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. RESUMO

A esquistossomose assume 0 segundo lugar em importdncia clinica e
epidemioldgica dentre as doencas parasitarias no mundo. A resposta imune do
hospedeiro é considerada essencial na protecdo e na patogénese da doenca. A
fase cronica é caracterizada pela producédo de citocinas Th2, sendo as mesmas
associadas ao desenvolvimento de fibrose periportal. Pouco se sabe sobre o
fenotipo e o grau de ativacdo dos diferentes subtipos de células T no processo de
fibrose. Objetivo: avaliar o fenétipo e o grau de ativacdo dos linfécitos T em
pacientes esquistossomaticos com fibrose periportal. Método: Estudo de corte
transversal, realizado no povoado de Agua Preta, Gandu-Bahia, incluindo 37
individuos com fibrose periportal determinado por ultrassonografia. Quinze deles
apresentavam fibrose incipiente, sete apresentavam fibrose moderada a grave e
quinze nao apresentavam fibrose. Células mononucleares do sangue periférico
foram obtidas por gradiente de Ficcol-hypaque e a frequéncia de linfocitos TCD4" e
TCD8" e a expresséo dos marcadores de superficie CD28, CD69, CD25 e CTLA-4
foram determinadas por citometria de fluxo. Resultados: N&o houve diferenca
significativa na frequéncia das células TCD4" entre os pacientes com diferentes
graus de fibrose periportal, entretanto, os individuos com fibrose moderada e grave
apresentaram uma frequéncia menor de células TCD8", comparados aos
individuos sem fibrose ou com fibrose incipiente. A frequéncia de células
TCD8'CD28", bem como de células TCD4'CD69" foi maior no grupo de pacientes
com fibrose incipiente, em comparacao com aqueles sem fibrose. Em relacdo a
frequéncia das células TCD4"'CD25"°", n&o houve diferenca significativa entre os
grupos de pacientes, entretanto, os individuos com fibrose moderada a grave

apresentaram uma menor frequéncia de células TCD4'CD25H9"

comparados
aqueles sem fibrose ou com fibrose incipiente. A frequéncia de linfocitos
TCD4'CTLA-4" em individuos com fibrose moderada a grave foi também menor
em relacdo aos individuos sem fibrose ou com fibrose incipiente. Conclusao: A
alta frequéncia de células T ativadas nos pacientes com fibrose indica que estas
células devem participar do processo de formacdo da fibrose periportal.
Adicionalmente, a menor frequéncia de células T com o perfil regulatério nos
pacientes com fibrose moderada a grave reforca a hipotese de uma falta de
regulacdo da resposta imune nestes pacientes.

Palavras-chave: Esquistossomose, patogénese, fibrose periportal, linfécitos T.
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II. OBJETIVOS

II. 1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o fenétipo e o grau de ativacdo dos linfécitos T em pacientes com

diferentes graus de fibrose periportal secundéaria a esquistossomose.
Il. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em individuos com diferentes graus de fibrose periportal secundaria a

esquistossomose, avaliar:
1. 2.1 A frequéncia de linfécitos TCD4" e TCD8"

II. 2.2 O grau de ativacdo das células T, através da expressao dos marcadores
de superficie celular CD28, CD69, CD25 e CD152 (CTLA-4).
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Il INTRODUCAO

A esquistossomose acomete cerca de 200 milhdes de pessoas no
mundo, sendo que no Brasil existem aproximadamente 25 milhdes de
individuos que vivem em areas de risco e cerca de 4 a 6 milhdes de infectados,
sendo o pais de maior numero de pessoas infectadas das Ameéricas
(Lambertucci, 2010). A espécie encontrada no Brasil é o Schistosoma
mansoni. Os vermes adultos do parasito habitam o sistema porto-mesentérico
humano, onde péem 0s ovos nos capilares intestinais, que podem ganhar a
circulacao porto-hepéatica e alcancar os espacos porta, levando a formacao de
granulomas. Estes sdo caracterizados pela reacao inflamatéria aos antigenos
do ovo, seguida da producdo de colageno, podendo evoluir para forma grave
da doenca. Cerca de 5 a 10% dos individuos infectados pelo S. mansoni
evoluem para a forma grave, caracterizada por fibrose periportal e hipertensao
portal, ascite e varizes esofagicas e gastricas, que podem complicar com
hemorragias digestivas e morte (Bina 1997; Henri, Chevillard et al. 2002; Bina
and Prata 2003).

O desenvolvimento de fibrose periportal € um processo lento, que
depende de fatores genéticos, ambientais, carga parasitaria e também da
resposta imunolégica dos individuos infectados. O papel das citocinas
produzidas por células T tem sido bastante estudado, mas o perfil destas
células e o grau de ativacdo deve também influenciar na formacédo do

granuloma e evolucao para fibrose.

No inicio dos anos 1970, ocorreram as primeiras descricbes da
existéncia de células especializadas na regulacédo da resposta imune, algumas
células TCD4" que expressavam a cadeia a do receptor de IL-2 (CD25) com
capacidade de suprimir o desenvolvimento de doengas autoimune, bem como
células T que expressavam a molécula CD152, também conhecida como
CTLA-4, um receptor de proteina de baixa regulacdo, que é encontrado nas
superficies das células T (Cruvinel 2008). Entretanto, pouco se sabe ainda

sobre a participacdo dos diferentes tipos de células T e sobre o grau de



-17 -

ativacdo dessas células, no processo de formacdo da fibrose. Faz-se
necessario, portanto, o estudo do fendtipo das células T em pacientes com

fibrose periportal secundaria a esquistossomose.
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IV. REFERENCIAL TEORICO

IV.1 Aspectos epidemiologicos da esquistossomose

A esquistossomose é a segunda doenca parasitaria em termos de
importadncia socio-econbmica e de salde publica em areas tropicais e
subtropicais. E uma doenca cronica e debilitante causada por parasitos do
género Schistosoma, que afeta cerca de 230 milhdes de pessoas em todo o
mundo. A doenca tem sido citada em 77 paises. Sendo que o0 maior risco de
infeccdo ocorre em 52 paises. Através de uma parceria da Organizacdo
Mundial da Saude e o setor privado em defesa da utilizacdo do Praziquantel,
conseguiram a implementacdo quimioterapica preventiva em pelo menos 28
paises no ano de 2010, desta forma, o nimero de individuos tratados para
esquistossomose subiu de 12,4 milhées em 2006, para 33,5 milhdes em 2010.
Sao conhecidas como as principais formas da esquistossomose a forma
intestinal, a forma hepatointestinal e hepatoesplénica causadas pelos géneros:
Schistosoma  mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma mekongi,
Schistosoma guianensis e afins, e S.intercalatum e a forma urogenital,
causada pelo género Schistosoma haematobium (Prata 1984; WHO and Health
2013).

