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RESUMO 

 
 
A patologia associada à infecção pelo S. mansoni em seres humanos tem identificado as 

citocinas como um importante fator associado com o desenvolvimento da fibrose periportal, 

principal conseqüência deste processo. Neste estudo nós avaliamos a expressão de citocinas 

pelos linfócitos de pacientes com fibrose periportal antes e dois anos após o tratamento com 

praziquantel. Amostras de sangue periférico de 19 voluntários, residentes em áreas 

endêmicas, infectados com S. mansoni foram coletadas antes e após quimioterapia específica. 

Pacientes foram examinados através de ultra-som abdominal e classificados em grupos de 

acordo com a presença ou ausência de fibrose. Células brancas do sangue foram analisadas 

por citometria de fluxo após 5 horas de estimulação in vitro com antígenos solúveis de ovos 

(SEA) ou de vermes adultos (SWAP), e foram marcadas com anticorpos monoclonais para 

interferon-gama (IFN-γ), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e interleucinas IL-4, IL-5, IL-

8, IL-10 e IL-12. O tratamento específico diminuiu significativamente o número absoluto de 

linfócitos IL-12+, IFN-γ+, TNF-α+, IL-8+, IL-4+, IL-5+ e IL-10+ produzidos nas culturas 

controle e SWAP. Em resposta ao SEA, somente o número de linfócitos IL-8+(p=0,0017) e 

IL-4+(p=0,0294) diminuiu significativamente. Considerando o impacto da estimulação 

específica SEA/C na expressão das citocinas, nossos resultados demonstram que, nos 

pacientes com fibrose, houve um significante aumento dos linfócitos TNF-α+(p=0,0409), IL-

8+(p=0,0253) e IL-5+(p=0,0097) após o tratamento. Observamos ainda, neste mesmo grupo, 

uma razão diminuída de linfócitos IL-10+/IL-5+ e de IL-10+/IFN-γ+, antes e após o tratamento. 

Em resumo, nossos dados estão de acordo com a hipótese de que indivíduos portadores de 

fibrose periportal perderam a capacidade de modular a resposta imune aos antígenos do ovo 

do Schistosoma. Esse indivíduos produzem citocinas Th1 e Th2, com um predomínio da 

resposta Th2, representada por um aumento do número de linfócitos IL-5+ e por uma razão 

TNF-γ+/IL-5+ diminuída, no contexto de uma baixa produção de IL-10, o que poderia explicar 

a manutenção da fibrose periportal após a quimioterapia com praziquantel.  

 

Palavras-chave: esquistossomose, fibrose periportal, citocinas intracelulares, IL-5, resposta 

celular 
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ABSTRACT 

 
 
Pathology associated with schistosome infection in humans has identified cytokine response 

as an important factor in developing the disease being periportal fibrosis the major 

consequence of this process. In the present study we evaluated the expression of intracellular 

cytokine profile of schistosomiasis patients with periportal fibrosis, before and two year after 

treatment with praziquantel. Peripheral blood samples were collected from nineteen 

volunteers infected with Schistosoma mansoni and living in an area endemic for the disease, 

prior to and two years after treatment with praziquantel. Subjects were examined by 

abdominal ultrasound and classified into groups according to the presence or absence 

pathology. White blood cells (WBC) were analyzed by flow cytometric after short in vitro 

stimulation with soluble antigens from schistosome eggs (SEA) and adult worm (SWAP) and 

were stained with monoclonal antibodies against interferon-gamma (IFN-γ), tumour necrosis 

factor alpha (TNF-α), interleukin(IL)-4, IL-5, IL-8, IL-10, and IL-12. Treatment with 

praziquantel decreased significantly the absolute number of lymphocytes IFN-γ+, TNF-α+, IL-

8+, IL-4+, IL-5+, e IL-10+ produced in culture in the absence of Ag stimulation and in response 

to SWAP. Concerning the SEA, the number of lymphocytes IL-8+ (p=0,0017) and IL-4+ 

(p=0,0294) decreased significantly in the study population. Considering the impact of the 

specific stimulation (SEA/C or SWAP/C), before and after treatment, on the intracitoplasmic 

cytokines expression in lymphocytes, our results demonstrated that in patients with persistent 

fibrosis the specific treatment led to a significant increase in the number of lymphocytes TNF-

α+ (p=0,0409), IL-8+ (p=0,0253) and IL-5+ (p=0,0097) in the presence of SEA. The lower IL-

10+/IL-5+ and IL-10+/IFN-γ+ T-cell ratio was selectively observed in individuals with fibrosis 

persistent when compared to patients without fibrosis, before and after treatment. Taken 

together, our data are consistent with the hypothesis that individuals with fibrosis lost the 

ability to modulate the immune response to egg antigens of Schistosoma. Such individuals 

display a mixed Th1/ Th2 cytokines pattern, with a predominance of Type-2 response, that is 

highlighted by an increase in the number of lymphocytes IL-5+ and lower TNF-γ+/IL-5+ T-

cell ratio, besides impaired levels of IL-10 synthesis, which could explain the maintenance of 

fibrosis after chemotherapy with praziquantel. 

 

Key-words: schistosomiasis, periportal fibrosis, intracellular cytokine, IL-5, cellular response 
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1 INTRODUÇÃO 

 
A esquistossomose mansônica é uma endemia parasitária típica das Américas, Ásia e 

África. Chegou ao Brasil com os escravos africanos trazidos pela Colônia Portuguesa, mas há 

referências da doença muito antes dessa época. Ovos do esquistossomo — helminto do gênero  

Schistosoma que causa essa endemia — foram encontrados em múmias chinesas de mais de 

dois mil anos. No século XXI, a doença ainda é um problema grave de saúde pública (Katz & 

Almeida, 2003). 

 A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que a esquistossomose acometa 200 

milhões de pessoas em 74 países. No Brasil, acredita-se que são cerca de seis milhões de 

infectados, encontrados, principalmente, nos estados do Nordeste e em Minas Gerais, que 

concentram mais de 70 % dos casos no país (WHO 2002, FUNASA 1999 e Drummond et al., 

2006). A aplicação de medidas técnico-políticas, nos campos de saneamento básico, saúde e 

educação, seria fundamental para o controle e erradicação desta parasitose (Gazzinelli et al., 

2006). 

Aproximadamente 4 milhões de pessoas infectadas e não tratadas desenvolvem a 

forma clínica hepatoesplênica. Uma patologia resultante da inflamação induzida pelo ovo no 

sistema porta. A fibrose periportal resulta de um acúmulo excessivo de proteínas da matriz 

extracelular no espaço porta, que leva a uma hipertensão portal grave e esplenomegalia. A 

morbidade crônica é o impacto principal da esquistossomíase na saúde do paciente; e pode ser 

resultado de repetidas infecções e desenvolvimento de seqüelas não-fatais, porém, 

debilitantes. Embora a doença esteja em expansão, houve uma redução da mortalidade 

causada pela forma hepatoesplênica da esquistossomose, provavelmente devido a implantação 

do Programa de Controle a Esquistossomose na década de 70 (PCE), todavia, a morbidade 

ainda é considerada elevada (Cota et al., 2006; Lapa et al., 2006; de Farias et al., 2007). A 

quimioterapia exerce o papel principal no controle e redução da morbidade nas áreas 

endêmicas (WHO, 1993). Na África e nas Américas as únicas drogas usadas no controle da 

doença são: Oxamniquine e Praziquantel. Este último é hoje o tratamento adotado para a 

esquistossomíase, preferência esta que se explica pelo preço razoável e pela própria atividade 

do medicamento contra todas as espécies do parasito. Uma única dose oral de 40 mg/kg, 

geralmente, é suficiente para alcançar taxas de cura entre 60-90% e redução de 90-95% no 

número médio de ovos excretados (WHO, 1998).  

O homem adquire a infecção quando entra em contato com águas contaminadas pelas 

cercárias liberadas pelos caramujos. Na pele do homem, a penetração é consumada pela ação 
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lítica e pela ação mecânica devido aos movimentos intensos da larva. Nesse processo, que 

pode durar até 15 minutos, a cercária perde sua cauda. Depois de atravessar a pele, ela passa a 

ser chamada de esquistossômulo. Os esquistossômulos são adaptados ao meio interno 

isotônico do hospedeiro definitivo e penetram em seus vasos sangüíneos ou nos vasos 

linfáticos. Muitos deles são eliminados pelo sistema imune, os demais conseguem chegar até 

o coração e os pulmões e, posteriormente, migram para o sistema porta, onde tornam-se 

adultos. O ciclo evolutivo se completa quando os vermes adultos migram contra corrente 

circulatória para as veias mesentéricas do hospedeiro, principalmente, a mesentérica inferior e 

iniciam a postura de ovos no nível da submucosa. Desta, após seis dias, os ovos chegam à luz 

intestinal e são liberados para o exterior (Pearce & MacDonald, 2002), os que não alcançam o 

lúmen intestinal são levados pela circulação porta e ficam presos na parede intestinal e no 

fígado, e são circundados por uma resposta granulomatosa do hospedeiro. A deposição 

contínua de ovos induz uma resposta inflamatória crônica, que pode variar de acordo com a 

intensidade de infecção (Boros, 1989). 

A patogenia da esquistossomose mansoni depende de uma série de fatores: a 

linhagem do parasito, a idade, o estado nutricional e a imunidade do hospedeiro e, 

principalmente, a carga parasitária, ou seja, a quantidade de parasitos que infectou o indivíduo 

(Boros, 1989; Butterworth, 1998). A intensidade de infecção, avaliada pelo número de ovos 

excretados por grama de fezes (opg), depende de vários fatores epidemiológicos tais como a 

prevalência da infecção, a freqüência e intensidade de contato com a água (Gazzinelli et al., 

2001). As reinfecções em áreas endêmicas são constantes e aumentam até os vinte anos de 

idade diminuindo progressivamente a partir da segunda década de vida. Estas observações 

têm sugerido o desenvolvimento de imunidade contra reinfecções, uma vez que tal fato não 

poderia ser explicado apenas por uma diminuição de exposição ao parasita, que também pode 

ocorrer com a idade (Butterworth et al., 1985; Wilkins et al., 1987; Gryseels, 1994). Também 

é possível identificar um pequeno grupo de indivíduos de área endêmica que apesar de 

apresentar história de contato permanente com águas contaminadas com cercárias, não se 

infecta e apresenta exames de fezes persistentemente negativos. Esses indivíduos são 

putativamente resistentes à infecção/reinfecção e foram denominados normais endêmicos 

(Bahia-Oliveira et al., 1992; Viana et al., 1994, 1995; Corrêa-Oliveira et al., 2000). 

A esquistossomose mansônica produz quatro condições clínicas: doença aguda e três 

formas crônicas (intestinal, hepatointestinal e hepatoesplênica). A forma aguda é uma doença 

febril debilitante (Katayama fever) que pode ocorrer antes do aparecimento dos ovos nas 

fezes, o que acontece de 4 a 6 semanas após a infecção, e é caracterizada por manifestações 
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toxêmicas durante a migração da larva e no período inicial de postura de ovos. Alguns 

indivíduos após a exposição podem apresentar manifestações cutâneas do tipo urticária, além 

de hepatomegalia (Boros, 1989). Nos indivíduos residentes em áreas endêmicas a fase aguda 

é, geralmente, assintomática, porém, essa síndrome febril, acompanhada de fraqueza, náusea, 

vômitos, diarréia, perda de peso e marcante eosinifilia é vista em pessoas que não têm historia 

de contato prévio, e se infectam após viagem para áreas endêmicas (Lambertucci et al., 2000; 

Pearce & MacDonald 2002; Meltzer, 2006). Durante a fase aguda, bem menos estudada que a 

doença crônica, níveis elevados de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) foram detectados no 

plasma, além da liberação espontânea de grandes quantidades de interleucina (IL)-1 e IL-6 

pelas células mononucleares do sangue periférico (PBMC) (de Jesus et al., 2002).  

Após as manifestações da fase aguda, quando estas ocorrem, a infecção progride para 

a fase crônica. A forma clínica intestinal é a mais frequentemente encontrada em pacientes 

infectados. Nesta forma, os sintomas são geralmente brandos: com perda de apetite, dispepsia 

e desconforto abdominal. Embora não existam estudos detalhados relacionados à forma 

hepatointestinal, pacientes portadores dessa forma clínica apresentam uma hepatomegalia não 

associada à esplenomegalia. A forma hepatoesplênica é a forma mais conhecida da doença 

crônica, que acomete uma porcentagem pequena da população infectada, variando de 1 a 

10%, dependendo da área de estudo (Bina & Prata, 2003). Esta forma caracteriza-se pelo 

aumento considerável do baço e do fígado devido à fibrose periportal central e periférica, que 

pode levar a complicações significativas como hipertensão porta, mielite, hipertensão 

pulmonar e cor pulmonale (Lambertucci et al., 2000). A intensidade de infecção é um fator 

que pode afetar a gravidade da doença, particularmente em crianças; entretanto, esse fator 

parece importante quando existe uma predisposição genética do indivíduo infectado 

(Mohamed-Ali et al.,1999; Dessein et al., 1999a). Embora, tenha sido sugerido que o maior 

risco de desenvolvimento de formas mais graves seja nos indivíduos que apresentam maior 

intensidade de infecção, comunidades bem definidas, com semelhantes níveis de exposição, 

apresentam diferenças marcantes na prevalência dessas formas (Fulford et al., 1991, 1998). 

