a agua, os ovos eclodem liberando o
miracidio, larva ciliada, que infecta o caramujo. No caramujo, o miracidio passa por um
processo de reproducdo assexuada que leva a formagao das cercarias, fechando assim o ciclo

bioldgico do parasito (Leiper 1915).

3.2 Formas clinicas da Esquistossomose

A infecgdo pelo S. mansoni pode induzir diferentes manifestagdes clinicas no
hospedeiro definitivo, o que ¢ dependente de alguns fatores como, localizagao do parasito,
intensidade do parasitismo e resposta imune do individuo contra a infec¢ao.

Do ponto de vista clinico, a maioria dos individuos residentes em area endémica para a
esquistossomose sao portadores de infecgdo cronica que ocorre por volta do sexto més apos a
exposi¢ao, podendo evoluir para as diferentes formas clinicas da doenga. A forma clinica
intestinal, a mais frequente, ¢ caracterizada por episdédios ocasionais de diarreia
mucossanguinolenta com dor ou desconforto abdominal; ja a forma clinica hepatointestinal,
além dos sintomas intestinais, caracteriza-se também pela presenca de hepatomegalia; a forma
clinica hepatoesplénica, pode manifestar-se sob a forma compensada, quando ¢ observado um
quadro de hepatoesplenomegalia com menor grau de hipertensdo portal, ou descompensada,
forma mais grave, quando se inicia a formagdo de circulagdo colateral, varizes esofagianas
com anemia acentuada, desnutri¢do ¢ quadro de hiperesplenismo (Pessoa 1967).

Por outro lado, a forma clinica aguda acomete, normalmente, individuos nao
residentes em areas endémicas, ou seja, que nao possuem exposicao prévia aos antigenos do
parasito (Hiatt et al. 1979, Wynn et al. 2004, Gryseels et al. 2006, Manzella et al. 2008). Essa

fase tem sido descrita como uma sindrome toxémica e seus sinais € sintomas mais comuns sao
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febre, mal-estar, diarreia, vomitos, anorexia, cefaleia, dor abdominal, perda de peso, tosse
seca e hepatoesplenomegalia, acompanhado por eosinofilia acentuada e leucocitose
(Gazzinelli et al. 1985, Neves 1992, De Jesus et al. 2002, Wynn et al. 2004, Gryseels et al.
2006, Manzella et al. 2008). De acordo com alguns autores, esses sinais e sintomas sao
causados, provavelmente, por imunocomplexos circulantes (Hiatt et al. 1980, Wynn et al.
2004) e pela elevacdo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)) (De Jesus et al. 2002, Wynn
et al. 2004).

A fase aguda da esquistossomose ¢ clinicamente dividida em pré-postural e pos-
postural. A fase aguda pré-postural inicia-se com a penetragdo das cercarias através da pele do
hospedeiro definitivo, podendo desencadear, dentro de vinte e quatro horas, um quadro de
dermatite cercariana, caracterizada por prurido, erup¢do urticariforme, eritema/edema,
pequenas papulas e dor (Torres 1976, Boros 1989). Esse tipo de manifestacdo clinica é
geralmente mais intenso em caso de reinfec¢des, onde ha participacao de mastocitos liberando
histamina, moléculas do sistema do complemento, eosinoéfilos e imunoglobulina (Ig) E
(Torres 1976). A fase pré-postural pode durar de dez a trinta dias apds exposicao e apresenta
sintomatologia variada como, mal-estar, febre, nduseas, cefaleia, e anorexia, entretanto,
alguns individuos podem permanecer assintomaticos (Veronesi & Foccacia 2004). Além
disso, caracteriza-se também, por uma série de eventos imunoldgicos como, reacdo de
hipersensibilidade mediada por IgE, resposta imune celular anti-esquistossomulo, resposta
imune pulmonar, producdo de anticorpos IgM e/ou IgG anti-esquistossomulo e producgdo de
IgA anti-antigenos do parasito (Diaz-Rivera et al. 1956, Alves-Brito et al. 1992, Rabello et al.
1995). De acordo com alguns autores, nessa fase, os individuos infectados apresentam um
perfil misto de citocinas, com predominio de uma resposta Tipo 1, caracterizada pela
produgdo de interferon-gama (IFN-y) (Rezende et al. 1997, Corréa-Oliveira et al. 1998).

Apos o periodo de instalagdo e maturagdo do S. mansoni no sistema porta-hepatico,
inicia-se a postura de ovos, caracterizando a fase aguda pos-postural que ocorre entre o
quinquagésimo e centésimo vigésimo dia apds a infeccdo. Essa fase caracteriza-se por
sintomas como, mal-estar, febre alta, nauseas, cefaleia, anorexia, calafrios, tosse, sudorese,
diarreia, emagrecimento, eosinofilia, leucocitose ¢ hepatoesplenomegalia (Veronesi &
Foccacia 2004). Com relagao aos aspectos imunologicos em modelos experimentais, alguns

autores demonstraram rea¢do de hipersensibilidade do tipo granulomatosa e um perfil de
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resposta imune misto com presenga de citocinas tanto do Tipo 1 como do Tipo 2 (Grzych et
al. 1991, Pearce et al. 1991, Lukacs & Boros 1993).

De acordo com alguns autores, a incidéncia da fase aguda da esquistossomose ¢€,
certamente, subestimada e pouco compreendida. A importancia desse estdgio da doenca tem
sido descrita, principalmente, em individuos de area urbana, turistas e viajantes que visitam
regides tropicais endémicas (Lunde & Ottsen 1980, Evengard et al. 1990, Rabello 1995).
Segundo ENK et al. (2003), o crescimento do turismo rural no Brasil tem contribuido
consideravelmente para aparecimento de novos surtos da esquistossomose. A maioria das
areas rurais escolhidas como lazer funciona sem infra-estrutura adequada de saneamento, com
impacto negativo no meio ambiente, resultando em polui¢do e contamina¢do com agentes
infecciosos, como por exemplo, as cercérias, com isso, muitas pessoas que nunca entraram em
contato com a doenga, se infectam e podem desenvolver a fase aguda da esquistossomose. De
acordo com Neves (2003), essa fase da infeccdo ¢ subestimada por varias razdes, como
avaliacdo médica inadequada e dificuldades no diagnostico clinico, uma vez que apresenta
manifestagdes clinicas comuns a outras infecgdes.

A abordagem diagnostica da fase aguda da esquistossomose mansoni, baseia-se em
aspectos clinicos, epidemioldgicos, laboratoriais (presenga de ovos do S. mansoni nas fezes,
eosinofilia e deteccdo de anticorpos especificos) (Makarova et al. 2003). Entretanto, o
diagnostico torna-se, frequentemente, um desafio para o médico, pois além da
inespecificidade de sinais e sintomas clinicos, a presenca de ovos nas fezes pode ndo ser
facilmente detectavel pelo exame parasitologico.

Alguns avangos metodoldgicos foram propostos com o intuito de caracterizar melhor a
fase aguda da infecgdo pelo S. mansoni. Dentre esses avangos, podemos mencionar a
avaliagao abdominal ultrassonografica que demonstrou um aumento inespecifico do figado e
baco, bem como linfadenodomegalia peripancreatica e periportal durante a fase aguda da
doenga (Lambertucci et al. 1994, Rabello 1994). Outra metodologia proposta para identificar
a fase aguda da esquistossomose foi a detec¢do de anticorpos IgG e IgM especificos para
hemocianina do molusco marinho Megathura cremulata, mais conhecido como Keyhole
Limpet Hemocyanin (KLH), que apresenta um epitopo comum com a superficie do
esquistossomulo (Mansour et al. 1989, Alves-Brito et al. 1992, Rabello et al. 1993). Esses
autores detectaram a presenga de anticorpos IgG anti-KLH no soro de pacientes portadores da

fase aguda da esquistossomose, porém ndo observaram a presenga desses anticorpos no soro
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de pacientes portadores das formas cronicas da esquistossomose ou portadores de outras
doengas infecciosas e individuos ndo infectados. Entretanto, Verweij et al. (1995), relataram
que esse diagndstico ndo poderia ser universalmente confirmado e, além disso, anticorpos
anti-KLH foram detectados no soro de pacientes infectados por outros helmintos (Thors &
Linder 1998). Em 2003, Makarova et al. identificaram uma proteina recombinante de 26kDA
(RP26) do S. mansoni que foi utilizada para diferenciar a fase aguda da fase cronica da
esquistossomose em ensaios de ELISA. O clone de cDNA que codificava a proteina RP26
apresentou 99% de identidade com o gene Sm22.3 do S. mansoni e os resultados mostraram
que 89% dos soros foram positivos no grupo de pacientes com esquistossomose aguda e
somente 26% foram positivos no grupo de pacientes portadores da fase cronica da doenga.
Baseado nesses resultados, os autores indicaram que a proteina RP26 poderia ser utilizada

como reagente para o imunodiagnostico da fase aguda da esquistossomose.

3.3 A importancia da Ultrassonografia no Diagnostico e Avaliacdo da patogénese da

Esquistossomose

A ultrassonografia ou ecografia ¢ um método de diagndstico por imagens,
desenvolvido a partir da década de setenta, que se baseia nas diferentes propriedades dos
tecidos organicos a passagem de um feixe de ultrassons, isto €, sons de alta frequéncia e baixo
comprimento de onda (Hatz 2001, Richter 2003). Esse tipo de avaliacdo proporciona o
diagnostico e a avaliagdo tecidual mediante reflexdes dessas ondas sonoras focadas em 6rgaos
internos. O transdutor ultrassonografico, um cristal vibratorio eletricamente acionado,
transmite e recebe ondas sonoras de alta frequéncia que sdo utilizadas para a producdo de
imagens. Essas ondas sdo traduzidas em impulsos elétricos que sdo convertidos em imagens
bidimensionais exibidas no monitor de video, em formato digitalizado em escalas de cinza. As
ondas sonoras usadas para obten¢do de imagens sdo geradas por oscilagdes longitudinais do
transdutor contra a superficie do tecido (geralmente a pele) (Magalhdes 2002). A velocidade
do som sofre discretas variagdes de acordo com os diferentes tipos de tecido, que apresentam
graus variados de absor¢do, refracdo e transmissdao dessas ondas, o que ajuda a caracterizar o
tecido. E um procedimento seguro, ndo invasivo, sem os riscos da radiagdo, ndo provoca
danos ao organismo, relativamente barato, rapido, podendo ser portatil e assim, utilizado para

trabalhos no campo (Hatz 2001, Richter 2003).
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Sinal elétrico l TSinaI elétrico
TRANSDUTOR

Onda mecanica Onda mecéanica
(ultra-som) (eco)

Figura 1: Desenho esquematico, ilustrando o funcionamento do aparelho de ultrassonografia. O
computador (fonte) emite um sinal elétrico que € transmitido ao transdutor. Em seguida, no transdutor,
esse sinal elétrico € transformado em onda mecanica (ultrassom) que atinge o 6rgdo de interesse. Apos
atingir o 6rgdo avaliado, essa onda ¢ refletida em forma de eco ao transdutor, onde ¢ gerado um novo
sinal elétrico que sera processado e convertido em imagem no monitor.
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A ultrassonografia ¢ considerada método de elei¢do na investigacdo de qualquer
suspeita de doenca hepatica (Cerri & Oliveira 2002). O figado ¢ um o6rgdo que permite
excelente analise sonografica através dos cortes subcostais e intercostais em todas as diregdes,
com o transdutor orientado no sentido cranial, caudal, longitudinal, transversal e obliquo. A
textura do parénquima hepatico ¢ homogénea, sendo identificadas estruturas vasculares no seu
interior, que correspondem aos vasos portais e veias hepaticas. A artéria hepatica e os ductos
biliares sdo visualizados proximos ao hilo quando mais calibrosos. As veias hepaticas ndo tém
paredes ecogénicas demonstraveis e dirigem-se cefalicamente, aumentando de calibre até
penetrar na veia cava inferior. Os vasos do sistema portal possuem parede refringente nitida e
vao se tornando calibrosos em dire¢do caudal, at¢ formarem o tronco da veia porta
(Magalhaes 2002).

Estudos ultrassonograficos vém sendo conduzidos como ferramenta complementar a
avaliacdo clinica do pacientes portador da fase cronica da esquistossomose mansodnica,
principalmente na identificagdo de fibrose periportal (Barata et al. 1999, Silva et al. 2006).
Nesse caso, as principais alteracdes observadas em pacientes portadores da forma clinica
hepatoesplénica grave sdo espessamento ecogénico da parede da veia porta e de seus ramos,
da parede da vesicula biliar, aumento do lobo esquerdo do figado e reducdo do direito
(Gerspacher-Lara et al. 1999, Silva et al. 2006). Entretanto, estudos ultrassonograficos que
avaliam os possiveis danos hepaticos provocados pelo S. mansoni, durante a fase aguda da
infeccdo, ainda sdo escassos.

Lambertucci et al. (1994) demonstraram um aumento do figado e bago em pacientes
portadores da fase aguda da esquistossomose, porém nenhuma alteragdo na textura do
parénquima hepatico foi observada. Além disso, esses autores observaram linfonodos
periportais aumentados com alteragdes caracteristicas em sua morfologia. Bogliolo (1958)
descreveu algumas alteragdes patologicas em quatro pacientes que morreram durante a fase
aguda da esquistossomose. Segundo o autor, os pacientes apresentavam: a) disseminacgdo
miliar generalizada de granulomas e ovos de S. mansoni, predominantemente no figado, e
também, nos intestinos delgado e grosso, pulmdes, bago e linfonodos mesentéricos; b) os
granulomas estavam em um estagio inicial de formagao (fase necrético-exsudativa) e c¢) o
bago apresentava esplenite aguda. De acordo com Barata et al. (1999), em hospitais, a bidopsia
hepatica era rotineiramente realizada em pacientes com febre prolongada de origem

indeterminada e com evidéncias laboratoriais de envolvimento hepatico. Achados como
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granulomas em fase necrotico-exsudativa eram considerados sinais patognomonicos da fase
aguda da esquistossomose. Atualmente porém, esse procedimento ciriurgico ndo ¢ mais
eticamente aceito (Espirito-Santo et al. 2008) e dessa forma, a ultrassonografia torna-se uma
ferramenta auxiliar importante no diagnostico da esquistossomose mansoni (Richter et al.
2001; Lambertucci et al. 2001, Silva et al. 2006, Manzella et al. 2008).

Homeida et al. (1988a), compararam a eficiéncia da ultrassonografia com a bidpsia
hepética pré-operatdria, no diagndstico da fibrose hepatica esquistossomotica, em quarenta e
um pacientes apresentando diferentes patologias. Os resultados confirmaram que a
ultrassonografia foi tdo sensivel quanto a bidpsia hepatica (100% de sensibilidade e
especificidade) e ndo foi encontrada correlacdo entre a gradacdo ecografica da fibrose
periportal e aquela realizada pelos patologistas, bem como, com a presenga e intensidade de
varizes esofagianas ¢ calibre da veia porta ou esplénica. Estudos realizados por Abdel-Wahab
et al. (1989), compararam o padrao ecografico do figado com os achados histologicos de
cinquenta pacientes, submetidos a tratamento cirurgico de varizes esofagianas e bidpsia
hepatica pré-operatoria. A ultrassonografia e a bidpsia apresentaram resultados concordantes
em quarenta e quatro casos e discordantes em quatro, sendo que em dois casos, a ecografia
sugeria a presenga de lesdes combinadas e a histopatologia somente lesdes devidas a
esquistossomose. A hepatomegalia foi mais frequente entre os pacientes portadores de
esquistossomose cronica e rara entre os portadores de cirrose, que na maioria das vezes,
apresentavam figado retraido.

A partir do momento em que a ultrassonografia passou a ser considerada uma técnica
fidedigna para o diagnostico de fibrose, Homeida et al. (1991) realizaram um estudo
ultrassonografico, buscando avaliar o efeito do tratamento na capacidade de reduzir a fibrose
em pacientes com esquistossomose cronica. Os autores constataram a redu¢ao da intensidade
da fibrose em vinte e oito, dos quarenta e oito pacientes avaliados, sendo que em doze a
fibrose desapareceu completamente ap6s um intervalo de trés anos.

Em 1991, um encontro no Cairo sobre ultrassonografia na esquistossomose,
patrocinado pelo Programa Especial da Organizagdo Mundial da Saude para Treinamento e
Pesquisa em Doencas Tropicais, WHO/TDR - “World Health Organization Special
Programme for Research and Training in Tropical Diseases”, reuniu um grupo de
pesquisadores internacionais que propuseram um guia pratico para padronizagdo do uso dessa

técnica na avaliagdo de alteragdes patologicas provocadas pela infecgdo pelo S. mansoni. De
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acordo com os autores desse guia, a avaliagdo deve ser feita pela medida dos didmetros
longitudinais dos lobos direito e esquerdo do figado, o didmetro longitudinal do baco, o
didmetro interno da veia porta na metade do trajeto entre o hilo hepatico e sua bifurcacio, a
parede anterior da vesicula biliar e os trés ramos portais (incluindo as paredes) entre o
primeiro e o terceiro ponto de bifurcacdo. A média das trés ultimas medidas permite a
seguinte classificagdo para fibrose periportal:

v" GRAU I - média de espessura de 3 a 5 mm;

v" GRAU II - média de espessura de 5 a 7 mm;

v" GRAU III - média de espessura acima de 7 mm.

Além disso, o exame deveria ser completado com a avaliacdo da textura da superficie
hepatica, pesquisa de alteragdes focais do parénquima, pesquisa de veias colaterais
portossistémicas (corondria ou gastrica esquerda, paraumbilicais e gastricas curtas) e pesquisa
de ascite. A padronizagdo das posi¢des do transdutor para o exame ultrassonografico do
figado e bago estdo no Anexo 1.

Novos encontros foram realizados em Niamey (1996) e em Belo Horizonte (1997),
quando o protocolo citado foi revisto e novamente publicado pela OMS em 2000. Nessa
atualizagdo, foi proposto um método adicional para avaliar a fibrose periportal. Os autores
sugeriram que a textura hepéatica observada deveria ser comparada com uma série de padroes
de referéncia (Anexo 2) e que as medidas do tamanho dos 6rgdos e didmetro das veias
deveriam ser ajustadas com a altura, utilizando como referéncia, as medidas de individuos
sadios do mesmo grupo populacional.

A ultrassonografia ¢ um instrumento indispensavel para a avaliacdo do estagio de
desenvolvimento da patologia causada pelo S. mansoni, especialmente porque € capaz de
detectar alteragdes ecogénicas dos tratos periportais, inacessiveis ao exame clinico, nas
formas incipientes € mesmo organomegalias nao acessiveis ao exame fisico. Como essas
alteracdes sdo reversiveis apos o tratamento, a indicagdo do exame ultrassonografico nos
casos particulares vai depender de uma triagem clinica. Para estudos epidemiologicos,
imunopatolégicos e imunogenéticos, o exame ultrassonografico torna-se fundamental para
uma caracterizagdo mais precisa dos grupos clinicos (Magalhaes, 2002).

Em um estudo realizado por Magalhades et al. (2005), os dados de maior valor
prognostico para inferéncia do grau de desenvolvimento patologico, durante a infecc¢do pelo S.

mansoni, foram a ecogenicidade periportal central e periférica do trato periportal e as
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dimensdes do bago. Embora nos casos avangados, essa ecogenicidade se correlacione com a
fibrose periportal (Homeida et al.1988a), nos casos incipientes, em que a bidpsia ndo ¢
recomendada, ainda ndo se estabeleceu essa correlagdo. Existe a possibilidade de que tais
alteracdes seriam apenas proliferacdo celular, devido a inflamagao granulomatosa (Silva et al.
2006). Richter et al (2001), durante o Segundo Simposio Satélite sobre Ultrassonografia na
Esquistossomose, concluiram que, apesar da persisténcia de algumas questdes metodologicas,
a ultrassonografia permanece como a técnica de escolha para a avaliagdo da morbidade
hepatica associada a infecgdo pelo S. mansoni. Entretanto, estudos futuros sdo necessarios
para aperfeicoar a utilizacdo da técnica na doenca hepatica incipiente e nas infecgdes
associadas, principalmente, com o virus da hepatite B e da Sindrome da Imunodeficiéncia

Adquirida (SIDA).

3.4 Aspectos gerais da resposta imune na Esquistossomose

E de amplo conhecimento que o principal fator causador das formas graves da
esquistossomose ¢ o ovo depositado nos tecidos do hospedeiro. Dessa forma, quando ocorre
deposicao de grande numero de ovos, a reatividade imunoldgica pode ser muito intensa
causando lesdes graves nos tecidos. A reagdo inflamatoria granulomatosa, em resposta aos
antigenos do ovo de S. mansoni € progressivamente substituida por uma reagdo fibrotica, e
esses eventos sdo vistos como principal fator envolvido na patogénese da esquistossomose
(Cheever et al. 2002, Stadecker et al. 2004). A reacdo inflamatdria, na fase aguda da infecgao,
inicia-se quando células apresentadoras de antigenos (APC), principalmente, macrofagos,
células dendriticas e linfocitos B capturam e processam os antigenos soluveis do ovo de S.
mansoni (SEA) e, em seguida, esses antigenos sdo apresentados via Complexo Principal de
Histocompatibilidade de classe II (MHCII) aos linfocitos TCD4" (Warren et al. 1967, Warren
1972, Mathew & Boros 1986, Stadecker et al. 2004). A ativa¢do dos linfécitos TCD4" ocorre
de modo eficiente quando ha a intera¢do entre as moléculas co-estimuladoras B7-1 (CD80) e
B7-2 (CD86), presentes nas APC, com a molécula CD28, presente nos linfocitos (Lenschow
et al. 1996, Stavitsky 2004). Em modelos experimentais, o estidgio inicial de formac¢do do
granuloma envolve a participacdo de moléculas de adesdo que promovem a interacao célula-
célula, necessaria ao evento da inflamacdo (Bevilacqua 1993). Nessa fase da infeccao,

citocinas como IL (interleucina)-1, IFN-y ou TNF-a induzem a expressao da molécula de
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adesdo celular 1 (ICAM-1) (Dustin et al. 1986, Ritter & Mckerrow 1996). Diversos estudos ja
demonstraram que TNF-a ¢ a citocina responsavel pela indu¢do da reatividade granulomatosa.
Nesse contexto, Amiri et al. (1992), observaram que o tratamento com TNF-o de
camundongos apresentando doenga da imunodeficiéncia combinada grave (SCID) induziu um
discreto granuloma em volta dos ovos do parasito. Além do TNF-a, outras citocinas como IL-
2, IL-4 e IFN-y promovem a ativa¢do de macréfagos e linfocitos T, contribuindo para a
formacao inicial do granuloma (Yamashita & Boros 1992, Stadecker et al. 2004). Rumbley et
al. (1999) observaram que na esquistossomose murina, os granulomas formados apresentam
elevado percentual de eosindfilos ativados, sendo esse tipo celular a principal fonte de
citocinas Tipo 2 ao seu redor.

Eosinodfilos sdo leucocitos multifuncionais, envolvidos na patogénese de diversos
processos inflamatdrios, incluindo infec¢des helminticas, bacterianas e virais, dano tecidual,
imunidade tumoral e doencas alérgicas (Gleich & Loegering 1984, Weller 1994, Rothenberg
1998, Hogan et al. 2008). Diversas linhas de pesquisas tém apontado para novas fungdes
exercidas por essas células como, moduladores da imunidade adaptativa por ativagdo direta de
linfocitos T (Shi et al. 2000, MacKenzie et al. 2001, Rothenberg & Hogan 2006), participagao
na resposta imune de mucosas, principalmente, do trato gastrointestinal, exercendo funcdes
fisiologicas (Mishra et al. 1999, Rothenberg et al. 2004). Além disso, estdo associados com a
resposta desenvolvida durante a imunidade inata, por serem fonte de citocinas como IL-2, IL-
4, 1IL-5, IL-12 (Rothenberg & Hogan 2006).

A associacdo entre infeccdo helmintica e eosinofilia tem sido relatada por varios
autores (Conrad 1971, Gazzinelli et al. 1985, Barbosa et al. 2001, De Jesus et al. 2002,
Silveira-Lemos 2004, Anthony et al. 2007, Nutman 2007, Silveira-Lemos 2008, Teixeira-
Carvalho et al. 2008). De acordo com Reimert et al. (2006), esse tipo de alteragdo celular
seria mais pronunciado durante a fase aguda da infeccdo e poderia ser induzido pela
exposicao as larvas do parasito e liberagdo de antigenos. Na esquistossomose, apds exposi¢ao
as larvas do S. mansoni, ocorre um aumento de IL-5 e outras citocinas como, IL-1, IL-3, GM-
CSF (fator estimulador de coldnia de macrofagos e granulécitos) e G-CSF (fator estimulador
de colonia de granulodcitos) (Cluterbuck et al. 1989, Weller 1992), que sdo importantes no
desenvolvimento dos eosindfilos (Rothenberg & Hogan 2006, Nutman 2007). Alguns autores
j4 demonstraram que um aumento na producdo de eosinofilos na medula dssea e no sangue

ocorre, respectivamente, na quinta e na sétima semanas apos a infec¢ao, quando os antigenos
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secretados pelos ovos sao eliminados através dos poros de sua casca (Race et al. 1969, Sher et
al. 1990).

Apesar da importancia dos eosinofilos em infeccdes helminticas, o papel dessas
células ainda ¢ muito controverso. Alguns estudos mostraram que essas células desempenham
uma importante fun¢ao na defesa do hospedeiro contra o S. mansoni (Colley 1972, Moore et
al. 1977, Butterworth et al. 1979, Silveira-Lemos et al. 2008). Essa hipdtese foi inicialmente
baseada em estudos histopatologicos que mostraram a presenga de grande nimero de
eosinoéfilos circundando parasitos mortos e na atividade citotoxica, demonstrada in vitro, onde
se observou que essas células eram capazes de destruir esquistossdomulos na presenca de
anticorpos e/ou complemento (Sher et al. 1977, Ramalho-Pinto et al. 1978, Anwar et al. 1979,
Butterworth et al. 1979, David et al. 1980). Os mecanismos utilizados pelos eosinofilos para
destruir as larvas do S. mansoni nio sdo bem compreendidos, porém, relatos apontam para a
secrecao de varias proteinas citotoxicas (Major Basic Protein - MBP - Proteina basica
principal; Eosinophil Peroxidase - EPO - Peroxidade eosinofilica; Eosinophil Cationic Protein
- ECP - Proteina catidnica eosinofilica), mediadores lipidicos (Prostaglandinas - PGE,;
Tromboxanos; Fator Agregador de Plaquetas - PAF) e radicais derivados do oxigénio (H,O,,
NO, OH), que também possuem atividade toxica (Cara et al. 2000).

Além disso, alguns estudos tém correlacionado o numero de eosinofilos com
imunidade protetora durante a infec¢ao pelo S. mansoni (Vadas et al. 1980, David et al. 1980;
Veith & Butterworth 1983). No entanto, tem sido proposto que além do aumento do nimero
de eosinofilos, ha também um aumento na atividade dessas células, o que explicaria o papel
protetor dessa populacdo celular em infecgdes helminticas. Essas atividades ndo envolveriam
somente o aumento quantitativo do numero de eosinéfilos, mas também uma mudanca
qualitativa na sua atividade funcional o que tornaria os eosinéfilos circulantes mais efetivos
contra as infecgdes parasitarias helminticas (Vadas et al. 1980, David et al. 1980, Veith &
Butterworth 1983, Silveira-Lemos et al. 2008).

Embora varios autores associem niveis elevados de eosin6filos com resposta protetora
em infec¢des helminticas (Colley 1972, Moore et al. 1977, Butterworth et al. 1979, Thorne &
Mazza 1991, Rothenberg & Hogan 2006), estudos recentes tém demonstrado que, sob
condigdes especificas, fatores produzidos por eosinofilos podem também causar dano tecidual
e contribuir para o desenvolvimento de patologia (Munitz & Levi-Schaffer 2004, Bochner &

Busse 2005, Hogan et al. 2008). Uma propriedade particular dos eosinofilos € que eles
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podem, assim como os macrofagos, apresentar diferentes estagios de ativagdo, além de
exercer uma atividade pré-inflamatéria ou anti-inflamatoria, assim como, imunorreguladora,
pelo fato de serem fonte de varias citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. (Munitz &
Levi-Schaffer 2004, Bandeira-Melo & Weller 2005, Hogan et al. 2008).

Segundo Munitz & Levi-Schaffer (2004), os eosinéfilos podem, também, participar do
processo fibrotico que ocorre em diferentes patologias. Eles atuariam sobre os fibroblastos,
alterando propriedades dessas células, através da liberagdo de granulos e citocinas (Fator de
Transformagdo do Crescimento-Beta - TGF-p, IL-1, IL-6). Além disso, ja estd bem descrito
que a eosinofilia tecidual e a desgranulagdo eosinodfilica estdo associadas a certas sindromes
fibroticas, e que os eosindfilos poderiam atuar no processo de cicatrizagdo, remodelamento e
desenvolvimento de fibrose pos-inflamagao (Todd et al. 1991, Noguchi et al. 1992, Wong et
al. 1993, Jacobsen et al. 2007). Além disso, os eosinofilos, em determinadas circunstancias,
sdo os principais produtores de TGF-, um potente mediador fibrinogénico, que estimula a
proliferacdo de fibroblastos e sintese de coldgeno, promovendo a remodelagdo tecidual
(Hogan et al. 2008). Nesse contexto, considerando que a fibrose hepatica ¢ uma das alteragdes
patoldgicas mais relevantes na esquistossomose mansoni, os eosindfilos poderiam ter um
papel critico durante a infecgdo pelo S. mansoni.