Segundo dados da Secretaria de Vigilancia Epidemiolégica do Ministério
da Saude, o Brasil é o pais com maior nimero de areas endémicas da América
do Sul, possuindo 19 unidades federadas, e entre estas, o Nordeste, apresenta
maior casuistica da doenca. O estado da Bahia é a segunda maior area
endémica, com média de 165,8 internagdes/ano e 40,2 6bitos/ano notificados
em 65% (271/417) dos seus municipios (Brasil and Saude 2010). Embora
tenha ocorrido uma diminuicdo da esquistossomose no Brasil nos ultimos anos,
as doencas parasitarias ainda séao relevantes causas de morbimortalidade,
causando grande impacto social, e estdo associadas a condi¢des habitacionais
e de higiene e bem como, condi¢cées nutricionais, deste modo considera-se

relevante um estudo mais minucioso sobre o problema (Vidal, 2011).
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IV. 2 Transmissao e formas clinicas da esquistossomose

O ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni é complexo, dividido em duas
fases: uma que ocorre no hospedeiro definitivo (vertebrado: homem) e outra no
hospedeiro intermediario (invertebrado: caramujo). Depois que atravessam a
mucosa intestinal e serem evacuados com as fezes, 0s ovos; que alcangam
colecdes hidricas em tempo habil e sob condigbes climaticas e ambientais
favoraveis, eclodem e liberam suas larvas chamadas miracidios. Estas nadam
em circulos durante algumas horas até encontrar moluscos aquaticos, o
hospedeiro intermediario, o caramujo do género Biomphalaria. Ap6s a
penetracdo no molusco, 0 miracidio perde parte de suas estruturas, e apos
48horas - ocorre uma transformacéo morfolégica, resultando em esporocisto, e
este, no interior do corpo do molusco, sofre completa reorganizacao estrutural
por descamacédo do seu epitélio ciliado. Apds novo processo de diferenciacao
forma-se a segunda geracdo de esporocistos ou da fase larvaria seguinte
denominada rédia, esporocistos secundarios ou esporocistos filhos, e
finalmente surge a fase infectante denominada cercéria (Figura 1). Na pele do
homem, a penetracdo se completa por uma acao litica e mecéanica originada
pelos movimentos intensos da larva, ocorrendo num tempo aproximado de 15
minutos, onde nesta fase a cercéria perde sua cauda, apds atravessar a pele, e
passa a ser chamada de esquistossdmulo (Katz, 2003; Ministério da
Saude/SVS, 2009).

O esquistossdmulo representa a fase juvenil do verme adulto (macho ou
fémea) e completa seu desenvolvimento, quando alcanca, no organismo do
hospedeiro vertebrado, o0 meio adequado para seu completo amadurecimento.
Os vermes adultos do S. mansoni migram para as veias mesentéricas, e
liberam grande numero de ovos por dia. Partes destes ficam retidas a
microvasculatura do figado onde induzem uma grande resposta inflamatdria e
granulomatosa, que pode evoluir para fibrose, hipertensdo portal,
desenvolvimento de varizes esofagicas e gastricas, e bem como,
sangramentos graves que podem levar a oObito (Wynn 2007; Oliveira. C.D.,
2009).
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Clinicamente a esquistossomose pode ser classificada em fase aguda e
cronica. A esquistossomose aguda ou febre de Katayama, ocorre apos cerca
de trés a sete semanas da exposicdo ao helminto e caracteriza-se por
anorexia, dor abdominal, febre e cefaleia, e em menor frequéncia tosse seca,
diarreias, nauseas e vomitos. Ainda pode-se notar ao exame clinico aumento
do tamanho do figado e baco. Esta fase é dificil de ser identificada, porém, com
a liberacdo dos ovos nas fezes, evidencia-se a doenca em sua fase aguda
(Lambertucci, 2010).

Cercaria

Esporocistos [ e Il . e
é" Hospedeiro definitivo
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Figura 1 — Ciclo Bioldgico do Schistosoma mansoni
Fonte: http://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/ (CDC and Prevention 2013)

10

A partir da 32 a 72 semanas ap0Os a infeccdo, a doenca comeca a
cronificar, podendo evoluir por muitos anos. Surgem sintomas de evolucao da
patologia com acometimento de varios 0Orgdos, com niveis extremos de
gravidade, a exemplo do comprometimento pulmonar, com sintomas e
alteracdes radioldgicas que podem ser variaveis. A migragdo dos ovos do
sistema porta, passa pelos pulmdes que podem ser acometidos pela migracéo
de ovos do sistema porta para o sistema arterial e pulmonar (através de
anastomoses porto-sistémicas). O comprometimento do parénquima pulmonar

€ caracterizado principalmente pela formacéo de reacdo granulomatosa aos
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ovos do S. mansoni. Os granulomas nao tém sede preferencial, podem ser
encontrados em todos os segmentos pulmonares e pleura (Oliveira, C.D.,
2009).

As formas cronicas sao divididas em: Tipo | ou intestinal, que pode ser
assintomatica, com episodios de diarréias repetidas, muco-sanguinolentas,
com dor ou desconforto abdominal. Tipo Il ou forma hepatointestinal, que pode
cursar com diarréia, epigastralgia, hepatomegalia, podendo ser detectadas
nodulagbes a palpacdo do figado, a do Tipo Il ou forma hepatoesplénica
compensada, com evidente hepatoesplenomegalia, hipertensdo portal com
formacdo de varizes de esbfago. A tipo IV ou forma hepatoesplénica
descompensada € considerada uma das formas mais graves, o figado se
mostra volumoso ou contraido devido a fibrose, hd um aumento do baco com
formacdo de ascite, varizes de es6fago, hematémese, anemia e desnutricao
(Ministério da Saude/SVS, 2009).