Essas informações sugerem que outros fatores poderiam estar influenciando a progressão da 

forma clínica assintomática para as formas mais graves.  

Na década de 80, tornou-se possível identificar e avaliar nos trabalhos de campo a 

fibrose hepática utilizando-se o ultra-som portátil. Tornou-se claro então que o exame físico 

não refletia o estagio da doença. Alguns pacientes que ao exame ultrasonográfico 

apresentavam diferentes graus de ecogenicidade, expressão da  fibrose periportal,  não eram 

diagnosticados no exame clínico devido a ausência de hepato- e esplenomegalia. Abdel-
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Wahab e colaboradores, 1989, foram os primeiros a determinar o grau de hipertensão portal 

utilizando a medida da espessura da veia porta (Abdel-Wahab et al., 1989). Outro estudo 

conclusivo mostrou que ultrassonografia era tão sensível quanto as biópsias do fígado para 

diagnosticar a doença, e diferenciá-la de outras patologias hepáticas não relacionadas à 

infecção pelo parasito Schistosoma. Com isto, tornou-se claro que a utilização deste aparelho 

forneceria um método mais sensível e de menor custo para avaliar a fibrose de Symmers nas 

populações endêmicas (Homeida et al., 1988). Ao longo dos anos, vários pesquisadores 

desenvolveram critérios para gradação da fibrose hepática através deste exame, sendo 

classificada em: grau 0 (< 3 mm), grau 1 (3 - 5 mm), grau 2 (>5 - 7 mm), e grau 3 (> 7 mm). 

Portanto, o diagnóstico por imagem realizado através do exame de ultra-som é um método 

seguro, de menor custo, facilmente aplicado, reproduzível e padronizado para comparações da 

gravidade da doença no mesmo paciente em diferentes épocas ou, em diferentes pacientes 

durante um estudo da população. (Homeida et al., 1988; Doehring-Schwerdtfeger et al., 1989; 

WHO, 1991; Abdel-Wahab et al., 1992; De Jesus et al., 2000; Alves-Oliveira et al., 2006). 

Na verdade, os fatores que levam algumas pessoas a desenvolver fibrose periportal associada 

à forma hepatoesplênica são pouco entendidos. 

Uma possível associação entre o desenvolvimento da resistência ou susceptibilidade à 

infecção ou morbidade pelo S. mansoni e a presença de subpopulações T CD4+ Th1 e Th2 

vem sendo intensamente investigada. Na esquistossomose murina, a resposta do tipo Th1 está 

associada com proteção à  infecção, enquanto que a resposta do tipo Th2 correlaciona-se com 

a morbidade induzida pelos ovos do parasita. Já na esquistossomose humana, a dicotomia 

Th1/Th2 na resistência a infecção e morbidade não é tão evidente. A proteção a reinfecção 

após quimioterapia, está associada a produção de IgE, portanto Th2,  mas os eventos que 

levam à morbidade ainda são uma incógnita (Hagan et al., 1991; Butterworth, 1998). Há 

indícios de que deficiências nos mecanismos de imunorregulação, com predominância da 

resposta Th1, estariam envolvidos na patogenia da esquistossomose  levando ao 

desenvolvimento da fibrose hepática (Henri et al., 2002). Entretanto, indivíduos normais 

endêmicos, putativamente resistentes, secretam níveis elevados de IFN-γ após estímulo 

antigênico, sugerindo que a resistência natural à infecção é dependente, além de IgE, também 

de uma resposta do tipo Th1 (Viana et al., 1995; Correa-Oliveira et al., 2000). Além disso, 

existe evidência de que altos níveis de IgG4 anti-SEA estão associados à presença de fibrose 

periportal (Silveira et al., 2002). Portanto, a esquistossomose ilustra a complexidade e o limite 

do paradigma Th1/Th2, dependendo do modelo utilizado. 
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Com relação às citocinas do tipo 1, o IFN-γ é uma citocina considerada 

antifibrogênica, que regula a produção de proteínas de matriz extracelular (ECMP) no local da 

inflamação e aumenta a atividade da colagenase no fígado estimulando a síntese de 

metaloproteases (Duncan & Berman, 1985; Kovacs et al., 1991; Mallat et al., 1995; Poli, 

2000; Henri et al., 2002; Dessein et al., 2004). Também foi demonstrado, in vitro, que o IFN- 

γ, através de um mecanismo pós-transcricional, causa uma marcante diminuição nos níveis de 

RNAm de pró-colágeno I e III (Czaja et al., 1987). Estudos demonstraram que a produção de 

IFN-γ por células mononucleares do sangue periférico é muito baixa em indivíduos com a 

forma intestinal da doença (Viana et al., 1994; Zwingenberger et al., 1991). Por outro lado, 

culturas PBMC de indivíduos não-infectados residentes em áreas endêmicas produziram 

grande quantidade de IFN- γ (Viana et al., 1994). 

A produção do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) é um evento chave na 

inflamação que ocorre nas doenças infecciosas em seres humanos (Raziuddiun et al., 1993; 

Marguerite et al., 1999). Na esquistossomose humana, o TNF-α tem efeitos pleiotrópicos na 

resposta imune contra o parasito, ele pode tanto atuar no desenvolvimento da fibrose 

contrabalanceando os efeitos protetores do IFN-γ (Henri et al., 2002; Booth et al., 2004), 

como pode estar negativamente associado à fibrose periportal (Talaat et al., 2007).  

As citocinas tipo 2, tais como IL-4, IL-5 e IL-13 têm um importante papel no 

desenvolvimento da fibrose hepática, predominando como padrão na resposta imune dos seres 

humanos e murinos apresentando infecção crônica pelo S. mansoni (Magalhães et al., 2004; 

de Jesus et al., 2000). A IL-5, uma citocina Th2, reguladora de eosinófilos, está associada 

com resistência à reinfecção em seres humanos por S. haematobium (Hagan et al., 1985) e por 

S. mansoni (Roberts et al., 1993; Medhat et al., 1998). Em camundongos, a IL-13 e a IL-4 

estão envolvidas com a formação do granuloma, enquanto a IL-13 é o mediador chave da 

fibrose (Chiaramonte et al., 1999, 2001), enquanto em seres humanos altos níveis de IL-13 

foram associados com a presença de fibrose moderada/grave (Alves-Oliveira et al., 2006; 

Martins-Leite et al., 2008). 

O envolvimento da IL-10 na modulação da resposta proliferativa de PBMC de 

pacientes com esquistossomose crônica foi descrita previamente por diversos autores (Araújo 

et al., 1996; King et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Falcão et al., 1998; Montenegro et al., 

1999; Hoffmann et al., 2002) e esses autores sugerem que a deficiência de IL-10 nas formas 

graves da doença pode estar relacionada com a patogênese da esquistossomose. De forma 

controversa, alguns autores encontraram uma associação positiva entre IL-10 e a presença de 
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fibrose, na infecção pelo S. mansoni (de Jesus et al., 2004) e pelo S. japonicum (Coutinho et 

al., 2007).   

A interleucina-12 (IL-12), uma citocina pró-inflamatória produzida principalmente por 

células dendríticas (DC) e macrófagos, induz a produção de IFN-g, favorece a diferenciação 

de células T naive em células Th1 e faz uma ligação entre imunidade inata e a imunidade 

adaptativa, sendo produzida durante o início das reações da imunidade inata contra 

microrganismos intracelulares e estimulando respostas de imunidade adaptativa que protegem 

o hospedeiro contra estes microrganismos (Ma & Trinchieri, 2001; Trinchieri, 2003). Não está 

claro, na esquistossomose, como os ovos do parasito induzem uma resposta Th2, mas algumas 

evidências apontam para a sua habilidade de inibir a maturação de células dendríticas e 

produção de IL-12 (Pearce & MacDonald, 2002). Durante o período patente da doença 

esquistossomótica, as células dendríticas sofrem um processo de maturação, mediado pela 

ligação do CD40, que é essencial para a iniciação da resposta Th2 (MacDonald et al., 2002).  

A ativação de linfócitos T e a produção de citocinas por células imunes não podem ser 

avaliadas de forma isolada durante a infecção. A resposta imune é um somatório de eventos 

que envolvem o recrutamento de células para o foco da lesão, a produção de fatores 

quimiotáticos, estabelecimento de fatores imunoreguladores (supressores) e a expressão de 

receptores de superfície capazes de direcionar populações celulares específicas e 

fundamentais no estabelecimento de um microambiente necessário a uma resposta imune 

eficiente. A formação de granulomas, especialmente a migração e ativação inicial dos 

diversos tipos celulares para o sítio de reação ao redor dos ovos do S. mansoni retidos nos 

tecido do hospedeiro, depende da produção local de quimiocinas produzidas por células do 

sistema imune. As quimiocinas são pequenas citocinas com atividade quimiotática para 

células  com natureza diversa, sobretudo as do sistema imune, mas também atuam na ativação 

celular e regulação da resposta imune (Murphy, 1994; Mackay, 2001; Zlotnik & Yoshie 

2000).  

Alguns estudos têm mostrado o papel das quimiocinas na esquistossomose. Dados 

obtidos de modelos murinos sugerem que as quimiocinas determinam o tipo e a intensidade 

do infiltrado inflamatório durante a resposta granulomatosa contra antígenos do ovo (Qiu et 

al., 2001). Falcão e colaboradores (2002), avaliando a expressão e possíveis funções das 

quimiocinas, MIP-1α, IL-8 (CXCL8) e RANTES, durante infecção por Schistosoma mansoni 

em seres humanos, sugerem que elevadas concentrações de MIP-1α no plasma podem 

caracterizar um subgrupo de pacientes com grande risco de desenvolver a forma mais grave 

da doença.  
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Existem muitas evidências na literatura de que a erradicação da infecção pela 

quimioterapia leva a uma diminuição da carga parasitária, bem como à regressão da fibrose 

confirmada pelo exame de ultrassom (Homeida et al., 1991; Doehring-Schwerdtfeger et al., 

1992; de Jesus et al., 2000; Andrade et al., 2006; Cota et al., 2006), bem como das formas 

hepatoesplênicas (Katz et al., 1977; Prata et al., 1980; Bina & Prata, 1983; de Jesus et al., 

2004; Cota et al., 2006). A partir destas evidências a quimioterapia tem se tornado o método 

central de controle da esquistossomose humana e foram decisivas para que a Organização 

Mundial de Saúde, em 1985, passasse a indicar o controle da morbidade através do tratamento 

em massa, em um documento intitulado: “Lutte contre la schistosomiasis” (WHO, 1985).  

Durante muito tempo, apenas drogas antimoniais eram confiáveis para a quimioterapia 

contra esquistossomose.  A descoberta do tártaro emético (tartarato de antimônio e potássio) 

em 1918 representou um avanço para o tratamento da doença e foi o ponto de partida para a 

busca de novos compostos sintéticos contra o parasito. Uma grande variedade de diferentes 

compostos com diversos mecanismos de ação foram descobertos durante o século passado. As 

três drogas: metrifonato, oxamniquine e praziquantel podem ser usadas para tratamento em 

massa em diferentes partes do mundo (Cioli et al., 1995). Estudos comparativos da eficácia 

terapêutica entre praziquantel e oxaminiquine mostrou que o primeiro medicamento foi mais 

eficiente (Ferrari et al., 2003). Contudo, no momento, o praziquantel é a droga de escolha 

para o tratamento, pois entre as três drogas citadas acima, somente ele é efetivo contra todas 

as espécies de Schistosoma; outro motivo é que o custo do medicamento baixou devido ao 

aumento de consumo e competição no mercado, hoje sendo fabricado por muitos laboratórios, 

inclusive nas formas genéricas. E, o mais importante, o praziquantel é uma droga segura, com 

efeitos colaterais leves e transitórios, desaparecendo dentro de 24 horas. A dose recomendada 

varia de 40 - 60mg/Kg peso corporal, a menor é geralmente usada contra S. mansoni e S. 

haematobium, enquanto a maior é especialmente recomendada para S. japonicum e S 

.mekongi  Algumas vezes foi mostrado que a freqüência e a gravidade dos efeitos colaterais 

pode ser correlacionado com a intensidade de infecção, medida pelo número de ovos nas fezes 

antes do tratamento, sugerindo que a reação pode ser em função dos vermes mortos e dos 

produtos por eles liberados. Resistência ao medicamento observada em Senegal e no Egito e 

em testes laboratoriais foi descrita na literatura, porém, o grau de tal resistência é 

invariavelmente pequeno; por isso é muito difícil que esta falta de sensibilidade ao 

praziquantel possa ter qualquer significado clínico substancial, mas deve servir como um sinal 

de alerta e ajudar no monitoramento das áreas endêmicas, onde o medicamento é usado em 

massa (Cioli, 2000; Doenhoff et al., 2002; Cioli & Pica-Mattoccia, 2003). Estudos realizados 
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com camundongos, para testar a susceptibilidade dos estágios larvais do S. mansoni aos 

esquistossomicidas praziquantel e oxamniquine, sugeriram que a falha terapêutica pode 

resultar quando o tratamento é feito em hospedeiros reinfectados recentemente, em virtude 

dos mesmos apresentarem formas migrantes e imaturas do parasito, as quais são 

particularmente resistentes aos esquistossomicidas (Silva et al., 2003; Grandiere-Perez et al., 

2006). 