Estudos recentes t€ém mostrado que em infec¢des helminticas neutrofilos sdo também
ativados e recrutados ao sitio de infeccdo (Morimoto et al. 2004, Anthony et al. 2006).
Segundo Anthony et al. (2007) ¢é possivel que esse tipo celular esteja envolvido em
mecanismos de resisténcia contra a infec¢do pelo parasito Heligmosomoides polygyrus.
Recentemente, Galioto et al. (2006) mostrou que neutréfilos sdo capazes de destruir larvas de
Strongyloides stercoralis. Os autores observaram que durante a infecgdo experimental pelo S.
stercoralis, neutrofilos foram rapidamente recrutados ao sitio de infecgdo, provocando a
morte das larvas do parasito. Cada vez mais essa populacdo celular ¢ reconhecida como
componente importante no desenvolvimento de resposta imunolédgica do Tipo 2 em infecgdes
helminticas (Antony et al. 2007). Segundo esses autores, apds migrarem para o foco de
infec¢do, neutrdfilos e outras populagdes celulares, como eosinofilos € macrofagos atuam em
coordenacao, podendo provocar a morte de helmintos e outros agentes agressores.

Na fase intermedidria de formacao do granuloma, observa-se equilibrio entre resposta
imune do Tipo 1 e Tipo 2, sendo que a resposta Tipo 2 desempenha um papel critico no

desenvolvimento do processo inflamatorio, principalmente pela producdo de IL-4, IL-5 e IL-
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13, sendo a IL-4 uma citocina importante na modulagdo e na formagdo do granuloma
(Yamashita & Boros 1992, Chensue et al. 1993, Stadecker et al. 2004). Malaquias et al.
(1997) mostraram que o tratamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
de pacientes portadores de infec¢do esquistossomotica aguda com anticorpo anti-IL-4 reduz
significativamente a proliferagao celular, diante do estimulo por SEA, porém isso nao ocorre
quando estimulo ¢ feito com antigenos soluveis de vermes adultos (SWAP). O papel da
citocina IL-5 est4 relacionado ao aumento do recrutamento de eosindfilos, proliferacdo e a
diferencia¢do de células B (Sher et al. 1990, Weinstock 1992), enquanto a citocina IL-13 ¢
produzida por células da resposta Tipo 2 e estd estreitamente relacionada a citocina IL-4.
Embora IL-13 e IL-4 compartilhem muitas atividades bioldgicas, alguns estudos tém
mostrado que existem diferencas funcionais entre estas duas citocinas (Zurawski & de Vries
1994, Chiaramonte et al. 1999). Semelhante a IL-4, a IL-13 inibe a producdo de citocinas
inflamatérias (Minty et al. 1993, de Waal Malefyt et al. 1993) e promove o aumento da
expressdo de MHCII e CD23 por mondcitos/macréfagos e linfocitos B (de Waal Malefyt et al.
1993). Além disso, as duas citocinas induzem, in vitro, a troca de classe para IgE em células
humanas e promovem a sintese de IgG e IgM (Minty et al. 1993, Mckenzie et al. 1993,
Defrance et al. 1994, Cocks et al. 1993, Chiaramonte et al. 1999). De acordo com alguns
autores, falha no desenvolvimento de uma resposta Tipo 2 efetiva resulta em reagdo
granulomatosa exacerbada, provocada, principalmente, por células das respostas inflamatorias
dos Tipos 1 e 17 (Anthony et al. 2007). Esse tipo de reacdo exacerbada pode levar a doenga
fatal, caracterizada por inflamagdo hepatica grave, com dano hepatocelular e necrose
(Stadecker et al. 2004, Anthony et al. 2007).

Células da resposta Tipo 17 representam um subtipo celular TCD4, caracterizado pela
produgdo de IL-17. Essa citocina ¢ mediadora de processos inflamatdrios cronicos em
doencas autoimunes, como encefalite e artrite (Cua et al. 2003, Anthony et al. 2007). Células
TCD4" Tipo 17 sdo estimuladas por IL-23, uma citocina heterodimera composta pelas
unidades IL-12p40 e IL-23p19 (Aggarwal et al. 2003, Anthony et al. 2007). Na
esquistossomose, a patologia exacerbada induzida pelo ovo, que € associada a elevados niveis
de IL-17, ocorre apo6s imunizagdo com SEA, na presenca do adjuvante de Freund, em
camundongos selvagens infectados ou camundongos C57BL/6 deficientes para IL-12p35
(Rutitzky et al. 2001, Rutitzky et al. 2005). Em camundongos deficientes para IL-12p40, esse
tipo de patologia ndo foi observada (Rutitzky et al. 2001, Rutitzky et al. 2005). Esses achados
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sugerem que a via IL-17-1L-23 exerce um papel critico no desenvolvimento de uma forma
grave durante a infec¢do pelo Schistosoma, embora o papel da via IL-12—-IFN-y ndo deva ser
excluido. Coerente com esta interpretacdo, Rutitzky et al. (2005) demonstraram que
camundongos CBA, que desenvolvem uma patologia exacerbada naturalmente, apresentam
elevados niveis de IL-17 e que essa patologia pode ser reduzida através de anticorpos anti-IL-
17. Estudos recentes t€ém mostrado que IL-6, TGF-f e IL-21 sdo mediadores chaves na
diferencia¢do da resposta Tipo 17 (Nurieva et al. 2007, Volpe et al. 2008) e que 1L-23 atua
como fator de sobrevivéncia e expansao para esse tipo celular (Veldhoen et al. 2006, Bettelli
et al. 2006, Korn et al. 2007).

Outro subtipo de células T vem sendo atualmente estudado, as células T reguladoras
(células Treg). De acordo com alguns autores, infeccdes por nematdodeos podem induzir
expansdo natural dessa populagdo celular (Van Den Biggelaar et al. 2000, Mclnnes et al.
2003, Summers et al. 2003, Saunders et al. 2007), sugerindo papel modulador das células
Treg em processos inflamatoérios provocados por infecgdes helminticas (Belkaid & Rouse
2005, Anthony et al. 2007). Alguns estudos tém sugerido que as células Trrg, mediadas por
IL-10, desempenham um importante papel na supressdo da resposta inflamatoria Tipo 1
contra SEA (Hesse et al. 2004, Freeman et al. 2005). Entretanto, achados mais recentes
indicam que estas células poderiam exercer seu papel através de um mecanismo, ainda
desconhecido, porém, independente de IL-10 (Mckee et al. 2004, Baumgart et al. 2006,
Taylor et al. 2006). Dados realizados por nosso grupo demonstraram que pacientes portadores
da forma clinica intestinal apresentam uma freqiiéncia maior de linfocitos T CD4"CD25" H6H
quando comparados aqueles portadores das outras formas clinicas da doenga, incluindo os
pacientes portadores da fase aguda (Castro-Silva 2006, Teixeira-Carvalho et al. 2008).

A resposta imunoldgica e a inflamacdo granulomatosa, relacionadas a infec¢do pelo S.
mansoni, abrangem multiplas vias que envolvem a ativagdo e o recrutamento de diferentes
populagdes celulares, bem como a producdo de diversas citocinas e outros fatores soluveis
ativadores e reguladores da resposta imune. Nesse contexto, quimiocinas € seus receptores
tornam-se elementos chaves no processo de recrutamento de leucécitos. As quimiocinas
produzidas durante os processos inflamatdrios sdo determinantes da extensdo, do tipo e da
duracdo do processo migratorio de células para o tecido, sendo a regulacdo celular da
expressao dos receptores dessas moléculas um fator importante no processo de migragdo

(Sallusto et al. 2000).
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Receptores de quimiocinas compreendem uma vasta familia de sete dominios
transmembrana unidos a uma proteina G e possuem atividade claramente definida em
leucocitos, onde teriam importdncia no desenvolvimento, diferenciagdo, distribuicao
anatomica, trafego e funcao efetora das células e sdo fundamentais na ativacao e regulacdo da
resposta imune inata e adaptativa (Ono et al. 2003). A posi¢ao relativa de um residuo de
cisteina na molécula define quatro motivos estruturais para os receptores de quimiocinas (CC,
CXC, CX3C e XC). Cerca de dezoito receptores ja foram descritos, como receptores para as
quimiocinas CC (CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCRS, CCR6, CCR7, CCRS, CCRY, e
CCR10), receptores para as quimiocinas CXC (CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCRS5
E CXCR6), receptor para a quimiocina CX3C (CX3CRI1) e receptor para a quimiocina XC
(XCR1) (Murphy 1996, Rottman 1999, Horuk 2001, Ono et al. 2003). Segundo Annunziato et
al. (2008), o receptor CCR6 esta altamente expresso durante a resposta Tipo 17, enquanto a
expressao dos receptores CXCR3, CCR1 e CCRS tem sido associada a resposta imune Tipo 1
(Sallusto et al. 1998). Por outro lado, os receptores CCR3, CCR4 tém sido associados a
resposta imune Tipo 2, CCR2 a resposta do Tipo 0 e CXCR4 e CCR7 associados a migracao
de células T nao primadas (Sallusto et al. 1998). Dessa forma, a avaliagdo da fungdo de
quimiocinas ¢ seus receptores tém contribuido para melhor entendimento de aspectos
imunoldgicos em doencgas infecciosas, inflamatorias e infecgdes virais (Murphy et al. 2000),
além de permitir o estudo de processos para manipulacio da resposta imune e
desenvolvimento de novas terapéuticas antiinflamatérias (Mackay, 2001). Poucos estudos ja
descreveram a expressdo de receptores de quimiocinas na esquistossomose humana. Em um
estudo recente, Teixeira-Carvalho et al. (2008), demonstraram aumento da expressdo de
CCRS em linfocitos T de pacientes portadores da forma clinica intestinal, quando comparado
aos pacientes portadores da forma clinica hepatoesplénica e individuos ndo infectados.

Em relacao ao perfil imunofenotipico de leucocitos circulantes, durante a infeccao
pelo S. mansoni, Martins-Filho et al. (1999) demonstraram que pacientes portadores das
diferentes formas clinicas da esquistossomose (aguda, intestinal e hepatoesplénica)
apresentaram diminuicdo do percentual médio de linfécitos T CD4", em relagdo aos
individuos ndo infectados. Por outro lado, houve aumento do percentual médio de linfocitos
B-1 (CD19°CD5") nos trés grupos avaliados, quando comparados aos individuos ndo
infectados. Além disso, os pacientes portadores da forma clinica aguda apresentaram aumento

do percentual médio de células T CD4 HLA-DR", quando comparados aos individuos ndo

46



REVISAO DA LITERATURA

infectados. Os autores demonstraram, também, redugio de células T CD4'CD28" no sangue
periférico dos pacientes infectados pelo S. mansoni. De acordo com esses resultados, os
autores sugeriram que a ativa¢do diferencial de subpopulagdes de células T poderia estar
associada as diferentes manifestagdes clinicas da esquistossomose humana.

Diante dos mecanismos imunoldgicos expostos, fica evidente que a infeccao pelo S.
mansoni desencadeia uma resposta imunologica extremamente complexa e que a intensidade

dessa resposta esté relacionada a gravidade da doenca.

3.5 Tratamento para a Esquistossomose

No passado, o tratamento para a esquistossomose humana provocava graves efeitos
colaterais, no entanto, a partir da década de setenta, com o advento de novas drogas, mais
simples, eficazes e seguras, esse panorama comegou a ser modificado (Gryseels et al. 2006).

O praziquantel ¢ um composto ativo e ¢ atualmente a droga mais utilizada contra todas
as espécies de Schistosoma (Richter 2003, Gryseels et al. 2006). O medicamento comega
atuar, aproximadamente, uma hora apds administracao, provocando paralisia dos vermes e
dano tegumentar. Os efeitos colaterais sdo leves e incluem niusea, vOmitos, mal-estar e dor
abdominal. No entanto, em infec¢des mais graves, colicas agudas com diarreia sanguinolenta
podem ocorrer, provavelmente, provocadas por uma liberagdo macica de antigenos do
parasito (Stelma et al. 1995, Gryseels et al. 2006).

Essa droga tem pouco ou nenhum efeito sobre ovos ou vermes imaturos do
Schistosoma, além disso, os ovos retidos nos tecidos podem ser excretados por varios dias
apods o tratamento (Renganathan & Cioli 1998). Dessa forma, o periodo ideal para avaliar a
eficacia do tratamento seria de quatro a seis semanas apos o tratamento (Renganathan & Cioli
1998). Apos dose unica de 40 mg/kg (dose padrao recomendada pelo Ministério da Saude), 70
a 100% dos pacientes tornam-se parasitologicamente negativos ao exame Kato-Katz.
Nagqueles casos nao curados, que continuam parasitologicamente positivos apos o tratamento,
a contagem de ovos ¢é reduzida em mais de 95% (Davis 1993, Stelma et al. 1995, Utzinger et
al. 2000, Gryseels et al. 2006). Nas populacdes expostas as reinfecgdes, em que o niimero de
ovos nas fezes ¢ elevado, a taxa de cura pode ser reduzida. Nesses casos, a dose do

medicamento pode ser aumentada para 60 mg/kg, fracionada em duas administragdes para
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evitar efeitos colaterais mais graves. Essa dosagem ¢ recomendada também para os pacientes
diagnosticados como positivos, mas que ndo mais residem em uma area endémica, pois, nessa
situacdo, o objetivo desse esquema terapéutico seria promover a cura completa da doenca
(Davis 1993). Caso o paciente continue apresentando eosinofilia, altos titulos de anticorpos ou
sintomas relacionados a esquistossomose, a dose deve ser repetida nas proximas seis a doze
semanas (Gryseels et al. 2000).

A fase aguda da esquistossomose (febre de Katayama) pode ser inicialmente tratada
com corticosterdides para suprimir a reacdo de hipersensibilidade e, posteriormente, com
praziquantel para eliminar os vermes adultos (Lambertucci 1993, Horak & Kolarova 2005).
Uma vez que os vermes imaturos ndo sao susceptiveis ao medicamento, o tratamento devera
ser repetido quatro a seis semanas apos o aparecimento dos primeiros sintomas. No caso de
hemorragias esofagicas, beta-bloqueadores, escleroterapia endoscopica, esplenectomia ou
desvio portocaval poderao ser indicados (Lambertucci 1993, Olds & Dasarathy 2000).

Corticosteroides e anticonvulsivantes podem ser utilizados como possiveis adjuvantes
ao praziquantel no tratamento da neuroesquistossomose, que ¢ uma forma clinica que requer
cuidados especiais (Ferrari 2004).

Outros medicamentos também sao utilizados para o tratamento da esquistossomose. A
oxamniquine ¢ uma droga que atua somente sobre o S. mansoni, sendo assim, ¢ utilizada
principalmente no Brasil (Olds & Dasarathy 2000, Fenwick et al. 2003). Possui eficacia
semelhante ao praziquantel, porém seus efeitos colaterais sdo mais pronunciados (Gryseels et
al. 2006). Entretanto, alguns autores, no Brasil, ja relataram casos de resisténcia ao
medicamento (Lambertucci et al. 2000, Saconato & Atallah 2000).

Os derivados da artemisinina s3o compostos ativos contra os vermes imaturos do
Schistosoma japonicum, S. mansoni e, provavelmente, do S. haematobium (Xiao et al. 2002).
Alguns autores tém investigado a utilizagdo desses compostos, em combinagdo com o
praziquantel, na cura ou profilaxia da forma clinica aguda da esquistossomose (Utzinger et al.
2003). Entretanto, o uso desse esquema terapéutico, em areas endémicas para a maléria, ndo ¢
recomendado devido ao risco dos parasitos da malaria tornaram-se resistentes a artemisinina
(Gryseels et al. 2006).

Vérios autores ja demonstraram o impacto da quimioterapia na infeccdo pelo

Schistosoma (Homeida et al. 1988a,b, Homeida et al. 1996, Mohamed et al. 1991, Gryseels et
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al. 1994, Boisier et al. 1998, Frenzel et al. 1999, Martins-Leite et al. 2008). Segundo eles, a
prevaléncia e a intensidade de infec¢do reduzem-se acentuadamente apds o tratamento.

Em relacdo aos danos intestinais provocados pelo S. mansoni, alguns autores ja
descreveram que apds a quimioterapia, ocorre cicatrizagao das lesdes intestinais, promovendo
reducdo da quantidade de sangue nas fezes e da anemia (Kongs et al. 1996, Boisier et al.
1998).

Existem muitos fatores que influenciam a reversao da fibrose hepatica. De acordo com
alguns autores, individuos mais jovens teriam maior probabilidade de reversdao (Homeida et
al. 1988b, Homeida et al. 1991, Boisier et al. 1998). Em um estudo realizado em Uganda, com
pacientes portadores de esquistossomose cronica, os autores demonstraram que apds um
periodo de dois anos e sete meses, o tratamento com praziquantel promoveu reducdo da
fibrose hepatica (Frenzel et al. 1999). Em outro foco de intensa transmissdo, também em
Uganda, o tratamento com praziquantel nao foi suficiente para reduzir a patologia hepatica. A
fibrose foi revertida em alguns pacientes, estacionaria em outros, porém progrediu em certos
pacientes (Kabatereine 2000).

Embora a hipertensdo portal seja uma complicacao tardia da esquistossomose, alguns
estudos ja demonstraram que a quimioterapia pode ter efeito benéfico sobre essa alteragao.
Reducdo do diametro da veia porta (Domingues et al. 1997) e regressdo de varizes
esofagianas (Bennett 1997) sdo alguns dos relatos existentes na literatura. Segundo Martins-
Leite et al. (2008) a quimioterapia promove reducdo da morbidade, principalmente nos casos
mais graves de fibrose hepatica.

Em relagdo a resposta imunoldgica pos-tratamento, alguns autores t€ém demonstrado
que a quimioterapia induz resposta imune heterogénea que depende do tipo de antigeno
utilizado e do periodo que a analise ¢ realizada (Fitzsimmons et al. 2004, Joseph et al. 2004).
Entretanto, a maioria dos estudos imunologicos pds-tratamento foi realizada em pacientes
portadores das formas cronicas da esquistossomose. Recentemente, de Souza et al. (2007)
realizaram estudo avaliando o efeito do tratamento com oxamniquine em pacientes portadores
da forma clinica aguda da esquistossomose. Esse estudo demonstrou que apds o tratamento,
os niveis de IFN-y aumentam, significativamente, em resposta aos antigenos SEA ¢ SWAP.
Resultados semelhantes foram observados por Corréa-Oliveira et al. (2000), porém avaliando
pacientes portadores das formas cronicas da esquistossomose. Entretanto, o estudo realizado

por Joseph et al. (2004), utilizando pacientes portadores da fase cronica da doenga,
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demonstrou que os niveis de IFN-y, induzidos por SEA ¢ SWAP, nao foram alterados ap6s o
tratamento com praziquantel. Esse mesmo estudo mostrou que os niveis de IL-4 e IL-5
aumentam significativamente em resposta ao SWAP, embora o mesmo ndo tenha sido
observado em relacdo ao SEA. Por outro lado, de Souza et al. (2007), ndo observaram
aumento significativo de IL-4 apds o tratamento de pacientes na fase aguda. Além disso,
demonstraram que a leucocitose com eosinofilia e os altos niveis de IgE total observados
antes do tratamento com oxamniquine, reduziram-se significativamente pds-tratamento.
Segundo esses autores, o tratamento de pacientes portadores da forma clinica aguda
promoveria direcionamento para resposta imune do Tipo 1, porém, se essa resposta teria papel

protetor, ¢ um questionamento que ainda requer elucidagao.

50



4 POPULACAO, MATERIAIS E METODOS



POPULACAO, MATERIAIS E METODOS

4.1 Descricao da area estudada

Os individuos avaliados nesse estudo entraram em contato com as formas infectantes
do S. mansoni em uma casa de campo localizada na zona rural de Igarapé, municipio
pertencente a area metropolitana de Belo Horizonte — MG, durante o feriado de carnaval do
ano 2006. O local ¢ frequentemente alugado durante finais de semana e feriados prolongados.
Possui uma casa ampla com piscina de dgua natural abastecida pelo corrego Igarapé (Figura
2). Além da piscina, parte da dgua do corrego foi canalizada, em canais abertos, para a
formagdo de uma ducha. Durante a inspecdo a casa de campo, em maio de 2006, pelos
pesquisadores do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR) Dr. Cristiano Lara Massara e
Dr. Martin Johannes Enk, observou-se que a casa ndo possuia saneamento basico. Toda a

agua utilizada era desprezada em uma represa localizada proxima a casa (Figura 3).

52



POPULACAO, MATERIAIS E METODOS

Figura 2: Casa de campo localizada na zona rural de Igarapé, municipio pertencente a zona
metropolitana de Belo Horizonte - MG. Vista geral da casa de campo, onde ¢ possivel observar a
piscina de agua natural abastecida pelo corrego Igarapé.
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Figura 3: Casa de campo localizada na zona rural de Igarapé, municipio pertencente a zona
metropolitana de Belo Horizonte - MG. Represa proxima a casa, onde toda a agua utilizada pelos
turistas era desprezada.
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4.2 Pesguisa malacol gica

Durante a inspe¢ao mencionada acima, os integrantes do CPqRR avaliaram possiveis
focos de infeccdo, através da coleta de moluscos (Figura 4). Dessa forma, os moluscos foram
coletados em trés pontos distintos da casa de campo e enviados, ainda vivos, para o
Laboratorio de Helmintologia e Malacologia Médica (LHMM) do CPqRR. Em seguida, cinco
exemplares de cada ponto coletado foram separados e identificados pela morfologia e por
técnica molecular. Os moluscos foram anestesiados, sacrificados e um fragmento da regido
cefalopodal foi retirado para extracdo de DNA e utilizagdo nos estudos moleculares. O
restante do corpo foi estocado no fixador de Haillet-Henry e a concha em frascos com
algoddo. A identificagdo morfoldgica foi realizada, pela Dr’. Roberta Lima Caldeira do
LHMM, com base na comparacdo dos caracteres da concha, aparelho reprodutor masculino e
feminino e do sistema excretor, conforme estabelecido por Paraense (1975, 1981, 1988). Para

a identificacao molecular foi utilizada a técnica descrita por Vidigal et al. (1998).
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Figura 4: Coleta de caramujos realizada em colegdo aquatica da casa de campo para avaliagdo de

possiveis focos de infecgdo pelo S. mansoni.
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4.3 Caracterizacao da populacdo avaliada

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas amostras de fezes e sangue periférico
de pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose mansoni. Esses pacientes
foram subdivididos em dois grupos: Grupo 1, avaliado antes do tratamento especifico
(aproximadamente sessenta dias pds-contato com aguas contaminadas por cercarias de S.
mansoni) e Grupo 2, avaliado um ano apdés terapéutica especifica com praziquantel (Tabela
1). O diagnostico da forma clinica aguda da esquistossomose foi baseado em dados
epidemiologicos (contato recente com agua contaminada com as formas infectantes do S.
mansoni), clinicos (enterocolite aguda, nauseas, vomitos, dor abdominal, febre, dor de cabega,
perda de peso, tosse, dermatite cercariana, hepatomegalia e esplenomegalia) e laboratoriais
(eosinofilia e ovos viaveis de S. mansoni nas fezes) (Barata et al. 1999).

Quarenta e dois individuos estiveram presentes na casa de campo, desses, trinta e oito
(90,5%) concordaram em participar do estudo, e foram previamente avaliados por nossa
equipe. Para constatar a presenga ou nao de ovos de S. mansoni nas fezes desses individuos
foi realizado o exame parasitologico de fezes, método Kato-Katz (Katz et al. 1972). Ap6s uma
analise preliminar, constatamos que trinta e quatro pacientes (89,5%) apresentaram exame
parasitologico positivo para ovos de S. mansoni nas fezes. Entretanto, devido aos critérios de
inclusdo e exclusdo adotados para esse estudo, dezoito pacientes (47,4%) foram excluidos,
sendo que quinze foram excluidos devido a tratamento prévio anteriormente a nossa
avaliagdo. Dessa forma, o grupo portador da forma clinica aguda da esquistossomose foi
composto por dezesseis pacientes (42,1%), (sete homens e nove mulheres), com idade
variando entre 05 a 35 anos e contagem de ovos por grama de fezes (opg) variando de 04 a
768 (Tabela 1).

Todos os pacientes portadores da infec¢do pelo S. mansoni, independente da sua
participagdo nesse estudo, foram submetidos ao tratamento com praziquantel na dose padrao
brasileira - 50 mg/Kg de peso para adultos e 60 mg/Kg de peso para criangas (Disch et al.
2002). Posteriormente ao tratamento, alguns pacientes relataram o aparecimento de
determinadas reacdes adversas relacionadas ao medicamento, tais como: nausea ¢ vOmitos,
tonteira, dor abdominal e sonoléncia. Além disso, um paciente relatou que apresentou

paralisia momentanea de membros inferiores apds administracdo do praziquantel.
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E importante mencionar que todas as avaliagdes propostas para o estudo, incluindo
exame parasitologico de fezes, avaliacdo de pardmetros hematoldgicos, avaliacdo da fungdo
hepatica, exame ultrassonografico e avaliagdo imunofenotipica foram realizados antes e um
ano apos a terapéutica especifica com praziquantel.

A inclusdo de cada paciente neste trabalho seguiu critérios de inclusdo e exclusao,

descritos a seguir:
4.3.1 Critériosde inclusao

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

O Assinatura de consentimento livre e esclarecido pelo voluntario ou responsavel.
4.3.2 Critérios de exclusio

Foram excluidos deste estudo todos pacientes que ndo preencheram os critérios de
inclusdo definidos acima ou que apresentaram:
0 Impossibilidade para a realizagdo dos exames propostos;
0 Alcoolismo, definido como consumo médio semanal acima de 420 g de etanol

(média diaria acima de 60 g de etanol) (Skinner et al. 1984);

o

Gravidez, definida por critérios laboratoriais;

o

Qualquer outra doenca sistémica significativa cronica ou aguda que pudesse
interferir nos resultados dos métodos propostos;
O Anemia significativa, definida como hemoglobina menor que 10 g/dL (Stoltzfus &

Dreyfuss 1998);

O terceiro grupo do estudo, formado por individuos saudéaveis, doadores de sangue da

Funda¢dao Hemominas de Belo Horizonte — MG, foi inserido como grupo controle para
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parametros hematologicos e imunofenotipicos. Sendo assim, esse grupo foi composto por
onze individuos, (cinco homens e seis mulheres), com idade variando entre 19 a 45 anos. E
importante mencionar que esses individuos foram selecionados apds teste sorologico negativo
para doenga de Chagas, leishmaniose, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), hepatite ¢
apresentavam exame parasitologico de fezes negativo para o S. mansoni e outros helmintos.

O quarto e ultimo grupo desse estudo, composto por individuos saudaveis, ndo
infectados pelo S. mansoni, foi inserido como grupo controle para parametros
ultrassonograficos. Dessa forma, esse grupo controle foi composto por doze individuos,
(cinco homens e sete mulheres), com idade variando entre 10 a 38 anos.

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

Além disso, este trabalho cumpriu com as disposicoes da resolucao 196/96 do
Conselho Nacional de Saude, que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos, sendo
aprovado pelos Comités de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de

Minas Gerais (UFMG) e do Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).
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Tabela 1: Caracterizagcdo da populagdo avaliada

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

Portadores da

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

Grupo controle
doadores de CT 19-45 0-0 06 05 11
sangue

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

4.4 Exame parasitol6gico de fezes

Recipientes plasticos apropriados para a coleta da amostra de fezes foram distribuidos
a todos os participantes do estudo. O exame parasitologico foi realizado pelo Dr. Cristiano
Lara Massara e Dr. Martin Johannes Enk do LHMM, CPgRR. A presenc¢a e o numero de ovos
do parasito por grama de fezes foram determinados através do exame de seis laminas de cada
amostra de fezes, utilizando-se o método parasitologico de Kato-Katz (Katz et al. 1972). A
contagem do numero total de ovos por grama de fezes de cada individuo foi apresentada pelo
resultado da média aritmética da leitura das seis determinagdes e definida como ovos por
grama de fezes (opg). O método Kato-Katz ¢ método de escolha para determinacao da
intensidade de infeccdo e tem sido amplamente utilizado em estudos epidemiologicos (Enk et

al. 2008).
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4.5 Avaliagdo de parametros clinicos

Ap0s a entrega das amostras de fezes, os participantes do estudo foram submetidos a
uma detalhada anamnese (Anexo 3), realizada pelo Dr. Martin Johannes Enk, do LHMM do
CPgRR, que possui ampla experiéncia na avaliacdo clinica de pacientes portadores de
esquistossomose mansonica. Uma ficha de registro com os seguintes dados de identificagao
foi preenchida: nimero do protocolo, nome, sexo, idade, naturalidade e escolaridade. Durante
a anamnese tais informagdes foram consideradas: sintomas gerais (adinamia, hiporexia,
emagrecimento, febre, dor de cabega); sintomas digestivos (dor abdominal, nduseas, vomitos,
hematémese, diarreia, hematoquesia); sintomas de outros aparelhos e sistemas; historia
pregressa: contato com aguas naturais (localidade, frequéncia e regularidade); manifestagdes
cutdneas apds contato com aguas; tratamentos anteriores para esquistossomose mansoni
(medicamentos utilizados); cirurgias; outras doengas; habitos ou passado morbido; historia

familiar e social.