IV. 3 Imunopatogénese da esquistossomose

A resposta imune aos helmintos ocorre de forma multipla, devido ao
metabolismo diverso destes parasitas. No periodo compreendido entre a 32 e
52 semanas da infeccdo o hospedeiro € exposto a migracdo de parasitas
imaturos, a resposta dominante é do tipo Thl. Os parasitas amadurecem,
acasalam e comecam a produzir ovos e na semana 5-6, a resposta se altera
acentuadamente, o componente Thl diminui, ou seja, esta associada com o
aparecimento de uma forte resposta Th2, resposta esta, induzida pelos
antigenos do ovo e pela capacidade do S. mansoni de utilizar alguns
mecanismos de escape, como a assimilacdo de antigenos do hospedeiro, em
seu tegumento, 0 que permite a sua sobrevivéncia por varios anos no

hospedeiro (MacDonald, Patton et al. 2002; Machado 2004).

A fase aguda da esquistossomose ocorre entre trinta e sessenta dias
apos a penetracdo das cercarias durante o contato com fontes hidricas naturais
e de agua doce contaminada. Esta fase caracteriza-se por astenia, mialgia,

febre continua com duracao variando de trés a quarenta dias, calafrios e perda
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de peso (Carvalho, Coelho et al. 2008). Est4 associada ao percurso realizado
pelos esquistossébmulos nos pulmdes e com a ativacdo da resposta
imunologica ao verme adulto, e pos ovoposicao e liberacdo de antigenos do
ovo. A fase aguda é sintomatica, e dificlmente demonstrada em individuos
residentes em area endémica, todavia, € mais comum em pessoas que pela
primeira vez, foram expostas a infeccdo (Lambertucci 1993; Lambertucci,
Rayes et al. 1997; de Jesus, Silva et al. 2002; Wynn 2004).

A fibrose € definida pelo crescimento excessivo com cicatrizagdo do
tecido e € atribuida ao excesso de deposicdo de componentes de matriz
extracelular, incluindo colageno (Wynn 2008). Ela representa o resultado final
das reacdes inflamatdrias crénicas induzidas, no caso da esquistossomose, por
uma variedade de estimulos provenientes dos antigenos dos ovos do parasita,
que resulta na formagdo do granuloma em torno dos ovos (Figura 2 A). A
fibrose tecidual (cicatriz) € uma das principais causas de morbidade e
mortalidade da esquistossomose. Consequéncia de uma interacdo entre as
secrecdes liberadas pelo miracidio e a resposta do hospedeiro. Esta fibrose
pode ser representada por pequenas areas focais de inflamacéo crbnica e
excesso de matriz extracelular (Figura 2 B), distribuidas no sistema porta intra-
hepatico (Andrade, 2009).

FIGURA 2 — Granuloma hepatico (A) e granuloma com fibrose (B) na Esquistossomose mansoni.
Fonte:Gentilmente cedido pelo professor Moyses Sadirgursky — Servigo de Patologia — HUPES-UFBA.

O processo inflamatorio pode evoluir para fibrose grave, diminuindo o
fluxo sanguineo e levando a hipertensdo portal, tendo como consequéncia a
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hepatoesplenomegalia, formacéo de varizes esofagicas e gastricas que podem
evoluir para hemorragia e até mesmo ao Obito. (Wynn 2004; Baptista and
Andrade 2005; Wynn 2007). O exame ultrassonografico é considerado uma
importante ferramenta na avaliacdo das formas clinicas da esquistossomose,
sendo utilizado em areas endémicas para doenca (Cerri, Alves et al. 1984;
Abdel-Wahab, Esmat et al. 1992). Existe uma padronizagédo dos protocolos da
ultrassonografia, tendo sido utilizado neste estudo o método desenvolvido pelo
Cairo Working Group em 1992. Nesta classificacéo leva-se em conta o grau de
fibrose periportal, medido pela espessura da veia porta, sendo que uma nova
classificacdo tem sido utilizada, na qual além da medida da espessura dos
espacos periportais, foi adicionada uma analise qualitativa para graduar a
fiborose periportal, comparando-se padrdes de acometimento da fibrose
(Niamey Working Group, 2000).

De um modo geral, as respostas imunoldgicas séo iniciadas quando
células TCD4" ou TCD8" virgens maduras encontram uma célula
apresentadora de antigeno adequadamente ativada, apresentando o ligante
peptidico. Elas sdo ativadas apds o reconhecimento do peptideo especifico do
patdbgeno que é apresentado por uma célula apresentadora no contexto do
MHC de classe |, no caso das células TCD8" ou classe Il, no caso das células
TCD4". Para que ocorra a ativagao celular é também necessario que as células
apresentadoras de antigenos expressem moléculas co-estimulatérias, a
exemplo da CD28, que se liga ao CD80 e CD86 na célula apresentadora. A
molécula CTLA-4 também expressa em linfécitos pode competir com a CD28
pela ligacdo ao CD80 e CD86 limitando a resposta imune (Figura 3) ( Shape &
Freeman, 2002 ; Tsuyuki, Tsuyuki et al. 1997). Estas células, uma vez
reconhecendo o antigeno, podem se diferenciar nos subtipos classicamente
descritos, Thl e Th2, mas também em Th17 e T reguladora (Treg), tendo essa
tltima atividade inibitéria da resposta imune (Bluestone and Abbas 2003;
Cruvinel 2008; Fossiez et al. 1996).

A resposta regulatoria exercida por essas células pode decorrer da

sintese de citocinas a exemplo da IL-10 e TGF-, mas também através da
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expressao CTLA-4, que removem as moléculas CD80 e CD86 presentes na
superficie das células apresentadoras, internalizando-as e degradando-as nas
vesiculas lisossomais. Ao perder CD80/CD86, essas células apresentadoras
tornam-se incapazes de fornecer o sinal co-estimulatério as células T efetoras
via CD28. Neste contexto, células T reguladoras que expressam a cadeia alfa
do receptor de IL-2 (TCD4'CD25") apresentaram grande capacidade de
capturar CD80/CD86, surgindo ai, mais um possivel modelo de atuacéo destas
células, no qual o CTLA-4 é principal moderador (Qureshi,2011; Zhang et al.
2000).

Célula Apresentadora de Antigeno CélulaT

B7-1 (CD80)

B7-2 (CD86) _(X >
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/ \ . — \
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CD40 7Z©< > < :%RCDAOL

Figura 3 - Sinapse imunoldgica para apresentagdo de antigenos e ativagéo das células .
Fonte: Shape & Freeman, 2002 (adaptado).