Algumas evidências mostram que a quimioterapia com praziquantel induz uma 

mudança na resposta imune humoral e celular de indivíduos infectados (Grogan et al., 1996; 

Mutapi et al., 1998; Reimert et al., 2006; Walter et al., 2006). Algumas dessas mudanças 

levaram a uma proteção parcial contra a infecção pelo S. mansoni envolvendo respostas do 

tipo Th2 (Reimert et al., 2006; Walter et al., 2006). De forma controversa, a persistência de 

fibrose após o tratamento, na infecção pelo S. japonicum, também, foi associada às citocinas 

Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) (Coutinho et al., 2007).  

A resposta imune individual ao Schistosoma é altamente variável e as razões pelas 

quais alguns indivíduos infectados progridem para as formas clínicas mais graves da doença 

permanecem pobremente entendidas. Muitos fatores podem contribuir para a heterogeneidade 

da resposta imune e da manifestação da doença observada na esquistossomose humana. Seres 

humanos experimentam diferentes padrões de exposição e intensidade de infecção, além de se 

submeterem a tratamentos ocasionais, fatores estes que podem afetar a resposta imune e o 

desenvolvimento da doença nos seres humanos.  

Nesse estudo, nós avaliamos o efeito do tratamento com praziquantel na morbidade 

causada pelo Schistosoma mansoni e na produção de citocinas intracitoplasmáticas em células 

do sangue periférico de indivíduos submetidos ao exame parasitológico de fezes e de ultra-

som, visando à identificação da fibrose periportal. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Apesar da existência de alguns trabalhos na literatura que avaliam aspectos específicos 

da resposta imune na esquistossomose mansoni humana, ainda não está claro quais são os 

mecanismos imunológicos envolvidos no estabelecimento das várias formas clínicas da 

doença, inclusive quais seriam os eventos iniciais que poderiam influenciar o 

desenvolvimento de um quadro de fibrose moderada ou acentuada durante a evolução da 

doença. Dessa forma, estudos adicionais precisam ser desenvolvidos para o esclarecimento 

dessas questões. 

O tipo de abordagem utilizada durante o estudo, empregando-se leucócitos de sangue 

periférico, permite traçar um perfil da resposta imune dos indivíduos infectados, 

possibilitando identificar as populações celulares produtoras das citocinas a serem 

pesquisadas. Essa possibilidade é muito interessante, uma vez que, em sua maioria, as 

técnicas de estimulação in vitro convencionais, acabam não permitindo este tipo de avaliação.  

É relevante considerar ainda que, tendo em vista a participação de citocinas na regulação da 

resposta imune, a habilidade de se detectar a expressão de citocinas por um determinado tipo 

celular é fundamental para que se obtenha simultaneamente informações precisas sobre a 

freqüência e as características fenotípicas de uma célula respondedora a um estímulo 

específico. A avaliação de citocinas produzidas por diferentes populações celulares 

contribuirá para o conhecimento da participação dos componentes do sistema imune em 

mecanismos patológicos na esquistossomose. 

Já se demonstrou que a prevalência das formas clínicas mais graves da 

esquistossomose varia de forma considerável entre diferentes áreas endêmicas (Doehring-

Schwerdtfeger et al., 1990; Gryseels & Poldeman, 1987; Barbosa et al., 1995; Martins et al., 

1998; Bina & Prata, 2003; Naus et al., 2003). Embora dados da literatura evidenciem que o 

risco de desenvolvimento de formas mais graves da patologia seja maior naqueles indivíduos 

expostos a uma maior intensidade de infecção (Siongok et al., 1976), comunidades distintas 

bem caracterizadas, apresentam diferenças marcantes na prevalência dessas formas, apesar da 

intensidade semelhante de infecção (Fulford et al., 1991). Essas informações sugerem que, 

além da intensidade de infecção, outros fatores como idade, estado nutricional, aspectos 

genéticos e tipo de resposta imune desencadeada durante a doença, poderiam estar 

influenciando a progressão para formas mais graves da esquistossomose (Malaquias et al., 

1997; Webster et al., 1997; Martins-Filho et al., 1997; Degu et al., 2002; Silveira et al., 2002; 
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Caldas et al., 2000; Naus et al., 2003). É importante considerar ainda que na esquistossomose 

mansoni humana, o papel da resposta imune do tipo 1 e 2 durante a infecção permanece ainda 

controverso (Corrêa-Oliveira et al., 1998; Booth et al., 2004; Magalhães et al., 2004). Nesse 

contexto, o estudo da expressão de marcadores de superfície celular, citocinas 

intracitoplasmáticas e outros elementos do sistema imune serão de grande valia para 

identificação de componentes imunes celulares envolvidos no desenvolvimento dos 

mecanismos imunopatológicos evidenciados durante a doença. 

Além disso, as informações disponíveis sobre os complexos mecanismos imunes que 

participam do desencadeamento de fenômenos imunopatológicos na esquistossomose, 

incluindo-se tipo de resposta celular, citocinas, fatores quimiotáticos e de adesão celular são 

derivados, em sua maioria, de modelos murinos. Embora uma parte considerável do 

conhecimento atual das bases imunológicas de muitos processos infecciosos tenha sido 

elucidada, inicialmente, através de modelos murinos, têm-se observado diferenças marcantes 

nos fenômenos imunológicos presentes durante a infecção esquistossomótica em modelos 

animais e no homem (Fallon, 2000). Ainda é escassa a literatura  sobre os mecanismos 

imunes humanos, relacionados ao desenvolvimento da patologia esquistossomótica.  

Além disso, o estudo aqui proposto, no qual se pretende analisar a resposta imune 

antes e após o tratamento quimioterápico específico, o torna extremamente importante diante 

de evidências que sugerem a redução da fibrose após tratamento. O tipo de abordagem 

proposta certamente contribuirá para uma melhor compreensão dos mecanismos imunológicos 

envolvidos no desencadeamento da doença, na sua progressão e regressão. Além disso, 

considerando-se a necessidade de se ampliar a compreensão dos fenômenos imunopatológicos 

na esquistossomose mansoni humana, este trabalho constitui ferramenta importante para 

estabelecer proposições futuras, visando o controle da patologia em indivíduos infectados. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Associar o perfil de citocinas intracitoplasmáticas de linfócitos com o grau de fibrose e 

intensidade de infecção (carga parasitária) antes e dois anos após tratamento com 

praziquantel.  

 

3.2 Objetivos Específicos  

 
Ø Avaliar a intensidade de infecção dos indivíduos portadores de esquistossomose 

residentes em área endêmica pelo método Kato-Katz  

Ø Determinar o grau de fibrose periportal por ultra-sonografia.  

Ø Analisar o perfil de citocinas IFN-gama, TNF-alfa, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10 e IL-12 

produzidos por linfócitos em resposta aos antígenos solúveis de ovo (SEA) e de verme 

adulto (SWAP). 

Ø Verificar a relação entre a produção de citocinas e grau de fibrose.  
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4 METODOLOGIA 

 
O estudo descrito neste trabalho foi aprovado pelos Comitês de Ética da Fundação 

Oswaldo Cruz (Instituto René Rachou) e da UNIVALE. O consentimento escrito dos 

pacientes, parentes ou responsáveis foi indispensável para que os mesmos participassem do 

estudo. Todos os indivíduos podiam se retirar do estudo quando desejassem, sem prejuízo ou 

dano no atendimento clínico e tratamento terapêutico.  

 

 

4.1 Caracterização da população 

 

Oitenta e três indivíduos foram selecionados entre os residentes de Caju (município de 

Ponto dos Volantes, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais). A esquistossomose é endêmica 

nesta área e outros parasitas intestinais, tais como: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, 

e espécies de Ancylostoma e Entamoeba foram encontrados na população. Cada indivíduo foi 

submetido a repetidos exames de fezes usando o método Kato Katz (Katz et al. 1972) e teve 

seu grau de fibrose determinado por ultrassom. Os exames ultrassonográficos foram 

realizados por médicos especialistas que não tinham conhecimento prévio dos resultados dos 

exames de fezes. Foram coletados 20ml de sangue para os ensaios imunológicos. O 

praziquantel na dose de 50 mg/Kg foi administrado a todos os indivíduos cujo exame revelou 

a presença de ovos do S. mansoni nas fezes. Todos os procedimentos foram repetidos dois 

anos após o tratamento. As análises de fenotipagem das células do sangue periférico foram 

realizadas numa amostra de 19 voluntários, que puderam ser acompanhados em um estudo 

longitudinal. A tabela 1 mostra a caracterização destes indivíduos segundo idade, intensidade 

de infecção, presença de fibrose e sexo antes e dois anos após o tratamento. Os critérios de 

inclusão foram: idade compreendida entre 10 e 65 anos, residência na área durante 48 meses, 

sem histórico de uso de anti-helmíntico nos últimos dois anos, conclusão dos exames 

propostos. Os critérios de exclusão foram: gravidez definida por exames laboratoriais; 

qualquer outra doença sistêmica significativa crônica ou aguda que pudesse interferir nos 

resultados dos métodos propostos; anemia significativa, definida como hemoglobina menor 

que 10g/dl (Stolzfus & Dreyfuss, 1998). 
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Tabela 1: Caracterização da amostra estudada em relação à idade, intensidade da infecção 
pelo S. mansoni, fibrose e sexo, antes e dois anos após o tratamento com praziquantel. 
 

 Sexo 
Tratamento N Idade* OPG* 

Pos 
(n) 

Neg 
(n) 

FIB 
 (+) Masc Fem 

Antes 19 37 ± 16 99,6 ± 109,8 18 01 13 08  11  

Após 19 39 ± 16 36,0 ± 8,49 02 17 10   

*média aritmética ± desvio padrão; (opg) número de ovos por grama de fezes; (n) número de 
indivíduos; (pos) positivo; (neg) negativo; (FIB) fibrose; (Masc) masculino e (Fem) feminino.  

 
 

4.2 Exame parasitológico de fezes 

 
 A presença e número de ovos do parasito por grama de fezes foram determinados 

através do exame de duas lâminas das amostras de fezes de cada paciente de acordo com o 

método Kato-Katz (Katz et al. 1972). Foram coletadas três amostras fecais por paciente. A 

contagem de ovos é resultado da média aritmética das três determinações e definida como opg 

(ovos por grama de fezes). Os exames são rotineiramente realizados pelos técnicos do Núcleo 

de pesquisa em Imunologia da UNIVALE, em Governador Valadares. 

 
 

4.3 Exame ultrassonográfico 

 
 Os pacientes foram submetidos à ultrassonografia abdominal usando um aparelho 

portátil HITACHI EUB-200. Dos indivíduos que atenderam ao convite para o exame de ultra-

som, foram excluídos os menores de 06 anos, pois é acima dessa faixa etária que as alterações 

periportais podem ser identificadas. O diâmetro das veias porta e mesentérica, tamanho do 

fígado e baço e espessamento da parede dos ramos portais central e periférico foram avaliados 

segundo Homeida et al. 1988, Abdel-Wahab et al. 1992, Doehring-Schwerdtfeger et al. 1992. 

Nesse estudo adotou-se a classificação da Organização Mundial de Saúde (1991) para avaliar 

a morbidade pela infecção pelo S. mansoni: grau zero, espessamento da parede dos ramos 

periportais menor que 3 mm; grau 1, fibrose entre 3-5 mm; grau 2, fibrose entre 6-7 mm; e, 

grau 3, > 7 mm.  

O impacto da quimioterapia sobre a fibrose periportal foi avaliado dois anos após o 

tratamento. As alterações no grau de fibrose são mostradas na tabela 2, e podem ser resumidas 

como se segue: dos três indivíduos com fibrose grau 2, todos reverteram a fibrose para grau 1; 

dos dez indivíduos com fibrose grau 1, três reverteram para grau 0 e sete permaneceram com 
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grau 1; dos seis indivíduos com fibrose grau 0, todos permaneceram com o mesmo grau de 

fibrose. Pode-se observar uma total reversão da fibrose moderada ou grau 2 (0/3, 100%), uma 

leve redução da fibrose incipiente (3/10, 30%) e conseqüentemente, um pequeno aumento no 

número de indivíduos sem fibrose (6/9, 37,5%).  

 
Tabela 2: Transições do grau de fibrose dos 19 indivíduos residentes em 
Caju, dois anos após o tratamento com praziquantel. 

 

  eco 2   

  0 1 2 Total 

0 6 0 0 6 

1 3 7 0 10 

2 0 3 0 3 

 
eco 1 

Total 9 10 0 19 
eco 1 = ecogenicidade periportal antes do tratamento; 
eco 2 = ecogenicidade periportal dois anos após tratamento 

 

 

4.4 Preparação de antígenos 

 

Os antígenos solúveis do parasito foram preparados segundo método descrito por 

Gazzinelli et al. (1983). Os vermes adultos e ovos foram coletados de camundongos albinos 

swiss infectados com cercárias da cepa LE do S. mansoni após seis semanas de infecção. 