4.6 Avaliacao da funcao hepética

A funcdo hepatica dos individuos participantes do estudo foi avaliada através da
dosagem da concentracao plasmatica das seguintes enzimas: ALT (alanina amino transferase),
AST (aspartato amino transferase) e y-GT (gama-glutamil transferase). O método empregado
para a dosagem enzimatica foi o método cinético, utilizando o aparelho WIENER LAB
Metrolab 2300 PLUS (Modelo CM-200). As dosagens foram realizadas no Laboratério Piloto
de Analises Clinicas da Escola de Farmacia da Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro

Preto, Minas Gerais, sob a coordenacdo do Dr. Roney Luiz de Carvalho Nicolato.

4.7 Avaliacao de parametros hematol gicos

O perfil hematoldgico da populagdo avaliada foi determinado por meio da realizagdo
de hemograma realizado por um laboratdrio terceirizado (Laboratério Paula Castro - Medicina

Laboratorial/Belo Horizonte - MG), através de um contrato firmado entre o Laboratorio e o
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CPgRR. As determinagdes foram realizadas em um contador eletronico de células Coulter
T890, E.U.A., utilizando-se sangue periférico, coletado em tubos de 5 mL, contendo
anticoagulante EDTA. Os parametros avaliados foram: global de leucécitos e diferencial de
células com determinagdo do percentual e do numero absoluto de neutréfilos, eosinofilos,
basofilos, linfocitos € monocitos; contagem de eritrocitos; hematocrito; concentracao de

hemoglobina; indices hematimétricos; numero de plaquetas.

4.8 Exame ultrassonografico

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

horas. Os seguintes parametros foram avaliados:

v Textura do parénquima hepatico: homogéneo ou heterogéneo;

v" Superficie do figado: regular ou irregular;

v" Medida do lobo esquerdo do figado em mm (sec¢do longitudinal-LELON, na linha
médio-esternal, e antero-posterior-LEAP);

v" Medida do lobo direito do figado em mm (sec¢do longitudinal-LDLON, na linha
hemiclavicular, e antero-posterior-LDAP);

v" Ecogenicidade: espessura da parede da veia porta-VP em mm, medida de um lado
exterior a outro da parede: trato portal central (no hilo hepatico) e periférico (média da
medida de trés tratos portais periféricos);

v’ Lesdes hepaticas focais: presenga ou auséncia;

v' Calibre da veia porta (didmetro) em mm: medida do limen, no hilo, antes de sua

bifurcacao;
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(\

Circulagdo colateral: presenga ou auséncia;

\

Medida do bago em mm (eixo longitudinal-BLON, na linha axilar média, e antero-
posterior-BAP);

Textura do parénquima do bago: homogéneo ou heterogéneo;
Superficie do bago: regular ou irregular;

Calibre da veia esplénica em mm (no hilo);

Medida da veia mesentérica superior em mm, quando possivel,
Medida do pancreas em mm;

Textura do parénquima do pancreas: homogéneo ou heterogéneo;
Superficie do pancreas: regular ou irregular;

Calibre do ducto pancreético principal em mm;

Vias biliares;

Medida da vesicula biliar em mm;

Superficie da vesicula biliar: regular ou irregular;

Medida da espessura da parede anterior da vesicula biliar em mm, quando espessada;

A N N N N N N N N U N NN

Medida de linfonodos periportais-PP em mm.

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

descrita abaixo:

Grau zero: espessamento da parede dos ramos periportais menor que 3 mm (auséncia

de fibrose);

Grau I: espessamento da parede dos ramos periportais entre 3 a 5 mm (fibrose

incipiente);

Grau II: espessamento da parede dos ramos periportais entre 5 a 7 mm (fibrose

moderada);

Grau III: espessamento da parede dos ramos periportais superior a 7 mm (fibrose

grave).

Embora em alguns trabalhos, pacientes portadores de ecogenicidade grau I sejam
classificados como portadores de fibrose periportal incipiente, deve-se considerar a

possibilidade dessa ecogenicidade observada ser infiltrado celular que antecede a fibrose, uma
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vez que nao se estabeleceu ainda, por razdes éticas, correlagdo com os achados de bidpsia

hepéatica (Magalhaes, 2002).

4.9 lmunofenotipagem ex vivo de leucdcitos do sangue periférico

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

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

foram determinados com o auxilio do citometro de fluxo (FACScalibur - BD, E.U.A.).
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Tabela 2 — Anticorpos utilizados para imunofenotipagem de leucocitos circulantes

Anti-IgG1
Anti-IgG2a
Anti-CD3

Anti-CD4

Anti-CD4

Anti-CD8

Anti-CD11a

Anti-CD13

Anti-CD14

Anti-CD18

FITC
PE
FITC

FITC

CYCHR

TC

PE

PE

FITC

PE

679.1Mc7

UCTH-1
UCTH-1

SK3

SK3

3BS5

WT.1

WM15

MOP9

L130

0,5 pg
0,5 ug
0,5 pg

0,5 ug

0,5 pg

0,5 pg

0,5 ug

0,5 ug

0,5 pg

0,5 pg

Controle isotipico.

Controle isotipico.

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

Co-receptor para moléculas
do complexo de
histocompatibilidade
principal de classe II.
Expresso em subgrupos de
timocitos, linfocitos T,
monocitos € macrofagos.

Co-receptor para MHC de
classe I. Expresso em
subgrupos de timocitos e
linfocitos T citotoxicos.

Molécula de adesdo celular
expressa em eosindfilos e
basofilos; liga-se a ICAM-
1, ICAM, ICAM-2, ICAM-
3.

Expresso em granulécitos.
E uma aminopeptidase
ligada a molécula de MHC
de classe II.

Receptor para complexo de
lipopolissacarideo e
proteina ligadora de

lipopolissacarideo (LBP)
expresso em células
mielomonociticas.

Molécula de adesdo celular
expressa em leucocitos.
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Anti-CD23

Anti-CD25

Anti-CD28

Anti-CD44

Anti-CD54

Anti-CD62L

Anti-CD64

Anti-CD69

Anti-CD80

Anti-CD86

Anti-HLA-DR

Anti-CCR2

PE

PE

PE

PE

PE

PE

FITC

FITC

PE

PE

PE

FITC

M-L233

3G10

FAB342P

515

LB2

SK11

10.1

BAF2359

BAF140

BAF141

TU36

48607.211

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 pg

0,5 ng

Molécula de ativacdo
celular, receptor de baixa
afinidade de IgE (FceRII).

Ativacdo de leucocitos,
identificacdo de células T
reguladoras.

Molécula co-estimuladora
de proliferagdo, produgdo
de citocinas por linfécitos T
e produgdo de anticorpos
dependente de linfocitos T.

Molécula envolvida na
adesdo de leucocitos

Molécula de adesdo de
leucocitos. Liga-se a
CD11a/CD18.

Molécula de adesdo celular
expressa em leucocitos.

Receptor de IgG (FcyRI)

Molécula de ativacdo de
leucocitos.
Co-regulagio de ativagao
de linfocitos T.

Co-regulacdo de ativacdo
de linfocitos T.

Molécula de MHC de
classe II expressa na
superficie de células

humanas.

Migrag@o de linfocitos T,
monocitos, basofilos,
eosinofilos, células
dendriticas. Liga-se a CCL2
(MCP-1), CCL7 (MCP-3),
CCL8 (MCP-2), CCL12
(MCP-5), CCL13 (MCP-4),
CCL16 (HCC-4).
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Anti-CCR3 FITC 61828.111 0,5 nug Migragdo de eosinofilos,
basoéfilos, mastocitos,
linfocitos T. Liga-se a
CCL5 (RANTES), CCL7
(MCP-3), CCL8 (MCP-2),
CCLI11 (EOTAXINA).

Anti-CCR5 FITC 45502.111 0,5 ng Migragdo de linfocitos T
Tipo 1, NK, células
dendriticas, mondcitos.
Liga-se a CCL3 (MIP-1a),
CCL4 (MIP-1pB), CCL5
(RANTES), CCL8 (MCP-
2), CCL11 (EOTAXINA),
CCL13 (MCP-4), CCL14
(HCC-1).

Anti-CXCR3 FITC 49801.111 0,5 pg Migragdo de fibroblastos e
linfécitos T Tipo 1
ativados. Liga-se a CXCL4
(PF4), CXCL9 (Mig),
CXCLI10 (IP-10), CXCL11
(I-TAC).

Anticorpos Becton Dickinson e Invitrogen

Fonte: CD Reference Chart. 8th HLDA International Workshop, 2004. MASON et al., 2003; D’AMBROSIO et al.,
2003; ONO et al., 2003.

* FLUOCR.: Fluocromo

** CONC.: Concentragao

4.10 Aquisicdo e andlise ex vivo do fendtipo celular de eosindfilos e neutréfilos do
sangue periférico por citometria de fluxo

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

A identificagdo da populagdo celular de interesse e a determinacdo do valor percentual
de marcadores de superficie e receptores de quimiocinas foram realizadas através de um
sistema de computador acoplado ao citometro. As Figuras 5 e 6 representam, de forma

esquematica, o método utilizado para a andlise desses resultados. A primeira estratégia
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(Figuras S5A e 6A) consistiu na identificagdo das populagdes de eosinodfilos (EOS) e
neutrofilos (NEUT), respectivamente. A populacdo de eosinofilos foi selecionada por uma
janela — “gate” (RI1), através da construcdo de graficos de distribui¢do pontual de
granulosidade celular (Side Scatter - SSC) versus uma fluorescéncia nao relacionada (para
observagao da autofluorescéncia caracteristica de eosinofilos). Ja a populacao de neutrofilos
foi selecionada por meio de grafico de distribuicdo pontual de granulosidade celular versus
CD4/FL3 (células com granulosidade intermediaria CD4 - CYCHR). A Figura 5B ilustra, no
quadrante 2 (Q2), a detec¢do do marcador de superficie CD23 na populacdo de eosinofilos,
em grafico de tamanho (Forward Scatter - FSC) versus fluorescéncia 2 (CD23 - PE). A
Figura 6B ilustra, no quadrante 2 (Q2), a detec¢do do marcador de superficie CD54 na

populacdo de neutrofilos, em grafico de tamanho versus fluorescéncia 2 (CD54 - PE).
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Figura 5: Analise de eosinodfilos do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda
da esquistossomose mansoni por citometria de fluxo. (A) representa o perfil celular da populagdo de
eosinofilos (EOS), selecionada no “gate” R1 em grafico de granulosidade em funcdo da fluorescéncia
3. (B) representa o perfil de analise da populacdo de eosinofilos positivos para o marcador de
superficie CD23 no quadrante (Q2) em grafico de tamanho versus fluorescéncia 2 (CD23 - PE).
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Figura 6: Andlise de neutr6filos do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda
da esquistossomose mansoni por citometria de fluxo. (A) representa o perfil celular da populagdo de
neutrofilos (NEUT), selecionada no “gate” R1 em grafico de granulosidade em fungdo da
fluorescéncia 3 (CD4 - CYCHR). (B) representa o perfil de analise da populagdo de neutrofilos
positivos para o marcador de superficie CD54 no quadrante 2 (Q2) em grafico de tamanho versus
fluorescéncia 2 (CD54 — PE).
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4.11 Aquisicdo e andlise ex vivo do fenétipo celular de linfocitos do sangue periférico
por citometria de fluxo

A identificacdo da populagdo de linfécitos e a determinagdo do valor percentual de
marcadores de superficie e receptores de quimiocinas foram realizadas através de um sistema
de computador acoplado ao citometro. A Figura 7 representa, de forma esquematica, o
método utilizado para a andlise desses resultados. A primeira estratégia (Figuras 7A)
consistiu na identificagdo da populagdo de linfocitos. A populagdo de linfocitos foi
selecionada por uma janela - “gate” (R1), através da construcdo de graficos de distribuicao
pontual de tamanho celular versus granulosidade celular. A Figura 7B ilustra, no quadrante
duplo positivo (Q2), a deteccdo do marcador de superficie CD28 na populagdo de linfocitos

CD4", em gréfico de fluorescéncia 1 (CD4 - FITC) versus fluorescéncia 2 (CD28 - PE).
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Figura 7: Analise de linfocitos do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose mansoni por citometria de fluxo. (A) representa o perfil celular da populagdo de
linfécitos (LINF), selecionada no ‘“gate” R1 em grafico de tamanho versus granulosidade. (B)
representa o perfil de analise da populagio de linfocitos TCD4™ positivos para o marcador de
superficie CD28 no quadrante duplo positivo (Q2) em grafico de fluorescéncia 1 (CD4 - FITC) versus
fluorescéncia 2 (CD28 - PE).
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4.12 Aquisicdo e andlise ex vivo de linfécitos T CD4'CD25" *'°" do sangue periférico
por citometria de fluxo

A analise de linfécitos T CD4'CD25" ™5 foi realizada segundo proposto por
Baecher-Allan et al. (2001). De acordo com esses autores, linfocitos T expressando os
marcadores CD4°CD25" M apresentam caracteristicas reguladoras em humanos. A Figura
8 representa, de forma esquemadtica, o método utilizado para a analise dos resultados.
Primeiramente, selecionou-se a populacio de linfécitos por uma janela — “gate” (R1), através
da construcdo de graficos de distribuicdo pontual de tamanho celular versus granulosidade
celular (Figura 8A). Em seguida, foram construidos graficos de CD4-FITC versus CD25-PE,
permitindo a identificagdo de trés subpopulagdes: CD4 CD25™ (R2), CD4 'CD25" LOW (R3) e
CD4°CD25" M (R4). A fracdo celular selecionada em R4 representa o valor percentual de
linfocitos T com provavel papel regulador (Baecher-Allan et al. 2001) na populagdo de

linfécitos totais (Figura 8B).
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Figura 8: Anélise de células T CD4°CD25" ™ do sangue periférico de pacientes portadores da
forma clinica aguda da esquistossomose mansoni por citometria de fluxo. (A) representa o perfil
celular da populagdo de linfocitos (LINF), selecionada no “gate” R1 em grafico de tamanho versus
granulosidade. (B) representa o perfil de andlise da populacdo de linfocitos TCD4" positivos para o
marcador de superficie CD25 " no “gate” R4 em grafico de fluorescéncia 1 (CD4 - FITC) versus
fluorescéncia 2 (CD25 - PE).
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4.13 Analise estatistica dos dados

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 5.00 (La Jolla,
CA) para comparagdo entre os grupos. Para a andalise comparativa entre dois grupos foi
empregado o teste T de student para dados paramétricos e o teste de Mann Whitney para
dados ndo paramétricos. Para a andlise comparativa entre trés grupos foi empregado o teste de
Analises de Variancias (ANOVA), seguido pelo pos-teste de Tukey, para dados paramétricos
e o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunns para dados nao paramétricos. As
diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando o valor de p foi menor
que 0,05. Toda a analise estatistica realizada neste trabalho foi orientada e supervisionada pela
bioestatistica MSc. Ana Carolina Lustosa Lima do setor de Assessoria em Bioestatistica do

CPqRR.
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Apresentacio dos resultados

Os dados gerados nesse estudo serdo apresentados em forma de dois tdpicos. No
primeiro topico (TOPICO I) serdo apresentados os resultados relacionados & abordagem
epidemioldgica e avaliagdo do impacto da infecgdo pelo S. mansoni nos parametros clinico-
laboratoriais e ultrassonograficos de pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, antes e apds terapéutica especifica com praziquantel. E no segundo topico
(TOPICO 1I) serdo apresentados os resultados referentes a avaliagdo do impacto da infecgio
esquistossomatica na resposta imunologica de pacientes portadores da forma clinica aguda da

esquistossomose, antes e apds terapéutica especifica com praziquantel, através da analise de

parametros fenotipicos de leucocitos circulantes.
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5.1TOPICOI:

“ Abordagem epidemiol dgica e avaliacdo do impacto da infeccéo pelo S. mansoni nos
parametros clinico-laboratoriais e ultrassonogréficos de pacientes portadores da forma

clinica aguda da esquistossomose antes e ap0s ter apéutica especifica com praziquantel”
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5.1.1 I dentificacdo das espécies e o percentual de moluscos eliminando cercarias de S.
mansoni, encontrados em uma casa de campo no municipio de | garapé, Minas Gerais

Com o intuito de avaliar as espécies e o percentual de moluscos eliminando cercérias
de S. mansoni encontrados na casa de campo em Igarapé, os pesquisadores do LHMM do
CPgRR Dr. Cristiano Lara Massara e Dr. Martin Johannes Enk realizaram uma pesquisa
malacoldgica no local. Vinte e cinco moluscos foram coletados, sendo vinte e dois da espécie
Biomphalaria glabrata (88,0%) e trés do género Lymnaea (12,0%). A analise dos resultados
mostrou que trés moluscos da espécie B. glabrata (13,6%) estavam eliminando cercarias de S.
mansoni, sendo que dois exemplares positivos foram coletados na vala de um corrego que

abastece a piscina e um terceiro na vala que abastece a ducha.

76



RESULTADOS

5.1.2 Dados epidemiol dgicos e intensidade de infeccdo da populagdo avaliada

Inicialmente, quarenta e dois individuos com média de idade + desvio padrdo de 22,4
+ 15,2 e mediana de 21,5 estiveram presentes na casa de campo, desses, trinta e oito (90,5%)
concordaram em participar do estudo e relataram contato com as aguas contaminadas por
cercarias de S. mansoni (Tabela 3). Os trinta e oito participantes do estudo foram submetidos
a anamnese e exame parasitologico pelo método de Kato-Katz (Katz et al. 1972). Dos trinta e
oito pacientes avaliados (22 mulheres e 16 homens) com média de idade + desvio padrdo de
22,5 £ 15,5 anos e mediana de 20,5, trinta e quatro (89,5%) apresentaram exame
parasitologico positivo para ovos de S. mansoni e quatro individuos (10,5%) apresentaram
exame parasitologico negativo (Tabela 3). Entretanto, devido aos critérios de inclusdo e
exclusdo adotados, dezoito pacientes (47,4%) foram excluidos do estudo. Dessa forma,
dezesseis pacientes (42,1%) com média de idade + desvio padriao de 19,8 + 9,2 anos e
mediana de 19,0 foram avaliados e caracterizados como portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, grupo AGD-AT (Tabela 3). A intensidade de infec¢do do grupo AGD-AT
apresentou variacdo de 04-768/opg (média = DP: 112,3 £+ 188,6/opg com mediana de 56,0).
Ap6s terapéutica com praziquantel (grupo AGD-PT), nenhum paciente apresentou ovos de S.
mansoni nas fezes (Tabela 3). Nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05), entre mulheres e homens, do grupo AGD-AT em relagdo a idade (19,3
+ 10,1 e 20,3 £ 8,7 anos, respectivamente, p = 0,8453) e intensidade de infec¢do (143,6 +
245,2 ¢ 72,0 £ 73,3/opg, respectivamente, p = 0,7498).

Durante a anamnese alguns dados complementares dos pacientes do grupo AGD-AT
foram coletados, entre eles destacam-se:

1 Nivel deescolaridade:

v' 12,5% dos pacientes completaram o segundo grau;

v" 37,5% dos pacientes apresentavam segundo grau incompleto;
v" 12,5% dos pacientes completaram o primeiro grau;

v" 37,5% dos pacientes apresentavam primeiro grau incompleto.
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Naturalidade:
62,5% dos pacientes nasceram em Belo Horizonte;
31,3% dos pacientes nasceram em Caeté;

6,2% dos pacientes nasceram em Contagem.

Local de contato com dguas contaminadas por cercarias.

100% dos pacientes relataram que adquiriram a infec¢do pelo S. mansoni na casa de

campo localizada na zona rural de Igarapé, Minas Gerais.

I nformag&o sobre a esquistossomose:

71,4% dos pacientes relataram algum conhecimento sobre a doenga.

Local da informacao sobre a esquistossomose:

60% dos pacientes relataram que obtiveram informagdes sobre a esquistossomose na

escola;

O restante dos pacientes (40%) relatou que obtiveram informagdes sobre a doenga em

casa.

Conhecimento sobre a transmissio da esquistossomose:

100% dos pacientes associaram a transmissao da doenga a dgua contaminada e/ou

presenca do caramujo.

Conhecimento sobre o molusco transmissor;

Nenhum paciente soube descrever como o molusco transmite a esquistossomose.
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Tabela 3. Dados demograficos e intensidade de infecg¢do dos individuos que entraram em
contato com aguas contaminadas com cercarias de S. mansoni em uma casa de campo,
municipio de Igarapé, Minas Gerais

N’ de individuos 42 (100%) 38 (90,5%) 16 (38,1%) 13 (31,0%)
Idade (anos)
Variacao 01 -65 01 -65 05-35 05-31
Média + DP 22,4 +£15.2 22,5+ 15,5 19,8 +£9,2 18,7+ 7,8
Mediana 21,5 20,5 19,0 16,0
Género
Feminino 25 (59,5%) 22 (57,9%) 09 (56,3%) 07 (53,8%)
Masculino 17 (40,5%) 16 (42,1%) 07 (43,7%) 06 (46,2%)
Exame
Parasitologico”
Negativo - 04 (10,5%) 00 13
Positivo - 34 (89,5%) 16 00
Contagem de
ovos (opg)
Variacao -—-- 0-768 04 - 768 -—--
Média = DP - 50,8 + 132,2 112,3 +£188,6 -—--
Mediana -——- 00 56,0 —

* Segundo os critérios de inclusdo e exclusdo estipulados para o estudo (ver item 4.3.1 e 4.3.2 em Populagao,
materiais e métodos).

# O exame parasitologico foi realizado antes do tratamento especifico com praziquantel e um més, seis meses e 12
meses apos tratamento.
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5.1.3 Principais sinais e sintomas clinicos apresentados pelos pacientes portadores da
forma clinica aguda da esguistossomose, antes da terapéutica especifica com
praziquantel

Diversos autores ja descreveram que a forma clinica aguda da esquistossomose pode
desencadear uma série de sinais e sintomas clinicos nos pacientes infectados (Gazzinelli et al.
1985, Neves 1992, De Jesus et al. 2002, Wynn et al. 2004, Gryseels et al. 2006, Manzella et
al. 2008). Nesse sentido, no presente estudo foi realizada uma anamnese detalhada (Anexo 3)
no intuito de verificar as principais manifestagdes clinicas apresentadas pelos pacientes do
grupo AGD-AT. Durante a anamnese, os pacientes relataram que os sinais e sintomas clinicos
relacionados a fase aguda da esquistossomose surgiram, aproximadamente, quatro semanas
poés-contato com dguas contaminadas por cercérias e aqueles mais comumente mencionados
foram: dor de cabeca (62,5%), febre e colica abdominal (ambos com 56,3% de frequéncia),
diarreia, tosse, emagrecimento e astenia (todos com 43,8% de frequéncia) (Tabela 4). Outros
sinais e sintomas clinicos, tais como ndusea/vomitos, edema facial (ambos com 37,5% de
frequéncia), urticaria (18,8%) e dermatite cercariana (6,3%) foram relatados pelos pacientes,
porém com menor freqiiéncia (Tabela 4). Além disso, ¢ importante mencionar que devido ao
quadro clinico mais grave, trés pacientes foram hospitalizados. Em um deles houve
comprometimento da vesicula biliar, sendo necessaria a remog¢do desse Orgdo. Apds
quimioterapia especifica com praziquantel, os pacientes avaliados no presente estudo
relataram que os sinais e sintomas clinicos foram desaparecendo gradativamente, ao passo que

um ano apds o tratamento nenhum sinal e sintoma clinico foram mencionados.
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Tabela 4. Sinais e sintomas clinicos mais frequentemente apresentados pelos pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes da terapéutica especifica com

praziquantel
E— R o
CLINICOS (n=16)
Dor de cabeca 10 (62,5%)
Febre 09 (56,3%)
Colica abdominal 09 (56,3%)
Diarreia 07 (43,8%)
Tosse 07 (43,8%)
Emagrecimento 07 (43,8%)
Astenia 07 (43,8%)
Nausea e vomitos 06 (37,5%)
Edema facial 06 (37,5%)
Urticaria 03 (18,8%)
Dermatite cercariana 01 (6,3%)

* Apos a terapéutica com praziquantel, ndo foram relatados sinais e sintomas clinicos associados a infecgdo pelo S.

mansoni.
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5.1.4 Avaliacédo da funcéo hepética de pacientes portadores da forma clinica aguda da
esguistossomose, antes e apos terapéutica especifica com praziquantel

Com o objetivo de investigar se a infec¢@o pelo S. mansoni provoca alguma alteragdo
da funcdo hepatica em pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose
realizou-se a dosagem das seguintes enzimas: ALT (alanina aminotransferase), AST

(aspartato aminotransferase) e y-GT (gama-glutamil transferase) (Tabela 5).

A andlise dos dados mostrou que ndao houve nenhuma diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) nas concentragdes plasmaticas de todas as enzimas avaliadas quando
foram comparados os grupos AGD-AT e AGD-PT (Tabela 5). Além disso, observou-se que
as concentragoes plasmaticas das enzimas avaliadas encontravam-se dentro dos valores de
referéncia fornecidos pela literatura. Baseado nesse resultado, pode-se inferir, portanto, que a

infecgdo aguda pelo S. mansoni ndo altera as enzimas avaliadoras da fung@o hepatica.
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Tabela 5. Avaliacdo da fun¢do hepatica de pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, antes e apos terapéutica especifica com praziquantel

ALT (alanina aminotransferase)
Média + DP
Mediana*
(VR: 03-50 Ul/mL)

AST (aspartato aminotransferase)
Meé¢dia + DP
Mediana*
(VR: 12-46 Ul/mL)

v-GT (gama-glutamil transferase)
M¢dia = DP
Mediana*
(VR: 9-61 Ul/mL)

8,655
7,0 (4,5-14,5)

23,0 £6,7
23,0 (16,8-26,5)

33,9 £ 16,6
31,5 (21,0-36,8)

10,9+ 9,0
10,0 (2,0-19,0)

26,9 + 8.3
27,0 (20,0-32,3)

31,9 +26,4
23,0 (17,3-34,0)

Os valores estdo representados pela média + desvio padrdo (UI/L); VR = valores de referéncia.

* representa a mediana e a variagdo dos valores (25%--75%)
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5.1.5 Avaliacéo do perfil hematol égico de pacientes portadores da forma clinica aguda
da esquistossomose, antes e apos terapéutica especifica com praziquantel

O hemograma foi realizado em amostras de sangue periférico de individuos saudéaveis
(grupo CT) e pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (grupo
AGD-AT) e apos (grupo AGD-PT) terapéutica especifica com praziquantel. E importante
salientar que as diferencas estatisticamente significativas entre os grupos CT, AGD-AT e
AGD-PT estao representadas pelas letras a, b e ¢, respectivamente (Figuras 9 e 10).

A analise da série vermelha do hemograma mostrou diminui¢do estatisticamente
significativa (p<0,05) do nimero de hemacias (Figura 9A) do grupo AGD-AT (4,5 x 10° +
3,1 x 10%) em relagdo ao grupo CT (4,9 x 10° = 5,0 x 10>/mm’). No grupo AGD-PT foi
observado aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do numero de hemacias (4,9 x 10°
+ 3,8 x 10°’mm’ — Figura 9A) em relagio ao grupo AGD-AT. Observou-se também
diminui¢do estatisticamente significativa da concentracdo de hemoglobina (Figura 9B) do
grupo AGD-AT (13,2 + 1,4/g/dL) em relagdo ao grupo CT (15,8 + 1,5/g/dL). No grupo AGD-
PT foi observado aumento estatisticamente significativo (p<0,05) da concentracdo de
hemoglobina (14,8 = 1,2/g/dL. — Figura 9B) em relacdo ao grupo AGD-AT. A analise do
nimero de plaquetas (Figura 9C) mostrou aumento estatisticamente significativo do grupo
AGD-AT (3,9 x 10° + 1,1 x 10°/mm®) em relago ao grupo CT (2,7 x 10° £ 3,3 x 10%/mm?’).
No grupo AGD-PT foi observada diminuigdo estatisticamente significativa (p<0,05) do
namero de plaquetas (2,7 x 10° + 8.4 x 10%mm’). Além disso, verificou-se diminuico
estatisticamente significativa do percentual do hematocrito (Figura 9D) do grupo AGD-AT
(40,2 + 4,4/%) em relagdo ao grupo CT (45,0 £ 3,6/%). No grupo AGD-PT foi observado
aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do percentual do hematdcrito (46,7 £ 3,9/% —
Figura 9D) em relacdo ao grupo AGD-AT. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupo AGD-PT e CT.