Em relagdo a participacdo das citocinas na patogénese da
esquistossomose, estudos demonstraram 0 envolvimento das citocinas do
padrdao Th2, IL-4, IL-5 e IL-13 na formacdo do granuloma e evolucdo para
fibrose hepética (De Jesus, Miranda et al. 2000; Chiaramonte, Cheever et al.
2001).

Fallon e colaboradores (2000), utilizando modelos murinos transgénicos
ou deficientes das citocinas IL-4 e IL-13 demonstraram que a IL-4 determina o
desenvolvimento da resposta granulomatosa, enquanto a IL-13 constitui a

citocina pro-fibrotica associada ao desenvolvimento da fibrose hepéatica
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induzida pelo S. mansoni (Fallon, Richardson et al. 2000). Além dos linfocitos
TCD4", vérios tipos celulares, tais como, eosindfilos, baséfilos, mastdcitos e
células natural killer (NK) representam fontes importantes de IL-4 (Borish and
Steinke 2003). Tanto em eosinofilos quanto em basofilos, esta citocina é
armazenada sobre a forma pré-formada de peptideos-associados a granulos e
podem ser rapidamente liberadas em respostas inflamatorias do tipo Th2. A IL-
4 atua estimulando a expressao de moléculas de MHC de classe Il, B7, CD40,
IgM de superficie e a expressédo de receptores de baixa afinidade (CD23) em
células B, contribuindo para a capacidade de apresentacdo de antigenos por
essas células, além de promover a mudanca de producdo de isotipos de
anticorpos IgM para IgE (Romagnani, 1990). A IL-5 é também considerada um
dos mais importantes mediadores da reacdo ganulomatosa na
esquistossomose, uma vez que participa do processo de maturacdo e aumento
da sobrevida dos eosindfilos inibindo o seu processo de apoptose. A IL-5 atua
também, como quimiotatico para eosindéfilos que migrando para o granuloma
estimula a secrecdo de mediadores associados ao processo de citotoxicidade e
dano tecidual (Rumbley, Sugaya et al. 1999; Contigli, C., D. N. Silva-Teixeira, et
al. 1999).

Enquanto que o papel das citocinas na formacdo do granuloma e
desenvolvimento da fibrose periportal tém sido bastante avaliados, pouco se
sabe sobre as funcdes das moléculas associadas a ativacdo celular e sobre a
regulacdo da resposta imune no processo de fibrose. Neste estudo foi entdo
avaliado o fendtipo e o grau de ativacdo dos linfocitos T em individuos
infectados pelo Schistosoma mansoni apresentando diferentes graus de fibrose
periportal. A nossa hip6tese foi que o processo de formacdo da fibrose
periportal na esquistossomose esta associado a uma diminui¢do da regulacdo

das células T.
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V. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

V.1 Area endémica em esquistossomose

O lugarejo de Agua Preta pertence ao municipio de Gandu, Bahia, e esta
localizado no Litoral Sul, a 280 km de Salvador (Figura 4). O povoado de Agua
Preta compreende uma comunidade que reside na vila principal e moradores

de fazendas da vizinhanca, totalizando cerca de 1000 habitantes.
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Figura 4 - Localizagdo do municipio de Gandu - Bahia.

Fonte: https://maps.google.com.br/maps?hl=pt-BR&tab=wI

As condi¢Bes sanitarias da regido sdo bastante precéarias, onde o0s
moradores se encontram sob alto risco de infec¢des parasitarias. A agricultura
€ a principal fonte de renda da populacédo, e a agua do rio € utilizada para
lavagem de roupas e utensilios, banho e para o lazer (Figura 5). A populagéo
tem pouco acesso aos Servicos de Saude, existem apenas relatos de
tratamentos prévios esporadicos com anti-helminticos. Um estudo realizado em
2008 pelo grupo do Servigo de Imunologia do HUPES-UFBA demonstrou que
cerca de 60% da populacdo do povoado de Agua Preta esta infectada pelo S.

mansoni e este parasito constitui o helminto mais frequente nessa populacao,
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seguido por Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides, Ancilostomideos e
Strongyloides stercoralis cujas frequéncias foram, respectivamente, 43,4%,
37,4%, 33,7% e 3,5% (Souza, Cardoso et al. 2012).

Figura 5 - Habitantes de Agua Preta utilizando a agua do rio, tnica fonte hidrica da regio.

V.2 Desenho do estudo e caracterizacdo da populacéo

Trata-se de um estudo de corte transversal, parte de um projeto que
avaliou a frequéncia de fibrose periportal na area endémica de Agua Preta,
municipio de Gandu-Bahia. O célculo do tamanho amostral para o estudo da
resposta imune foi realizado assumindo uma diferenca média de um desvio
padrdao entre os grupos e o poder de 0.80 para se obtiver diferencas
significativas com IC de 95%, sendo necessario no minimo 15 pacientes por

grupo.

Foram analisados quinze pacientes com o grau 0 (sem fibrose), quinze
pacientes com grau | (fibrose incipiente) e apenas sete com fibrose graus Il e
[l (fiborose moderada e grave), pela dificuldade em se encontrar pacientes em

graus avancados de fibrose na regido do estudo.
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V.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram selecionados os primeiros 15 individuos infectados pelo S.
mansoni de ambos os sexos, entre 10 e 70 anos de idade, com fibrose
periportal e com fibrose incipiente que atenderam ao recrutamento para
participar do estudo. Todos os pacientes com fibrose moderada a grave
identificados na area, na faixa etaria entre 10 e 70 anos foram convidados e

aceitaram participar do estudo.

V.4 CRITERIOS DE NAO INCLUSAO

N&o foram admitidos no estudo individuos com idade inferior a 10 anos e
superior a 70 anos, pela possibilidade de alteracdo da resposta imune em
faixas extremas de idade. Mulheres gravidas, individuos alcoodlatras e
portadores de doencgas que pudessem interferir com os resultados da avaliacdo
da resposta imune, a exemplo das hepatites B e C, diabetes melitus, HIV e

HTLV também né&o foram incluidos no estudo.