Vermes adultos ou ovos foram triturados em salina 1,7% utilizando-se um homogeneizador 

com pistão de teflon (Poter). O homogenato resultante foi centrifugado a 50.000g durante 1 

hora a 4oC. O sobrenadante foi coletado e dialisado contra salina fisiológica (0,85%) por um 

período de 48 horas a 4oC, e em seguida, esterilizado utilizando-se filtro de 0,45µm (filter 

millex -HA- Millipore Products Division, Bedford, MA). Finalmente, a concentração de 

proteínas dos antígenos solúveis de ovo (SEA) e de vermes adultos (SWAP) foi determinada 

usando-se kit de BCA (Pierce, IL). As soluções antigênicas foram aliquotadas e conservadas 

à –70oC, para uso posterior nos ensaios de estimulação antigênica. 
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4.5 Detecção de citocinas intracelulares em linfócitos do sangue periférico, após 
estimulação breve in vitro  

 

Alíquotas de 500 µl de sangue periférico coletados à vácuo em tubos de 10mL 

contendo Heparina sódica (Vacutainer – BD, E.U.A.), foram adicionadas à quatro tubos de 

polipropileno de 5mL (Falcon – BD, E.U.A.), contendo 500µL de RPMI-1640 (GIBCO, 

E.U.A). Ao tubo 1 foi adicionado apenas meio de cultura, recebendo a denominação de 

cultura controle (CC). Ao tubo 2 foi adicionado SEA, apresentando uma concentração final de 

25 µg/mL. Ao terceiro tubo foi adicionado SWAP, apresentando uma concentração final de 

25 µg/mL. Ao quarto tubo foi adicionado 25 µL do éster de forbol PMA (acetato mirístico de 

forbol – SIGMA, E.U.A.), a partir de uma solução estoque de 1mg/mL diluída 1/1000 em 

RPMI-1640 (GIBCO, E.U.A.), concentração final de 25 ng/mL. O PMA sendo um 

estimulador inespecífico da resposta imune foi utilizado como controle de produção potencial 

de citocinas pelas células. A esse tubo foi adicionado também 1µL de Ionomicina (SIGMA, 

E.U.A.), 1mg/mL (concentração final de 1 µg/mL). A ionomicina mantém os níveis de cálcio 

intracelular altos, possibilitando um aumento na sensibilidade de detecção das citocinas. Os 

tubos de culturas 2 e 3 foram previamente incubados durante uma hora com SEA e SWAP, 

respectivamente, em estufa de CO2 com 5% de umidade a 37ºC (Forma Scientific E.U.A.). 

Em seguida, foi adicionado aos quatro tubos de cultura 10µL de Brefeldina A (SIGMA, 

E.U.A.), 1mg/mL (concentração final de 10 µg/mL). A utilização da Brefeldina A permite a 

retenção das citocinas no complexo de Golgi. As amostras foram incubadas por mais quatro 

horas  em estufa de CO2 com 5% de umidade a 37ºC em ambiente úmido. Após a incubação, 

100µL de EDTA (SIGMA, E.U.A.) 20mM, obtidos de uma solução estoque de 200mM, 

diluída 1/10 (concentração final de 2mM) foram adicionados diretamente às culturas. Esse 

procedimento bloqueia o processo de ativação posterior das células e garante a obtenção de 

resultados padronizados e comparáveis. Em seguida, as hemácias foram lisadas e os 

leucócitos fixados em 4mL de solução de lise comercial (Facs Lysing Solution – BD, E.U.A.) 

por dez minutos à temperatura ambiente. As células foram centrifugadas a 400g por dez 

minutos a 18 ºC, posteriormente, lavadas com 4 mL de tampão fosfato salino (PBS-W 

0,015M pH 7,4 contendo 0,5% de albumina sérica bovina-BSA e 0,1% de azida sódica - 

SIGMA, E.U.A.) e permeabilizadas com 6mL de tampão fosfato salino contendo saponina 

(PBS-P 0,015M pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sódica e 0,5% de saponina - 

SIGMA, E.U.A.) por dez minutos à temperatura ambiente. A suspensão celular foi 
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centrifugada à 400g,  por dez minutos à 18 ºC, quando novamente foi lavada com PBS-W. 

Posteriormente, 25µL das células permeabilizadas foram incubadas com 20µL do anticorpo 

anti-citocina (Tabela 3) marcado com PE, previamente diluído em PBS-P. As amostras foram 

incubadas durante trinta minutos ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. A reação foi 

conduzida em placas de 96 poços de fundo U (Falcon – BD, E.U.A.). Todo o protocolo foi 

realizado em condições estéreis, em capelo de fluxo laminar. Após a incubação, as células 

foram primeiramente lavadas com 150µL de PBS-P e, em seguida, com 200µL de PBS-W. 

No final, foram adicionados 200µL de solução fixadora MFF (Max Facs Fix). As amostras 

contendo a suspensão celular a ser analisada foram transferidas para tubos de 500µL (Thomas 

Laboratory Specialities, E.U.A.) e, posteriormente, utilizadas para aquisição de dados em 

citômetro de fluxo (FACScan - BD, E.U.A.). 

 
Tabela 3: Anticrpos utilizados para detecção de citocinas em linfócitos 
do sangue  periférico. 
 

Anticorpo Clone Concentração
Anti- IL-12 - PE C11.5.14      0,25 μg 
Anti- IL- IFN-gama - PE B27 0,25 μg 
Anti- IL-TNF-alfa - PE Mab11 0,25 μg 

Anti- IL-8 - PE AS14 0,25 μg 
Anti- IL-4 - PE MP4-25D2 0,25 μg 
Anti- IL-5 - PE TRFK5 0,25 μg 
Anti- IL-10 - PE JES3-9D7 0,25 μg 

 

 

4.6 Aquisição e análise de citocinas intracelulares de   linfócitos do sangue periférico por 
citometria de fluxo  

 
A imunofenotipagem celular foi avaliada em citômetro de fluxo (FACScan – Benton 

Dickinson, E.U.A.). Para aquisição e análise dos resultados foi utilizado o software do 

equipamento denominado Cell Quest. Foram coletados 30.000 eventos para a análise após 

estimulação breve in vitro. 

A identificação da população celular de interesse e a determinação do valor do 

porcentual de citocinas intracitoplasmáticas foi realizada através de um sistema de 

computador acoplado ao citômetro. A Figura 1 representa de forma esquemática, o método 

utilizado para análise desses resultados. O primeiro passo (Figura 1A) consistiu na 

identificação da população de linfócitos (E) selecionada por uma janela – “gate” (R1), através 

da construção de gráficos de distribuição pontual de autofluorescência, onde foi construído 
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um gráfico de tamanho celular (Fowar Scatter –FSC) versus granulosidade (Side Scatter – 

SSC). A figura 1B ilustra a detecção da citocina INF-γ na população de linfócitos no 

quadrante duplo positivo (Q2), em gráfico de tamanho (FSC) versus FL2 (INF-γ – PE). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 1: Análise de linfócitos do sangue periférico de um indivíduo por citometria de fluxo. (A) representa o 
perfil celular da população de linfócitos, selecionada no “gate” R1 em gráfico de tamanho (FSC) em função de 
granulosidade (SSC), após cultivo celular. (B) representa o perfil de análise da população de linfócitos positivos 
para IFN-γ  no quadrante duplo positivo (Q2), em gráfico de tamanho (FSC) versus FL2 (IFN-γ – PE). 
 
 

4.7 Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram organizados e analisados pelo programa GraphPad PRISM 

versão 5. As diferenças foram consideradas significativas ao nível de α < 0,05. Os resultados 

foram analisados através dos testes não paramétricos de Wilcoxon e de Mann-Whitney,  para 

grupos pareados e não-pareados, respectivamente.  O teste qui-quadrado (χ2) foi utilizado para 

análises de variáveis categóricas. As correlações entre as variáveis foram realizadas através da 

correlação de Spearman. 

R1

A B

R1

A B

R1R1

A B
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Relação entre idade, intensidade de infecção e sexo com fibrose periportal  

 

A relação entre intensidade de infecção e idade foi analisada na amostra de 19 

indivíduos antes e dois anos após o tratamento. Esses indivíduos foram distribuídos em dois 

grupos de acordo com as alterações visíveis aos exames da veia porta. Antes do tratamento, o 

grupo sem fibrose continha seis indivíduos que não mostraram evidências de fibrose hepática 

e não apresentaram qualquer alteração visível no fígado ou baço. A medida da espessura da 

veia porta desses pacientes foi menor que 3 mm, portanto, classificada como grau 0. O grupo 

com fibrose reuniu treze indivíduos, dos quais, dez apresentaram medidas de espessamento da 

veia porta entre 3-5 mm, fibrose considerada incipiente, grau 1 e três indivíduos tinham 

fibrose moderada apresentando espessura da veia porta entre 6-7 mm, grau 2. Dois anos após 

o tratamento, usando os parâmetros descritos acima, a amostra compreendia: 09 indivíduos 

sem fibrose e 10 indivíduos com fibrose incipiente, grau 1. 

Informações referentes à idade, intensidade de infecção e sexo, antes e após 

tratamento, relacionadas aos dois grupos são apresentadas na Tabela 4. Nossos resultados 

demonstram que, não houve diferença significativa no que se refere à idade entre os grupos 

antes e após o tratamento, contudo, a intensidade de infecção estava inversamente 

correlacionada com a idade (n=19, r=-0,473, p=0,041). Com relação à intensidade de infecção 

não houve diferença entre os grupos com e sem fibrose antes e após o tratamento. 

Comparando-se a intensidade de infecção entre os grupos com fibrose antes e após o 

tratamento observa-se uma redução significativa no número de ovos (p=0,0008). 

 
Tabela 4: Idade, intensidade de infecção e sexo dos indivíduos agrupados pela presença de 
fibrose periportal, antes e dois anos após o tratamento. 

                                                            ANTES                                           DEPOIS 
                                              SF                      CF                      SF                  CF 

Número de pacientes  06 13 09 10 
Idade (média ± DP) 30 ± 12 38 ± 17 33 ± 15 44 ± 15 
Variação de idade  15 - 45 15 - 62 16 - 56 18 - 63 
opg* (média ± DP) 66,0 ± 66,9  112,6 ± 122,2 ψ 0   36,0 ± 8,5 ψ 
Variação opg* 0-180 8 - 360 0 30-42 
ovos+/ovos- 5/1 13/0 0/9 2/8 
masculino/feminino 1/5 7/6 3/6 5/5 

*opg = média aritmética do número de ovos por grama de fezes ± desvio padrão; diferença entre os grupos ψ 
(p=0,0008) . *Nível de significância baseado no teste de Mann-Whitney. 
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5.2 Avaliação do perfil leucocitário dos indivíduos incluídos no estudo, antes e dois anos 
após o tratamento 

 
A população leucocitária do sangue periférico dos dezenove indivíduos foi 

caracterizada por meio da realização do hemograma, antes e após o tratamento. A Tabela 5 

mostra que somente os monócitos diminuíram significativamente após o tratamento (p= 

0,0313) em comparação aos valores referentes ao período anterior ao tratamento.  

 

Tabela 5: Perfil hematológico de leucócitos dos sangue periférico dos 19 indivíduos antes e 
dois anos após tratamento com praziquantel.  
 

 
Antes do tratamento  Depois do tratamento  

Global leucocitária (1x103 mm3) 7,89 ± 3,01  7,00 ± 1,94  

Linfócito absoluto (1x103 mm3) 2,62 ± 0,92 2,68 ± 0,62 

Monócito absoluto (1x103 mm3) 208 ± 136,2 a 149 ± 94,6 a 

Neutrófilo absoluto (1x103 mm3) 4,63 ± 2,04 3,79 ± 1,28 

Eosinófilo absoluto (1x103 mm3) 372,2 ± 476,2 368,3 ± 274,9 

Os valores estão expressos em média ± SD dos grupos de indivíduos. A letra a representa a 
diferença estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os dois períodos, baseada no teste de 
Wilcoxon.  

 
 

5.3 Avaliação da expressão de citocinas em linfócitos de indivíduos após breve incubação 
in vitro com antígenos derivados do S. mansoni 

 
Essas análises foram direcionadas para investigar os fatores imunológicos associados à 

patogênese da esquistossomose, bem como o efeito da quimioterapia na produção de citocinas 

dos dezenove indivíduos da amostra em estudo. Numa primeira abordagem, avaliou-se o 

impacto do tratamento em todo o grupo, independente da intensidade de infecção e da 

presença de fibrose. Num segundo momento, os indivíduos foram distribuídos de acordo com 

a intensidade de infecção, um grupo formado pelos indivíduos com número de ovos inferior a 

100 ovos por grama de fezes (opg < 100), e outro, com número de ovos maior ou igual a 100 

(opg ≥ 100). Finalmente, os indivíduos  foram agrupados pela presença (CF) ou ausência (SF) 

de fibrose. A expressão das citocinas IL-12, IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-5, IL-8 e IL-10 em 

linfócitos do sangue periférico foi comparada entre os grupos antes e após o tratamento. Essa 

abordagem foi realizada considerando o valor médio absoluto de linfócitos/mm3 para as 
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moléculas avaliadas, após incubação durante cinco horas, na ausência (CC = Controle) ou 

presença de antígenos solúveis de ovo (SEA) ou antígenos solúveis de vermes adultos 

(SWAP). Avaliamos ainda o impacto da estimulação antígeno-específica na expressão das 

citocinas através da razão entre os diferentes estímulos antigênicos (SEA ou SWAP) e as 

culturas controle (CC). 