A andlise da série branca do hemograma mostrou aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) da global de leucocitos (Figura 10A) do grupo AGD-AT (12325 +
5301/mm’) em relagio ao grupo CT (7156 + 2051/mm°). Esse resultado foi representado pelo
aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do niimero absoluto de neutréfilos (6000 +
2228/mm’ — Figura 10B), eosindfilos (2436 + 3048/mm” — Figura 10C) e linfocitos (4219 +
971/mm’ — Figura 10D) do grupo AGD-AT em relagdo ao grupo CT (neutréfilos: 3656 +

1639/mm?>; eosinofilos: 160 + 84/mm’; linfocitos: 2534 + 488/mm’, Figuras 10B, 10C e 10D,
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respectivamente). No grupo AGD-PT foi observada diminuigdo estatisticamente significativa
(p<0,05) da global de leucécitos (7854 + 1375/mm’ — Figura 10A) em relacio ao grupo
AGD-AT. Esse resultado foi representado por uma diminuigd@o estatisticamente significativa
(p<0,05) do namero absoluto de neutrofilos (3791 + 1652/mm’ — Figura 10B), cosinofilos
(476 + 192/mm’ — Figura 10C) e linfocitos (3082 + 1015/mm’ — Figura 10D) do grupo
AGD-PT em relagao ao grupo AGD-AT. No entanto, o nimero absoluto de eosin6filos (476 +
192/mm*) do grupo AGD-PT foi estatisticamente maior em relacdo ao grupo CT (160 +
84/mm”). Nio foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos na

populagdo de mondcitos (Figura 10E).
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Figura 9: Anélise do perfil hematologico, série vermelha, de individuos saudaveis (CT & = 11) ¢
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT = 16) e apods
(AGD-PT M = 13) terapéutica especifica com praziquantel. (A) representa o niimero de hemacias x
10° por mm’, (B) a concentragdo de hemoglobina em g/dL, (C) o nimero de plaquetas por mm® e (D)
o percentual do hematdcrito. Os resultados estdo expressos em formato de graficos de boxes que
destacam os valores minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo das populagdes avaliadas. As
diferengas estatisticamente significativas (p<0.05) entre os grupos CT, AGD-AT e AGD-PT estio
representadas pelas letras a e ¢, respectivamente.
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Figura 10: Analise do perfil hematoldgico, série branca, de individuos saudaveis (CT &l = 11) e
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT M = 16) e apos
(AGD-PT M = [3) terapéutica especifica com praziquantel. (A) representa a global de leucécitos, (B)
a subpopulacdo de neutrofilos (C) a subpopulacdo de eosinofilos (D) a subpopulacdo de linfocitos e
(E) a subpopulagdo de monbdcitos e Os resultados estdo expressos como valor absoluto de
leucocitos/mm’® em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e méximo das populacdes avaliadas. As diferencas estatisticamente significativas
(p<0.05) entre os grupos CT, AGD-AT e AGD-PT estdo representadas pelas letras a e ¢,

respectivamente.
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5.1.6 Caracterizacdo ultrassonografica de individuos ndo infectados e pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose antes e apds terapéutica
especifica com praziquantel

Com o intuito de investigar as alteracdes morfologicas (figado, bago, pancreas,
vesicula biliar e linfonodos periportais) que possam ter ocorrido durante o desenvolvimento
da forma clinica aguda da esquistossomose, e a influéncia do tratamento com praziquantel
nessas alteracdes, foi realizado uma avaliacdo ultrassonografica de individuos saudéveis, nao
infectados pelo S. mansoni (grupo CT) e pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, antes (grupo AGD-AT) e apds a terapéutica especifica com praziquantel
(grupo AGD-PT) (Tabela 6).

A andlise da avaliacdo ultrassonografica demonstrou aumento estatisticamente
significativo (p<0.05) das medidas antero-posterior do lobo esquerdo do figado (LEAP) e da
medida longitudinal do lobo direito do figado (LDLON) dos grupos AGD-AT (LEAP: 52,9 +
10,2/mm; LDLON: 150,2 + 16,9/mm) e AGD-PT (LEAP: 56,3 = 10,1/mm; LDLON: 140,3 +
11,7/mm) em relagdo ao grupo NI (LEAP: 42,7 + 4,4/mm; LDLON: 99,0 + 12,3/mm) (Tabela
6). Além disso, foi observado espessamento periportal (parede portal hilar) estatisticamente
significativo (p<0.05) do grupo AGD-AT (3,3 £ 1,0/mm) em relagdo ao grupo NI (1,5 +
0,3/mm) (Tabela 6). Foi observado também aumento estatisticamente significativo (p<0,05)
da medida longitudinal do baco (BLON) do grupo AGD-AT (108,1 = 16,7/mm) em relagdo ao
grupo NI (88,1 £ 7,1/mm) (Tabela 6). E por fim, observou-se aumento estatisticamente
significativo (p<0.05) das medidas de linfonodos periportais do grupo AGD-AT (1,8 +
1,0/mm) em relagdo aos grupos NI e AGD-PT (Tabela 6). Nao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas para as demais medidas avaliadas. Também ndo foram

observadas alteragdes na vesicula biliar e pancreas.
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Tabela 6. Medidas das variaveis ultrassonograficas de individuos ndo infectados e pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose antes e apos terapéutica especifica com
praziquantel

Figado LELON
Média = DP
Mediana®
Figado LEAP
Média + DP
Mediana®
Figado LDLON
Média + DP
Mediana®
Figado LDAP
Média + DP
Mediana®
Calibre VP
Média + DP
Mediana®
Espessura VP
Média + DP
Mediana®
Calibre VE
Média + DP
Mediana®
Veia mesentérica
Média + DP
Mediana®
Baco LON
Média + DP
Mediana®
Baco AP
Média + DP
Mediana®
Linfonodo PP
Média + DP
Mediana®

101,2+10,4
102,9 (95,9-110,8)

42,7+ 4.4
42,2 (38,7-47,7)

99,0 £ 12,3
100,4 (87,9-110,5)

66,5+ 9,9
65,6 (60,7-72,6)

9,7£0,9
9,5(9,1-10,1)

1,5+0,3
1,5(1,3-1,7)

1,3+0,4
6,6 (5,3-7,6)

6,5+0,9
6,7 (5,6-7,0)

88,1 £7,1
90,2 (82,3-95,0)

33,7 4,0
33,7 (31,3-37,9)

N.V.

114,1 £ 20,5
115,4 (93,1-127,8)

52,9+ 10,2*
50,5 (43,2-60,3)

150,2 + 16,9*
150,0 (142,5-157,9)

65,6 + 10,8
70,4 (53,1-70,8)

9,8+ 1,8
9,6 (8,2-11,5)

3,3+1,0%
3,0 (2,3-4,0)

1,5+0,5
6,8 (5,3-7.8)

7,0+ 1,3
6,7 (5,8-8.,3)

108,1 + 16,7*
105,6 (93,1-117,7)

43,1+ 10,4
40,6 (33,3-50,8)

1,8 + 1,0%*
2,1 (1,0-2.,5)

108,4 + 10,4
113 (95,0-115,0)

56,3 + 10,1*
51,0 (49,0-68.0)

140,3 + 11,7*
142,0 (127,0-150,0)

70,0 £ 9,1
74,0 (61,0-79,0)

10,0+ 1,7
10,2 (8,8-11,9)

3,1+ 1,9%
3,0 (1,0-4,0)

1,0 £ 0,4
6,4 (6,1-7,5)

7,3+1,0
7,0 (6,4-8,6)

100,1 +9,7
97,0 (95,0-104,0)

42,1+10,5
41,0 (39,0-50,0)

N.V.

Os wvalores estio representados pela média + desvio padrdo (mm).
* diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em relagdo aos individuos ndo infectados.
** diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em relacdo aos individuos ndo infectados e pacientes agudos apds terapéutica especifica

com praziquantel.

# representa a mediana e a variacdo dos valores (25%-75%).
N.V. — nio visualizados (em individuos sauddveis, os linfonodos periportais normalmente ndo sio visualizados pela ultrassonografia).

LELON: medida longitudinal do lobo esquerdo; LEAP: medida dntero-posterior do lobo esquerdo; LDLON: medida longitudinal do lobo
direito; LDAP: medida dntero-posterior do lobo direito; VE: veia esplénica; VP: veia porta; LON: longitudinal; AP: dntero-posterior; PP:

periportal.
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Algumas figuras representativas das principais alteragdes ultrassonograficas

encontradas sdo apresentadas a seguir:

Figura 11: Imagens ultrassonograficas do figado de um individuo saudavel e de um paciente
portador da forma clinica aguda da esquistossomose. (A) Imagem do figado de um individuo
saudavel, ndo infectado, apresentando medidas dentro dos valores normais (LELON x LEAP: 80 x 48
mm, VN: 100 x 70 mm; LDLON x LDAP: 129 x 82 mm, VN: 150 x 100 mm), como indicado pelo
circulo pontilhado. (B) Imagem do figado de um paciente portador da forma clinica aguda da
esquistossomose, antes da terapéutica especifica com praziquantel, apresentando hepatomegalia
moderada (LELON x LEAP: 151 x 56 mm, VN: 100 x 70 mm; LDLON x LDAP: 182 x 73 mm, VN:
150 x 100 mm), como indicado pelo circulo pontilhado. (C) Imagem do figado de um paciente
portador da forma clinica aguda da esquistossomose, apos terapéutica especifica com praziquantel,
apresentando medidas levemente alteradas (LELON x LEAP: 115 x 51 mm; VN: 100 x 70 mm;
LDLON x LDAP: 153 x 58 mm; VN: 150 x 100 mm), como indicado pelo circulo pontilhado. As
imagens foram obtidas por meio do aparelho Nemio SSA/550? (Toshiba).
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Figura 12: Imagens ultrassonograficas da parede da veia porta de um individuo saudavel e de
um paciente portador da forma clinica aguda da esquistossomose. (A) Imagem da parede da veia
porta (parede portal hilar) de um individuo saudavel, ndo infectado, apresentando medidas dentro dos
valores normais (espessamento periportal: 1,1 mm, VN: <3,0 mm), como indicado pela seta. (B)
Imagem da parede da veia porta (parede portal hilar) de um paciente portador da forma clinica aguda
da esquistossomose, antes da terapéutica especifica com praziquantel, apresentando moderado
aumento da ecogenicidade periportal (espessamento periportal: 5,0 mm, VN: <3,0 mm), como
indicado pela seta. (C) Imagem da parede da veia porta (parede portal hilar) de um paciente portador
da forma clinica aguda da esquistossomose, apds terapéutica especifica com praziquantel,
apresentando leve aumento da ecogenicidade periportal (espessamento periportal: 4,0 mm, VN: <3,0
mm), como indicado pela seta. As imagens foram obtidas por meio do aparelho Nemio SSA/550?

(Toshiba).
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Figura 13: Imagens ultrassonograficas do baco de um individuo saudéavel e de um paciente
portador da forma clinica aguda da esquistossomose. (A) Imagem do bago de um individuo
saudavel, ndo infectado, apresentando medidas dentro dos valores normais (BLON x BAP: 96 x 38
mm, VN: 120 x 70 mm), como indicado pela linha pontilhada. (B) Imagem do bago de um paciente
portador da forma clinica aguda da esquistossomose, antes da terapéutica especifica com praziquantel,
apresentando dimensdes no limite superior da normalidade (BLON x BAP: 120 x 67 mm, VN: 120 x
70 mm) como indicado pela linha pontilhada. (C) Imagem do baco de um paciente portador da forma
clinica aguda da esquistossomose, apos terapéutica especifica com praziquantel, apresentando medidas
dentro dos valores normais (BLON x BAP: 118 x 58 mm, VN: 120 x 70 mm), como indicado pela
linha pontilhada. As imagens foram obtidas por meio do aparelho Nemio SSA/550% (Toshiba).
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Figura 14: Imagens ultrassonograficas de linfonodos periportais de um paciente portador da
forma clinica aguda da esquistossomose. (A, B) Imagens de linfonodos periportais de um paciente
portador da forma clinica aguda da esquistossomose. Observa-se ao longo do trajeto da veia porta,
multiplas imagens ovaladas, hipoecoicas, com a regido central ecogénica e contornos regulares, como
indicado pelos circulos pontilhados. O maior linfonodo periportal mede aproximadamente 25 x 17 mm
(VN: €10 x 10 mm). Em individuos saudaveis, ndo infectados, ¢ nos pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose, apds terapéutica especifica com praziquantel, os linfonodos
apresentaram medidas dentro dos valores normais, sendo assim, ndo foram visualizados utilizando-se
o método ultrassonografico. As imagens foram obtidas por meio do aparelho Nemio SSA/550?

(Toshiba).
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52TOPICO I1:

“ Avaliacao de parametros fenotipicos de leucdcitos circulantes na infec¢do aguda pelo

Schistosoma mansoni, antes e apos terapéutica especifica com praziquantel”
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5.2.1 Andlise ex vivo do numero de moléculas co-estimuladoras, de ativacdo e de
adesdo celular por eosindéfilos do sangue periférico de pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose, antes e apos terapéutica especifica com praziquantel

Com o objetivo de se avaliar o panorama imunofenotipico dos eosindfilos do sangue
periférico dos pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose mansoni,
realizou-se uma analise ex vivo do perfil de moléculas co-estimuladoras, de ativagdo ¢ de
adesdo celular, analisando-se o valor absoluto de eosin6filos/mm® expressando os diferentes
marcadores avaliados e o impacto que a terapéutica especifica teria nesse contexto. (Figura
15). E importante salientar que as diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
CT, AGD-AT e AGD-PT estao representadas pelas letras a, b e ¢, respectivamente.

A andlise do perfil de moléculas co-estimuladoras (CD28, CD80 ¢ CD86) mostrou
aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do niimero de eosinéfilos CD28" (106 +
35/mm’® — Figura 15A), CD80" (76 + 41/mm’ — Figura 15B) ¢ CD86" (105 + 55/mm’ —
Figura 15C) do grupo AGD-AT quando comparado ao grupo CT (CD28™: 12 + 11/mm’;
CD80": 14 + 17/mm’; CD86™: 10 + 7/mm’, Figuras 15A, 15B e 15C, respectivamente). No
grupo AGD-PT foi observada diminuicao estatisticamente significativa (p<0,05) de todas as
moléculas avaliadas (CD28": 41 + 30/mm’; CD80": 24 + 19/mm’; CD86™: 28 + 16/mm’,
Figuras 15A, 15B e 15C, respectivamente) em relacdo ao grupo AGD-AT. No entanto, o
namero de eosinéfilos CD28 (41 + 30/mm’) e CD86" (28 + 16/mm”) do grupo AGD-PT foi
estatisticamente maior em relagio ao grupo CT (12 + 11/mm’; 10 + 7/mm’, respectivamente).

A avaliagao do perfil de moléculas de ativacao (CD23, CD25, HLA-DR e CD69)
demonstrou aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do nimero de eosinéfilos CD23"
(129 + 95/mm’ — Figura 15D), CD25" (110 + 60/mm’ — Figura 15E), HLA-DR" (92 +
52/mm’ — Figura 15F) e CD69" (97 + 36/mm’ — Figura 15G) do grupo AGD-AT em relago
ao grupo CT (CD23™: 13 + 10/mm’; CD25"™: 17 + 14/mm’; HLA-DR™: 18 + 13/mm’; CD69":
26 + 29/mm’, Figuras 15D, 15E e 15G, respectivamente). No grupo AGD-PT foi observada
diminuic¢io estatisticamente significativa (p<0,05) de todas as moléculas avaliadas (CD23":
28 + 20/mm’; CD25™: 20 + 14/mm’; HLA-DR™: 32 + 18/mm’; CD69": 43 + 36/mm’, Figuras
15D, 15E, 15F e 15G, respectivamente) em relagdo ao grupo AGD-AT. Apds quimioterapia
especifica com praziquantel ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas

entre os grupos AGD-PT e CT.
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A analise do receptor de IgG (CD64) demonstrou aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) do nimero de eosindfilos CD64" (Figura 15H) do grupo AGD-AT (90
+ 39/mm’) em relagio ao grupo CT (12 + 8/mm’). No grupo AGD-PT foi observada
diminuigdo estatisticamente significativa (p<0,05) do niimero de eosinéfilos CD64" (20 +
15/mm’ — Figura 15H) em relagdo ao grupo AGD-AT. Apds quimioterapia especifica com
praziquantel nao foi observada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos AGD-
PT e CT.

Dentre as moléculas de adesao celular avaliadas (CD62L, CD11a, CD13, CD18, CD44
e CD54) observou-se aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do numero de
eosindfilos CD11a" (1081 + 646/mm’ — Figura 15J), CD18 (477 + 183/mm’ — Figura 15L),
CD44" (75 + 44/mm’ — Figura 15M) ¢ CD54" (100 + 46/mm’ - Figura 15N) do grupo AGD-
AT quando comparado ao grupo CT (CDlla™: 238 + 204/mm’; CD18": 138 + 94/mm’;
CD44™: 12 + 10/mm3; CD54": 17 + 15/mm3, Figuras 15J, 15L, 15M e 15N,
respectivamente). No grupo AGD-PT foi observada diminuigao estatisticamente significativa
(p<0,05) do nmiimero de eosindfilos CD11a’ (441 + 216/mm’ — Figura 15J), CD13" (42 +
39/mm’ — Figura 15K), CD44" (25 + 19/mm’ — Figura 15M) ¢ CD54" (26 + 25/mm’ -
Figura 15N) em relacdo ao grupo AGD-AT. Além disso, o niimero de eosin6filos CD18" do
grupo AGD-PT (492 + 242/mm°) foi estatisticamente maior em relagdo ao grupo CT (138 £
94/mm’). Por outro lado, o numero de eosindfilos CD13" (42 + 39/mm’) do grupo AGD-PT

foi estatisticamente menor em relagio ao grupo CT (228 + 191/mm”).
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Figura 15: Numero de moléculas co-estimuladoras CD28 (A), CD80 (B) ¢ CD86 (C), moléculas de
ativacdo CD23 (D), CD25 (E), HLA-DR (F) e CD69 (G), receptor de IgG (FcyR1) CD64 (H) e
moléculas de adesdo CD62L (I), CD11a (J), CDI13 (K), CD18 (L), CD44 (M) e CD54 (N) por
eosinéfilos do sangue periférico de individuos saudaveis (CT &l = 11 e pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT il = 09) e apos (AGD-PT M = 11) terapéutica
especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor absoluto de
eosin6filos’/mm’, expressando os marcadores de superficie avaliados, em formato de graficos de
boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os grupos CT, AGD-AT e AGD-PT estdo representadas
pelas letras a, b e ¢, respectivamente.
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5.2.2 Andlise ex vivo do nimero de receptores de quimiocinas em eosinéfilos do sangue
periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes e
apos terapéutica com praziquantel

A avaliagdo da expressdo de receptores de quimiocinas em eosin6filos circulantes dos
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose foi realizada com o objetivo
de avaliar possivel migra¢do dessas células para o foco inflamatério durante a infec¢do pelo S.
mansoni e o impacto que a terapéutica especifica teria nesse contexto. Nesse estudo, foram
avaliados os receptores de quimiocinas CCR2, CCRS, CCR3 e CXCR3 (Figuras 16A, 16B,
16C e 16D, respectivamente), que foram analisados pelo valor absoluto em mm’ de
eosinofilos positivos para esses marcadores.

A anélise dos dados demonstrou aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do
numero de eosindfilos CCR2" (52 +30/mm’ — Figura 16A), CCR5" (121 + 102/mm’ — Figura
16B) ¢ CXCR3™ (100 + 94/mm’ — Figura 16D —) do grupo AGD-AT quando comparado ao
grupo CT (CCR2": 12 + 7/mm’; CCR5™: 15 + 11/mm’; CXCR3™: 13 + 10/mm’, Figuras 16A,
16B, 16C e 16D, respectivamente). No grupo AGD-PT foi observada diminui¢do
estatisticamente significativa (p<0,05) de todos os receptores avaliados (CCR2™: 27 =+
17/mm’; CCR5": 26 + 14/mm’; CCR3": 79 + 44/mm>; CXCR3": 37 + 23/mm’, Figuras 16A,
16B, 16C e 16D, respectivamente) em relagdo ao grupo AGD-AT. No entanto, o nimero de
eosindfilos CCR2" (27 + 17/mm’) e CXCR3" (37 + 23/mm’) do grupo AGD-PT foi

estatisticamente maior em relagdo ao grupo CT (12 + 7/mm?; 13 + 10/mm”, respectivamente).
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Figura 16: Numero de receptores de quimiocinas CCR2 (A), CCR5 (B), CCR3 (C) e CXCR3 (D) por
eosinéfilos do sangue periférico de individuos saudaveis (CT &l = 11) e pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT ll = 09) ¢ apos (AGD-PT M = 11) terapéutica
especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor absoluto de
eosinofilos’/mm’, expressando os receptores de quimiocinas avaliados, em formato de graficos de
boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT e AGD-PT estdo representadas
pelas letras a e ¢, respectivamente.
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5.2.3 Andlise ex vivo do numero de moléculas co-estimuladoras, de ativacdo e de
adesdo celular por neutrofilos do sangue periférico de pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose, antes e apos terapéutica especifica com praziquantel

De forma similar a avaliagdo realizada em eosinofilos, o panorama imunofenotipico de
neutréfilos do sangue periférico dos pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, também foi avaliado através de analise ex vivo do perfil de moléculas co-
estimuladoras, de ativagdo e de ades@o celular, analisando-se o valor absoluto de
neutrdfilos/mm’ expressando os diferentes marcadores avaliados e o impacto que a
terapéutica especifica teria nesse contexto (Figura 17).

Com relagcdo as moléculas co-estimuladoras (CD28, CD80 e CD86), a analise dos
dados demonstrou aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do nimero de neutréfilos
CD28" (174 + 97/mm’ — Figura 17A), CD80" (95 + 60/mm’ — Figura 17B) ¢ CD86" (218 +
140/mm’ — Figura 17C) do grupo AGD-AT quando comparado ao grupo CT (CD28™: 42 +
15/mm’; CD80™: 36 + 11/mm’; CD86": 61 + 22/mm’, Figuras 17A, 17B e 17C,
respectivamente). No grupo AGD-PT foi observada diminuigao estatisticamente significativa
(p<0,05) de todas as moléculas avaliadas (CD28™: 27 + 16/mm’; CD80": 28 + 23/mm’;
CD86": 41 + 29/mm’, Figuras 17A, 17B e 17C, respectivamente) em relagio ao grupo AGD-
AT. Apods quimioterapia especifica com praziquantel ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos AGD-PT e CT.

A andlise do perfil de moléculas de ativacdo (CD23, CD25, HLA-DR e CD69)
mostrou aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do niimero de neutréfilos CD23"
(159 + 124/mm’ — Figura 17D) e CD69" (174 + 69/mm’ — Figura 17G) do grupo AGD-AT
quando comparado ao grupo CT (CD23": 53 + 35/mm’; CD69": 102 + 29/mm’, Figuras 17D
e 17G, respectivamente). No grupo AGD-PT foi observada diminui¢do estatisticamente
significativa (p<0,05) de todas as moléculas avaliadas (CD23": 39 + 30/mm’; CD25": 29 +
19/mm’; HLA-DR": 52 + 49/mm’; CD69": 71 + 41/mm’, Figuras 17D, 17E, 17F e 17G,
respectivamente) em relacdo ao grupos AGD-AT. Além disso, o nimero de neutrdfilos
CD25" (29 + 19/mm’) ¢ HLA-DR" (52 + 49/mm’) do grupo AGD-PT foi estatisticamente
menor em relagio ao grupo CT (125 + 87/mm’; 149 + 91/mm’, respectivamente).

A avaliagdo do receptor de IgG (CD64) demonstrou diminui¢do estatisticamente

significativa (p<0,05) do numero de neutréfilos CD64" (Figura 17H) do grupo AGD-PT (70
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+ 43/mm’) em relagio aos grupos AGD-AT (272 + 147/mm’) e CT (407 + 325/mm”). Nio foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos AGD-AT e CT.

A avaliacdo da expressdo de moléculas de adesdo (CD62L, CDI1a, CD13, CDI18,
CD44 e CD54) demonstrou aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do numero de
neutréfilos CD44" (272 + 163/mm’ — Figura 17M) e CD54" (144 + 120/mm’ — Figura 17N)
do grupo AGD-AT quando comparado ao grupo CT (CD44": 84 + 61/mm’; CD54": 41 +
17/mm’, Figuras 17M e 17N, respectivamente). No grupo AGD-PT foi observada diminuigio
estatisticamente significativa (p<0,05) do numero de neutréfilos CD13™ (54 + 58/mm’ —
Figura 17K), CD44" (82 + 68/mm’ — Figura 17M) ¢ CD54" (40 + 23/mm’ - Figura 17N) em
relagdo ao grupo AGD-AT (CD13": 2676 + 1714/mm’; CD447:272 + 163/mm’; CD54": 144 +
120/mm*). Além disso, o niimero de neutréfilos CD13" (54 + 58/mm’) e CD62L" (2083 +
1425/mm®) do grupo AGD-PT foi estatisticamente menor em relacdo ao grupo CT (4237 +

2106/mm?; 3759 + 1170/mm’, respectivamente).
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Figura 17: Numero de moléculas co-estimuladoras CD28 (A), CD80 (B) e CD86 (C), moléculas de
ativagdo CD23 (D), CD25 (E), HLA-DR (F) e CD69 (G), receptor de IgG (FcyR1) CD64 (H) e
moléculas de adesio CD62L (I), CD11a (J), CD13 (K), CD18 (L), CD44 (M) ¢ CD54 (N) por
neutréfilos do sangue periférico de individuos saudaveis (CT & = 11) e pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT = 09) ¢ apés (AGD-PT M = 11) terapéutica
especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor absoluto de
neutréfilos’/mm?®, expressando os marcadores de superficie avaliados, em formato de gréficos de
boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT e AGD-PT estdo representadas
pelas letras a, b e ¢, respectivamente.
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5.2.4 Andlise ex vivo do nimero de receptores de quimiocinas em neutréfilos do sangue
periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da esguistossomose, antes e
apos terapéutica especifica com praziquantel

O estudo da expressdo de receptores de quimiocinas em neutrofilos circulantes dos
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose foi realizado com o intuito de
avaliar possivel migragdo dessas células para o foco inflamatdrio durante a infecg¢do pelo S.
mansoni e o impacto que a terapéutica especifica teria nesse contexto. Os receptores de
quimiocinas CCR2, CCRS, CCR3 e CXCR3 foram analisados pelo valor absoluto em mm?® de
neutréfilos positivos para esses marcadores (Figuras 18A, 18B, 18C e 18D, respectivamente).

Os resultados demonstraram diminui¢do estatisticamente significativa (p<0,05) do
numero de neutréfilos CCR5™ (15 + 5/mm’ — Figura 18B), CCR3" (17 + 06/mm’ — F igura
18C) ¢ CXCR3" (23 + 9/mm’ — Figura 18D) do grupo AGD-PT quando comparado aos
grupos AGD-AT (CCR5": 77 + 59/mm’; CCR3™: 74 + 54/mm’; CXCR3": 88 + 62/mm’) e CT
(CCR5™: 94 + 103/mm’; CCR3™: 130 + 78/mm’; CXCR3": 88 + 83/mm”’) (Figuras 18B, 18C
e 18D, respectivamente). Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas

entre os grupos AGD-AT e CT.
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Figura 18: Numero de receptores de quimiocinas CCR2 (A), CCR5 (B), CCR3 (C) e CXCR3 (D) por
neutréfilos do sangue periférico de individuos saudaveis (CT &l = 11) e pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT Il = 09) ¢ apos (AGD-PT M = 11) terapéutica
especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor absoluto de
neutréfilos’/mm?, expressando os receptores de quimiocinas avaliados, em formato de graficos de
boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT e AGD-PT estdo representadas
pelas letras a e b, respectivamente.
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5.2.5 Andlise ex vive do nimero absoluto de linfocitos T (CD3"), linfocitos T auxiliares
(CD4") e linfécitos T citotoxicos/'supressores (CD8") do sangue periférico de pacientes
portadores da fase aguda da esguistossomose, antes e apos terapéutica especifica com
prazigquantel

Em relag@o ao perfil celular durante a infec¢do pelo S. mansoni, Martins-Filho et al.
(1999) demonstraram que pacientes portadores das diferentes formas clinicas da
esquistossomose (aguda, intestinal e hepatoesplénica) apresentaram uma diminuicdo do
percentual médio de linfécitos TCD4", quando comparado aos individuos ndo infectados.
Neste sentido, foi realizada, nesse estudo, a analise do numero absoluto de linfécitos T e suas
subpopula¢des/mm’ do sangue periférico dos pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose com o objetivo de avaliar a participacdo dessas células na fase aguda da
infeccdo pelo S. mansoni e o impacto que a terapéutica especifica teria nesse contexto (Figura
19).

A andlise dos resultados mostrou aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do
numero de linfocitos TCD3" (3050 + 820/mm’ — Figura 19A) do grupo AGD-AT quando
comparado ao grupo CT (1677 + 649/mm’). Essa diferenga foi representada pelo aumento
estatisticamente significativo do nimero de linfocitos TCD4" (1763 + 602/mm’ — Figura
19B) ¢ TCD8" (989 + 308/mm’ — Figura 19C) do grupo AGD-AT em rela¢io ao grupo CT
(993 + 311/mm’; 529 + 251/mm’, respectivamente). No grupo AGD-PT foi observada
diminui¢io estatisticamente significativa (p<0,05) do nimero de linfécitos TCD3" (2165 +
686/mm’ — Figura 19A) e TCD4" (1187 + 350/mm’ — Figura 19B) em relagio ao grupo
AGD-AT. No entanto, o numero de linfocitos TCD8" (977 + 347/mm’) do grupo AGD-PT foi

estatisticamente maior em relagio ao grupo CT (529 + 251/mm’).
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Figura 19: Numero de linfocitos T (CD3") (A), linfocitos T auxiliares (CD4") (B) e linfocitos T
citotoxicos/supressores (CD8") (C) do sangue periférico de individuos saudaveis (CT Wl = 11) e
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT M = 09) e apos
(AGD-PT M = [1) terapéutica especifica com praziquantel. Os resultados estio apresentados como
valor absoluto de linfocitos T/mm?, expressando os marcadores de superficie avaliados, em formato de
graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT e AGD-PT estao
representadas pelas letras a e ¢, respectivamente.
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5.2.6 Andlise ex vivo do nimero de moléculas co-estimuladoras, de ativacdo e de
adesfio celular por linfécitos TCD4" do sangue periférico de pacientes portadores da
forma clinica aguda da esguistossomose, antes e apds terapéutica especifica com
praziquantel

Com o intuito de se avaliar o perfil imunofenotipico dos linfécitos TCD4" do sangue
periférico dos pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose foi realizada
uma analise ex Vivo de moléculas co-estimuladoras, de ativacdo e de adesdo celular,
avaliando-se o valor absoluto em mm’® de linfocitos TCD4" positivos para esses marcadores e
o impacto que a terapéutica especifica teria nesse contexto (Figura 20).