V.5 METODOLOGIA

V.5.1 Exame parasitolégico de fezes

Os individuos selecionados tiveram amostras de fezes analisadas
através da técnica de sedimentacdo espontanea - Hoffmann-Pons-Janer ou
método de Lutz, para a determinacdo da infeccdo parasitaria e através da
técnica de Kato-Katz (Katz, Coelho et al, 1970), para a determinacdo da carga

parasitaria dos helmintos.
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V.5.2 Avaliacdo do grau de fibrose periportal através da Ultrassonografia
(USG) de abdome superior e classificagcédo do grau de fibrose periportal

As ultrassonografias de abdome superior visando principalmente avaliar
a existéncia de hepatomegalia e esplenomegalia, e o grau de fibrose periportal
foram realizadas por um por profissional especializado (Souza, Cardoso et al.
2012). Na determinagcdo do grau de fibrose periportal, utilizaram-se critérios
recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude (Abdel-Wahab, Esmat et
al. 1992; De Jesus, Miranda et al. 2000; Lambertucci 2010). Esta classificacédo
leva em consideracdo o valor médio do diametro da veia porta dos quatro
espacos periportais, ap6s a primeira divisdo dos ramos direito e esquerdo da
veia porta, sendo considerado grau de fibrose zero (Grau 0) para valores
menores do que 3,0mm, grau de fibrose | (Grau 1) entre 3,0mm a 4,9mm; grau
de fibrose Il (Grau Il) entre 5,0mm a 7,0mm; e grau de fibrose Il (Grau Ill) se o

diametro for superior a 7,0mm.

V.5.3 Obtencéo de células mononucleares do sangue periférico (CMSP)

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas a
partir de amostra de 40 mL de sangue heparinizado de pacientes com o0s trés
grupos de fibrose periportal, diluido 1:2 em solucao salina a 0.9%, e separadas
por gradiente de densidade, o Ficoll-Hipaque™ Plus (GE healthcare,
Biosciences AB Durham, NC, USA). As células mononucleares foram coletadas
por aspiracdo, lavadas por trés vezes com solucdo salina a 0.9% a 1290rpm
por 10 minutos. As células foram contadas em camara de Newbauer, ajustadas
a uma concentracdo de 1 x 10’ células/mL em meio RPMI 1640, contendo 10%

de soro humano AB inativado.
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V.5.4 Marcacgéo dos fendétipos de linfécitos — Ex vivo

As células CMSP foram marcadas com anticorpos monoclonais para 0s
marcadores de superficie, anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25, anti-CD28,
anti-CD69 e CTLA-4 com os seguintes fluorocromos FITC (CD3, CD4, CD25),
PercPCy5.5 (CD4, CD28), PercP (CD69), APC (CD4), PE (CD3, CTLA-4) e
PeCy7 (CD8). Foram adicionadas 30 pL da solucdo contendo 3 x 10°
células/mL em cada poco da placa de 96 pocos. Em seguida foram
acrescentados 20 pL da solucdo com os anticorpos diluidos. As placas foram
incubadas, protegidas da luz por 20 minutos a 4°C. Foram feitas trés lavagens
sucessivas para eliminar o excesso de anticorpo monoclonal, seguido de
ressuspensdo das células em 100 puL de PBS 1X para aquisicdo no citbmetro
de fluxo (FACS canto: BD Biosciences Falcon™352052 Il). As populacdes
celulares foram definidas a partir dos parametros de tamanho (SSC) e
granulosidade celular (FSC), respectivamente para delimitacdo da regido dos
linfocitos. As células mononucleares foram analisadas de acordo com a
frequéncia da expressdo dos marcadores de superficie celular usando o
programa Flow Jo (FIGURA 6).

SsC

FIGURA 6 - Regido (gate) de identificacdo dos linfécitos através da expressdo dos pardmetros
de SSC (tamanho) e FSC (granulosidade) em CMSP de pacientes com esquistossomose.
Figura representativa de um paciente.



V.5.5 Fluxograma — Desenho do estudo
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V.6 ANALISES DOS DADOS

Os dados referentes a amostra populacional foram analisados pelo
programa Statistical Package for Social Science (SPSS® verséo 9,0) e
representados através de medianas ou através de porcentagens. Os fenotipos
das células foram analisados pelo software Flowjo (GeneChip®, Affymetrix®
versdo 7.6.5) e expressos em percentagem de positividade do total de células
dentro de um grupo celular especifico. A comparagcao entre os trés grupos de
pacientes com diferentes graus de fibrose periportal foi realizada através do
teste Anova ou Kruskal Wallis, com poés-teste de Dunn, sendo considerado
significativo um valor de p<0,05.

V.7 CONSIDERACOES ETICAS DA PESQUISA

O presente estudo € uma extenséo do projeto aprovado pelo Comité de
Etica Médica da Maternidade Climério de Oliveira — UFBA, intitulado: Avaliacdo
do Perfil de Citocinas em Individuos com Diferentes Graus de Fibrose Hepética
Secundaria a Esquistossomose (Parecer/Resolucdo n® 043/2008; ANEXO II).
Os patrticipantes do estudo foram todos voluntarios que, apds esclarecimentos
sobre o objetivo desta pesquisa, assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (APENDICE A). No caso de menores, 0 consentimento foi
assinado por um dos responsaveis (APENDICE B). Todos os individuos

portadores de enteroparasitoses foram tratados gratuitamente.
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Abstract

Schistosomiasis takes the second place in clinical and epidemiological magnitude of
parasitic diseases in the world. The host immune response is essential for the protection
and pathogenesis. The chronic phase is characterized by the production of Th2
cytokines, which are associated to the development of periportal fibrosis. Little is
known about the phenotype and activation status of different subtypes of T cells in the
process. Objective: To evaluate the phenotype and the degree of T cell activation in
schistosomiasis patients with periportal fibrosis. Methods: It was a cross-sectional
study, conducted in the village of Agua Preta, Gandu-Bahia, which included 37 subjects
with periportal fibrosis determined by ultrasound. Fifteen of them had incipient fibrosis,
seven moderate to severe fibrosis and fifteen without fibrosis. Peripheral blood
mononuclear cells were obtained by the Ficcol-hypaque gradient and frequency of
CD4" and CD8" T cells, as well as the expression of the surface markers CD28, CD69,
CD25 and CTLA-4 were determined by flow cytometry. Results: There was no
significant difference in the frequency of CD4" T cells in patients with different degrees
of periportal fibrosis, however, individuals with moderate to severe fibrosis showed a
lower frequency of CD8" T cells when compared to patients without fibrosis or
incipient fibrosis. The frequency of CD8* CD28" T cells as well as CD4'CD69" T cells
was higher in patients with incipient fibrosis when compared to those without fibrosis.
Regarding the frequency of CD4"CD25"", there was no significant difference between
groups, however, individuals with moderate to severe fibrosis presented a lower
frequency of CD4" CD25"" T cells when compared to patients without fibrosis or
incipient fibrosis. The frequency of CD4"CTLA-4" T cells in individuals with moderate
to severe fibrosis was lower also than in patients without fibrosis or with incipient

fibrosis. Conclusion: The high frequency of activated T cells in patients with fibrosis
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indicates that these cells might participate in the periportal fibrosis development in
schistosomiasis. Additionally, the low frequency of T cells with regulatory profile in
patients with moderate to severe fibrosis reinforces the hypothesis of a lack of

regulatory immune response in these patients.