 
 

 5.3.1 Efeito do tratamento na expressão de citocinas em linfócitos de indivíduos 
incluídos na amostra. 

 

 A figura 2 mostra o impacto do tratamento no grupo de 19 indivíduos que realizaram 

exame de sangue. De uma forma geral observa-se que o tratamento diminuiu a produção de 

todas as citocinas avaliadas nas culturas sem estímulo e estimuladas com SWAP. Por outro 

lado, nas culturas estimuladas com SEA, a expressão das citocinas foi pouco afetada pelo 

tratamento. Nas culturas controle (CC) observa-se a diminuição do número de linfócitos IL-

12+ (p=0,0187), IFN-γ+ (p=0,0121), TNF-α+ (p=0,0115), IL-8+ (p=0,0002), IL-4+ 

(p=0,0017), IL-5+ (p=0,0451) e IL-10+ (p=0,0035). Nas culturas estimuladas por SEA, 

apenas os linfócitos IL-8+ (p=0,0017) e os IL-4+ (p=0,0294) diminuíram significativamente 

dois anos após o tratamento. Já nas culturas estimuladas com SWAP, somente a produção de 

IL-12 (p=0,1387) não foi afetada, observando-se uma redução do número de linfócitos IFN-

γ+ (p=0,0031), TNF-α+ (p=0,0009), IL-8+ (p=0,0002), IL-4+ (p=0,0026), IL-5+ (p=0,0084) e 

IL-10+ (p=0,0162). 

 O efeito da estimulação antígeno-específica na expressão intracitoplasmática das 

citocinas IL-12, IFN-γ, TNF-α, IL-8, IL-4, IL-5 e IL-10 em linfócitos do sangue periférico dos 

indivíduos, antes (AT) e depois do tratamento (DT), foi analisado através da razão entre os 

diferentes estímulos antigênicos (SEA e SWAP) e as culturas controle (CC). A figura 3 

mostra um aumento na expressão de linfócitos IFN-γ+ (p=0,0280), IL-8+ (p=0,0009) e IL-5+ 

(p=0,0214) nas culturas estimuladas por SEA após o tratamento. Enquanto nas culturas 

estimuladas por SWAP observa-se uma diminuição no número de linfócitos TNF-α+ 

(p=0,0468). 
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Figura 2: Impacto do tratamento na expressão de citocinas IL-12, IFN-g, TNF-a, IL-8, IL-4, IL-5, IL-10 por 
linfócitos do sangue periférico dos indivíduos (n=19), antes do tratamento (barras brancas) e após o tratamento 
(barras pretas). Amostras de sangue total foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência (CC) ou presença de 
antígenos solúveis de ovos (SEA) ou antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) e na presença de brefeldina 
A (BFA). Os resultados das citocinas avaliadas nos linfócitos estão expressos como medianas do valor absoluto 
de linfócitos +/mm3. Os níveis de significância são baseados no teste de Wilcoxon. Valores significativos 
quando p < 0,05. 
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Figura 3: Expressão das citocinas IL-12, IFN-g, TNF-a, IL-8, IL-4, IL-5, IL-10 por linfócitos do sangue 
periférico dos indivíduos (n=19), antes do tratamento (barras brancas) e após o tratamento (barras pretas). 
Amostras de sangue total foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência (CC) ou presença de antígenos 
solúveis de ovos (SEA) ou antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) e na presença de brefeldina A (BFA). 
Os resultados estão expressos pela razão entre os valores encontrados nas culturas estimuladas e as culturas 
controle. Os níveis de significância são baseados no teste de Wilcoxon. Valores significativos quando p < 0,05. 
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5.3.2 Comparação entre a expressão de citocinas pelos linfócitos estimulados por 
diferentes antígenos de S. mansoni, antes e dois anos após o tratamento. 

 

Embora antes do tratamento não tenha sido observada diferença significativa na 

expressão de citocinas pelos linfócitos entre os estímulos específicos SEA/CC e SWAP/CC 

(Fig. 4); após o tratamento, encontrou-se um aumento no número de linfócitos IFN-γ+ 

(p=0,0015), TNF-α+ (p=0,0105), IL-8+ (p=0,0043), IL-4+ (p=0,0105), IL-5+ (p=0,0004) nas 

culturas estimuladas por SEA, quando comparadas às culturas SWAP.  
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Figura 4: Comparação da expressão das citocinas IL-12, IFN-g, TNF-a, IL-8, IL-4, IL-5, IL-10 por 
linfócitos do sangue periférico dos indivíduos (n=19), após estimulação específica por SEA (barras 
brancas) ou SWAP (barras pretas) antes (AT) e depois do tratamento (DT). Amostras de sangue total 
foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência (CC) ou presença de antígenos solúveis de ovos (SEA) 
ou antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) e na presença de brefeldina A (BFA). Os resultados das 
citocinas avaliadas nos linfócitos estão expressos como medianas do valor absoluto de linfócitos +/mm3. 
Os resultados estão expressos pela razão entre os valores encontrados nas culturas estimuladas e as 
culturas controle. Os níveis de significância são baseados no teste de Wilcoxon. Valores significativos 
quando p < 0,05. 

 

5.3.3 Análise da expressão de citocinas em linfócitos de indivíduos agrupados pela 
intensidade de infecção antes do tratamento. 

  

Considerando que a presença de vermes produzindo ovos pode modular a  produção 

de citocinas tipo 1 e tipo 2, avaliamos a  resposta celular dos indivíduos categorizados em opg 

< 100 (indivíduos com número de ovos inferior a 100 ovos por grama de fezes) e opg ≥ 100 

(indivíduos com número de ovos maior ou igual a 100) antes do tratamento. A figura 5 mostra 

que no grupo com alta intensidade de infecção (opg ≥ 100) houve uma maior expressão de 

linfócitos IL-4+ (p=0,0190) nas culturas estimuladas com SWAP quando comparado com o 

grupo com baixa intensidade de infecção. Na comparação entre os grupos, avaliando agora a 
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estimulação específica (SEA/CC ou SWAP/CC) não foi encontrada nenhuma diferença 

significativa na expressão de citocinas pelos linfócitos estimulados por SEA ou SWAP 

(Figura 6).  

Após o tratamento, não foi possível agrupar os indivíduos pela intensidade de infecção 

porque, entre os dezoito, somente dois deles estavam infectados .  
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Figura 5: Expressão de citocinas IL-12, IFN-g, TNF-a, IL-8, IL-4, IL-5 e IL-10 pelos linfócitos do sangue 
periférico de indivíduos com baixa (n=12) intensidade de infecção (opg<100 - barras brancas), e de indivíduos 
(n=06) com alta intensidade de infecção (opg ≥ 100 - barras pretas) antes do tratamento. Amostras de sangue 
total foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência (CC) ou presença de antígenos solúveis de ovos (SEA) ou 
antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) na presença de brefeldina A (BFA). Os resultados das citocinas 
avaliadas nos linfócitos estão expressos como medianas do valor absoluto de linfócitos +/mm3. Os níveis de 
significância são baseados no teste de Mann Whitney. Valores significativos quando p < 0,05. 
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Figura 6: Expressão de citocinas IL-12, IFN-g, TNF-a, IL-8, IL-4, IL-5 e IL-10 pelos linfócitos do sangue 
periférico de indivíduos com baixa (n=12) intensidade de infecção (opg<100 - barras brancas), e de indivíduos 
(n=06) com alta intensidade de infecção (opg ≥ 100 - barras pretas), avaliando estimulação específica, antes do 
tratamento. Amostras de sangue total foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência (CC) ou presença de 
antígenos solúveis de ovos (SEA) ou antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) na presença de brefeldina A 
(BFA). Os resultados estão expressos pela razão entre os valores encontrados nas culturas estimuladas e as 
culturas controle. Os níveis de significância são baseados no teste de Mann Whitney. Valores significativos 
quando p < 0,05. 
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5.3.4 Análise da expressão de citocinas em linfócitos de indivíduos agrupados de acordo 
com a presença de fibrose antes e dois anos depois do tratamento.  

 

Dados da literatura mostram que a fibrose periportal, que afeta de 5 a 10% de 

indivíduos infectados pelo S. mansoni, tem como causa o granuloma dependente de células T 

que se desenvolve ao redor dos ovos. Modelos experimentais de infecção tem mostrado que o 

granuloma e a fibrose são regulados por citocinas. Na avaliação da expressão de citocinas por 

linfócitos, antes e dois anos após o tratamento, os indivíduos foram categorizados pela 

presença de fibrose. Antes do tratamento, o grupo sem fibrose era formado por seis indivíduos 

e o grupo com fibrose continha 13 indivíduos, dez deles portadores de fibrose incipiente e três 

de fibrose moderada. Após o tratamento, nove indivíduos compunham o grupo sem fibrose, e 

dez, o grupo com fibrose, todos eles com fibrose incipiente ou do grau 1.  

Antes do tratamento não foi observada nenhuma diferença significativa na produção 

das citocinas Th1 ou Th2 pelos indivíduos com e sem fibrose (Figura 7). No entanto, após o 

tratamento, os indivíduos com fibrose mostraram um número significativamente menor de 

linfócitos expressando IL-5 (p=0,0315) na cultura controle (Figura 8). 
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Figura 7: Expressão de citocinas IL-12, IFN-g, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-8 e IL-10 por linfócitos do sangue 
periférico dos indivíduos categorizados pela presença de fibrose, antes do tratamento. A produção das 
citocinas por linfócitos está expressa como mediana do valor absoluto de linfócitos +/mm3 de seis 
indivíduos sem fibrose (barras brancas) e de treze indivíduos com fibrose (barras pretas). Amostras de 
sangue total foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência (CC) ou presença de antígenos solúveis de 
ovos (SEA) ou antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) na presença de brefeldina A (BFA). Os 
níveis de significância são baseados no teste de Mann Whitney. Valores significativos quando p < 0,05. 
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Figura 8: Expressão de citocinas IL-12, IFN-g, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-8 e IL-10 por linfócitos do sangue 
periférico dos indivíduos categorizados pela presença de fibrose após o tratamento. A produção das 
citocinas por linfócitos está expressa como mediana do valor absoluto de linfócitos +/mm3 de nove 
indivíduos sem fibrose (barras brancas) e de dez indivíduos com fibrose (barras pretas). Amostras de 
sangue total foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência (CC) ou presença de antígenos solúveis de 
ovos (SEA) ou antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) na presença de brefeldina A (BFA). Os 
níveis de significância são baseados no teste de Mann Whitney. Valores significativos quando p < 0,05. 
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5.3.5 Efeito da estimulação antígeno-específica na expressão de citocinas em linfócitos de 
indivíduos agrupados pela presença de fibrose, antes e dois anos após o tratamento. 

 

O efeito da estimulação antígeno-específica na expressão intracitoplasmática das 

citocinas IL-12, IFN-g, TNF-a, IL-8, IL-4, IL-5 e IL-10 em linfócitos do sangue periférico dos 

grupos com e sem fibrose, antes (AT) e depois do tratamento (DT), foi analisado através da 

razão entre os diferentes estímulos antigênicos (SEA e SWAP) e as culturas controle (CC). A 

análise da produção de citocinas estimuladas por SWAP, antes ou após o tratamento, não 

mostrou nenhuma diferença significativa entre os grupos. Entretanto, nas culturas estimuladas 

por SEA, observamos um aumento no número de linfócitos IL-5+ (p=0,0244) no grupo que 

persistiu com fibrose dois anos após o tratamento (Figura 9). 
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Figura 9: Impacto da estimulação antígeno-específica sobre o perfil de citocinas IL-12, IFN-g, TNF-
a, IL-8, IL-4, IL-5 e IL-10 por linfócitos do sangue periférico dos indivíduos categorizados pela 
presença de fibrose antes (AT) e após (DT) o tratamento. As barras brancas mostram indivíduos sem 
fibrose (AT=06 e DT=09) e as barras pretas mostram indivíduos com fibrose (AT=13 e DT=10). 
Amostras de sangue total foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência (CC) ou presença de 
antígenos solúveis de ovos (SEA) ou antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) na presença de 
brefeldina A (BFA). Os resultados das citocinas/quimiocina avaliadas nos linfócitos estão expressos 
como medianas do valor absoluto de linfócitos +/mm3. As diferenças estatisticamente significativas 
(p < 0,05) entre os períodos AT e DT estão representadas por asteriscos. "Mann Whitney test" 
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5.3.6 Efeito do tratamento na expressão de citocinas em linfócitos de indivíduos 
agrupados pela presença de fibrose. 

 

 O efeito do tratamento na expressão intracitoplasmática das citocinas após a 

estimulação específica foi investigado comparando-se os indivíduos que não tinham fibrose 

antes do tratamento com os indivíduos que permaneceram sem fibrose ou tiveram sua fibrose 

regredida para grau zero após o tratamento. Após o tratamento, nenhuma alteração foi 

observada no perfil de citocinas induzidas por SEA ou por SWAP entre os indivíduos sem 

fibrose (Figura 10 A e B).  

 No entanto, a comparação da expressão de citocinas entre os indivíduos que tinham 

fibrose e persistiram com fibrose dois anos após o tratamento evidenciou um aumento 

significativo no número de linfócitos TNF-α+ (p= 0,0409), IL-8+ (p= 0,0253), IL-5+ (p= 

0,0097) para SEA (Figura 10 C). 

  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10: Efeito do tratamento na expressão das citocinas IL-12, IFN-g, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-8 
e IL-10 por linfócitos do sangue periférico dos indivíduos categorizados pela presença de fibrose. 
As barras brancas representam a mediana do valor absoluto de linfócitos +/mm3 antes do 
tratamento (AT) e as barras pretas, dois anos após o tratamento (DT). Os painéis A e B mostram os 
resultados do grupo sem fibrose (n=06 AT e n=09 DT) e, os painéis C e D do grupo com fibrose 
(n=13 AT e n=10 DT). Amostras de sangue total foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência 
(CC) ou presença de antígenos solúveis de ovos (SEA) ou antígenos solúveis de vermes adultos 
(SWAP) na presença de brefeldina A (BFA). Os resultados estão expressos pela razão entre os 
valores encontrados nas culturas estimuladas e as culturas controle. Os níveis de significância são 
baseados no teste de Mann Whitney. Valores significativos quando p < 0,05. 
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5.3.7 Comparação da expressão de citocinas em linfócitos, antes e após tratamento, dos 
mesmos indivíduos, dentro dos grupos categorizados pela presença de fibrose periportal. 