A andlise da molécula co-estimuladora CD28 mostrou aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) do niimero de linfocitos TCD4™ CD28" do grupo AGD-AT (1776 =+
584/mm’ — Figura 20A) em relag¢do ao grupo CT (902 + 310/mm’). No grupo AGD-PT foi
observada diminui¢do estatisticamente significativa (p<0,05) do numero de linfocitos
TCD4"CD28" (1169 + 337/mm’ — Figura 20A) em relagdo ao grupo AGD-AT. Nio foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos AGD-PT e CT.

A avaliacao do perfil de moléculas de ativagao (CD25, HLA-DR e CD69) mostrou
aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do numero de linfocitos TCD4" CD25" (559 +
161/mm’ — Figura 20B) e HLA-DR" (191 + 107/mm’ — Figura 20D) do grupo AGD-AT em
relagio ao grupo CT (CD25": 396 + 110/mm’; HLA-DR": 74 + 32/mm’, Figuras 20B e 20D,
respectivamente). No grupo AGD-PT foi observada diminuigdo estatisticamente significativa
(p<0,05) de todas as moléculas avaliadas (CD25™: 170 + 91/mm’; HLA-DR': 92 + 65/mm’;
CD69": 20 + 21/mm’, Figuras 20B, 20C e 20D, respectivamente) em relacdo ao grupo AGD-
AT (CD25™: 559 + 161/mm’; HLA-DR": 191 + 107/mm’; CD69": 84 + 75/mm’). Além disso,
o namero de linfocitos CD25" (170 + 91/mm’) e CD69" (20 + 21/mm’) do grupo AGD-PT foi
estatisticamente menor em relagio ao grupo CT (396 + 110/mm’; 46 + 23/mm’,
respectivamente).

Dentre as moléculas de adesao celular avaliadas (CD62L, CD18) verificou-se aumento
estatisticamente significativo (p<0,05) do numero de linfocitos TCD4™ CD62L" (1588 +
482/mm’ — Figura 20E) e CDI18" (1638 + 423/mm’ — Figura 20F) do grupo AGD-AT
quando comparado ao grupo CT (763 + 350/mm’; 1016 + 262/mm’, respectivamente). No

grupo AGD-PT foi observada diminui¢do estatisticamente significativa (p<0,05) do numero
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de linfocitos TCD4" CD62L" (1046 + 423/mm’ — Figura 20E) em relagio ao grupo AGD-AT.
Por outro lado, o niimero de linfocitos CD18" (1383 + 396/mm’) do grupo AGD-PT foi

estatisticamente maior em relagdo ao grupo CT (1016 262/mm’).

108



RESULTADOS

4000

8]

o

o

o
1

o

T T
CT  AGD-AT AGD-PT

CD69*

250

125 ~

NuUmero de Linfécitos T CD4*Fenétipo*/mm3

A

AGD-AT AGD-PT

CD25*
1000
B
a,c
500 A
% a
O T T T
CT AGD-AT AGD-PT
CD62L*
3000
1500 -+ é
0 T

CT AGD AT AGD PT

400

HLA-DR*

200 1

C a,c

-

T

T T
CT  AGD-AT AGD-PT

CcD1s8+

3000

1500 A

“m

T T
CT AGD-AT AGD-PT

Figura 20: Numero de moléculas co-estimuladoras CD28 (A), moléculas de ativagdao CD25 (B),
HLA-DR (C) e CD69 (D), e moléculas de adesio CD62L (E) e CD18 (F) por linfocitos T CD4" do
sangue periférico de individuos saudaveis (CT & = 11) e pacientes portadores da forma clinica aguda
da esquistossomose, antes (AGD-AT [ = 09) ¢ apos (AGD-PT M = 11) terapéutica especifica com
praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor absoluto de linfocitos TCD4"/mm’,

expressando os marcadores de superficie avaliados, em formato de graficos de boxes que destacam os

valores: minimo, 25%,

50%-mediana, 75% e maximo. As diferencas estatisticamente significativas

(p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT e AGD-PT estdo representadas pelas letras a, b ¢ c,
respectivamente.
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5.2.7 Anélise ex vivo do nimero de linfécitos T CD4*CD25" "'®" do sangue periférico
de pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes e apés
terapéutica especifica com praziquantel

Segundo alguns autores, infecgdes por nematdédeos podem induzir uma expansio
natural de células Treg (Van Den Biggelaar et al. 2000, Mclnnes et al. 2003, Summers et al.
2003, Saunders et al. 2007), sugerindo um papel modulador dessas células em processos
inflamatorios provocados por infecgdes helminticas (Belkaid et al. 2005, Anthony et al.
2007). Dessa forma, a analise do namero absoluto de linfocitos TCD4" CD25" ""/mm’, com
possivel papel regulador (Baecher-Allan et al. 2001), do sangue periférico de pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose foi realizada com o objetivo de avaliar
a participagdo dessas células na infec¢do pelo S. mansoni e o impacto que a terapéutica
especifica teria nesse contexto (Figura 21).

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa do numero de linfocitos T
CD4" CD25 " (Figura 21) entre os trés grupos avaliados (CT: 43 + 23/mm’; AGD-AT: 30
+ 9/mm’; AGD-PT: 22 + 14/mm°).
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Figura 21: Numero de linfocitos T CD4+CD25" """ do sangue periférico de individuos saudaveis
(CT I = 11) e pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT s =
09) e apés (AGD-PT M = 11) terapéutica especifica com praziquantel. Os resultados estio
apresentados como valor absoluto de linfocitos TCD4"/mm’, expressando o marcador de superficie
CD25"M em formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana,
75% e maximo.
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5.2.8 Andlise ex vivo do nimero de moléculas co-estimuladoras, de ativacdo e de
adesfio celular por linfécitos TCD8' do sangue periférico de pacientes portadores da
forma clinica aguda da esguistossomose, antes e apds terapéutica especifica com
praziquantel

De forma semelhante a analise realizada para linfocitos T CD4", realizou-se uma
analise ex vivo de moléculas co-estimuladoras, de ativagdo e de adesdo celular em linfocitos
TCD8" do sangue periférico dos pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, avaliando-se o valor absoluto em mm’de linfécitos T CD8 positivos para
esses marcadores € o impacto que a terap€utica especifica teria nesse contexto (Figura 22).

Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa na andlise da molécula co-
estimuladora CD28 (Figura 22A) entre os grupos avaliados (CT: 504 + 273/mm’; AGD-AT:
641 +217/mm’; AGD-PT: 652 + 303/mm°).

Dentre as moléculas de ativagdo avaliadas (CD25, HLA-DR e CD69) observou-se
aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do niimero de linfocitos TCDS™ CD69" (106
+ 77/mm’ - Figura 22C) do grupo AGD-AT em relagdo ao grupo CT (44 + 14/mm’). No
grupo AGD-PT foi observada diminui¢@o estatisticamente significativa (p<0,05) do numero
de linfécitos TCD8" CD69™ (38 + 23/mm’ — Figura 22C) em relagdo ao grupo AGD-AT. Nio
foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos AGD-PT e CT.

A andlise das de moléculas de adesdo celular (CD62L, CD18) mostrou aumento
estatisticamente significativo (p<0,05) do niimero de linfocitos TCD8" CD18" (Figura 22F)
dos grupos AGD-AT (1004 + 239/mm’) e AGD-PT (1013 # 355/mm’) em relagio ao grupo
CT (654 + 237/mm”). Nio foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre

os grupos AGD-AT e AGD-PT.
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Figura 22: Numero de moléculas co-estimuladoras CD28 (A), moléculas de ativagao CD25 (B),
HLA-DR (C) e CD69 (D) e moléculas de adesdo CD62L (E) e CD18 (F) por linfocitos T CD8" do
sangue periférico de individuos saudaveis (CT & = 11) e pacientes portadores da forma clinica aguda
da esquistossomose, antes (AGD-AT [ = 09) ¢ apos (AGD-PT M = 11) terapéutica especifica com
praziquantel. Os resultados estio apresentados como valor absoluto de linfécitos T CD8"/mm’,
expressando os marcadores de superficie avaliados, em formato de graficos de boxes que destacam os
valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT e AGD-PT estdo representadas pelas letras a e c,
respectivamente.
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5.2.9 Andlise ex vivo do numero de receptores de quimiocinas em linfécitos do sangue
periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, antes e
apos terapéutica especifica com praziquantel

Os receptores de quimiocinas possuem fungdes importantes que coordenam a
diferenciagdo e o trafego de leucdcitos. Sendo assim, neste estudo foi realizada a analise do
nimero de receptores de quimiocinas em linfécitos circulantes dos pacientes portadores da
forma clinica aguda da esquistossomose com o objetivo de avaliar uma possivel migragao
dessas células para o foco inflamatorio durante a infecgdo pelo S. mansoni e o impacto que a
terapéutica especifica teria nesse contexto. Os receptores de quimiocinas avaliados nesse
estudo foram CCR2, CCRS5, CCR3, e CXCR3 (Figuras 23A, 23B, 23C e 23D,
respectivamente), que foram analisados pelo valor absoluto em mm® de linfécitos positivos
para esses marcadores.

A analise dos resultados demonstrou aumento estatisticamente significativo (p<0,05)
do numero de linfocitos CCR5" (41 + 45/mm’ — Figura 23B), CCR3" (158 + 97/mm’ —
Figura 23C) ¢ CXCR3" (1815 + 793/mm’ — Figura 23D) do grupo AGD-AT quando
comparado ao grupo CT (CCR5™: 7 + 5/mm’; CCR3™: 58 + 28/mm’; CXCR3": 895 +
334/mm’ , Figuras 23A, 23B, 23C e 23D, respectivamente). Por outro lado, foi observada
diminuigdo estatisticamente significativa (p<0,05) do niimero de linfocitos CCR2" (Figura
23A) do grupo AGD-AT (6 + 7/mm’) quando comparado ao grupo CT (27 + 22/mm’). No
grupo AGD-PT foi observado aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do niumero de
linfocitos CCR2™ (20 + 13/mm’ — Figura 23C) em relagio ao grupo AGD-AT (6 + 7/mm”).
Também foi observado no grupo AGD-PT diminui¢ao significativa (p<0,05) de nimero de
linfocitos CCR5", CCR3" e CXCR3" quando comparado ao grupo AGD-AT (CCR5™: 41 +
45/mm’; CCR3": 158 + 97/mm’; CXCR3": 1815 + 793/mm’, Figuras 23B, 23C e 23D,
respectivamente). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos AGD-PT e CT.
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Figura 23: Numero de receptores de quimiocinas CCR2 (A), CCR5 (B), CCR3 (C) e CXCR3 (D) por
linfécitos do sangue periférico de individuos saudaveis (CT k&l = 11) e pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose, antes (AGD-AT Il = 09) ¢ apos (AGD-PT M = 11) terapéutica
especifica com praziquantel. Os resultados estdo apresentados como valor absoluto de linfécitos”/mm?,
expressando os receptores de quimiocinas avaliados, em formato de graficos de boxes que destacam os
valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre os grupos CT, AGD-AT e AGD-PT estdo representadas pelas letras a e c,
respectivamente.
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Com o intuito de facilitar o entendimento dos resultados imunologicos obtidos com a
realizacdo desse estudo, diagramas ilustrativos das principais alteracdes imunofenotipicas

encontradas, antes e apos quimioterapia especifica com praziquantel foram elaborados e serdao
apresentados a seguir:

DIAGRAMA

Alterac6es imunofenotipicas provocadas pela infeccdo aguda pelo S. mansoni:
Grupo AGD-AT comparado ao Grupo CT

Linfécitos
Eosino6filos Neutrofilos Linfécitos totais TCD4* TCDS8*

Figura 24: Principais alteracdes imunofenotipicas provocadas pela infeccio aguda pelo S
mansoni. As setas vermelhas apontadas para cima representam aumento dos marcadores de superficie
celular avaliados em leucdcitos do sangue periférico dos pacientes do grupo AGD-AT quando
comparado ao grupo CT. E as setas verdes apontadas para baixo representam diminui¢do dos
marcadores quando os dois grupos foram comparados.
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DIAGRAMA
Impacto da quimioterapia especifica com praziquantel na infec¢do aguda pelo S.
mansoni:
Grupo AGD-PT comparado ao Grupo AGD-AT
Linfécitos
Eosinéfilos Neutréfilos Linfécitos totais  TCD4* TCD8*

CDl1a CD28 CD64

CD13 CD80 CD13

CD44 CD86 CD44

CD54 CD23 CD54

CCR2 CD25 CCR5

CCR5 HLA-DR CCR3

CCR3 CD69 CXCR3

CXCR3

Figura 25: Impacto da quimioterapia especifica com praziquantel na infeccdo aguda pelo S.
mansoni. As setas verdes apontadas para baixo representam diminuigdo dos marcadores de superficie
celular avaliados em leucdcitos do sangue periférico dos pacientes do grupo AGD-PT quando
comparado ao grupo AGD-AT. E as setas vermelhas apontadas para cima representam aumento dos
marcadores quando os dois grupos foram comparados.
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DIAGRAMA
Alteracdes imunofenotipicas provocadas pela quimioterapia especifica com
praziquantel:

Grupo AGD-PT comparado ao Grupo CT
Linfécitos

Eosinofilos Neutroéfilos Linfécitos totais TCD4* TCDS8*

CD8

Figura 26: Alteracdes imunofenotipicas provocadas pela quimioterapia especifica com
praziquantel. As setas verdes apontadas para baixo representam diminui¢do dos marcadores de
superficie celular avaliados em leucocitos do sangue periférico dos pacientes do grupo AGD-PT
quando comparado ao grupo CT. E as setas vermelhas apontadas para cima representam aumento dos
marcadores quando os dois grupos foram comparados.
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A propagacao de doengas transmissiveis, como a esquistossomose, ¢ favorecida pela
manutencao de um elenco de fatores determinantes, dentre eles, a intervengao ¢ os modos de
ocupacao do homem sobre o meio ambiente. Evidéncias cientificas mostram que as condigdes
socioecondmicas e culturais estdo fortemente associadas as taxas de prevaléncia, intensidade e
morbidade de infeccdo (Barbosa & Barbosa 1998, Barbosa et al. 2001) e que medidas
preventivas e mudangas nas condigdes de vida s@o elementos indispensaveis para o controle
das doengas endémicas (Ximenes, Southgate & Smith 1994).

Durante as ultimas décadas, o perfil epidemiologico tradicional de transmissao do S.
mansoni vem sofrendo alteragdes. A expansdo da doenga para areas indenes é determinada,
em grande parte, pelo intenso movimento migratorio de trabalhadores rurais, infectados pelo
parasito, que, em busca de sobrevivéncia, sdo atraidos para as periferias dos grandes centros
urbanos. Esse movimento acarreta a ocupag¢do desordenada e a modificagdo dos espagos
urbanos, contribuindo para a favelizagdo de comunidades que passam a viver sob condigdes
insalubres na periferia das cidades. Esse processo de ocupagdo vem impondo o
estabelecimento de novos focos urbanos e de sucessivos relatos de casos agudos da doenga
(Suassuna & Coura 1969, Sturrock 2001, Enk et al. 2003, Carvalho, Zech-Coelho & Lenzi
2008). No Brasil, surtos de esquistossomose aguda, especialmente em areas urbanas, vém
sendo observados e documentados com certa frequéncia (Ferreira et al. 1960, 1966, Coura et
al. 1970, Neves 1992, Rabello 1995, Barbosa et al. 2001, Enk et al. 2003).

Segundo alguns autores, a incidéncia da fase aguda da esquistossomose ¢, certamente,
subestimada e pouco compreendida (Lunde & Ottsen 1980, Evengard et al. 1990, Rabello
1995). A importancia desse estdgio da doenga tem sido descrita, principalmente, em
individuos de area urbana, turistas e viajantes que visitam regides tropicais endémicas (Lunde
& Ottsen 1980, Evergard et al. 1990, Rabello 1995). No entanto, a esquistossomose ¢ uma
doenca que apresenta distribuicao abrangente, sendo assim, a forma clinica aguda pode ser
também diagnosticada em individuos de paises endémicos que ndo habitam areas endémicas
de transmissao ativa.

As caracteristicas da fase inicial da esquistossomose mansoni apresentam uma
variedade de sinais e sintomas clinicos (Garcia-Palmiere & Marcial-Rojas 1962, Rocha et al.
1996) e a contribuigdo da relagdo parasito/hospedeiro nos fatores que influenciam a
patogénese da doenca ainda ndo foi completamente estabelecida (Diaz-Rivera et al. 1956,

Hiatt et al. 1979, Greco et al. 1987, Rocha et al. 1996).
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Segundo Neves (1986), a evolucao das formas clinicas da esquistossomose depende da
interagdo de pelo menos trés eventos, baseados em modelos experimentais e fundamentos da
patologia humana: a) evolugdo dos vermes, seguido pela oviposicao e deposi¢do dos ovos nos
tecidos; b) comprometimento dos 6rgaos por vermes jovens ou maduros € seus ovos; € ¢) 0
tipo e as alteracdes qualitativas e quantitativas da resposta imune do hospedeiro frente aos
produtos antigénicos derivados da destruicao dos esquistossomulos, vermes adultos e ovos.

Os principais achados clinicos observados no presente estudo, como dor de cabega,
febre, colica abdominal, diarreia, tosse, emagrecimento e astenia foram consistentes com
aqueles observados por outros autores (Rabello 1995, Barbosa et al. 2001, De Jesus et al.
2002, Enk et al. 2003, Coura & Amaral 2004). Hiatt et al. (1979, 1980) e De Jesus et al.
(2002) detectaram imunocomplexos no soro de pacientes portadores da forma clinica aguda
da esquistossomose e sugeriram que os sinais ¢ sintomas dessa fase da doenca poderiam ser
mediados por depositos nos vasos, promovendo a ativagdo do sistema do complemento e
lesdo do endotélio com extravasamento de fluidos para os tecidos, indicando a importancia
dos imunocomplexos circulantes na patogénese da esquistossomose aguda. Apos
quimioterapia especifica com praziquantel, os pacientes avaliados no presente estudo
relataram que os sinais e sintomas clinicos foram desaparecendo gradativamente, ao passo que
um ano apds o tratamento nenhum sinal e sintoma clinico foram mencionados.

Como mencionado anteriormente, a inespecificidade de sinais e sintomas clinicos,
bem como a dificuldade de detec¢do de ovos nas fezes pelo exame parasitologico torna o
diagnostico da forma clinica aguda da esquistossomose um desafio. Nesse contexto, a
ultrassonografia abdominal seria importante ferramenta auxiliar no diagnostico desse estagio
da doencga. As alteragdes ultrassonograficas observadas no presente estudo foram consistentes
com aquelas descritas por Barata et al. (1999). De acordo com esses autores € com os dados
obtidos pelo presente estudo, a avaliacao ultrassonografica de pacientes portadores da forma
clinica aguda da esquistossomose mostra aumento inespecifico do tamanho do figado, fibrose
periportal incipiente e linfonodos periportais aumentados. Além disso, no presente estudo foi
observado também aumento da medida longitudinal do bago. Nesse mesmo trabalho, Barata et
al. (1999) também realizaram uma analise histologica do figado, através de bidpsias hepaticas
de trés pacientes e os resultados mostraram que o espessamento periportal incipiente,
observado no exame ultrassonografico, foi produzido principalmente por um infiltrado

inflamatorio dos tratos portais que desapareceu apds tratamento com oxamniquine. No
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entanto, esse procedimento cirurgico ndo ¢ mais eticamente aceito. Segundo Alves-Oliveira et
al. (2006), atualmente ndo existem dados suficientes para correlacionar o espessamento
periportal incipiente, visto ao exame ultrassonografico, com fibrose inicial. Nesse contexto,
esses autores realizaram um estudo correlacionando niveis de citocinas com diferentes graus
de fibrose. Os resultados desse estudo mostraram forte correlacdo da citocina IL-13 com o
desenvolvimento de fibrose grave. Segundo De Jesus et al. (2004), IL-13 promove a sintese
de colageno, contribuindo para o desenvolvimento de fibrose. Além disso, Alves-Oliveira et
al. (2006) mostraram que a maioria dos pacientes do grupo com fibrose moderada/grave
apresentou baixos niveis de IL-10. Corroborando com esses dados, Booth et al. (2004)
demonstraram que baixos niveis dessa citocina ¢ comumente observado em pacientes
infectados pelo S. mansoni apresentando fibrose periportal. Alguns mecanismos reguladores
de fibrose t€ém sido descritos por meio da a¢do de IL-10 que suprime a sintese de pro-
colageno I por fibroblastos (Wangoo et al. 1997). No entanto, o0 mecanismo pelo qual IL-10
confere protecdo contra fibrose ainda permanece desconhecido.

Cabe ressaltar que as caracteristicas ultrassonograficas observadas no presente estudo,
como aumento do tamanho do figado e bago, bem como linfonodos periportais aumentados,
embora sejam altamente sensiveis, ndo sdo patognomonicas da forma clinica aguda da
esquistossomose, sendo também observadas em outras doengas infecciosas, como hepatites
agudas e outras doencas virais (Giorgio et al. 1986, Forsberg et al. 1987, Rabello et al. 1994).

Em individuos saudaveis, linfonodos periportais normalmente ndo sdo visualizados
pelo exame ultrassonografico. A avaliagdo ultrassonografica realizada no presente estudo
mostrou linfonodos periportais ovalados, hipoecdicos com a regido central ecogénica e
contornos regulares, caracteristico de processos inflamatérios, como aqueles apresentados
durante a esquistossomose. Segundo alguns autores, outras patologias também provocam
alteragdes morfologicas em linfonodos, porém essas alteracdoes sdao diferentes daquelas
observadas na esquistossomose aguda (Marchal et al. 1985, Vassallo et al. 1992, Rabello et al.
1994). Linfonodos neoplasicos sdo geralmente arredondados e hipoecoicos, podendo
apresentar bordas irregulares (Marchal et al. 1985, Vassallo et al. 1992, Rabello et al. 1994).
Linfomas podem também alterar morfologicamente linfonodos periportais e peripancreaticos,
no entanto, ocorre também alteragdo de outros linfonodos abdominais, principalmente,
linfonodos retroperitoniais, que sdo anecoOicos e geralmente arredondados. Além disso, o

figado e o baco estdo aumentados, podendo apresentar lesdes focais (Vassallo et al. 1992,
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Rabello et al. 1994). Pacientes com SIDA podem apresentar hepatoesplenomegalia e
linfadenopatia abdominal, porém a ecogenicidade do figado ¢ maior. Tumores relacionados a
SIDA, como sarcoma de Kaposi, também provocam linfadenopatia (Yee et al. 1993).
Segundo Rabello et al. (1994), linfadenomegalia mesentérica e periportal sdo observadas
também na blastomicose e, nesse caso, os linfonodos sdo geralmente anecoicos.

Relatos da literatura mostram que o praziquantel ¢ uma droga eficaz no controle da
infecgdo pelo S. mansoni, promovendo reducdo na excregdo de ovos e regressao da fibrose em
camundongos e seres humanos (Doehring-Schwerdtfeger et al. 1992, Cota et al. 2006,
Andrade et al. 2006, Kihara et al. 2007). No entanto, no presente trabalho foi observado que
um ano apds quimioterapia especifica com praziquantel grande parte das alteragdes
ultrassonograficas encontradas, como hepatomegalia, esplenomegalia e fibrose periportal
incipiente, permaneceram. De acordo com Barbosa-Alvares, a permanéncia dessas alteragdes
apos a infecg¢do pelo S. mansoni eram esperadas, pois um ano ¢ considerado um periodo curto
para que retornem a normalidade (comunicagdo pessoal). De fato, essa explicacdo foi
comprovada quando dois anos apos tratamento especifico com praziquantel esses pacientes
foram novamente submetidos a avaliagdo ultrassonografica e foi observado que a maioria das
alteragdes encontradas retornou a medidas normais (dados nao mostrados), corroborando com
dados descritos na literatura (Homeida et al. 1991, Doehring-Schwerdtfeger et al. 1992,
Boisier et al. 1998, Richter 2003). A permanéncia de determinadas alteracdes morfoldgicas
hepaticas e esplénicas (Martins-Leite et al. 2008), bem como auséncia da reversdo completa
da fibrose apds quimioterapia especifica tem sido descrita em seres humanos (Homeida et al.
1991, Li et al. 2002, Cota et al. 2006) e em camundongos (Andrade & Grimaud 1986,
Andrade et al. 2006). As razdes que explicam a falta de reversdo da fibrose ainda ndo estdo
claras, no entanto, algumas possibilidades podem ser sugeridas, como a genética do individuo,
a incapacidade em desenvolver um mecanismo imune adequado que possa levar ao controle
da fibrose apos tratamento, a exposi¢cdo a novos antigenos em consequéncia da destruicao dos
vermes com o tratamento, a dificuldade de obter, com a realizagio do exame
ultrassonografico, o diagnostico diferencial entre individuos normais, daqueles portadores de
fibrose incipiente (grau I), ou ainda o tempo de avaliacdo da regressdo da fibrose apds o
tratamento (Martins-Leite 2008).

No presente trabalho foi avaliada também a funcdo hepdtica dos pacientes portadores

da fase aguda da esquistossomose, através da dosagem das enzimas ALT, AST e y-GT.
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Contrapondo trabalhos existentes na literatura (Barbosa et al. 2001, De Jesus et al., 2002), ndo
foram observadas alteracdes em nenhuma das enzimas avaliadas, sugerindo que a funcdo
hepatocelular estaria preservada ou minimamente comprometida nos pacientes avaliados
durante o estudo. Em pacientes portadores da forma clinica intestinal e hepatointestinal da
esquistossomose ja foi observado que as provas de fungao hepatica estdo normais, podendo as
relacionadas com o metabolismo protéico apresentar-se alteradas. Ja naqueles pacientes
portadores da forma hepatoesplénica, as provas de fungdo hepatica, principalmente as
relacionadas com o metabolismo protéico, apresentam-se em geral alteradas, mas raramente a
funcdo hepatica esta comprometida em grau extenso. Somente apds repetidas espoliacdes
sanguineas, na fase terminal da doenca, vé-se franco acometimento parenquimatoso do
figado. De acordo com alguns autores, quando ocorre algum dano celular hepatico hd um
aumento de ALT e AST, porém na infeccdo pelo S. mansoni, este tipo de lesdo ndo ¢
comumente observado (Kardorff et al. 1997, Aquino et al. 2000). Lesdao de hepatocitos €
frequentemente observada em outras doencas hepatocelulares como as hepatites, o que ¢ um
fator importante para o diagnostico diferencial (Kardorff et al. 1997, Aquino et al. 2000). A
enzima y-GT esta presente em quantidades decrescentes no tubulo proximal do néfron, figado,
pancreas (ductulos e células acinares) e intestinos. No entanto, a y-GT sérica ativa € originaria
primariamente do figado. As causas mais importantes da elevacao de y-GT sdo a estimulagdo
cronica do sistema microssomal (ocasionado pela indugao e liberagdo de y-GT da fragdo
microssomal do hepatocito) e a presenca de colestase (Alves-Junior et al. 2003). De acordo
com Martins & Borges (1993), a estimulagdo cronica do sistema microssomal ocorreria
somente em pacientes portadores da forma hepatoesplénica da esquistossomose. Alguns
autores (Martins & Borges 1993, Hino et al. 2002, Alves-Junior et al. 2003) propuseram que
as alteracdes na arvore biliar, decorrentes da fibrose do espago porta, poderiam ser o substrato
anatomico para o aumento de fosfatase alcalina e y-GT nos pacientes portadores da forma
clinica hepatoesplénica da esquistossomose. Kardorff et al. (1997) observaram que o aumento
de y-GT ocorre somente em pacientes com fibrose periportal intensa, textura hepatica
irregular e vasos colaterais. Visto que os pacientes avaliados nesse estudo encontravam-se na
fase aguda da infec¢do pelo S. mansoni e ndo apresentaram alteragdes significativas como as
mencionadas anteriormente, essa poderia ser uma explicagdo para os niveis séricos normais

das enzimas avaliadas.
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Os dados referentes ao perfil hematoldégico dos pacientes do grupo AGD-AT
mostraram leucocitose, caracterizada pelo aumento de eosindfilos, neutrédfilos e linfocitos.
Uma possivel explicagdo para a leucocitose observada nesses pacientes poderia ser a ativacao
do sistema imune por antigenos de esquistossomulos, antigenos secretados pelos ovos, bem
como antigenos do verme adulto (Simpson & Smithers 1980, Weiss et al. 1987, Sher et al.
1990). Um ano apos a quimioterapia especifica com praziquantel, os pacientes apresentaram
valores normais de leucocitos, corroborando com dados da literatura (de Souza et al. 2007).

O numero absoluto de eosinofilos no sangue periférico de individuos saudéaveis varia
de 400 a 600 células/mm’ (Babapulle 2003), sendo, portanto, uma popula¢io minoritaria entre
os leucdcitos. Nesse estudo, os pacientes do grupo AGD-AT apresentaram numero
significativamente maior de eosindfilos no sangue periférico, corroborando com dados
descritos na literatura (Barbosa et al. 2001, Silveira-Lemos 2004, de Souza et al. 2007). E
importante ressaltar que, embora o grupo AGD-PT (476 + 192/mm’) apresentasse niveis
estatisticamente maiores de eosinofilos em relacdo ao grupo CT (160 * 84/mm’), esses
valores encontram-se dentro dos valores de referéncia ja descritos na literatura (Babapulle
2003, Failace 2003).