Keywords: Schistosomiasis, pathogenesis, periportal fibrosis, T lymphocytes.
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1. Introduction

Schistosomiasis is a parasitic disease which account for the second place in terms of
socio-economic and public health in tropical and subtropical areas. It is a chronic and
debilitating disease caused by parasites of the genus Schistosoma, which affects about
200 million people worldwide and close to 800 million are at the risk of infection [1].
The liver pathology results from the host immune response to antigens from the eggs
that become trapped in the portal venous system. The granulomas formed around the
eggs act as barriers which prevent the dispersion of egg antigens of S. mansoni,
however, about 5 % of infected individuals evolve to periportal fibrosis and it is

associated to the morbidity and mortality described in chronic schistosomiasis [2-4].

Studies have evaluated the cytokine response associated with granuloma formation and
development of periportal fibrosis due to schistosomiasis, both in experimental models
and in vitro models of granuloma or tissue biopsies [5-7]. There are, however few
studies evaluating the lymphocyte profile in patients with periportal fibrosis and the
participation of co-stimulatory molecules in the process. The activation process of T
cells requires stimulation through co-stimulatory molecules which interact with
corresponding ligands on antigen presenting cells (APC). One of the most important co-
stimulatory molecules on T cells is CD28, which is constitutively expressed, and bind to
its ligands on APCs, CD80 and CD86. CD86 is constitutively expressed at low levels
and it is rapidly up-regulated after primary antigen recognition, whereas CD80 exhibits
delayed expression kinetics [8]. Other ligand for CD80 and CD86 is CTLA4. The
expression of this molecule is rapidly up-regulated after T cell activation, and provides a
negative feedback signal limiting the immune response [9]. Additionally to co-
stimulatory molecules expressed during the antigen presentation process, we also

evaluated in this study the expression of CD69, a molecule associated to T cell
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activation [10]. This molecule is expressed following activation of T cells and it induces
proliferation of these cells through increased synthesis of IL-2 [10].
The CD4" T cells, depending on the cytokine environment that is exposed at the time of
antigen presentation, can differentiate into effectors T cells subtypes of Thl, Th2, Th17
or T regulatory (Treg) phenotypes. Treg cells have been described to play a key role in
controlling the immune system. Depending on how they are derived, regulatory T-cells
can be classified into two main types. The natural regulatory cells arises from the
thymus as a distinct subtype of mature T cell and express the alpha chain of the IL-2
receptor, the molecule CD25 and they can also express the transcription factor Foxp3
[11, 12]. Other type of regulatory cell, the regulatory T cells induced type 1 (Trl),
develops from the differentiation of naive T cells in the periphery after contact with
high concentrations of antigen [13-15]. In recent years the expression of CD25 molecule
on T lymphocytes has been better characterized, being considered responder or
activated T cells those which show low expression of CD25 (CD4*CD25"") or did not
express this molecule (CD4'CD25™9). Cells expressing high levels of CD25
(CD4*CD25"9"), on the other hand, have potent suppressor activities on the immune
response, by inhibiting cell proliferation and cytokine secretion by T cells. These cells
can act via cell-cell contact [16, 17]or by the synthesis of regulatory cytokines such as

IL-10 and TGF-p [18].

We hypothesize that the process of periportal fibrosis development in schistosomiasis is
associated with an exacerbated activation status of T cells due to an impairment of
regulatory molecule expression in these cells. To test this hypothesis we evaluated the
phenotype and the degree of activation of T lymphocytes in patients with varying

degrees of periportal fibrosis secondary to schistosomiasis.
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2. Patients, Materials and Methods
2.1. Study design and the endemic area

This study was carried out in an endemic area from schistosomiasis named Agua Preta,
in the state of Bahia, Brazil. Agua Preta is located 280km south of Salvador, the capital
of the State Bahia. It is composed of a residential area in the center of the village and
some surrounding farms. A total of approximately 800 people live in the community.
They live in poor sanitary conditions and agriculture is the predominant occupation.
There is one river in this region that is used for bathing, washing clothes and utensils,

and leisure - exposing the residents to high risk of Schistosoma infection.

A cross-sectional parasitological surveys using Kato-Katz [19] and sedimentation
techniques were conducted in three different stool samples collected on different days.
The inclusion criteria for this study were individuals from endemic areas who have at
least one positive parasitological exam for S. mansoni. From the 537 individuals who
agreed to participate in this study 334 were infected with S. mansoni (62.5%). The
frequency of other helminthic infections was 43.4% for Trichuris trichiura, 37.4% for
Ascaris lumbricoides, 33.7% for Hookworms and 3.5% for Strongyloides stercoralis.
From 334 individuals who were infected with S. mansoni, 220 agreed to perform
abdominal ultrasound, in order to determine the degree of periportal fibrosis [20]. They
also agreed to donate blood for the study of the immunological response. For this
particular aim, we analyzed fifteen patients with grade 0 (no fibrosis), fifteen patients
with grade | (incipient fibrosis) and seven with fibrosis grades 11 and Il (moderate and
severe fibrosis). We had difficulty in finding patients with advanced stages of fibrosis in
the region of the study, being seven all patients with this condition who met the

inclusion criteria. We did not include individuals fewer than 05 or above 60 years old.
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We also did not include alcoholic individuals and those with positive serology for HIV,
HTLV-1 or hepatitis virus type B and C - all of which are conditions that could interfere

with the immunological response.