 
 Para essa análise consideramos 12 indivíduos que permaneceram sem alteração do 

grau de fibrose dois anos após o tratamento. Esses indivíduos foram categorizados em dois 

grupos, seis foram reunidos no grupo sem fibrose e seis no grupo com fibrose. A figura 11 

mostra que, somente nas culturas estimuladas por SEA, o tratamento induziu um aumento 

significativo no número de linfócitos IL-8+ (p=0,0313) e IL-5+ (p=0,0156) no grupo de 

indivíduos com fibrose persistente. A figura 12 mostra que, nas culturas estimuladas por 

SWAP, o tratamento não alterou a expressão das citocinas IL-5 e IL-8 pelos linfócitos dos 

indivíduos sem e com fibrose periportal. 
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Figura 11: Efeito do tratamento na expressão das citocinas  IL-5 e IL-8 por linfócitos do sangue 
periférico dos mesmos indivíduos sem fibrose (n=06) e aqueles que persistiram com fibrose (n=06) 
após estímulo com SEA. Amostras de sangue total foram incubadas in vitro por 5 horas na 
ausência (CC) ou presença de antígenos solúveis de ovos (SEA) ou antígenos solúveis de vermes 
adultos (SWAP) na presença de brefeldina A (BFA). Os resultados estão expressos pela razão entre 
os valores encontrados nas culturas estimuladas e as culturas controle. Os níveis de significância 
são baseados no teste de Wilcoxon. Valores significativos quando p < 0,05. 
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Figura 12: Efeito do tratamento na expressão das citocinas  IL-5 e IL-8 por linfócitos do sangue periférico dos 
mesmos indivíduos sem fibrose(n=06) e aqueles que persistiram com fibrose (n=06) após estímulo com SWAP. 
Amostras de sangue total foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência (CC) ou presença de antígenos 
solúveis de ovos (SEA) ou antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) na presença de brefeldina A (BFA). Os 
resultados estão expressos pela razão entre os valores encontrados nas culturas estimuladas e as culturas 
controle. Os níveis de significância são baseados no teste de Wilcoxon. Valores significativos quando p < 0,05. 

 
 

5.3.8 Razão entre o número de linfócitos, expressando diferentes citocinas, de indivíduos  
agrupados pela presença de fibrose antes e dois anos após o tratamento. 

 

Parece haver um consenso na literatura mostrando que o desenvolvimento da 

morbidade durante a infecção resulta do desequilíbrio na expressão de citocinas tipo 1 ou tipo 

2. Com o intuito de testar esta hipótese, nós avaliamos a razão entre o número de linfócitos 

IFN-γ+, TNF-α+, IL-4+, IL-5+ e IL-10+ nos indivíduos agrupados pela presença de fibrose. 

Nesta análise, a expressão das citocinas após estímulo específico dos linfócitos foi calculada 

pela razão entre os valores encontrados nas culturas estimuladas por SEA ou SWAP e as 

culturas controle (Figuras 13 e 14, respectivamente). Comparando-se indivíduos com e sem 

fibrose, e avaliando o perfil modulatório observamos que no grupo com fibrose a razão entre 

o número de células IL-10+ e IFN-γ+ encontrava-se diminuída antes (p=0,0454) e depois 

(p=0,0281) do tratamento, apenas nas culturas estimuladas com SEA. Da mesma maneira, 
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nesse grupo a relação entre os linfócitos IL-10+ e IL-5+ estimulados por SEA estava 

diminuída antes (p=0,0235) e após (p=0,0079) a quimioterapia. A razão entre o número de 

linfócitos TNF-α+ e linfócitos IFN-γ+ também foi investigada, considerando evidências 

experimentais sugerindo que na produção de fibrose o TNF-α estaria contrabalanceando um 

efeito protetor do IFN-γ. Nossos dados mostram que esta razão estava diminuída no grupo 

com fibrose após o tratamento (p=0,0360). A contribuição das citocinas Th1 e Th2 como fator 

determinante da fibrose periportal foi analisada através da razão entre o número de células 

IFN-γ+ e IL-4+, e os resultados mostraram um aumento nesta relação no grupo com fibrose, 

antes (p=0,0362) e após (p=0,0464) o tratamento, somente nas culturas estimuladas por SEA, 

sugerindo uma polarização para um perfil Th1. Investigamos ainda a razão entre o número de 

linfócitos TNF+ e IL-5+ numa tentativa de estabelecer a contribuição delas como citocinas 

pró-fibróticas, e encontramos esta razão diminuída no grupo com fibrose antes (p=0,0280) e 

após (p=0,0274) o tratamento, nas culturas estimuladas por SEA. A figura 12 compara a razão 

entre o número de linfócitos IFN-γ+, TNF-α+, IL-4+, IL-5+ e IL-10+ entre os grupos com e sem 

fibrose após estímulo específico por SWAP, e nenhuma diferença significativa foi encontrada 

antes ou após o tratamento. 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 13: Razão entre número de linfócitos IFN-γ+, TNF-α+, IL-4+, IL-5+ e IL-10+ estimulados 
por SEA, dos indivíduos categorizados pela presença de fibrose. As barras representam a média da 
razão entre o numero de linfócitos+/mm3 de indivíduos do grupo sem fibrose (barras laranjas) e do 
grupo com fibrose (barras verdes), antes (AT) e dois anos após (DT) o tratamento. Amostras de 
sangue total foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência (CC) ou presença de antígenos 
solúveis de ovos (SEA) ou antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) na presença de 
brefeldina A (BFA). O número de linfócitos+/mm3 para cada citocina foi calculado pela razão 
entre os valores encontrados nas culturas estimuladas e as culturas controle. Os níveis de 
significância são baseados no teste de Mann Whitney. Valores significativos quando p < 0,05. 
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Figura 14: Razão entre número de linfócitos IFN-γ+, TNF-α+, IL-4+, IL-5+ e IL-10+ estimulados 
por SWAP, dos indivíduos categorizados pela presença de fibrose. As barras representam a média 
da razão entre o numero de linfócitos+/mm3 de indivíduos do grupo sem fibrose (barras laranjas) e 
do grupo com fibrose (barras verdes), antes (AT) e dois anos após (DT) o tratamento. Amostras de 
sangue total foram incubadas in vitro por 5 horas na ausência (CC) ou presença de antígenos 
solúveis de ovos (SEA) ou antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) na presença de 
brefeldina A (BFA). O número de linfócitos+/mm3 para cada citocina foi calculado pela razão 
entre os valores encontrados nas culturas estimuladas e as culturas controle. Os níveis de 
significância são baseados no teste de Mann Whitney. Valores significativos quando p < 0,05. 
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6 DISCUSSÃO 
 

 

O presente estudo teve como objetivo testar a hipótese de que a quimioterapia contra a 

esquistossomose altera o padrão de citocinas produzidas por indivíduos residentes em área 

endêmica para a doença. Relatos na literatura mostram que o praziquantel é uma droga eficaz 

no controle da infecção pelo S. mansoni, promovendo uma redução na excreção de ovos e na 

regressão da fibrose em camundongos e seres humanos (Doehring-Schwerdtfeger et al., 1992; 

Mduluza et al., 2003; Cota et al., 2006; Andrade et al., 2006; Kihara et al., 2007, Touré et al., 

2008). Não existe um claro consenso sobre o padrão de produção de citocinas e de regulação 

responsáveis pelo desenvolvimento da hepatoespleomegalia, caracterizada pela fibrose 

periportal e hipertensão portal, numa minoria de indivíduos expostos a focos de infecção. 

Alguns autores associaram a progressão da fibrose hepática com a produção persistente de 

citocinas tipo 2 (Cheever et al., 2000), já que existem relatos da participação delas na  

proteção durante os estágios iniciais de infecção (de Jesus et al., 2004; Coutinho et al., 2007; 

Talaat et al., 2007). No entanto, de forma controversa outros estudos sugerem que a 

progressão da fibrose é caracterizada por um predominante perfil do tipo 1 (Henri et al., 2002; 

Booth et al., 2004). Diante dessas evidências tem sido sugerido que respostas polarizadas em 

Th1 ou Th2 são prejudiciais e necessitam de regulação para garantir uma melhor proteção à 

patologia induzida pelo ovo (Hoffmann et al., 2000). 

A fibrose periportal detectada por ultrassonografia tem sido considerada o indicador-

diagnóstico mais importante relacionado com a morbidade na esquistossomose humana 

(Doehring-Schwerdtfeger & Kardoff, 1995). A heterogeneidade na manifestação da doença 

observada na esquistossomose humana indica diferentes padrões de exposição e intensidade 

de infecção experimentados pelos seres humanos, além de tratamentos ocasionais, fatores 

estes que podem afetar a resposta imune e o desenvolvimento da doença. Portanto, os eventos 

responsáveis pela patogênese da esquistossomose são multifatoriais envolvendo a participação 

da intensidade e duração da infecção, fatores genéticos, fatores relacionados ao sexo, à idade  

e à resposta imune (Gazzinelli et al., 1985; Colley et al., 1987; Hammad et al., 1997; Dessein 

et al., 1999a;  Mohamed-Ali et al., 1999).  

Sabe-se que os macrófagos podem induzir a ativação e a proliferação de linfócitos T, 

levando a uma diferenciação em células Th1, Th2 ou T reguladoras (Kapsenberg, 2003). No 

entanto, somente células dendríticas maduras podem ativar células T naive (Mellman & 

Steinman, 2001), cujo processo de maturação é dependente de sinais intrínsecos ao 
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organismo, tais como IFN-α, TNF-α e CD40L (Gallucci & Matzinger, 2001) ou de sinais 

derivados de patógenos (Akira & Takeda, 2004). Já foi descrito que antígenos de SEA ligados 

às moléculas de MHC classe II podem ser rapidamente internalizados nos compartimentos 

lisossomais dos monócitos, entretanto, estas células apresentam menos moléculas co-

estimuladoras na superfície (van Liempt et al., 2007) e, consequentemente, apresentam 

deficiência na interação com os linfócitos (Kapsenberg, 2003). 

Foi descrito na literatura que indivíduos com a forma clínica intestinal da 

esquistossomose apresentavam um maior número de monócitos quando comparados com 

indivíduos não infectados e portadores da forma hepatoesplênica. Os autores sugerem que o 

aumento de monócitos circulantes no sangue periférico desses pacientes reflete uma maior 

apresentação de antígenos por estas células, conseqüência do contato contínuo dos moradores 

de área endêmica com os antígenos de S. mansoni (Teixeira-Carvalho et al., 2002; Teixeira-

Carvalho et al., 2008).  Esse aumento de monócitos poderia funcionar como mecanismo de 

compensação devido à deficiência de maturação destas células frente aos antígenos de ovo do 

S. mansoni (van Liempt et al., 2007). A comparação do perfil hematológico realizado neste 

estudo mostra uma diminuição do número de monócitos dois anos após o tratamento (Tabela 

5), provavelmente, um reflexo da menor exposição aos antígenos do parasita, em função da 

eliminação dos vermes adultos e queda na intensidade de infecção, uma vez que 90% (17/19) 

dos pacientes não apresentavam ovos detectáveis nas fezes após o tratamento (Tabela 1).  

Nossos resultados mostram que o tratamento levou a uma diminuição da intensidade 

de infecção (Tabela 1) e reversão da fibrose hepática (Tabela 2), já observada por outros 

autores na esquistossomose humana e experimental (Homeida et al., 1991; Boisier et al., 

1998; Andrade et al., 2006; Cota et al., 2006; Martins-Leite et al. 2008).  Avaliamos ainda o 

impacto do tratamento no perfil de citocinas de pacientes portadores de esquistossomose que 

desenvolveram fibrose hepática, bem como o efeito da quimioterapia na resposta celular dos 

pacientes portadores de diferentes intensidades de infecção pelo S. mansoni. Utilizamos a 

citometria de fluxo para a detecção de citocinas intracelulares produzidas por linfócitos, pois 

esta metodologia além de permitir selecionar a população de células desejada, evita 

interferências do meio extracelular. As citocinas avaliadas foram escolhidas pelo 

conhecimento de relatos que descrevem um papel importante delas na interação entre 

hospedeiro e parasito. A IL-4 é mediadora central na polarização de uma resposta Th2, para a 

regulação da produção de IgE (Metwali et al., 1996; De Vries et al., 1999) e também para 

inibição das respostas Th1. A IL-5 é uma citocina Th2, que está aumentada durante a infecção 
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na esquistossomose murina e humana (Grzych et al., 1991 e Roberts et al., 1993). Esta 

citocina regula a ativação e quimiotaxia de eosinófilos e seus níveis estão correlacionados 

com resistência à reinfecção em seres humanos (Hagan et al., 1985). O IFN-γ regula e 

amplifica as respostas Th1 e seu papel na esquistossomose permanece controverso, ora níveis 

elevados desta citocina foram associados com hepatoesplenomegalia em crianças infectadas 

com S. mansoni (Mwatha et al., 1998), ora baixos níveis de produção são relacionados com a 

susceptibilidade de desenvolvimento de fibrose periportal (Henri et al., 2002; Martins-Leite et 

al., 2008). O TNF-α tem sido associado com morbidade na esquistossomose humana (King et 

al., 2001) e murina (Hoffmann et al., 1998). A IL-10 pode regular negativamente respostas 

imunes nocivas, específicas para o parasita, em seres humanos (King et al., 1996 e Malaquias 

et al., 1997) e em camundongos (Wynn et al., 1995). A IL-12 é uma citocina reguladora 

chave, que dirige a imunidade mediada por células pela indução de subgrupos de linfócitos 

produtores de IFN-γ (Gately et al., 1998). A IL-8 é um dos principais mediadores da 

inflamação devido à sua habilidade de ativar e atrair neutrófilos e eosinófilos (Bagiolini et  

al., 1993; Erger & Casale, 1995). Infelizmente, por problemas técnicos, não nos foi possível 

avaliar a marcação das células com a IL-13. Esta citocina tem um papel na regulação de IgE 

(De France et al., 1994) e tem sido mostrada ser a principal citocina fibrogênica em 

camundongos (Chiaramonte, et al., 1993) e seus níveis elevados foram associados à fibrose 

periportal em seres humanos infectados pelo S. mansoni (Alves-Oliveira et al., 2006, Martins-

Leite et al., 2008).  