Estudos experimentais tém mostrado que a eosinofilia ocorre entre a quinta e a sétima
semanas apos a exposi¢cdo ao parasito e seria induzida por citocinas do tipo 2, como IL-4, IL-
10, IL-13, IL-9 e, principalmente pela IL-5 (Cara et al. 2000, Davies et al. 2005). Diferentes
estudos t€ém demonstrado que os eosinofilos sdo células que produzem grande numero de
citocinas e fatores de crescimento e podem desempenhar papel importante na resposta imune
em infec¢des helminticas (Ganley-Leal et al. 2006, Reimert et al. 2006, Swartz et al. 2006).
Além disso, em modelos experimentais ja foi demonstrada a importancia dessas células no
mecanismo de citoxicidade in vitro contra o estagio larval do S. mansoni (Butterworth et al.
1974, Butterworth et al. 1975, Ramalho-Pinto et al. 1978, Veith & Butterworth 1983).
Ovington & Behm (1997) demonstraram que entre os leucocitos, os eosindfilos sdo o tipo
celular predominante em hospedeiros infectados por helmintos.

Uma propriedade particular dos eosinéfilos € a sua capacidade de se apresentar sob
diferentes estagios de ativagdo na circulacdo (Munitz & Levi-Schaffer 2004). Dessa forma, a
migracdo direcionada de eosindfilos circulantes para o foco inflamatorio depende de varios
fatores, como a expressio de moléculas de co-estimulagdo, ativagdo, adesdo celular e

receptores de quimiocinas, bem como fatores quimiotaticos que favoregam sua migracao
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(Pearlman et al. 1997, Tachimoto et al. 2000). Nesse estudo, foi investigado o perfil de
ativacdo de eosinofilos circulantes de pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, através da avaliagdo da expressdo de moléculas co-estimuladoras, de
ativacao e adesdo celular. Essa investigacdo mostrou um aumento de todas as moléculas co-
estimuladoras avaliadas (CD28, CD80 e CD86) (Figuras 15A, 15B e 15C, respectivamente)
em eosinofilos do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-AT, quando comparados aos
individuos do grupo CT. Os dados obtidos assemelham-se aos de Silveira-Lemos et al. (2008)
que mostrou aumento de CD28/CD80 em eosinofilos de pacientes portadores da fase
intestinal cronica da esquistossomose. Alguns autores ja demonstraram a expressao de CD28
e CD86 em eosinofilos cultivados na presenga de fatores estimuladores de crescimento como
IL-3, GM-CSF e IL-5 (Woerly et al. 1999, Celestin et al. 2001). Woerly et al. (2004)
mostraram um aumento da expressdo de CD28 e CD80 por eosindfilos do sangue periférico
de pacientes com hipereosinofilia alérgica. Esses autores mostraram que de forma distinta aos
linfocitos T, que necessitam de dois sinais para se tornarem ativados, eosindfilos tratados
apenas com ligante de CD28 foram ativados e liberaram citocinas do Tipo 1 e 2, entretanto, o
mesmo nao foi observado quando o tratamento foi realizado com ligante de CD86. Além
disso, em modelo experimental para esquistossomose, CD28 apresentou papel importante no
desenvolvimento da resposta do Tipo 2, uma vez que camundongos deficientes em CD28
produziram menores quantidades de IL-4 e IL-5 na presenca de antigenos de ovos de S.
mansoni, quando comparados a camundongos que expressavam CD28 (King et al. 1996). Em
outro estudo, Padigel et al. (2007) demonstraram que uma unica inoculacao de eosinofilos
ligados a antigenos de S. stercoralis foi suficiente para ativar linfocitos T do Tipo 2
produtores de IL-4 e IL-5 em camundongos imunizados.

No presente estudo, foi observado também aumento da expressio de todas as
moléculas de ativagdo avaliadas (CD23, CD25, HLA-DR e CD69) (Figuras 15D, 15E, 15F e
15G, respectivamente) em eosin6dfilos do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-AT
quando comparados aos individuos do grupo CT. Silveira-Lemos et al. (2008) mostrou
aumento da expressao das moléculas CD23, CD25, HLA-DR ¢ CD69 em eosinéfilos de
pacientes portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose, sugerindo a ocorréncia de
ativagdo persistente dessas células durante a infecgdo pelo S. mansoni. De fato, Gopinath et al.
(2000) relatam que durante a migracdo de eosinofilos para o sitio inflamatorio, doencas

alérgicas ou infecgdes parasitarias, essas células se tornam ativadas e aumentam a expressao
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de CD25, HLA-DR e CD69, que sao moléculas importantes na defini¢ado de um fenotipo de
ativagdo celular. Em um estudo realizado por Ganley-Leal et al. (2006), os autores
demonstraram que eosinofilos de pacientes infectados pelo S. mansoni apresentam associagao
entre a expressdo do receptor de alta afinidade para IgE (FceRI) e os marcadores CD25 e
CD69, sugerindo que ocorra ativagao dessas células durante a infec¢do. Plumas et al. (1991)
mostraram que eosinofilos do sangue periférico de pacientes com sindrome hipereosinofilica
sintetizam e expressam CD25, sugerindo que em processos de estimulagdo antigénica
continua, como no caso da esquistossomose, essas células apresentam o fenoétipo de ativagao
celular com o intuito de eliminar novas infecgdes ou participar do processo de eliminag¢ao de
ovos retidos nos tecidos. Outra molécula importante no processo de ativacao de eosinoéfilos €
CD23 (receptor para IgE - FceRII). Estudos ja mostraram que a presenca de receptores para
IgE em eosindfilos estd relacionada a resposta imune mediada por IgE, incluindo
citotoxicidade contra parasitos e agentes alergénicos (Capron et al. 1991). Monteseirin et al.
(1996) demonstraram que a expressdo de CD23 na superficie de eosinéfilos ¢ um achado
frequente, seguido da ativacao dessas células por IgE, representando um fator importante para
a fun¢do efetora mediada por eosindfilos dependente de IgE. Em um estudo realizado por
Silveira-Lemos et al (2008), esses autores mostraram aumento dessa molécula em eosinofilos
de pacientes portadores da forma cronica da esquistossomose apresentando fibrose periportal,
sugerindo que eosindfilos desses pacientes desempenhariam seu papel através do mecanismo
de citotoxicidade dependente de anticorpo (A.D.C.C.), dessa forma, esse processo poderia
contribuir para imunidade protetora ou patologia da infec¢do pelo S. mansoni. Diferentes
estudos em modelo experimental para esquistossomose mostraram que granulos protéicos
liberados por eosindfilos através do processo de A.D.C.C. podem ser toxicos para
esquistossomulos e contribuir na imunidade protetora (Ramalho-Pinto et al. 1978, Capron et
al. 1979, Klion & Nutman 2004). No entanto, outros trabalhos mostraram que os granulos
liberados por eosindfilos podem ter efeito citolitico em tecidos e células saudaveis do
hospedeiro e, dessa forma, contribuir na inducao da patologia (Gleich et al. 1979, Capron &
Capron 1992, Cara et al. 2000, Klion & Nutman 2004).

No presente estudo, a avaliacdo das moléculas de adesdo celular (CD62L, CDl1a,
CD13, CD18, CD44 e CD54) mostrou aumento de CD11a, CD18, CD44 ¢ CD54 (Figuras
15J, 15 L, 15M e 15N, respectivamente) em eosindfilos do sangue periférico de pacientes do

grupo AGD-AT, quando comparados aos individuos do grupo CT. Trabalhos realizados com
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pacientes portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose mostraram aumento da
expressdo de CD18 e CD54 (Silveira-Lemos et al. 2006) e diminui¢do da expressdao de CD44,
quando comparados aos individuos ndo infectados (Silveira-Lemos 2008). Segundo
Rothenberg (2003), CD44 apresenta diferentes funcdes em populagdes celulares distintas.
Katoh et al. (2003) mostraram que CD44 exerce um papel essencial no recrutamento de
linfocitos do Tipo 2 e eosindfilos durante processos alérgicos. De acordo com alguns autores,
eosinofilos expressam constitutivamente algumas integrinas, como CD11a/CDI18,
CDI11b/CD18, CD11¢/CD18 (gpl150,95) e CD49d/CD29 (VLA-4) (Hartnell et al. 1990,
Walsh et al. 1991). Essas moléculas interagem com seus ligantes, CD54 (ICAM-1) ¢ a
molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1), respectivamente, promovendo adesdo e
transmigracdo de eosinofilos pelo endotélio celular ( Kyan-Aung et al. 1991, Ebisawa et al.
1992, Tosi et al. 1992). Além disso, evidéncias sugerem que moléculas de adesdo celular
exercem um importante papel sobre as fungdes eosinofilicas, como desgranulacao e produgdo
de superdxidos anionicos (Horie et al. 1997). Esses autores demonstraram que a expressao de
CD54 em eosinofilos esta relacionada ao processo de desgranulagdo eosinofilica, através da
interagdo dessa molécula com P2-integrinas. Nesse contexto, ¢ possivel especular que o
aumento dessas moléculas na superficie de eosindfilos do grupo AGD-AT estd contribuindo
para o processo de ativacdo celular e posterior migragao para o foco inflamatorio.

No presente estudo foi observado também aumento da molécula CD64 (FCyRI —
receptor Fc para IgG) na superficie de eosindfilos do sangue periférico de pacientes do grupo
AGD-AT quando comparados aos individuos do grupo CT. De acordo com alguns autores,
receptores Fc para IgG (FcyR) participam de importantes processos celulares durante a
invasdo de agentes infecciosos, como desgranulacdo, explosdo respiratoria, fagocitose,
eliminagdo de imunocomplexos ¢ A.D.C.C. (Unkeless 1989, Fanger et al. 1989). Em um
estudo realizado por Hartnell et al. (1992), os autores demonstraram que a citocina IFN-y
promove a inducdo da expressdo dos receptores FcyRI (CD64) e FcyRIIl (CD16) em
eosinofilos humanos. De acordo com dados ja descritos na literatura, durante a fase aguda da
esquistossomose mansoni ocorre alta produgdo de IFN-y (Montenegro et al. 1999, De Jesus et
al. 2002, Silveira-Lemos 2004). Dessa forma, pode-se inferir que o aumento de CD64 na
superficie de eosindfilos do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-AT esté associado
a alta producao de IFN-y e que o aumento da expressdo dessa molécula pode contribuir para o

desenvolvimento de mecanismos de defesa do hospedeiro contra o S. mansoni, como
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desgranulacdo eosinofilica e A.D.C.C. Apods quimioterapia especifica com praziquantel,
quando o grupo AGD-PT foi comparado ao grupo CT, poucas alteracdes imunofenotipicas
foram observadas (aumento das moléculas CD28, CD86 e CDI18) na populagdo de
eosinodfilos, sugerindo que o tratamento pode promover reversibilidade das alteragdes
imunofenotipicas nessa populagao celular.

A formacdo do granuloma envolve uma interacdo coordenada entre monocitos e
macrofagos, células epiteliais, linfocitos, eosinédfilos, neutrédfilos e fibroblastos (Oloris et al.
2007). Estudos recentes tém mostrado que em infec¢des helminticas, neutrofilos sdo também
ativados e recrutados para o sitio de infeccdo (Morimoto et al. 2004, Anthony et al. 2006).
Segundo Anthony et al. (2007) ¢ possivel que esse tipo celular esteja envolvido em
mecanismos de resisténcia contra a infec¢do pelo parasito Heligmosomoides polygyrus.
Recentemente, Galioto et al. (2006) mostrou que neutrofilos sdo capazes de destruir larvas de
S. stercoralis. Os autores observaram que durante a infec¢do experimental pelo S. stercoralis
neutrofilos foram rapidamente recrutados ao sitio de infec¢do, provocando a morte das larvas
do parasito. Cada vez mais essa populagdo celular ¢ reconhecida como componente
importante no desenvolvimento de uma resposta imunoldgica do Tipo 2 em infecgdes
helminticas (Antony et al. 2007). Segundo esses autores, apos migrarem para o foco de
infeccdo, neutrdfilos e outras populagdes celulares, como eosinofilos e macrofagos atuam em
coordenacdo, podendo provocar a morte de helmintos e outros agentes agressores. Nesse
contexto, foi investigado no presente estudo, o perfil de ativacdo de neutrédfilos circulantes de
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, através da avaliacdo da
expressdo de moléculas co-estimuladoras, de ativacdo e adesdo celular. Essa investiga¢dao
mostrou aumento de todas as moléculas de co-estimulagdo avaliadas (CD28, CD80 ¢ CD86)
(Figuras 17A, 17B e 17C, respectivamente) em neutréfilos do sangue periférico de pacientes
do grupo AGD-AT, quando comparados aos individuos do grupo CT. Em um estudo
realizado por Venuprasad et al. (2001), esses autores mostraram a expressdo de CD28 na
superficie de neutréfilos do sangue periférico humano e sugeriram que essa molécula poderia
desempenhar um importante papel na regulagdo da expressdo de IL-8RA (receptor para IL-8)
e migracdo de neutrofilos. Em outro trabalho realizado por Venuprasad et al. (2002), os
autores demonstraram que macrofagos infectados por Leishmania major liberam quimiocinas,
como IL-8, promovendo o recrutamento de neutrofilos para o foco de infeccdo. No foco de

infeccdo esses neutrofilos, via CD28, interagem com CD80 e CD86 presentes na superficie
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dos macrofagos infectados, promovendo a secre¢do de IFN-y que ird restringir o crescimento
da Leishmania. Alguns autores ja demonstraram que neutrofilos humanos estimulados com
IFN-y ou via CD11b tornam-se ativados e apresentam inducao da expressdao de CD80 e CD86
(Iking-Konert et al. 2001, Sandilands et al. 2005). Silveira-Lemos (2004) mostrou que
linfécitos TCD4™ e TCD8  de pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose, apresentando eosinofilia acentuada, quando estimulados por SEA,
produzem maiores quantidades de IFN-y em relagdo aos individuos ndo infectados. Diante do
exposto € possivel inferir, que IFN-y produzido durante a fase aguda da esquistossomose
promoveria aumento da expressao de moléculas co-estimuladoras, contribuindo para ativagao
de neutrofilos e posterior migragdo para o foco inflamatorio.

Nesse estudo, avaliagdo de moléculas de ativagao (CD23, CD25, HLA-DR e CD69)
mostrou aumento da expressdo das moléculas CD23 e CD69 (Figuras 17D e 17G,
respectivamente) em neutréfilos do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-AT,
quando comparados aos individuos do grupo CT. Segundo Ziegler et al. (1994), CD69 é um
dos primeiros marcadores de superficie celular a ser expresso por neutrofilos apds ativagao.
Gavioli et al. (1992) demonstraram que a ativacdo de neutréfilos via CD69 promove influxo
intracelular de calcio (Ca*"), e consequente liberagio de lisozima, sugerindo que CD69 exerce
um papel importante na regulagdo da exocitose de granulos em neutrdfilos. Atzeni et al.
(2002) mostrou que GM-CSF, IFN-y e IFN-a promovem a expressao de CD69 por neutréfilos
humanos. Estes autores mostraram que em processos inflamatorios, como a artrite
reumatoide, o GM-CSF presente no liquido sinovial de pacientes acometidos pela doenca
pode ser o principal fator responsavel pela indu¢do de CD69 na superficie de neutrdfilos
sinoviais (Atzeni et al. 2002) e que a estimulacdo simultinea de neutr6filos com GM-CSF,
lipopolissacarideos (LPS) e anti-CD69 induz a produ¢do de TNF-a. Silveira-Lemos (2004)
mostrou que neutréfilos de pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose,
quando estimulados por SEA, produzem maiores quantidades de TNF-a em relagdo a
individuos ndo infectados. Dessa forma, é possivel sugerir que a expressao de CD69 na
superficie de neutrofilos seja um importante componente da reacdo inflamatoria que se
desenvolve durante a forma clinica aguda da esquistossomose mansoni.

A importancia de CD23 em processos inflamatdrios tem sido descrita por varios
autores. Segundo Aubry et al. (1992), CD23 pode interagir com CD21 e promover a intera¢ao

célula-célula, sobrevivéncia de células B nos centros germinativos, liberacao de histamina e
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regulacao da sintese de IgE. Lecoanet-Henchoz et al. (1995) mostraram que CD23 pode
também interagir com P2-integrinas (CDI11b/c) e promover a liberagdo de mediadores
inflamatorios. Além disso, Vella et al. (1999) demonstraram que neutr6filos de pacientes com
artrite reumatoide sdo capazes de expressar CD23 in vitro. Em um estudo realizado por
Yamaoka et al. (1996), os autores demonstraram que citocinas do Tipo 2, como GM-CSF e
IL-4 sdo capazes de induzir a expressao de CD23 na superficie de neutréfilos. Na
esquistossomose, apds exposi¢do as larvas do S. mansoni, ocorre um aumento de IL-5 e outras
citocinas como, IL-1, IL-3, GM-CSF e G-CSF (Clutterbuck et al. 1989, Weller 1992). Dessa
forma, pode-se inferir que o aumento de determinadas citocinas, como GM-CSF, durante a
forma clinica aguda da esquistossomose poderia promover o aumento da expressao de CD23
na superficie de neutrofilos.

Nesse trabalho, a avaliacdo das moléculas de adesao celular (CD62L, CDI11a, CD13,
CD18, CD44 ¢ CD54) mostrou aumento de CD44 e¢ CD54 (Figuras 17M e 17N,
respectivamente) em neutrdfilos do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-AT quando
comparados aos individuos do grupo CT. O recrutamento de neutréfilos para tecidos
inflamados tem sido bem descrito na literatura. Esse processo envolve uma série de moléculas
de adesdo que atuam de forma interdependente, permitindo a rapida migracao dessas células
para o foco inflamatdrio (Carlos & Harlan 1994, Khan, Landis & Malhotra 2003). Segundo
alguns autores, a ligacdo do CD44 presente na superficie de neutréfilos ao seu ligante, o acido
hialurénico, induz ativagdo celular, constituindo um passo importante para o recrutamento
celular durante processos inflamatdrios. Varios estudos tém mostrado a importancia de CD44
na motilidade e recrutamento de neutrofilos (Reinhardt & Kubes 1998, Si-Tahar et al. 2001,
Teder et al. 2002). Em um trabalho realizado por Khan et al. (2004), os autores demonstraram
que CD44 desempenha um papel importante na adesdo e transmigra¢do de neutrdfilos pelo
endotélio, e esse processo ¢ dependente de acido hialurénico. Neutrdfilos podem utilizar
multiplos mecanismos para aderirem ao endotélio, geralmente utilizando a via das integrinas,
incluindo PB2-integrinas (Ebnet & Vestweber 1999, Khan & Kubes 2003). No entanto, sob
certas condigdes, podem utilizar mecanismos de adesdo independente da via das B2-integrinas
(Johnston & Kubes 1999). Segundo Takashi, Okubo & Horie (2001), processos inflamatérios
e rejeicao de aloenxerto podem induzir a expressao de CD54 em leucdcitos, fibroblastos e
células endoteliais. Essa molécula liga-se as B2-integrinas, CD11a/CD18 (LFA-1) (Marlin &
Springer 1987) e CDI11b/CD18 (Mac-1) (Diamond et al. 1990), e promove adesdo de
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leucocitos ao endotélio. No entanto, em um estudo realizado por Sans, Delachanal &
Duperray (2001), os autores demonstraram que a interagdo CD54/fibrinogénio, na auséncia de
outras moléculas de adesdo, foi capaz de mediar todo o processo de transmigracdo de
neutrofilos. O mecanismo pelo qual essa interacdo promove aumento da transmigracao de
neutréfilos permanece desconhecido. Hicks et al. (1996) mostraram que a ligagao
CD54/fibrinogénio promove o inicio de vias de sinaliza¢do, levando a sintese de mediadores
vasoativos. Diante do exposto, € possivel especular que o aumento da expressdo de CD44 e
CD54 na superficie de neutréfilos estd contribuindo para o processo de ativagdo e adesdo
dessa populagdo celular ao endotélio, promovendo o recrutamento para o foco inflamatorio.
Apds quimioterapia especifica com praziquantel, quando o grupo AGD-PT foi comparado ao
grupo CT, ndo foi observado aumento de nenhum marcador de superficie celular. Por outro
lado, observou-se que alguns marcadores, como CD25, HLA-DR, CD64, CD62L, CD13 do
grupo AGD-PT apresentaram niveis de expressao estatisticamente menores que o grupo CT.
Nesse caso ¢ possivel especular que apesar da diferenca observada, os niveis de expressao
dessas moléculas estariam dentro dos valores de referéncia. Estudos que avaliam valores de
referéncia para determinados marcadores de superficie vém sendo realizados em nosso
laboratdrio e futuramente fornecerao parametros de comparagao para esse tipo de abordagem.

A reacdo inflamatoria granulomatosa, em resposta aos antigenos do ovo de S. mansoni
¢ progressivamente substituida por uma reagdo fibrdtica, e esses eventos sdo vistos como
principal fator envolvido na patogénese da esquistossomose (Cheever et al. 2002, Stadecker et
al. 2004). De acordo com alguns autores, inicialmente o granuloma ¢ caracterizado por um
intenso infiltrado celular e alta produgdo de citocinas (Boros, Pelley & Warren 1975, Boros
1989). A participagio de linfocitos TCD4" na reatividade granulomatosa durante a
esquistossomose humana ja foi demonstrada por diversos autores (Mathew & Boros 1986,
Doughty et al 1987, lacomini, Ricklan & Stadecker 1995). Durante a infec¢do pelo S.
mansoni dois subtipos de linfocitos TC4", Tipo 1 e Tipo 2, com fungdes distintas ja foram
descritos (King et al. 1996). As células Tipo 1 s@o produtoras de IFN-y, IL-2 ¢ TNF-a e
auxiliam, principalmente, a resposta imune celular. As células Tipo 2 sdo produtoras das
citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e auxiliam a resposta imune humoral (Mosmann & Moore
1991, Malaquias et al. 1997, Chiaramonte et al. 1999). Como estas c¢lulas exercem uma
modulagdo entre si, por intermédio do IFN-y, que suprime a resposta Tipo 2 e de IL-10, que

suprime a resposta Tipo 1, muitos autores buscam o entendimento dos mecanismos de
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resisténcia as doengas, bem como da patogénese pela imunomodulacao entre esses dois tipos
celulares. No curso da infecgdo pelo S. mansoni em camundongos, inicialmente ocorre uma
resposta imune Tipo 1, substituida por Tipo 2 apds a oviposi¢do, mostrando que IL-10 exerce
papel importante no controle do processo inflamatorio durante a infeccdo experimental
(Mosmann & Moore 1991, Pearce et al. 1991, 1998, Wynn et al. 1998, Hoffmann et al, 2000).

Alguns autores ja demonstraram que a resposta imune humana predominante no
periodo pré-postural da forma clinica aguda ¢ do Tipo 1, com alta producdo de IFN-y e baixa
de IL-5, sendo a produgdo de IL-10 baixa nesse periodo (Montenegro et al. 1999, De Jesus et
al. 2002) e elevada no periodo pos-postural (Montenegro et al. 1999, De Jesus et al. 2002,
Silveira-Lemos 2004). De fato, a forma clinica aguda da esquistossomose ¢ rara em
individuos de area endémica e sabendo que esses individuos apresentam a forma cronica da
doenga com uma resposta predominantemente do Tipo 2, caracterizada por IL-4, IL-5 ¢ IL-10
(Aragjo et al. 1996, Malaquias et al. 1997, Falcao et al. 1998), pode-se inferir que a resposta
do Tipo 1 seja mediadora de lesdao tecidual e responsavel pelo quadro clinico da
esquistossomose aguda. Apesar dos dados ja publicados na literatura, poucos estudos
mostram uma associacdo entre a sintomatologia clinica da forma aguda com marcadores
imunologicos que expliquem sua patogénese.

Dessa forma, no presente trabalho foi realizada uma anélise do nimero absoluto de
linfocitos T (CD3"), linfocitos T auxiliares (CD4") e linfocitos T citotoxicos/supressores
(CD8") do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose. Essa andlise mostrou aumento do nimero de linfocitos T (Figura 19A) do
grupo AGD-AT, quando comparado aos individuos do grupo CT, representado pelo aumento
de linfocitos TCD4" e TCDS" (Figura 19B e 19C, respectivamente).

Considerando a importancia dos linfocitos na resposta imune contra o S. mansoni,
nesse estudo foi também investigado o perfil de ativacdo de linfocitos T circulantes de
pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose, através da avaliacdo da
expressdao de moléculas co-estimuladoras, de ativagdo e adesdo celular. A anélise da molécula
co-estimuladora CD28 em linfocitos T do sangue periférico mostrou aumento de linfocitos
TCD4'CD28" do grupo AGD-AT (Figura 20A) em relagdo aos individuos do grupo CT,
contrastando com dados obtidos por Martins-Filho et al. (1999), porém numa avaliagdo
realizada com valores percentuais, que observaram diminui¢ao do percentual dessa molécula

por linfécitos TCD4" do sangue periférico de pacientes portadores da forma clinica aguda da
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esquistossomose, quando comparado ao grupo controle. Entretanto, essa diminui¢do nao foi
detectada quando os autores realizaram a anélise da razdo CD4 CD28"/CD4", sugerindo que a
capacidade funcional dos linfocitos TCD4" estaria preservada durante a infec¢do pelo S.
mansoni. De acordo com alguns autores, CD28 e seus ligantes B7-1 (CD80) ¢ B7-2 (CD86)
sao moléculas acessorias e a interagdo CD28/B7 seria o principal evento co-estimulador
envolvido na ativag@o primaria de linfocitos T (Thompson et al. 1989, Lenschow et al. 1996,
Margulies 2003, Acuto et al. 2003). Em um estudo realizado por Groux et al. (1992), os
autores mostraram que na auséncia de co-estimulacdo pode ocorrer anergia celular ou morte
por apoptose. Diante dos resultados obtidos no presente estudo, ¢ possivel especular que o
aumento da expressdo de CD28 em linfocitos T CD4" do grupo AGD-AT estaria contribuindo
para o processo de ativagdo primaria de linfocitos T, através da interagdo CD28/B7.

No presente trabalho, a avaliagdo do perfil de moléculas de ativagdo (CD25, HLA-DR
e CD69) em linfécitos T mostrou aumento de CD25 (Figura 20B) e HLA-DR (Figura 20C)
em linfocitos TCD4" e aumento de CD69 (Figura 22C) em linfocitos TCD8" do sangue
periférico de pacientes do grupo AGD-AT, quando comparados aos individuos do grupo CT.
Os dados obtidos para linfocitos TCD4" assemelham-se aos de Martins-Filho et al. (1999) que
demonstraram que pacientes portadores da forma clinica aguda apresentam aumento do
percentual de linfocitos TCD4"HLA-DR". De acordo com alguns autores, o aumento do
numero de linfocitos TCD4" ativados é consistente com a alta reatividade celular observada
durante a forma clinica aguda da esquistossomose (Gazzinelli et al. 1985). Além disso,
Martins-Filho (1997) mostrou que a ativagdo de linfocitos TCD4", durante a infecgdo pelo S.
mansoni, seria crucial para o desenvolvimento de uma forma clinica mais grave da doenga.
Rumbley et al. (1998), em um estudo da infec¢do experimental pelo S. mansoni,
demonstraram que linfécitos derivados de granulomas hepaticos apresentam maior expressao
das moléculas CD69, que ¢ um marcador de ativagao inicial, e CD25, que ¢ um marcador de
ativacdo tardia, porém mais funcional. De acordo com esses resultados, os autores sugeriram
que durante a formagao do granuloma na infecgdo pelo S. mansoni, a producdo de citocinas e
aumento da expressdo das moléculas de ativagdo (CD69 e CD25), promoveriam o
recrutamento ¢ ativacao de linfocitos.

O S. mansoni ¢ um parasito extracelular, sendo assim, de acordo com os mecanismos
de processamento e apresentagdo de antigenos extracelulares ja descritos (Brodsky &

Guagliardi 1991) espera-se que ndo induza a ativagdo de LTC8". No entanto, no presente
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estudo foi observada ativagdo de linfocitos TCD8" pelo aumento da expressdo de CD69 na
superficie dessas células. Segundo Shibata et al. (2005), a ligacdo do ligante de CD69 na
superficie de células T promove a ativagdo dessas células através da elevagio de Ca®”
intracelular. Alguns estudos tém demonstrado que linfocitos T CD8", em doengas infecciosas,
podem ser ativados por antigenos extracelulares (Den Haan & Bevan 2001, Manfras et al.
2002), através da estimulacdo antigénica persistente ou pela influéncia de citocinas presentes
no foco inflamatério. No entanto, outros autores acreditam que essa ativacdo possa ser
provocada pela apresentagio de antigenos extracelulares aos linfocitos T CD8" por meio da
interacao com células apresentadoras de antigenos via MHC de classe I (Grant & Rock 1992,
Rock et al. 1991, 1993, Larsson et al. 2001). Diante do exposto ¢ possivel inferir que
antigenos secretados pelo ovo do S. mansoni ou a interagdo com células apresentadoras de
antigenos estariam promovendo a ativagdo dos linfécitos T CD8" dos pacientes do grupo
AGD-AT.