2.2. Ultrasound examination

Abdominal ultrasound (USG) were performed using the Quantum 2000 Siemens and
Elegra Siemens ultrasound with a convex transductor of 3.5 - 5.0 Mhz. Liver span was
measured in the midclavicular line and midline. The liver was also examined for
smoothness of surface; echogenicity and posterior attenuation of the sound bean; and
portal vein diameter outside the liver midway between its entrance into the portal
hepatic and its first bifurcation in the liver. Periportal fibrosis was observed as multiple
diffuse echogenic areas. Grading of periportal fibrosis was determined by the mean total
thickness of four portal tracts after the first division from the right and left branches of
portal vein (PT1) as follow: degree 0, mean thickness < 3mm; degree I, mean thickness
3 to 5 mm; degree I, mean thickness > 5 to 7 mm; and degree 111 mean thickness > 7
mm [21, 22]. Of the 220 individuals evaluated 62 (28.2%) had some degree of
periportal fibrosis [20]. The score of periportal fibrosis were grouped according to the
severity, being degree 0 without periportal fibrosis, incipient periportal fibrosis was
considered to individuals with degree | and moderate to severe periportal fibrosis to

those with degrees 11 and 111 [23].

To perform the immune response we included 15 individuals with degree 0, 15
individuals with degree 1, while all individuals with severe forms of the disease

characterized by the grade Il or 111 (n=07) were included.
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2.2. Fecal examinations for parasite load

Three stool samples from each individual were examined using Hoffman sedimentation
method, to identify helminthes and enteric protozoa, and Kato-Katz method, to estimate

the number of eggs per gram of feces [19].
2.3. Ex vivo staining

The PBMC cells were labeled with monoclonal antibodies for the surface markers,
CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD69 and CTLA-4 with the following fluorochromes
FITC (anti-CD3, anti-CD4 , anti-CD25), PercPCy5.5 (anti-CD4, anti-CD28), PerCP
(anti-CD69), APC (anti-CD4), PE (anti-CD3 and anti-CTLA-4) and PeCy7 (anti-CDS8).
The staining cells, 3 x 10° cells / ml in 30 uL of a solution, were added to each well of
96 well plate. Then, 20 uL of diluted antibody solution were added. The plates were
incubated, protected from the light for 20 minutes at 4 ° C. After staining, preparations
were washed with 0.1% sodium azide PBS, fixed with 200 ml of 4% formaldehyde in
PBS and kept at 4°C for later acquisition using a flow cytometer (FACS corner: BD
Biosciences 352052 Falcon ™ II). The cell populations were defined from the size
parameters (SSC) and cell granularity (FSC) for the delimitation of the lymphocyte
region. Cells were analyzed according to the frequency of expression of cell surface

markers using Flow Jo software (Figure 1).

2.5. Analysis of FACS data

The frequency of positive cells was analyzed using the program Cell Quest in the
lymphocyte region, which was determined using granularity (SSC) and size (FSC) plot.

Limits for the quadrant markers were always set based on negative populations and
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control isotypes. For analyses of CD8-positive lymphocytes, quadrants were always set

8|0W

for CD8™ populations in order to not to include CD8"" positive NK cells.

2.6. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the software Statistical Package for Social
Science (version 9.0 for Windows; SPSS). The frequency of positive cells was
expressed as percentages. The differences between means were assessed using unpaired
t test to compare two groups, or one-way ANOVA to compare three or more groups.
Fisher’s exact test was used to compare proportions. The difference in mean age was
assessed by the Mann Whitney test. Statistical significance was established at the 95%

confidence interval.

3. RESULTS

The demographic characteristics, parasite burden and the ultrasonography evaluation of
individuals included in this study are shown in the Table I. It was observed that the
mean age of individuals with moderate to severe periportal fibrosis was higher than in
patients without fibrosis or with incipient fibrosis (p<0.05). Indidividuals with
moderate-to-severe fibrosis had lower parasite burden than individuals with incipient
fibrosis or without periportal fibrosis, and there was no significant differences in gender

distribution between groups of patients (TABLE 1).

3.1. Frequency and activation status of CD4* and CD8" " lymphocytes in individuals

with different degrees of periportal fibrosis

The frequency of CD3"CD4" T cells was similar among patients with different degrees
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of periportal fibrosis (Figure 1A). There was, however, a lower the frequency of CD8"
T cells in individuals with moderate to severe fibrosis (median = 11.4%; min-max=
0.2% -16%), compared to those without fibrosis (16%; 13% -29.7%) or with incipient
fibrosis (11.6%; 0,8% - 21.1%; p<0.05) (Figure 1B). The CD4*/CD8" T cell ratio was
higher in individuals with moderate to severe fibrosis compared to those without

fibrosis (p<0.05).

We also evaluated the frequency of some T cells activation markers such as CD28 and
CD69. The expression of CD4°CD28" T lymphocytes was higher in individuals with
moderate to severe fibrosis (95.7%; 91.2% - 98.5%) compared to patients with incipient
fibrosis (62%; 48.8% - 95.4%; p<0.05; Figure 2A). There was no significant difference
in the frequency of CD8" T cells expressing CD28 between groups (Figure 2B).
Regarding CD69 we did not observe any significant difference among groups of

individuals, both in CD4" or CD8" T cells.

It has been demonstrated that the suppressive mechanisms induced by helminth
infection include cell-to-cell contact via CTLA-4. The frequency of CD4"CTLA-4" T
cells was higher in individuals with moderate to severe fibrosis (0.41%; 0.2% - 0.6%),
compared to individuals without fibrosis (0.8%; 0.15% - 2.8%) or with incipient fibrosis

(0.16%; 0.1% - 4.2%; p<0,05).

3.2. Different populations of CD4"CD25" T cells may participate in the pathogenesis of

periportal fibrosis due to S. mansoni infection

It has been demonstrated that within the CD4'CD25" T cell populations, those which

express high levels of CD25 exhibit regulatory functions [16].

The lower expression of CD25 (CD25"") on CD4" cells has been related to activation
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status of these cells. The frequency of CD4*CD25"" T cells (Figure 4A) did not differ
among groups, being 7.4% (3.1% - 11.5%) in the group of individuals without fibrosis,
7.5% (4% - 13.1%) in the group with incipient fibrosis and 6% (4% - 8.3%) in the group
of individuals with moderate to severe fibrosis (p>0.05). Individuals with moderate to
severe fibrosis, had, however, high frequency of TCD4"CD25™9 T cells (91.9%; 87.8%
- 95.2%) compared to those without fibrosis (89%; 86% - 91.5%) or with incipient

fibrosis (88.4%; 83.4% -93%; p<0.05; Figure 4B).