Ao avaliarmos o impacto do tratamento na expressão das citocinas pelos linfócitos 

sem agrupar os indivíduos pela intensidade de infecção ou pela presença de fibrose 

observamos que a quimioterapia diminuiu significativamente a expressão de todas as citocinas 

avaliadas nas culturas sem estímulo (CC) ou estimuladas pelo verme adulto (SWAP), no 

entanto, diminuiu apenas a expressão das citocinas IL-8 e IL-4 (Figura 2) após o estímulo 

com antígenos do ovo (SEA). Uma possível explicação seria que o medicamento elimina o 

verme adulto, mas os ovos continuam retidos nos tecidos, sendo degradados ao longo do 

tempo. A exposição contínua aos antígenos do ovo explica a pouca alteração das citocinas 

avaliadas após o tratamento. Foi interessante observar que, na estimulação específica, obtida 

através da razão entre o número de células das culturas estimuladas pelas não-estimuladas 

(Figura 3), que houve um aumento do número linfócitos IFN-γ+, IL-8+ e IL-5+ mostrando um 

perfil misto Th1-Th2 em resposta ao SEA após o tratamento. Na esquistossomose 

experimental, uma produção aumentada de IFN-γ por esplenócitos estimulados por SEA, foi 
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observada em animais tratados 3 e 6 meses, quando comparados aos controles não tratados 

(Singh et al., 2004). Na esquistossomose humana, num estudo em que os autores tentam 

investigar se repetidos tratamentos com praziquantel podiam induzir uma imunidade protetora 

em resposta ao SWAP, nenhuma diferença foi observada nos níveis de IFN-γ 24 meses após o 

tratamento dos indivíduos, no entanto, esses níveis estavam elevados nos indivíduos não-

infectados quando comparados aos indivíduos infectados (van den Biggelaar, et al., 2002). 

Em um estudo com S. japonicum, nenhuma alteração nos níveis de IFN-γ, estimulados por 

SEA ou SWAP foram observados quatro semanas após o tratamento (Coutinho et al., 2007). 

Em relação a IL-5 estimulada por SEA, o aumento encontrado após o tratamento neste estudo, 

foi também observado por alguns autores, mesmo ocorrendo diferenças experimentais tais 

como, período de tempo avaliado após o tratamento, presença de uma reinfecção marcante, 

infecção por S. japonicum e por S. haematobium, e em estudos com seres humanos e animais 

experimentais como camundongos e macacos (Grogan et al., 1998; Mola et al., 1999; 

Coutinho et al., 2007; van den Biggelaar, et al., 2002; Fitzsimmons et al., 2004; Singh et al., 

2004; Reimert et al., 2006). No trabalho do Fitzsimmons e colaboradores (2004), foi 

observado um aumento na produção de IL-5 em cultura de sangue total, estimulada por SEA e 

SWAP, 21dias após o tratamento, além disso, os autores encontraram 20 meses após o 

tratamento, uma correlação positiva entre a intensidade de reinfecção e os níveis de IL-5 

dosados no plasma 1 dia após o tratamento. Os autores sugerem que aqueles indivíduos que 

responderam ao tratamento, com uma maior liberação de IL-5 e uma eosinopenia foram mais 

susceptíveis à reinfecção. Observações confirmadas por Reimert e colaboradores (2006) que 

encontraram uma associação entre tratamento, intensidade de infecção, produção de IL-5 e 

ativação de eosinófilos, num estudo em que ele trata os indivíduos e avalia a resposta de 

eosinófilos, antes, 24 horas e três semanas após o tratamento. 

Na figura 4 comparamos o número de linfócitos expressando as diferentes citocinas 

após estímulos específicos SEA/CC e SWAP/CC, e não encontramos diferenças significativas 

entre as duas culturas antes do tratamento. Entretanto, dois anos após a quimioterapia e em 

concordância com os dados mostrados na figura 3, observamos um número aumentado de 

linfócitos positivos para citocinas Th1 (IFN-γ+) e Th2 (IL-5+) estimuladas por SEA. Estes 

dados estão de acordo com a literatura em que um único tratamento não leva à polarização da 

resposta imune, e sim à produção de um perfil misto Th1-Th2 (Williams et al., 1994; Shen et 

al., 2002; Mduluza et al.; 2003; Joseph et al., 2004a) e que tratamentos repetidos amplificam 

as respostas do tipo Th2 (Mola et al., 1999; van den Biggelaar, et al., 2002; Singh et al., 

2004). 
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Além dos fatores idade e sexo, alguns estudos mostram que a produção de citocinas 

pode ser afetada pela intensidade de infecção, contudo, ainda permanece controverso e difícil 

de demonstrar um padrão coerente de associação (de Jesus et al., 1993; Araújo et al., 1994; 

Grogan et al., 1998; Maguerite et al., 1999; Scott et al., 2001; Silveira et al., 2004; Joseph et 

al., 2004b; Walter et al., 2006). Neste estudo, em concordância com Silveira e colaboradores 

(2004) não encontramos diferença na produção de citocinas após estímulo com SEA, quando 

os indivíduos foram agrupados pela intensidade de infecção em OPG<100 e OPG>100. 

Diferente do trabalho mencionado, onde as principais diferenças na produção de citocinas 

foram observadas entre indivíduos infectados e não infectados, não nos foi possível fazer esta 

comparação porque, antes do tratamento, somente um indivíduo não possuía ovos nas fezes 

(Figuras 5 e 6) e, depois do tratamento somente dois indivíduos se reinfectaram. Nas culturas 

estimuladas por SWAP observamos um maior número de linfócitos IL-4+ nos indivíduos que 

tinham intensidade de infecção igual ou superior a 100 ovos por grama de fezes (Figura 5), 

uma diferença que não se manteve (Figura 6) quando a produção de citocinas foi expressa 

através do índice de estimulação (SWAP/CC).  Dados da literatura tem mostrado um aumento 

dos níveis de IL-4 estimulada por SWAP ou mitógenos, até dois meses após o tratamento; 

nesses trabalhos, investiga-se o papel desta citocina com imunidade à reinfecção, fazendo 

uma associação com os níveis de IgE específica para antígenos do verme adulto presentes no 

soro (Finkelman et al., 1988; Zwingenberger et al., 1991;  Medhat et al., 1998; Scott et al., 

2001; Mduluza et al., 2003; Joseph et al., 2004b; Walter et al., 2006). 

A forma grave da esquistossomose crônica em seres humanos é caracterizada pela 

presença da fibrose periportal (Cheever & Andrade 1967), e estudos em animais 

experimentais tem demonstrado a participação de citocinas do tipo 2 no desenvolvimento da 

fibrose (Kaplan et al., 1998; Fallon et al., 2000; Farah et al., 2000; Chiaramonte et al., 2001; 

Kaviratne et al., 2004; Reiman et al., 2006). O camundongo tem se tornado o modelo padrão 

para estudos de infecção pelo  S. mansoni desde 1915. Nesses animais há uma alteração da 

resposta de um perfil de citocinas do tipo Th1 para um perfil do tipo Th2 com o início da 

ovoposição, seguida de uma regulação dessa resposta, evitando possíveis conseqüências 

deletérias que estão associadas à produção contínua e elevada de mediadores inflamatórios 

(Grzych et al., 1991, Pearce et al., 1991, Sher et al., 1991). 

Nesse estudo, a questão endereçada era como a produção de citocinas era afetada pela 

presença de fibrose e pelo tratamento. Nossos dados parecem confirmar um papel fibrogênico 

para IL-5. Após a quimioterapia, observamos uma elevação no número de linfócitos IL-5+, em 

resposta ao SEA, nos pacientes com fibrose quando comparados aos pacientes sem fibrose 
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(Figura 9). Dentro do grupo com fibrose, a produção de IL-5 foi significativamente maior 

após o tratamento (Figura 10), mesmo quando na análise foram incluídos apenas os 

indivíduos cuja grau de fibrose não se alterou com a quimioterapia (Figura 11). Uma forte 

associação desta citocina com fibrose grave antes do tratamento foi relatada por de Jesus e 

colaboradores (2004), neste estudo, os níveis de IL-5 estavam elevados nas culturas PBMC de 

indivíduos portadores de fibrose do grau 3 comparados aos de grau 1 e 2, e nos pacientes que 

permaneceram sem tratamento durante um ano e evoluíram o grau de fibrose. Em um estudo 

recente de infecção pelo S. japonicum, foi sugerido o envolvimento das citocinas Th2 na 

persistência da fibrose hepática; os autores encontraram um aumento na freqüência de alto 

produtores de IL-5, IL-13 e IL-4 nos indivíduos que permaneceram com fibrose um ano após 

o tratamento (Coutinho et al., 2007). Em concordância com estes achados, Silva-Teixeira e 

colaboradores (2004) encontraram maiores níveis de IL-5 no soro de pacientes portadores de 

fibrose do grau 3 comparados com indivíduos sem fibrose; além disso, o número de 

eosinófilos IL-5+ nos indivíduos com fibrose foi maior do que dos indivíduos portadores da 

forma clínica intestinal (Silveira-Lemos et al., 2008). Algumas evidências apontam que, além 

do SEA, o SWAP pode induzir a produção de IL-5 nos indivíduos portadores de fibrose (van 

der Biggelar et al., 2003; de Jesus et al., 2004; Talaat et al., 2007; Coutinho et al., 2007). Por 

outro lado, usando diferentes metodologias para detecção de IL-5, tais como: ELISA, níveis 

de RNAm e citocinas intracitoplasmáticas, mostrou-se que nos pacientes portadores da forma 

clínica hepatoesplênica, a produção de IL-5 estava diminuída quando comparada aos 

indivíduos da forma clínica intestinal (Williams et al., 1994; Mwatha et al., 2004; Teixeira-

Carvalho et al., 2008). No modelo experimental, pela primeira vez foi demonstrado o papel da 

IL-5 na indução da morbidade. Os animais KO para IL-5 tiveram a fibrose hepática 

significativamente diminuída na fase crônica da infecção quando comparados com animais 

selvagens (Reiman et al., 2006).  

Tem sido proposto que a IL-5 atua na patogênese da esquistossomose através da 

ativação e recrutamento de eosinófilos, células predominantes nos granulomas (Pearce & 

MacDonald, 2002, Phillips & Lammie, 1986). O maior número de linfócitos IL-8+ nos 

pacientes com fibrose (Figuras 10 e 11) favorece a hipótese da participação destas células na 

patologia, baseada na evidência de que a IL-8 faz quimiotaxia para eosinófilos (Smart et al., 

1993; Erger & Casale et al., 1995; Bittleman et al., 1996), e induz sua ativação e migração “in 

vitro” (Ulfman et al., 2001). Alguns estudos tem mostrado que os eosinófilos são uma 

importante fonte de citocinas Th2, entre elas, a IL-13, chegando a secretar níveis comparáveis 

aos dos linfócitos T CD4+. Portanto, tem sido sugerido que a IL-5 agrava a fibrose regulando 
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a atividade da IL-13 (Rumbley et al., 1999; Hesse et al., 2001; Reiman et al., 2006). O 

mecanismo sugerido para participação das citocinas Th2 na indução de fibrose seria através 

de uma via de ativação alternativa de macrófagos, levando a um aumento da atividade da 

arginase tipo 1, e consequentemente, uma maior produção de colágeno (Hesse et al., 2001; 

Pearce & MacDonald, 2002). Uma hipótese que está sendo contestada recentemente, que 

propõe a arginase-1 como mediador que suprime a via de ativação alternativa de macrófagos, 

e desta forma, a inflamação e a fibrose (Pesce et al., 2009).  

Em nosso estudo, além da IL-5, o TNF-α, em resposta ao SEA, estava aumentado no 

grupo com fibrose após o tratamento (Fig. 10), levantando a possibilidade de que esta citocina 

está contribuindo para a manutenção da fibrose nestes indivíduos. Uma associação do TNF-α 

com fibrose já foi mostrado na esquistossomose experimental (Joseph & Boros, 1993; 

Adewusi et al., 1996; Leptak et al., 1997) e na doença em seres humanos infectados por S. 

mansoni, S. haematobium e S. japonicum (Zwimgenberger et al., 1990; Mwatha et al., 1998; 

King et al., 2001; Henri et al., 2002; Booth et al., 2004; Silva-Teixeira et al., 2004; Coutinho 

et al., 2007). Porém, existem relatos na literatura cujos autores não encontram esta associação 

(Moukoko et al., 2003; de Jesus et al., 2004), ou sugerem uma associação negativa (Talaat et 

al., 2007).  