A investigacdo das moléculas de adesdo celular, CD62L e CD18, mostrou aumento de
linfocitos TCD4 CD62L ¢ TCD4 CD18" (Figuras 20E e 20F, respectivamente) e aumento de
linfocitos TCD8'CD18" (Figuras 22F) no sangue periférico de pacientes do grupo AGD-AT,
quando comparados aos individuos do grupo CT. Em um estudo realizado por Langley &
Boros (1995), os autores mostraram que o bloqueio de LFA-1 (CD11a/CD18) e CD54 inibe a
resposta linfoproliferativa, bem como a produ¢do das citocinas IL-2 e IL-4, que sdo cruciais
nos eventos iniciais de formagao do granuloma (Cheever et al. 1992; Lukacs & Boros 1993).
Linfocitos T expressando receptor Yo (TCR) compreendem uma pequena fragdo de linfocitos
T em orgdos linféides e sangue periférico humano (Groh et al. 1989). De acordo com alguns
autores, essas células expressam a molécula de adesao CD62L (Jutila & Kurk 1996, Wilson et
al. 1999, Waters et al. 2003) e estudos realizados in vitro ja demonstraram que essa populagio
celular apresenta elevada capacidade de transmigragdo, através de células endoteliais (Galéa
et al. 1994). Além disso, Wilson et al. (1999), demonstraram que linfocitos T y& CD62L ™!
migram de forma mais eficiente para tecidos inflamados, quando comparados com linfécitos
T v8 CD62L™°V, sugerindo que a expressio de CD62L exerce papel crucial na transmigragio
de linfécitos T durante processos inflamatérios (Costa et al. 2009). Dessa forma, cabe
especular que o aumento do nimero dessas moléculas em linfocitos T dos pacientes do grupo
AGD-AT estaria contribuindo para a ativagao e adesdo dessas células ao endotélio e posterior

migracdo ao foco inflamatorio. Apds quimioterapia especifica com praziquantel, quando o
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grupo AGD-PT foi comparado ao grupo CT, poucas alteragdes imunofenotipicas foram
observadas, como aumento de CD18 na populacio de linfocitos T CD4" e CDS8", sugerindo
que o tratamento pode promover reversibilidade das alteracdes imunofenotipicas nessa
populacio celular.

No contexto do processo de desenvolvimento e regulacao da resposta imune, tem-se
mostrado que algumas células apresentam essa atividade e podem ser identificadas através de
marcadores especificos. Essas células denominadas T reguladoras (Treg - CD4'CD25" MMy
podem atuar no controle e regulagdo de diversas respostas imunoldgicas como, doengas auto-
imunes, transplantes de 6rgaos e doencas infecciosas (Baecher-Allan et al. 2001, Sakaguchi
2005, Levings et al. 2006). Em doencas infecciosas, células Treg podem ser induzidas pela
apresentacdo antigeno-especifica e sdo responsaveis por suprimir a destruicdo tecidual. Na
esquistossomose experimental, Singh et al. (2005) demonstraram que células Trgg podem
controlar as respostas do Tipo 1 e 2 e estdo associadas com a regulacdo da formacdo do

+ HIGH . "
com provavel fen6tipo

granuloma. No presente estudo, a analise de células CD4 CD25
regulador mostrou quantidades similares dessa populacdo celular no sangue periférico de
pacientes dos grupos CT, AGD-AT e AGD-PT (Figura 21). Dados realizados por nosso
grupo demonstraram que pacientes portadores da forma clinica intestinal apresentam uma
freqiiéncia maior de linfocitos T CD4"CD25" MM quando comparados aqueles portadores das
outras formas clinicas da doenga, incluindo os pacientes portadores da fase aguda (Castro-
Silva 2006, Teixeira-Carvalho et al. 2008). Nesse contexto, ¢ possivel inferir que linfocitos T
CD4"CD25" M dos pacientes do grupo AGD-AT ou estariam em niimero insuficiente ou
teriam sua atividade suprimida pela secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias e, dessa forma,
ndo estariam atuando na regulagdo da resposta imunoldgica dos pacientes do grupo AGD-AT.

O processo imune relacionado a infecg¢do pelo S. mansoni ¢ complexo e envolve varios
mecanismos de ativacdo e regulacdo. Esses mecanismos sdo dependentes tanto de fatores
soluveis, como da expressdao de receptores celulares que promovem a interacdo entre células.
A expressao de quimiocinas e seus receptores tém, certamente, papel central na regulacdo e na
variagdo da amplitude dos processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo o trafego
homeostatico, inflamatorio, hematopoiético, angiogé€nico, crescimento tumoral e infec¢ao
viral (Sallusto et al. 2000, Ono et al. 2003). Considerando que receptores de quimiocinas sao

elementos fundamentais para ativacdo e migracdo de leucdcitos para o foco inflamatdrio,

torna-se relevante avaliar a expressdo desses receptores na superficie de leucdcitos circulantes
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do sangue periférico dos pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose
mansoni. Essa andlise pode contribuir para melhor compreensdo da migracao de leucocitos e
de que forma essas células atuariam no estabelecimento/manutencdo dos processos
imunolégicos associados a forma clinica aguda da infecgdo pelo S. mansoni.

No presente estudo, foi observado aumento da expressdo dos receptores de
quimiocinas CCR2 (Figura 16A), CCR3 (Figura 16C) e CXCR3 (Figura 16D) na superficie
de eosinodfilos do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-AT, quando comparados ao
grupo CT. Silveira-Lemos (2008) demonstrou que eosindfilos de pacientes portadores da
forma clinica intestinal da esquistossomose também apresentam aumento da expressdo de
CCR3. Segundo alguns autores, CCR3 ¢ o principal receptor de quimiocinas envolvido no
recrutamento de eosinofilos (Sabroe et al. 1999, Zimmermann et al. 2000, Gurish et al. 2002)
e apos a ligacdo de eotaxina a esse receptor, uma série de eventos ¢ desencadeada, como
liberacdo de calcio, ativagdo de proteinas quinases ativadoras de mitdégeno (MAPK),
mudangas relacionadas com a resposta quimiotatica e liberagdo de granulos (Tenscher et al
1996, Sabroe et al. 1999, Boehme et al. 1999, Lukacs 2001). Em um estudo experimental
realizado por Li et al. (2003), os autores demonstraram que eosindfilos de camundongos
infectados pelo S. japonicum apresentam alta expressio de CXCR3. Baseado nesses
resultados, eles sugeriram que a ligacdo de CXCR3 aos seus ligantes, MIG/CXCL9 e IP-
10/CXCL10, promove o recrutamento de eosindfilos para o foco inflamatorio, contribuindo
para a formagao do granuloma. Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, ¢ possivel
sugerir que eosinofilos de pacientes do grupo AGD-AT migrariam para o foco inflamatorio,
utilizando a via dos receptores CCR2, CCR3 e CXCR3.

Nesse trabalho foi observado também aumento da expressdo dos receptores CCRS
(Figura 23B), CCR3 (Figura 23C) e CXCR3 (Figura 23D) na superficie de linfocitos totais
do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-AT, quando comparados ao grupo CT. Por
outro lado, foi observada diminui¢do da expressdo de CCR2 na superficie de linfocitos de
pacientes do grupo AGD-AT, em relacdo ao grupo CT. Recentes avancos na analise de
receptores de quimiocinas demonstraram que sua expressdo ¢ um importante evento na
diferenciagdo e polarizagdo da resposta imune mediada por linfécitos T e na diferenciacdo da
resposta imune para Tipo 1 e Tipo 2 (Bonecchi et al. 1998, Sallusto, Lanzavecchia & Mackay
1998). A expressao dos receptores CXCR3, CCR1 e CCRS5 tem sido associada a uma resposta

do Tipo 1. Por outro lado, os receptores CCR3, CCR4 tém sido associados a uma resposta do
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Tipo 2; CCR2, a uma resposta do Tipo 0, enquanto, CXCR4 ¢ CCR7 estao relacionados aos
linfoécitos T ndo primados por antigeno (Sallusto et al. 1998). Em outro estudo também
realizado por Silveira-Lemos (2004), a autora mostrou que linfécitos TCD4™ de pacientes
portadores da forma clinica aguda da esquistossomose apresentam aumento da expressao de
CCR2 ¢ CCRS5. Baseado nesses resultados e nos resultados da avaliacdo de citocinas
intracitoplasmaticas em linfocitos TCD4", que mostrou um perfil preferencialmente do Tipo
2, a autora sugeriu que os pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose
apresentam um perfil misto de resposta imunologica. Uma possivel explicagdo para os dados
conflitantes de CCR2 observados no presente estudo com aqueles observados por Silveira-
Lemos (2004) seriam diferencas clinicas apresentadas pelos dois grupos, uma vez que os
pacientes avaliados por Silveira-Lemos (2004) ndo apresentaram nenhuma alteragdo
ultrassonografica hepatica ou esplénica. Nesse contexto, os resultados obtidos no presente
estudo permitem especular que os pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose também apresentam um perfil misto de resposta imunoldgica, sendo
caracterizado pelo aumento do numero de linfocitos totais positivos para CCR5 e CXCR3
(receptores associados a resposta do Tipo 1) e CCR3 (receptor associado a resposta do Tipo
2). Apos quimioterapia especifica com praziquantel, quando o grupo AGD-PT foi comparado
ao grupo CT, poucas alteracdes imunofenotipicas em receptores de quimiocinas foram
observadas, como aumento de CCR2 e CXCR3 na populagdo de eosindfilos e diminui¢ao de
CCRS5, CCR3 e CXCR3 na populagao de neutrdfilos, sugerindo que o tratamento pode
promover reversibilidade dessas alteragdes imunofenotipicas.

Segundo alguns autores, o praziquantel combate a infec¢do pelo S. mansoni através de
dois mecanismos de acdo, paralisia do verme adulto e dano tegumentar. Esse ultimo
mecanismo pode provocar liberagdo de antigenos, em consequéncia da destruicdo ou morte do
parasito, levando a alteragdes da resposta imunoldgica, como a troca de classe de IgA para
IgG (Mutapi et al. 1998) e producdo de citocinas (Reimert et al. 2006). Entretanto, sdo
escassas as comparacdes detalhadas dessas alteragdes imunoldgicas apds a quimioterapia. de
Souza et al. (2007) avaliaram pacientes portadores da forma clinica aguda da esquistossomose
antes e apos terapéutica especifica com oxamniquine ¢ mostraram que antes do tratamento
esses pacientes apresentavam leucocitose com eosinofilia e altos niveis de IgE total. Apos a
quimioterapia, os autores observaram diminuicdo estatistica do numero absoluto de

eosinodfilos e dos niveis de IgE total. Outro achado importante desse estudo foi o aumento dos
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niveis de IFN-y apds quimioterapia especifica com oxamniquine, sugerindo que o tratamento
induz uma resposta do Tipo 1 in vitro. No entanto, ¢ desconhecido o papel protetor dessa
resposta, de forma que novos estudos deverdo ser conduzidos para comprovar essa hipdtese.
Em um estudo realizado por Martins-Leite et al (2008), os autores avaliaram o papel de
citocinas do Tipo 1 (IFN-y e TNF-a), do Tipo 2 (IL-4 e IL-13) e reguladoras (IL-10 e TGF-p)
no desenvolvimento de fibrose periportal em pacientes cronicamente infectados pelo S.
mansoni e o impacto que a quimioterapia especifica com praziquantel teria nesse contexto. Os
resultados dessa andlise mostraram que apds o tratamento, pacientes com fibrose periportal
regrediram o grau de fibrose apresentado e apresentaram maior producdo de IL-4 e IL-13 e
menor de IFN-y quando comparados aos pacientes sem fibrose, sugerindo que essas citocinas
estariam envolvidas nos mecanismos de desenvolvimento de fibrose.

O presente estudo mostrou que apds tratamento especifico com praziquantel grande
parte das alteragdes imunofenotipicas observadas em moléculas co-estimuladoras, de ativacao
e adesdo celular de leucoécitos circulantes dos pacientes portadores da forma clinica aguda da
esquistossomose foram normalizadas, ou seja, pacientes tratados apresentaram niveis de
expressdo dessas moléculas semelhantes aos individuos do grupo CT. No entanto, quando
pacientes do grupo AGD-PT foram comparados com individuos do grupo CT observou-se que
algumas das alteracdes imunofenotipicas, apesar de menores, permaneceram apos tratamento
especifico com praziquantel, sugerindo um impacto a longo prazo da terapéutica especifica
pos-fase aguda da infeccdo esquistossomotica sobre o estado geral dos pacientes. Por outro
lado, foi observada também uma diminuicdo significativa da expressao de algumas moléculas
do grupo AGD-PT em relagao ao grupo CT. Nesse caso, como mencionado anteriormente, ¢
possivel especular que apesar da diferenca observada, os niveis de expressao dessas moléculas

estariam dentro dos valores de referéncia.
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Apos a realizagdo desse estudo podemos concluir que a forma clinica aguda da
esquistossomose ¢ caracterizada por uma variedade de sinais/sintomas clinicos (dor de
cabega, febre, colica abdominal, diarreia, tosse, emagrecimento, astenia) bem como alteragdes
ultrassonograficas (hepatomegalia, esplenomegalia e fibrose periportal incipiente) que estao
associados a infecgdo pelo S. mansoni. Esses achados sdo corroborados pela caracterizagdo de
eventos imunologicos, que ocorrem logo apos a postura dos ovos do S. mansoni, e que ainda
sdo pouco compreendidos. Nesse contexto, podemos destacar o aumento da expressdo de
moléculas co-estimuladoras, de ativacdo e de adesdo celular e receptores de quimiocinas em
eosinofilos, neutréfilos e linfocitos do sangue periférico de pacientes do grupo AGD-AT,
sugerindo que durante a fase aguda da infeccdo esteja ocorrendo intensa ativagao celular e o
desencadeamento de processo inflamatério agudo, com consequente migracdo de leucocitos
para o foco inflamatdrio.

Contudo, embora, a maioria dos aspectos clinico-laboratoriais e imunofenotipicos
avaliados dos pacientes do grupo AGD-AT retornaram a normalidade ap6s quimioterapia
especifica com praziquantel, algumas alteracdes ultrassonograficas e imunoldgicas ainda
permanecem, sugerindo impacto a longo prazo da terapéutica especifica pos-fase aguda da

infeccao esquistossomatica sobre o estado geral dos pacientes.
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ANEXO 1: Padronizagdo das posi¢des ultrassonograficas para exame do figado, baco e veias

porta e esplénica

Visdo longitudinal ao nivel da aorta abdominal
e borda esquerda do apéndice xifdide.
(medidalobo E. L.)

Visao transversa (horizontal) ao
nivel do apéndice xiféide .
(medida do lobo E. AP. e grau fibrose L. E.

Visdo transhepética subcostal direcionada
caudalmente da margem costal direita.
(medida grau fibrose L.D.)

Vis&o obligua com o paciente em
posicao de decubito dorsal esquerdo.
(medidada V.P.)

Visdo vertical na linha axilar
Média direita através do rim direito.
(medidado lobo D. L.)

Visao vertical na linha axilar
Média direita através do rim direito.
(medidado lobo D. L.)

Protocolo do Cairo (TDR/SCH/ULTRASON/91.3)
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ANEXO 2: Imagens ultrassonograficas dos padroes do parénquima hepatico

Padrdes associados com a esquistossomose (A — F)

A: Normal B: Focos ecogénicos difusos

C: Fibrose periportal periférica D: Fibrose periportal central

L2l

E: Fibrose periportal avancada F: Fibrose periportal muito avangada
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ANEXO 2: Imagens ultrassonograficas dos padroes do parénquima hepatico

Padrdes combinados (DC e EC)

Padrao D + Padrdo C Padrdo C + Padrio E

Padrdes ndo relacionados a esquistossomose

Cd [d

Cirrose Esteatose

QOutras anormalidades

Protocolo publicado pela OMS (2000)
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ANEXO 3: Ficha para realizacao do exame clinico
IDENTIFICACAO

Numero:
Data:

Nome:

Idade:

Sexo:

Raga:

Estado civil:
Profissao:
Naturalidade:
Procedéncia:
Endereco:
Telefone:
Responsavel ou contato:

HISTORIA DA MOLESTIA ATUAL
Queixa principal:

Sintomas gerais
Febre ( ) Calafrios ( ) Mialgias ( ) Emagrecimento ( ) Desanimo ( )

Sintomas digestivos

Inapeténcia ( ) Dor toracica ( ) Vomitos ( ) Tenesmo ( ) Dor abdominal ( ) Dispepsia ( )
Constipacdo intestinal ( ) Disenteria ( ) Enterorragia ( ) Diarréia ( ) Melena ( )
Hematémese ( )

Sintomas cardiopulmonares
Hemaptise () Dor toracica ( ) Angina ( ) Palpitagdes ( ) Ortopnéia ( ) Dispnéia ( ) Tosse
( ) Sincope ( ) Edema ()

Sintomas neuropsiquicos

Adinamia ( ) Cefaléia ( ) Disturbio do sono ( ) Coma ( ) Encefalopatia hepatica ( )
Convulsdes ()
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HISTORIA PREGRESSA
Tabagismo ( ) Etilismo ( ) Passado de hepatite ( ) A, Bou C  Outras parasitoses ( )

Contato com as aguas naturais ( )
Local:

Frequencia:

Datas:

Manifestacdes cutaneas imediatas?

Internagdoes ()
Cirurgias pregressas ()
Medicamentos em uso:
Doengas concomitantes:
Gestagdes ()

HISTORIA FAMILIAR

Casos de esquistossomose na familia:
Doengas heredofamiliares:
Filhos:

HISTORIA SOCIAL
Condigdes habitacionais:
Situagdo econdmica:
Grau de instrugao:

EXAME FiSICO

Altura Peso Tipo morfologica
PA Pulso

Ectoscopia

Palidez cutaneo-mucosa ( ) Ictericia ( ) Cianose ( ) Edema ( ) Linfadenomegalias ( )
Aumento da tiredide ( ) Aranhas vasculares ( ) Eritema palmar ( )
Baqueteamento digital ( )

Aparelho respiratorio
Deformidades ( ) Roncos ( ) Sibilos ( ) Crepitacdes ( )
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Aparelho cardiovascular

Edema ( ) Taquicardia ( ) Bradicardia ( ) Sopros ( )
Desdobramentos ( )
Arritmias ()

Aparelho digestivo

Ascite () Circulagao coletaral ( )
Figado palpavel ( ) Macicez hepatica total
Bago palpavel ()

EXAMES COMPLEMENTARES

Exame de fezes:
Exames de sangue:
Hemacias:
Hematocrito:
Leucocitos:
Plaquetas:

Ferro sérico:
Atividade de protrombina:
Bilirrubinas:
Proteinas:
Fosfatase alcalina:
HbsAg:

Anti HCV:

VDRL:

Anti HIV I e II:
Gasometria arterial:
Transaminases:
Gama-GT:
Glicemia:

Uréia:

Cretinina:

Potassio:

Sodio:
Mielograma:
Exame de urina:
Raio X do torax:
Eco cardiograma (ECG):
Eletrocardiograma:
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Endoscopia digestiva

Alta:

Baixa:
Ultrassonografia doppler abdominal:
Biodpsia hepatica:

TRATAMENTO

Clinico
Medicamento:
Datas:
Cirargico
Tipo:
Data:
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ABSTRACT

In this study, patients acquired the acute phase of Schistosoma mansoni infection in the rural
district from Igarapé municipality in the metropolitan area of Belo Horizonte, Brazil.
Peripheral blood and feces of acute patients (ACT group=10) were collected to perform
laboratorial examinations. The patients were clinically evaluated in order to assess the main
clinical manifestations observed during this phase of infection. Moreover, ultrasonographic
analysis have also performed aim to evaluate hepatic/splenic commitment. Our data
demonstrated that the symptoms/signs more frequently found were headache (60%), fever
(50%), diarrhea and weight loss (both 40%). There were a significant reduction in the
concentration of hemoglobin and increase in the absolute values of total leucocytes,
lymphocytes and eosinophils as compared to control group. The ultrasonographic alterations
more commonly observed were periportal lymph node enlargement (86%), hepatomegaly
(86%) and grade I periportal fibrosis (86%). Taken together, our data suggest that
clinical/laboratorial parameters and ultrasonographic observations of diffuse enlargement of
the liver and spleen and moderate-to-severe enlargement of periportal lymph nodes, although
not specific, are consistent with the identification of acute clinical schistosomiasis mansoni

and provide a reliable tool for the clinical/sonographic diagnosis of this disease.

Key words: Schistosoma mansoni, acute phase, ultrasound, hematological parameters,
hepatic enzymes

INTRODUCTION

Schistosomiasis is a parasite chronic disease caused by the helminth of genus
Schistosoma. The infection is common in parts of Africa, South America, Middle East,
Caribbean and Asia where it is a leading cause of morbidity and mortality (WHO, 2002).
Recent estimates suggest 700 million people at risk worldwide with almost 200 million
infected in Africa alone (Wilson et al. 2007). In Brazil, the schistosomiasis infection is caused
by Schistosoma mansoni, where estimates suggest a range from 2,5 million (Passos & Amaral
1998, Katz & Peixoto 2000) to 12 million people infected (Raso 2000) with more than 25
million at risk (Passos & Amaral 1998). In the state of Minas Gerais, schistosomiasis mansoni
is prevalent in 519 out of 853 municipalities, with an estimated number of 1,000,000 infected

people in an area of 300.000 km? (Katz 1998).
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One of the greatest public health problems in countries where the disease is highly
endemic, including Brazil, is schistosomiasis control for the following reasons: (a) large
intermediary hosts dissemination and their escape mechanisms from molluscicides and from
biological control owing to high costs and low efficacy; (b) high charges associated with
implementation of sanitary conditions and water supply and the intense contact of rural
population with polluted water, outside dwellings in agricultural and fishing activities; (c) the
long time needed for sanitary education and for the community to adhere to controlling
programs; (d) individual or massive treatment has been shown efficient for controlling the
morbidity, but not for reducing prevalence due to reinfections; (e) individual protection is
unlikely, except for specific groups of exposed people; (f) until the present days, there is not
an effective vaccine for preventing schistosomiasis (Coura & Amaral 2004; Amaral et al.
2006).

According to Enk et al. (2003, 2004) the proliferation of rural tourism in metropolitan
areas, often located in endemic areas, may be an important contributing factor to the
propagation of outbreaks cases of schistosomiasis. The preservation of natural environment
on the site in order to please a guest from urban center, unintentionally, contribute to create an
ideal habitat for the intermediate host, and the neighborhood of most areas chosen for leisure
activity, unfortunately, accommodate rural communities without any type of sanitation and
thus represent a permanent risk of contamination of the flowing water.

In this context, the visitors from urban areas, who never had previous contact with the
parasite, contract the infection, and develop acute schistosomiasis (Barata et al. 1999). Acute
schistosomiasis is associated with a primary exposure and is more commonly seen in non-
immune individuals traveling through endemic regions (Nguyen et al. 2006). The clinical
findings most commonly observed in such patients include fever, general weakness,
headache, nausea, vomiting, diarrhea, anorexia, colic, weight loss, dry cough and
hepatosplenomegaly accompanied by a marked eosinophilia and leucocytosis (Gazzinelli et
al. 1985, Neves 1992, Barbosa et al. 2001, de Jesus et al. 2002). However, these clinical
findings may be confounded with a number of infections such as visceral leishmaniasis,
typhoid fever, malaria, tuberculosis, viral hepatitis, mononucleosis and bacterial infections
(Rabello 1995), the reason why, the diagnosis of acute schistosomiasis become a challenge for

the assistant doctor, due to a wide diversity of non-specifics symptoms presented by the
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patients, besides the presence of eggs on their stools, cannot be easily detected by the
parasitologic exam in this phase of the infection.

Abdominal ultrasound is a complementary tool, very used to assist the diagnoses of
the S. mansoni infection, mainly on the study of the liver damage caused by the chronic
infection. It is a not an expensive, radioactive or invasive method, provides immediate results,
and can be used for epidemiological fieldwork in endemic areas. The hepatic ultrasound
pattern in patients with severe hepatosplenic schistosomiasis is characterized by a marked
periportal thickening. However, reports of ultrasound studies in patients with acute
schistosomiasis are still scarce (Lambertucci et al. 1994) and additional trials are necessary to
evaluate the benefits and the limitation of the ultrasound at the acute phase of the S. mansoni
infection (Rabello et al. 1994).

In this report, we evaluated the clinical and laboratory data such as parasitological,
hematological and serological tests as well as ultrasonographic features of non-immune
patients with documented acute schistosomiasis resulting from a simultaneous exposure in a

county house in the metropolitan area of Belo Horizonte, state of Minas Gerais, Brazil.

SUBJECTS, MATERIALS AND METHODS

Characterization of the study population - The patients evaluated in this study acquired the
acute phase of S. mansoni infection in a county house in the rural district from Igarapé
municipality in the metropolitan area of Belo Horizonte, Brazil. The county house is
frequently rented during the weekends and long holidays. It has a large house with a pool of
water supplied by a stream. Besides the pool, the water from the stream was channeled in
open channels for the formation of a shower. During the inspection of the county house, in
May 2006, researchers of the Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR) - Fundagado
Oswaldo Cruz, Ministry of Health, Brazil detected that it did not have basic sanitation. All the
water used was neglected in a dam located near the house.

Among forty-two individuals were present at the county house, thirty-eight
participated in the study and were previously evaluated by one of us (MJE). After a
preliminary assessment, we found that nineteen infected patients had been treated previously
our evaluation and five patients did not fulfill the inclusion criteria described below.
Therefore, these patients were excluded from the study besides of another four patients who

had negative stool examination for S. mansoni. Thus, the group of patients with the acute
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phase of schistosomiasis was composed of ten individuals, five women and five men, aging
14 to 31 years, with parasite load ranging from 8 to 768 eggs per gram of feces (epg) (Table
1).

To participate in the study, patients with the acute phase of schistosomiasis have
fulfilled the following criteria for inclusion: age between 10 and 65 years; did not report
having received any treatment with anti-helminthic drugs in the last 24 months; diagnosis of
acute schistosomiasis mansoni based on epidemiological data (recent contact with S. mansoni
cercariae-contaminated water), clinical (acute enterocolitis, nausea, vomiting, abdominal pain,
fever, headache, weight loss, cough, cercarial dermatitis, hepatomegaly and splenomegaly)
and laboratory data (eosinophilia and viable S. mansoni eggs in stool); signature of informed
consent by the each voluntary or their legal guardian.

We also excluded from this study all patients who had one of the following conditions:
unable to hold examinations proposed; alcoholism, defined as above average weekly
consumption of 420 grams of ethanol (daily average over 60 g of ethanol) (Skinner et al.
1984); pregnancy, defined by laboratory criteria; any other significant systemic disease acute
or chronic that could interfere with the results of the proposed methods; significant anemia,
defined as hemoglobin less than 10 g/dl (Stoltzfus & Dreyfuss 1998) and subjects treated with
anti-helminthic drugs in the last 24 months.

After collecting blood, all patients who had positive stool examination for S. mansoni,
regardless of participation in the study, were submitted to treatment with the standard
brazilian dose of Praziquantel (50-60 mg/kg).

A group of healthy volunteers formed by nine individuals, one woman and eight men
aging 25 to 42 years, blood donors of the blood bank from Hospital Felicio Rocho, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil constituted a control group. It is important to mention that
these individuals were screened and selected after serological test negative for Chagas
disease, Leishmaniasis, Human Immunodeficiency Virus (HIV), hepatitis and did not report
previous infection by S. mansoni.

The study follows the resolution 196/96 of the National Health Council, which
regulates the research involving human beings, and was approved by the Ethics Committees
of the Faculty of Medicine of the Universidade Federal de Minas Gerais, Fundagao Oswaldo

Cruz and National Committee on Ethics in Research in Brazil.
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Parasitological method - Parasitological examination was performed using Kato- Katz
method (Katz et al. 1972). The presence and the number of S. mansoni eggs per gram of feces
were determined through examination of six blades per stool sample from each patient. The
results are presented as the arithmetic mean of number of eggs. The Kato-Katz method is the
method of choice to measure infection level and has been used extensively in epidemiological

studies.

Evaluation of clinical parameters - All the individuals who came into contact with
contaminated water by cercariac were subjected to a detailed history, performed by a
physician of our team (MJE). The survey used during this study contained data referring to
number of the protocol, name, gender, age, education and naturalness and questions about the
clinical symptoms/signs such as fever, diarrhea, nausea, vomiting, abdominal pain, cough,

weight loss, headache, asthenia, facial edema and cercarial dermatitis.

Evaluation of hepatic enzymes - For the analysis of the hepatic function from study group, the
plasmatic concentration of the following enzymes was quantified using kinetic method: ALT
(alaline amino transferase), AST (aspartate amino transferase) and y-GT (gamma-glutamyl
transferase). Quantification of enzymes was performed by the device Wiener Lab Metrolab

2300 plus (Model CM-200) in UI/mL.

Evaluation of hematological parameters - The peripheral blood of the study population was
collected in vacuum tubes of 5 mL, containing ethylenediamine tetraacetic acid-EDTA as
anticoagulant (Vacutainer, Beckton Dickinson, CA, USA) and the hemograms were
performed in automated hematological electronic counter. The parameters measured were
concentration of hemoglobin, total count of erythrocytes and hematocrit values as well as
leucocytes counts and differential analysis of leukocyte subsets including the absolute counts

of eosinophils, neutrophils, lymphocytes and monocytes.