Estes resultados conflitantes podem ser explicados considerando que o TNF-α tem 

efeitos pleiotrópicos na resposta imune contra esquistossomose. Tem sido sugerido que um 

desequilíbrio entre TNF-α e outras citocinas reguladoras, por exemplo IFN-γ, pode causar 

dano tecidual (Henri et al., 2002). Um possível mecanismo envolve uma produção elevada de 

espécies reativas do oxigênio no granuloma (Poli, 2000), como observado na esquistossomose 

experimental (Gharib et al., 1999). Além disso, existem evidências de um papel protetor para 

o TNF- α na doença: pode restaurar a capacidade de camundongos deficientes em células T de 

formar granuloma ao redor dos ovos (Amiri et al., 1992), protege camundongos vacinados 

com IL-12 contra efeitos deletérios do granuloma (Hoffmann et al., 1998), estimula a 

expressão de genes de metaloproteinases, o que favorece a degradação de colágeno (Poulos et 

al., 1997).  

Em relação à  IL-4 não encontramos nenhuma associação com fibrose. Tal fato não 

significa que em outras condições esta associação poderia ser encontrada, considerando que já 

foi observado níveis elevados IL-4 no soro de indivíduos portadores de fibrose hepática grave, 

na esquistossomose mansônica (Silva-Teixeira et al., 2004). Além disso, em um estudo de 

infecção pelo S. japonicum, Coutinho e colaboradores (2007) relataram uma associação de 

altos níveis de IL-4 induzidas por SWAP com a persistência de fibrose um ano após o 
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tratamento. De forma controversa, Tallat e colaboradores (2007) não encontraram diferenças 

nos níveis de IL-4 ao comparar indivíduos com diferentes graus de fibrose e nem entre eles e 

os indivíduos portadores da forma clínica intestinal. Também não diferiu os níveis de IL-4 

induzida por SEA ou SWAP entre os indivíduos controle e os indivíduos portadores da forma 

clínica aguda e crônica (Morais et al., 2002). O papel das citocinas Th2 na indução de fibrose 

tem sido investigado, e no mecanismo proposto, IL-4 induz a síntese de arginase-1, levando à 

uma produção de colágeno, particularmente em situações em que as citocinas Th2 são 

dominantes, uma hipótese testada no modelo de granuloma pulmonar na esquistossomose 

murina (Hesse et al., 2001; Varin & Gordon, 2009). 

A IL-10 é uma molécula chave na regulação da resposta Th2 na fase crônica da 

esquistossomose. Muitos autores sugerem que a deficiência de IL-10 nas formas graves da 

doença pode estar relacionada com a patogênese da esquistossomose, contribuindo para uma 

deficiência da resposta celular (Araújo et al., 1996; King et al., 1996; Malaquias et al., 1997; 

Falcão et al., 1998; Montenegro et al., 1999; Booth et al., 2004; Abath et al., 2006; Talaat et 

al., 2007). Na esquistossomose humana, o bloqueio da IL-10 por anticorpos, aumentou a 

resposta proliferativa “in vitro” de PBMC de pacientes portadores da forma crônica intestinal, 

em resposta ao SEA e SWAP, mas não alterou as respostas de pacientes portadores da forma 

clínica aguda ou hepatoesplênica (Malaquias et al.,1997; Falcão et al., 1998). Além disso, 

alguns estudos sugerem a existência de uma regulação cruzada mensurável entre a resposta do 

tipo Th1 e Th2, primariamente entre IFN-γ e IL-10 (Montenegro et al., 1999, Brito et al., 

2000). Na esquistossomose experimental, evidências apontam para a regulação das respostas 

Th1 e Th2 pela IL-10. Camundongos com respostas polarizadas Th1 (deficiência na produção 

de IL-10 e IL-4) tem súbita perda de peso e alta taxa de mortalidade em poucas semanas após 

a infecção, este efeito foi associado a uma elevada produção de TNF-α e IFN-γ; já aqueles 

animais com respostas polarizadas Th2 (deficiência na produção IL-10 e IL-12) desenvolvem 

uma doença grave, associada com o aumento de fibrose hepática, com granulomas ricos em 

eosinófilos e alta taxa de mortalidade na fase crônica da infecção. Os autores observaram 

ainda que a deficiência de IL-10 levava a uma patologia que tinha características dos dois 

extremos. Juntos, estes achados revelam a importância da produção de IL-10 para o controle 

da morbidade, e ilustram que respostas polarizadas tipo 1 ou tipo 2 são igualmente 

prejudiciais ao hospedeiro (Hoffmann et al., 2000).  

Nesse estudo, não encontramos alteração na expressão de IL-10 pelos linfócitos, 

estimulados por SEA ou SWAP, dos indivíduos com fibrose quando comparados aos 

indivíduos sem fibrose, antes ou após o tratamento (Figuras 9 e 10). De forma semelhante, 
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comparando-se os níveis de IL-10 no soro de indivíduos sem fibrose e com fibrose do grau 3 

nenhuma diferença foi encontrada (Silva-Teixeira et al., 2004); da mesma maneira que níveis 

semelhantes de IL-10 após estímulo com SWAP foi produzido por PBMC de pacientes com 

fibrose do grau 1, 2 ou 3 (Magalhães et al., 2004). Por outro lado, alguns autores confirmam a 

importância da IL-10 na regulação da fibrose hepática em seres humanos. Booth e 

colaboradores (2004) mostraram que, uma produção diminuída de IL-10, independente do 

estímulo antigênico, era um fator de risco em crianças portadoras de fibrose. Talaat e 

colaboradores (2007) encontraram uma correlação negativa entre a produção desta citocina 

em resposta ao SEA ou SWAP com fibrose periportal, neste mesmo trabalho, os níveis de IL-

10 estavam significativamente diminuídos em culturas de PBMC, estimuladas com SWAP, de 

indivíduos portadores de fibrose grau 1, 2 ou 3, comparados aos indivíduos portadores da 

forma clínica intestinal. Em concordância com estes autores, foi observado um número 

significativamente menor de linfócitos IL-10+, após breve estimulação com SEA, nos grupos 

com fibrose e hepatoesplênico comparados aos indivíduos da forma clínica intestinal 

(Teixeira-Carvalho et al., 2008). Outro estudo recente, mostrou que a progressão para a 

fibrose central grave estava fortemente associada com baixos níveis de IL-10 (<50 pg/mL) em 

indivíduos infectados pelo S. japonicum (Arnaud et al., 2008). Contudo, uma hipótese 

contrária foi sugerida quando uma associação positiva entre a presença de fibrose e a 

produção de IL-10, induzida por SEA ou SWAP, foi observada em estudos envolvendo 

infecção por S. mansoni e S. japonicum (Magalhães et al., 2004; Coutinho et al., 2007). 

Analisados juntos, esses resultados conflitantes parecem refletir diferenças entre as espécies 

do Schistosoma investigadas, nos antígenos utilizados, na avaliação das formas clínicas, nos 

métodos de avaliação da fibrose, na história de infecção dos diversos grupos epidemiológicos,  

no ensaio de citocinas ou mesmo no poder analítico de detecção dessas interações, limitado 

pelo tamanho da amostra. 

 Evidências obtidas de modelos animais sugerem que as citocinas Th1 e Th2 estão 

presentes nos diferentes estágios de infecção pelo Schistosoma. Analisar as citocinas 

individualmente pode simplificar o fenômeno imunológico celular em parte devido ao 

potencial antagonista entre as citocinas Th1 e Th2 (Malope et al., 2001; Wynn et al., 2004). 

As evidências apontam para um desequilíbrio de citocinas tipo 1 ou tipo 2 na 

manutenção/erradicação da fibrose (Correa-Oliveira et al., 1998) com a L-10 desempenhando 

um papel central na patogênese da esquistossomose (King et al., 1996; Malaquias et al., 1997; 

Falcão et al., 1998; Teixeira-Carvalho et al., 2008; Arnaud et al., 2008). Numa tentativa de 

Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com   For evaluation only.



 

 

58

testar esta hipótese, nós avaliamos as razões entre a IL-10 e as demais citocinas nos grupos 

com e sem fibrose.  

Nossos resultados sugerem que a persistência de uma resposta Th2, paralelamente a 

uma menor produção de IL-10, dois anos após o tratamento, favorece a manutenção da fibrose 

periportal. Encontramos a razão entre linfócitos IL-10+/IL-5+ diminuída nos portadores de 

fibrose, antes e após o tratamento (Fig. 13). Estudos em modelos experimentais (Mola et al., 

1999; Farah et al., 2000; Fallon et al., 2000; Reiman et al., 2006) e em seres humanos (van 

der Biggelaar et al., 2002; Silva-Teixeira et al., 2004; de Jesus et al., 2004; Magalhães et al., 

2004; Coutinho et al., 2007; Talaat et al., 2007; Silveira-Lemos et al., 2008) confirmam a 

hipótese que o desenvolvimento da fibrose está associado com uma elevada produção de 

citocinas Th2. A diminuição da produção de IL-10 nos pacientes com fibrose, evidenciada por 

uma razão significativamente diminuída entre IL-10+/IFN-γ+ neste grupo em relação aos 

pacientes sem fibrose (Figura 13), junto com relatos semelhantes na infecção humana pelo S. 

mansoni (Teixeira-Carvalho et al., 2008) e pelo S. japonicum (Arnaud et al., 2008), 

fortalecem a hipótese de que a IL-10 é crítica na proteção contra o desenvolvimento de uma 

fibrose grave. Além disso, o fato de que a razão IL-10+/IFN- γ+ no grupo sem fibrose tende 

para um perfil imunomodulatório são consistentes com resultados recentes que demonstram 

que a supressão da hipersensibilidade tardia requer a síntese de IFN-γ+ para uma função das 

células T reguladoras (Cone et al., 2007) e também que o IFN-γ+ pode contribuir para uma 

imunidade protetora durante a esquistossomose crônica (Zwingenberger et al., 1989; Bahia-

Oliveira et al., 1996; Contigli et al., 1999). 

Apesar de ter observado, após o tratamento, um maior número de linfócitos TNF-α+ 

nos indivíduos com fibrose (Figura 10), a razão TNF-α+/IFN-γ+ diminuída neste grupo, e a 

razão TNF-α+/IL-5+ aumentada nos pacientes sem fibrose (Figura 13) não favorece a hipótese 

de que o TNF-α estaria contribuindo para a patologia, conforme sugerido por King e 

colaboradores (2001) na infecção pelo S. haematobium, onde uma maior razão entre TNF-

α+/IL-10+ foi associada com patologia, e na infecção pelo S. mansoni onde altos níveis de 

TNF- α foram associados com a presença de fibrose do grau 2 e 3 (Henri et al., 2002) e com a 

presença de hepatoesplenomegalia (Mwatha et al., 1998). A ausência dessa associação, 

observada no estudo proposto, pode estar refletindo diferenças no grau de fibrose, que ao 

contrário dos trabalhos mencionados, todos os pacientes eram portadores de fibrose do grau 1, 

e não regrediram a fibrose com o tratamento.  

Quando os resultados de IL-4 e IFN- γ foram analisados juntos para criar uma medida 

aproximada do balanço entre a ativação Th1 e Th2, a razão entre o número de células IFN-γ+ 
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e IL-4+ foi significativamente menor nos indivíduos sem fibrose quando comparados com os 

indivíduos com fibrose. É razoável sugerir que os indivíduos que não desenvolveram fibrose 

mostraram um perfil Th2 dominante em resposta aos antígenos do ovo do S. mansoni, comum 

na maioria dos indivíduos infectados que vivem em áreas endêmicas, e que desenvolvem uma 

resposta anti-inflamatória e não-patológica durante a fase crônica da doença (Corrêa-Oliveira 

et al., 1998; Hoffmann et al., 2000; Alves-Oliveira et al., 2006). Este perfil Th2, ao lado de 

uma produção elevada de IL-10, tem uma função protetora primária devido a seu papel anti-

inflamatório. Esta hipótese é fortalecida pelas observações de Teixeira e colaboradores (2008) 

que encontraram número de células IL-4+, IL-5+ e IL-10+ diminuídos nos indivíduos 

hepatoesplênicos. 

 Em resumo, apesar das limitações do estudo, relativas ao pequeno tamanho da 

amostra, nossos dados estão de acordo com a hipótese de que indivíduos portadores de fibrose 

periportal perderam a capacidade de modular a resposta imune aos antígenos do ovo do 

Schistosoma. Esse indivíduos produzem citocinas Th1 e Th2, com um predomínio da resposta 

Th2, representada por um aumento do número de linfócitos IL-5+ e por uma razão TNF-γ+/IL-

5+ diminuída, no contexto de uma baixa produção de IL-10, o que poderia explicar a 

manutenção da fibrose periportal após a quimioterapia com praziquantel. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 O estudo proposto fornece evidências de que indivíduos portadores de fibrose 

produzem citocinas Tipo 1 e Tipo 2, com predomínio da resposta Th2, aqui representada 

por um aumento do número de linfócitos IL-5+. Nossos resultados reforçam a hipótese que 

a produção elevada de IL-5, concomitante, à uma produção diminuída de IL-10, em 

resposta aos antígenos do ovo, contribuiria para a persistência da fibrose dois anos após o 

tratamento, na infecção crônica pelo S. mansoni. 
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