Ultrasonographic analysis - Ultrasonographic evaluation was performed with a Nemio
SSA/550* machine (Toshiba) with a 3-MHz sector probe for those patients > 10 years old and
a 5-MHz probe for patients < 10 years old. The group of healthy individuals non-infected with

S. mansoni consisted of twelve volunteers, paired by sex and age with the acute
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schistosomiasis patients. Seven acute patients, three women and four men aging 14 to 31
years old have made ultrasonographic evaluation. All study population was examined by the
same physician (MCBA). Liver size, portal-vein diameter, thickness of the central walls and
peripheral portal branches, spleen size and splenic vein diameters were assessed as described
by Abdel-Wahab et al. (1992) and Homeida et al. (1988). Liver span was measured both in
the midclavicular line and the midline. The liver was also examined for surface smoothness.
Portal vein diameter was measured at its entrance into the liver and its bifurcation inside the
liver. The spleen was evaluated by using oblique and longitudinal scanning of the left upper
quadrant. The gallbladder was examined for wall thickness and stones. The periportal
thickness was evaluated according to established criteria by Abdel-Wahab et al. (1992),
Homeida et al. (1988), and Cerri et al. (1984).

Statistical analysis - The statistical analysis of data was accomplished through software
GraphPad PRISM® 5.00 software release for Windows (La Jolla, CA, USA). For comparison
between the two groups was used the Student's t test when data were parametric test and the
Mann-Whitney for data non-parametric. In all the cases, the data were considered significant

for the value of p < 0.05.

RESULTS

Demographic data and intensity of S. mansoni infection of the study population -The
characterization of the study population is performed in Table 1. From forty-two people who
were present in the county house, thirty-eight (90.5%) participated in this study and reported
contact with contaminated cercariae water. Of these, thirty-four (89.5%) had eggs of S.
mansoni feces and four (10.5%) had negative examination of feces. According to criteria
mentioned earlier, twenty-four patients were excluded of the study and ten patients were
considered as presenting acute phase of schistosomiasis. In the acute group (ACT), there were
no significant differences in age between females and males (23.0 £ 7.8 and 19.8 *+ 4.5 years
old, respectively, p value = 0.45) and the intensity of infection did not differ in relation to
gender, (205.6 = 318.5 and 98.4 + 70.7 eggs/g of feces, respectively, p value = 0.50). The
ACT group presented parasite load ranging from 8 to 768 eggs per gram of feces (152.0 +
224.7) (Table 1).
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Clinical manifestations of acute schistosomiasis - The main clinical data are shown in Table
3. The clinical manifestations of schistosomiasis vary from light up to severe intensity. Two
patients exhibited serious clinical symptoms and required hospitalization owing to the
severity of the disease. The patients reported the onset of symptoms 20-30 days after water
exposure. Headache and fever (60.0% and 50.0%, respectively) were the most common
symptoms among patients with the acute phase of schistosomiasis, followed by diarrhea and
weight loss (both 40.0%). Other clinical symptoms/signals also have found such as
nausea/vomiting, abdominal pain, cough, asthenia, facial edema (each one with frequency of

30%) as well as urticaria and cercarial dermatitis (both 10%).

Hepatic function of patients with acute schistosomiasis - The evaluation of the hepatic
function of ACT group through of hepatic enzymes measurement, including ALT, AST and -
GT demonstrated that the acute patients presented normal levels of these enzymes according
to reference values and there no were any significant differences between the analyzed

parameters as they were compared to those presented by non-infected individuals (Table 2).

Hematological profile of patients with acute schistosomiasis - The main findings related to
the hematological profile from ACT group are illustrated in Fig. 1 and 2. The analysis of
hematological profile in ACT group showed a significant reduction in the concentration of
hemoglobin as well as an increase in the total leukocytes count as compared to non-infected
individuals. Increased total leukocytes were reflected in the absolute values of lymphocytes
and eosinophils that also were augmented in ACT group as compared to NI group. No
significant difference was found between these two groups in another analyzed parameters
such as number of erythrocytes, percentage of hematocrit and absolute values of neutrophils
and monocytes.

The Table 3 reported the main features observed in different human studies about acute phase
of schistosomiasis mansoni performed in distinct brazilian states such as Pernambuco, Sergipe
and Minas Gerais. Although in these studies the frequency of exposed/infected individuals
was similar ranging 90-100% and the incubation period have also occurred in comparable
time such 20-30 days, we have observed strongly heterogeneous findings between these
studies. Nonetheless, our study demonstrated some features similar those found by Barbosa et

al.,, 2001b in parameters like fever (50% and 54%, respectively), cough (30% and 33%,
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respectively) and urticaria (10% and 8%, respectively). However, in another features our data
presented distinct results like headache (60% and 33%, respectively) and diarrhea (40% and
25%, respectively).

Ultrasonographic analysis - The Table 4 showed the most important ultrasonographic
features from ACT group in comparison to healthy volunteers. Our data demonstrated that
ACT group presented some statistically significant differences as compared to NI group:
medium increase in the measurement (in mm) of longitudinal left/right lobe of liver (117.4 +
19.7 and 99.0 + 12.3 or 150.1 + 18.2 and 102.2 + 16.0, respectively), size of longitudinal
spleen (110.6 £ 16.3 and 91.2 + 12.7, respectively) as well as dimension of Hilar portal vein
wall (3.4 = 1.0 and 1.5 £ 0.3, respectively). Periportal lymph node enlargement was observed
in six of seven patients (85.7%). The periportal lymph nodes were larger, round or ovoid in
shape and sharply defined with thin halos surrounding hypoechoic areas (Fig. 3). Another
ultrasonographic feature also observed was incipient periportal echogenic thickening namely

as grade I fibrosis (Fig. 4).

DISCUSSION

The transmission of S. mansoni may vary depending on the ecology of the disease and
the social standing of the population in which it occurs. The prevalence and intensity of the
infection is subject to cultural practices, specific for each locality or situation and usually
associated to economic, domestic or leisure activities (Barbosa & Barbosa 1998, Barbosa et
al. 2001).

During the last decades the traditional epidemiological pattern showed a tendency to
change. Accelerating migration from the countryside to cities threatened to overwhelm
existing water and sanitation systems, and to increase urban schistosomiasis (Suassuna &
Coura 1969, Sturrock 2001, Enk et al. 2003). In Brazil, outbreaks of acute schistosomiasis,
especially in urban areas, were observed and documented with a certain frequency (Ferreira et
al. 1960, 1966, Coura et al. 1970, Neves 1992, Rabello 1995, Barbosa et al. 2001, Enk et al.
2003). The increase of acute schistosomiasis cases also indicates that a non-immune fraction
of the population became exposed to the disease (Enk et al. 2003, Enk et al. 2004, Massara et
al. 2008).
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The incidence of the acute form of schistosomiasis mansoni is certainly
underestimated. This illness has been mainly described as a disease of travelers (Lunde &
Ottsen 1980, Evergard et al. 1990, Rabello 1995). Many scientific publications concerning
this acute disease refer to groups of tourists, fishermen or sailors originally from a non-
endemic country who have visited a tropical zone (Lunde & Ottsen 1980, Evergard et al.
1990, Rabello 1995). However, as schistosomiasis is a focally distributed disease (Pessoa &
Amorim 1957, Kloetzel 1989, Rabello 1995), the acute form is also diagnosed in inhabitants
from endemic countries who do not live in endemic areas. Nevertheless, acute disease is
seldom recognized in infected patients from endemic areas. According to Lambertucci (1993),
acute schistosomiasis is most marked in primary infection in non-immune individuals. Among
people living in endemic areas the acute phase may pass undiagnosed. It has been suggested
that in endemic conditions exposure to infection occurs early in life, symptoms would be
inconspicuous and diagnosis not suspected.

The clinical features of the initial phase of schistosomiasis mansoni present a wide
spectrum (Garcia-Palmiere & Marcial-Rojas 1962, Rocha et al. 1996) and the relative
contribution of host and parasite factors in the pathogenesis of the disease is as yet not
completely elucidated (Diaz-Rivera et al. 1956, Hiatt et al. 1979, Greco et al. 1987, Rocha et
al. 1996). According to Neves (1986), the clinical forms of the disease will depend on the
interaction of at least three sequences of events, all of them determined on the basis of animal
experimentation and on fundamentals of human pathology: (a) the evolution phase of the
worms, whether before or after oviposition and the deposition of eggs in the tissues; (b) the
organ predominantly involved by young or mature worms and by their eggs; and (c) the type
and the qualitative/quantitative deviation of the total and local host response to antigenic
products derived from the disintegration of schistosomula, adult worms and their eggs.

The main clinical findings presented in our study such as headache, fever, diarrhea and
weight loss were consistent with those found by others authors (Rabello 1995, Barbosa et al.
2001, De Jesus et al. 2002, Enk et al. 2003). Different intensities of clinical manifestation are
observed in patients with acute schistosomiasis, some of them evolve with a relatively severe
picture while others develop mild symptoms. In our study, we have also observed a similar
profile.

The development of non-apparent clinical form characterized by blood eosinophilia

and a positive immediate cutaneous reaction in the initial phase of the S. mansoni infection
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was described by Rocha et al. (1993). According to previous data in the literature (Gazzinelli
et al. 1985, Rocha et al. 1996, Barbosa et al. 2001, De Jesus et al. 2002), in our study, patients
with acute phase of schistosomiasis had a significant increase in the absolute number of
eosinophils in comparison to preceding data that has reported the absolute values of
cosinophils in peripheral blood of healthy individuals ranging 400 to 600 cells/mm’
(Babapulle 2003). In parasitic diseases such as schistosomiasis mansoni, the event of
eosinophilia starts after the exposure larvae of the parasite, being this event attributed to the
increase of production of cytokines (Cluterbuck et al. 1989, Weller 1992). Experimental
studies have shown that the eosinophilia would be induced by type 2-cytokines as interleukin
(IL)-4, IL-9, IL-13 and mainly by IL-5 (Cara et al. 2000). According to Rocha et al. (1996),
the eosinophilia may be considered a possible pathogenic factor in acute schistosomiasis. The
specific granules of the eosinophil contain lysosomal hydrolases as well as several cationic
proteins like the major basic protein (MBP) (Gleich et al. 1973, Rocha et al. 1996), the
eosinophil cationic protein (ECP) and a neurotoxin, the eosinophil-derived neurotoxin (EDN),
besides a peroxidase (Weller 1991, Rocha et al. 1996). The MBP in low concentrations is
toxic to schistosomula but this action is non-selective since mammalian cells can also be
damaged (Gleich et al. 1979, Butterworth et al. 1979, Rocha et al. 1996). Both peroxidase and
ECP are also toxic for helminths and mammal cells (Jong et al. 1981, Ackerman et al. 1985,
Rocha et al. 1996). The cytolysis or degranulation of eosinophils with the release of granule
proteins can contribute to the genesis of local pathological alterations causing dysfunction or
damage to the cells, especially when a great number of eosinophils is involved (Gleich et al.
1984, Weller 1991, Rocha et al. 1996).

In the present study, we have also evaluated the liver function of acute schistosomiasis
patients through the dosage of enzymes such as ALT, AST and y-GT. Contrasting other
studies in literature (Barbosa et al. 2001, de Jesus et al. 2002) we did not observed changes in
any of the enzymes evaluated, suggesting that the function hepatocellular be preserved or
minimally compromised.

In patients with intestinal and hepatointestinal form of schistosomiasis has been
observed that the evidence of liver function are normal. In those patients already carrying the
hepatosplenic form, the evidence of liver function, especially those related to protein
metabolism were in general changed, but rarely the liver function is compromised in full

degree. Only after repeated blood spoliation, in the terminal stage of illness, there is strong
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involvement of the liver parenchymal. According to some authors, when occurs a liver cell
damage there is an increase of ALT and AST, but in the S. mansoni infection this type of
injury is not commonly observed (Kardorff et al. 1997, Aquino et al. 2000). On the other
hand, the most important cause of y-GT increase is the chronic stimulation of the microsomal
fraction of hepatocytes and the presence of cholestasis (Alves-Junior et al. 2003). According
to Martins & Borges (1993), the chronic stimulation of the microsomal occurs only in patients
with hepatosplenic form of schistosomiasis. Kardorff et al. (1997) observed that the increase
of y-GT occurs only in patients with severe periportal fibrosis, irregular texture liver and
collateral vessels. The fact of the patients evaluated in this study was in the acute phase S.
mansoni infection and did not show no significant changes described above could be an
explanation for the normal serum levels of the hepatic enzymes measured.

Two up to eight weeks after a first contact with natural water infested by Schistosoma
cercariae, susceptible infected patients may present a syndrome comprising a period of 2 to 30
days of fever, diarrhea, toxemia and weakness, weight loss, abdominal pain, cough, mialgya,
and arthralgia, edema, urticaria, nausea/vomiting and hepatosplenomegaly (Coura and
Amaral, 2004). Until recently, acute schistosomiasis diagnosis was only based on
epidemiological and clinical features, presence of S. mansoni eggs in stools and eosinophilia.
However, the diagnosis becomes a challenge to the physicians owing to the non-specificity
symptoms as well as the lack of positivity for S. mansoni eggs in feces from acute patients in
ealier stage of the infection. In this context, abdominal ultrasound can be a complementary
tool to assist the diagnoses of the S. mansoni infection. The ultrasonographic findings
presented in this study were consistent with those described by Barata et al. (1999).
According to this report, ultrasonographic evaluation showed non-specific increase in the size
of liver, incipient periportal echogenic thickening besides of easily lymph nodes identified in
the periportal region. The authors have also performed a histological liver analysis from
hepatic biopsies of three patients and the data demonstrated that the periportal thickening seen
on ultrasound was probably produced by inflammatory infiltration of the portal tracts caused
by schistosomiasis, which disappeared after treatment with oxamniquine. However, liver
biopsy is an invasive procedure that is seldom justified.

It is important to mention that the ultrasonographic features of the lymph nodes, liver

and spleen in acute schistosomiasis, although highly sensitive, are not pathognomonic of
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acute schistosomiasis and are also seen in other infectious diseases such as acute hepatitis and
other viral diseases (Forsberg et al. 1986, Giorgio et al. 1986, Rabello et al. 1994).

Normal abdominal lymph nodes are usually not visualized by sonography. Neoplastic
lymph nodes are generally rounded and hypoechoic, sometimes with an irregular shape and
borders (Marchal et al. 1985, Vassalo et al. 1992, Rabello et al. 1994). Lymphomas can also
affect periportal and peripancreatic lymph nodes, but there is generally an extensive
involvement of other abdominal lymph nodes, mainly retroperitoneal, that is almost anechoic
and usually rounded. In this circumstance, the liver and spleen are enlarged and can show
focal lesions (Vassalo et al. 1992, Rabello et al. 1994). Patients with acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS) can also show hepatoesplenomegaly and abdominal
lymphadenopathy, but the echogenicity of the liver is usually increased. Tumors related to
AIDS, such as Kaposi’s sarcoma, have also been reported as a cause of lymphadenopathy
(Yee et al. 1993). Mesenteric and periportal lymphadenomegaly is a common finding in
blastomycosis and these are almost anechoic (Rabello et al. 1994).

In conclusion, the data presented here suggest that clinical/laboratorial parameters and
ultrasonographic observations of diffuse enlargement of the liver and spleen and moderate-to-
severe enlargement of periportal lymph nodes, although not specific, are consistent with the
identification of acute clinical schistosomiasis mansoni and provide a reliable tool for the

clinical/sonographic diagnosis of this disease.
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Table 1. Characterization of the study group

ANEXOS

Subjects
Parameter Total Evaluated Acute patients
individuals  Individuals P
Number of subjects (%) 42 (100%) 38 (90.5%) 10 (23.8%)
Age
Range 01 -65 01 - 65 14 - 31
Mean + SD 224+£152 225+15.5 21.4+6.2
Median 21.5 20.5 22.5
Gender
Female 25(59.5%) 22 (57.9%) 05 (50.0%)
Male 17 (40.5%) 16 (42.1%) 05 (50.0%)
Examination parasitological
Negative -— 04 (10.5%) 0
Positive -—-- 34 (89.5%) 10 (100%)
Egg counts (eggs/g of feces)
Range -— 0-768 8-768
Mean + SD -—-- 50.8+132.2 152.0+224.7
Median — 10.0 86.0
Table 2. Hepatic serological tests of the study group
Hepatic Enzymes Non-infected Acute
individuals patients
n=9) (n=8)
ALT (alaline amino transferase) 125+11.2 8.6 5.5
(3-50 U/mL)’
AST (aspartate amino transferase) 18.7+£5.9 23.0+£6.7
(12-46 U/mL)"
v-GT (gamma-glutamyl transferase) 23.4+£9.9 33.9+£16.6

(9-61 U/L)

Values are represented as mean + standard deviation
Reference values
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Table 3. Main features observed in different human studies about acute phase of

schistosomiasis mansoni

Barbosa et al., Barbosa et al., de Jesus et al., Costa-Silva et al.,

Parameters 2001a 2001b 2002 2009
Number of patients 11 12 31 10
Locality/State Ilha de Itamaraca Escada Aracaju Igarapé
Pernambuco Pernambuco Sergipe Minas Gerais

Exposed/infected 92% 100% 92% 90%
Incubation period (days) 15-30 20 20-30 20-30
Headache 36% 33% 87% 60%
Fever 100% 54% 90% 50%
Diarrhea 64% 25% 81% 40%
Cough 91% 33% 91% 30%
Abdominal pain 64% N.E. 93% 30%
Urticaria 18% 08% N.E. 10%
Cercarial dermatitis 100% N.E. N.E. 10%
Hepatomegaly 75% N.E. 35% 86%
Transaminases (increase) 36% N.E. 38% N.L.

N.E. - not evaluated
N.L. - normal levels
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FIGURE LEGENDS
Fig. 1: Analysis of hematological profile (hemoglobin-g/dL, erythrocytes/mm’ and
percentage of hematocrit) from patients with the acute phase of schistosomiasis mansoni
(ACT=10) and non- infected individuals (NI=09). The results are expressed in box-plot
format. The box stretches from the lower hinge (defined as the 25th percentile) to the upper
hinge (the 75th percentile) and therefore contains the middle half of the scores in the
distribution. The median is shown as a line across the box. Therefore 1/4 of the distribution is
between this line and the top of the box and 1/4 of the distribution is between this line and the

bottom of the box. Significant differences (connecting lines) were considered at p<0.05.

Fig. 2: Analysis of hematological profile (total and differential leucocyte counts) from
patients with the acute phase of schistosomiasis mansoni (ACT=10) and non- infected
individuals (NI=09). The results are expressed in box-plot format highlighting the gap of 50%
of data set measurement for absolute values in mm’ of each leucocyte subset analyzed.

Significant differences (connecting lines) were considered at p<0.05.

Fig. 3: Representative ultrasonographic images of periportal lymph nodes in patients with
acute schistosomiasis. The arrows indicate larger lymph nodes, ovoid in shape (a) and
rounded (b) with thin halos surrounding hypoechoic areas. Ultrasonographic analysis was

performed with a Nemio SSA/550* machine (Toshiba).

Fig. 4: Representative ultrasonographic images of liver from acute schistosomiasis patient (a)
and healthy volunteer (b). The arrows indicate incipient periportal echogenic thickening (a)
and no periportal echogenic thickening (b). Ultrasonographic analysis was performed with a

Nemio SSA/550% machine (Toshiba).
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Figure 2
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Figure 3

Figure 4
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RURAL TOURISM AND ESQUISTOSOMIASIS

Rural tourism: a risk factor for schistosomiasis transmission in Brazil

Martin Johannes Enk', Graciela Larissa Amaral®, Matheus Fernandes Costa e Silva®’, Denise Silveira-
Lemos’, Andréa Teixeira-Carvalho®, Rodrigo Correa-Oliveira®, Giovanni Gazinnelli’, Paulo Marcos
Zech Coelho*, Cristiano Lara Massara®

'Laboratério de Esquistossomose, “Laboratério de Helmintologia e Malacologia Médica, *Laboratdrio
de Imunologia Celular e Molecular, ‘Laboratério de Doenga de Chagas, Centro de Pesquisa René

Rachou/Fiocruz. Av. Augusto de Lima, 1715 —30.190.0-02 - Barro Preto — Belo Horizonte, Brasil —

This article reports an outbreak of acute schistosomiasis among 38 tourists who rent a country
house in the district of Igarape, metropolitan region of Belo Horizonte, Brazil, during a
holiday period. A total number of 32 individuals proofed positive for Schistosoma mansoni.
Results of stool examinations revealed individual egg counts per gram of feces (epg) for S.
mansoni ranging from 4 to 768 epg with a geometric mean egg count of 45.

Financial support: Fapemig, Centro de Pesquisas René¢ Rachou/Fiocruz
Corresponding author: marenk@cpqrr.fiocruz.br

The most frequent clinical symptoms were: abdominal pain (78.1%), headache (75.0%), fever
(65.6%), dry cough (65.2%) and diarrhea (59.4%). A malacological survey of the area, where
22 specimens of B. glabrata were collected, revealed 3 (13.6%) specimens eliminating
Schistosoma cercariae. This investigation reconfirms a recently described pattern of infection
with schistosomiasis resulting in the acute form of the disease, connected to rural tourism,
which contributes to the spread of the disease among middle-class people and into non-
endemic areas. The lack of specific knowledge about acute schistosomiasis among health
services causes besides the increased number of unnecessary diagnostic procedures delays in
accurate diagnosis and treatment, resulting in considerable discomfort for the patients.

Key words: Schistosoma mansoni, acute schistosomiasis, rural tourism, epidemiology,
diagnosis.
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Schistosomiasis mansoni is one of the most important endemic diseases in Brazil and
is considered to affect mostly low income populations. The disease is prevalent in 519 out of
the 853 municipalities in the state of Minas Gerais, with an estimate number of 1,000,000
infected people in an area of 300,000 km’ (Katz 1998). Noteworthy, Katz & Peixoto, (2000);
Coura & Amaral, (2004); Amaral et al. (2006) had remarked a decreased morbidity of
schistosomiasis due to available large scale chemotherapy combined with a decreased
prevalence of the disease and, paradoxically, with territorial expansion.

The rural tourism industry has become a new source of income for many families in
the countryside and in metropolitan regions in Brazil. In essence this type of activities
transformed many rural properties, prior based on agricultural activities, into leisure resorts,
which depend on tourists who rent them during weekends or holidays. Furthermore the
increasing interest in rural properties for leisure and recreation purposes by the middle and
upper class of nearby population centers raised the value of these rural properties, resulting in
an elimination of these small agricultural producers. Unfortunately, such leisure areas lack
basic sanitation infra-structure, which implicates negative impacts for the environment,
resulting in pollution and contamination with infective agents. Hence, schistosomiasis
transmission is favored, among other diseases associated with lack of basic sanitation new
patterns of dissemination can be observed: socially, as the disease affects high income
populations and, geographically, since visitors of those water collections may establish new
schistosomiasis foci in non-endemic areas.

Together with the development of tourism business and lack of basic sanitation infra-
structure, schistosomiasis cases have been frequently recorded in several Brazilian regions
(Barbosa et al, 2000, 2001a e b; de Jesus et al, 2002; Tomé et al, 2003; Enk et al, 2003, 2004;
Massara et al, 2008). Many of the people, who have never been exposed to the disease can
develop its acute form. Unfortunately, most of these clinical cases are not recorded at local
health units, since patients reside and look for medical advice in urban centers of origin. On
the other hand acute schistosomiasis is in many of the cases self limiting disease and therefore
passes unnoticed by health services.

The present article is aimed to assess a Schistosoma mansoni infection outbreak in the

metropolitan region of Belo Horizonte that occurred in the context of rural tourism.
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Material and methods

Patients — A group of 42 people living in the area named Jardim Industrial in the city
of Belo Horizonte, state of Minas Gerais (MQG), Brazil, rent a country house during the
carnival holidays in 2006. The group comprising of 25 women and 17 men with a mean age
of 22.4 and median of 21.5 years, ranging between 1 and 65 years belonged to the same
family. Four patients refused to participate, resulting in 38 patients included in the study.

Local Features — The country house is located in the city of Igarape, metropolitan

region of Horizonte (MG), approximately 30 km from the capital’s center. The house is
constantly rented for leisure activities at weekends and holidays and, among other facilities,
there is a natural swimming pool supplied by a local brook (Fig. 1). Part of the brook water
runs into showers (Fig. 2) and, then, into a pond in front of the house (Fig. 3). The country
house lacks of a proper sewage disposal system.

Malacological Survey - A specialized team of the Rene Rachou Research Center/

Fiocruz, Belo Horizonte, MG, visited the area, two months after being informed about the
occurrence, in order to identify possible foci of contamination and to carry out a systematic
collection of water snails in the area of the country house. The collected mollusks were sent
alive to the Laboratory of Helminthiasis and Medical Malacology for both morphological
(Paraense, 1975) and molecular (Vidigal et al 1998) identification. Further analysis included
search for infection S. mansoni, which was carried out by means of exposure to artificial light
for cercarae elimination and examination under light microscopy after smashing the mollusks.

Parasitological Examination — After previous anamnesis of all participants, carried out

by the responsible physician of the research team, a coproscopical analysis of one stool
sample of each participant was carried out. A number of six slides per patient were analyzed

according to the Kato-Katz method (Katz et al, 1972).

Results

Malacological Survey — A total number of 25 water snails were collected of which

twenty-two were identified as Biomphalaria glabrata and three as Lymnae. Three (13.6%) of
the B. glabrata snails, were eliminating S. mansoni cercariac. Two of this specimens, were
collected from the water channel supplying the swimming pool, and the other one from the

water channel supplying the shower.
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Parasitological Diagnosis — Out of the 38 patients who declared to have contact with

water in the country house, 32 (84.2%) showed S. mansoni eggs in feces and 6 (15.8%) were
negative for S. mansoni infection. A number of 16 of the positive patients were diagnosed and
treated by another institution (confirmed by their medical records) and the remaining 16, who
were diagnosed in our Institution, showed individual eggs counts per gram of feces (epg)
ranging from 4 to 768, with a geometric mean of 45 epg. The remaining six participants
(15.8%) showed negative stool examinations for schistosomiasis. (Table). Three of the 38
patients reported previous S. mansoni infection and treatment in the past. Of these, two
showed S. mansoni eggs in their feces and did not present any symptoms.

The sixteen patients diagnosed by our Institution were treated according to the
recommendation of the Brazilian Ministry of Health with praziquantel using a single dose of
50 mg/kg.

Symptoms — According to the medical records and our own anamnesis, out of the 32
positive patients, 07 (21,9%) reported dermatitis, 21 (65,6%) fever, 19 (59,4%) diarrhea, 17
(53,1%) vomit, 25 (78,1%) colic, 20 (62,5%) cough, 18 (56,3%) weight loss, 24 (75,0%)
headache, 19 (59,4%) asthenia, 15 (46,9%) facial edema, 10 (31,3%) urticaria (Figure 4).

Three of the patients were admitted to the local hospital due to the severity of the symptoms.

Discussion

The frequency of acute schistosomiasis outbreaks is increasing in Brazil. Several
occurrences are reported from the metropolitan region of Belo Horizonte (Enk et al, 2003,
2004; Massara et al, 2008), Recife (Barbosa et al 2000, 2001a, 2001b), Aracaju (de Jesus et
al, 2002), and in the countryside of Sdo Paulo (Tomé et al, 2003). The present study confirms
this observation and corroborates previous reports of increasing schistosomiasis transmission
especially in urban areas, where people, mostly from the middle and upper class, who have
never been in contact with the disease, are getting infected and suffer from the acute form of
schistosomiasis.

Since the 1990s, the rural tourism business has increased in metropolitan regions
(Ferreira 2008). Hotels, farms and country houses for rent, often located in schistosomiasis
endemic areas offer besides a normal recreation program a wide range of adventure and
ecological activities. In order to maintain the healthy, natural and untouched aspect of the

environment, which attracts the tourists, the leisure facilities are mostly supplied with natural
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water without prior treatment and in many cases do not have proper infra-structure for basic
sanitation, which constitutes an important factor of maintaining the transmission of the
disease. In this context infection may occur directly at the leisure facility or during adventure
and ecological activities, whenever contact to natural water sources is established. This
situation contributes, until now little perceived, to the dissemination of the disease, and, more
obvious, to appearance of sometimes severe cases of acute schistosomiasis, whenever non-
immune individuals become infected.

The complex association among geographical, biological, socio-economical and
medical conditions hampers the effort to diagnose schistosomiasis accurately. Adding this to
the fact that these infected patients, who show unspecific symptoms, seek medical advice in
non-endemic areas, and neither the physician nor the patient suspect schistosomiasis as a
hypothesis of diagnosis, explains the numerous and sometimes unnecessary diagnostic tests as
well as retarded and often inadequate treatment (Enk et al 2003). In the present investigation,
the Centro de Pesquisa René Rachou (René Rachou Research Center) was informed about a
possible schistosomiasis transmission by an attentive physician who was performing
abdominal ultrasound in one of the patients.

Bearing in mind that acute schistosomiasis normally is a self-limiting disease
aggravates the situation, because many cases may escape undetected. This also represents a
permanent risk of contamination for water snails, the intermediate host of schistosomiasis
inhabitating fresh water collections of non-endemic areas that will later eliminate cercariae
into water and, thus, contribute to establish the disease in new areas and disseminate
schistosomiasis.

We hope that our findings contribute to raise awareness of this increasing pattern of
schistosomiasis transmission, which has occurred among medium-class individuals visiting
endemic areas. This issue should be addressed to both the medical class and the whole

population.
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Fig. 1 — General view of the site and the swimming pool
supplied with natural water

Fig. 2 — Open canal connecting natural water reservoirs
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Fig. 3 — Pond receiving all water of the country house
and its surroundings
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Fig. 4: Distribution of symptoms among the 32 S. mansoni-positive individuals
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TABLE
Distribution of age and gender among 42 visitors of a country house and the 32 individuals

positive for S. mansoni

Age Individuals Positive Individuals
male female total male female total
0-15 5 11 16 4 9 13
15]-30 6 10 16 4 7 11
30[-45 5 2 7 5 2 7
> 45 1 2 3 1 0 1
Total 17 25 42 14 18 32
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