On the other hand, the frequency of CD4"CD25" were lower in individuals with
moderate to severe fibrosis (1.0%; 0.7% - 1.35%) compared to individuals without

fibrosis (1.8%; 1.1% - 2.9%) or with incipient fibrosis (1.75%; 0.85% - 3.5%; p<0.05).
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4. Discussion

In this study we evaluated the frequency of T lymphocytes subtypes and activation
status of these cells in individuals with different degrees of periportal fibrosis due to S.
mansoni infection. Most of the included subjects were female; however there was no
difference in gender distribution between groups of patients with different degrees of
fibrosis. The parasite load of S. mansoni was also similar between groups. Individuals
without periportal fibrosis were younger than patients with moderate to severe fibrosis,
which corroborates with Alves-Oliveira and colleagues [23], who observed that the
development of periportal fibrosis is a slow process usually occurring after 50 years of

age.

Regarding, the immune response, the frequency of CD4" T cells did not differ between
groups of patients with different degrees of periportal fibrosis, while CD8" T cells were
more frequent in individuals with moderate to severe fibrosis. Granuloma formation is
mainly mediated by CD4" T cells specific for the parasite antigens [4, 24], and these
cells also participate in the modulatory process of granuloma development [25]. Studies
have showed that both CD4" and CD8" T cells are sources of IL-10, a cytokine with
suppressive activity that is highly produced during chronic S. mansoni infection [26].
We did not find, however, differences in the frequency of CD4" T cells between groups
of patients with different degrees of fibrosis, indicating that even with similar
frequency of these cells, their profile might be important, and this aspect was also
evaluated in this study. Regarding the CD8" lymphocytes, there are some evidences that
they participate in the control of granuloma formation and prevent pathology during
chronic schistosomiasis [27]. This is supported by the data that there is an increased
population of activated CD8" T cells in individuals with the intestinal form of the

disease [28].
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In relation to the activation status of T lymphocytes in this study, we observed higher
frequency of CD4'T cells expressing CD28 in subjects with moderate to severe fibrosis
when compared to cells from individuals with incipient fibrosis. There was, however,
no difference in the frequency of CD8"CD28" T cells among groups. These findings
suggest that expression of CD28 on CD4" T cells may be related to the development of
more severe forms of schistosomiasis. The molecule CD69 is other marker of T cell
activation. It is not found on resting cells, being rapidly expressed following T cells
activation. The expression of CD69 induces proliferation of T cells through the
increased synthesis of IL-2 [10]. In this study we observed no differences in the
frequency of CD4'CD69" and CD8'CD69" T cells among patients with different
degrees of periportal fibrosis. A lower expression of CD69 on eosinophils has been
showed in patient with chronic intestinal schistosomiasis when compared to those with
periportal fibrosis [29] There are few studies in the literature that assess the function of
the CD69 molecule expressed on T lymphocytes in indivuals infected with S. mansoni.
CD69 expression in these cells may not be as important as on eosinophils. Indeed, the
expression of CD69 on eosinophils of other Th2 mediated disease, such as asthma, is

associated with airway inflammations and severity of the disease [30, 31].

In this study, we also evaluated the expression of CD25 on lymphocytes of
schistosomiasis patients. While there was a high frequency of CD4"CD25™ T cells in
subjects with moderate to severe fibrosis, the frequency of CD4" CD25"" T cells was
lower, compared to patients without fibrosis or incipient fibrosis. This finding is in
agreement with what was found by Teixeira-Carvalho and colleagues [26], who
demonstrated for the first time, a high frequency of CD4"CD25™" T cells in patients
with intestinal form of schistosomiasis, suggesting that they are key cells in controlling

morbidity during chronic schistosomiasis.
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Experimental evidence points to the possible involvement of regulatory T cells in other
chronic helminth infections, such as those caused by hookworm, where there is an
increased number of circulating CD4"CD25"Foxp3™ T cells, compared to healthy

individuals [32].

Regarding the co-stimulatory molecule CTLA-4, we observed a lower frequency of
TCD4'CTLA-4" T cells in patients with moderate to severe fibrosis than in individuals
with incipient fibrosis or without fibrosis. This suggests the involvement of
lymphocytes expressing CTLA-4 as an additional mechanism to control the
inflammatory process associated to liver fibrosis during chronic schistosomiasis. In a S.
mansoni infection experimental study it was demonstrated that cells expressing CTLA-4
can control morbidity through a decrease in the Th2 immune response and in the

eosinophil number [33].
5. Conclusions

The data of high frequency of T activated cells in patients with periportal fibrosis,
together with a low frequency of cells expressing regulatory markers in these patients,
reinforces the hypothesis that the lack of modulatory mechanisms is associated with

pathology in human schistosomiasis.
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Figure legends

Figura 1. Strategy for T cell evaluation by flow cytometry. The cell populations
were defined by nonspecific fluorescence from the forward (FSC) and side scatter
(SSC) as parameters of cell size and granularity, respectively (A). TCD4" and TCD8"
lymphocytes region was determined through the expression of CD3 and CD4 (B) or

CD3 and CD8, respectively. Representative graph of one experiment.

Figure 2. Frequency of T cell population. Frequency of TCD4" (A), TCD8" (B) and
ratio between TCD4" and TCD8" cells (C) in individuals infected with S. mansoni
with different degrees of periportal fibrosis. Ex vivo PBMC were stained for surface.
The selection of T-lymphocytes subsets was initially performed based on their forward
(FSC) and side (SSC) light scatter properties, followed by immunophenotype using
double-labeling platform with anti-CD4 FITC and anti-CD8 PECY7 mAbs and flow
cytometry. Results are expressed in median, minimum, maximum and interquartile

values of frequency (*p<0.05; Kruskal-Wallis test).

Figura 3. Frequency of T cell population expressing co-stimulatory molecules.
Frequency of TCD4" CD69" (A), TCD4'CD28" (B) and TCD4'CTLA-4" cells (C) in
individuals infected with S. mansoni with different degrees of periportal fibrosis . Ex
vivo PBMC were stained for surface . The selection of T-lymphocytes subsets was
initially performed based on their forward (FSC) and side (SSC) light scatter properties,
followed by immunophenotype using double-labeling platform with anti-CD4 FITC and

anti-CD69 PerCP anti-CD28 PE and anti-CD152 PECY5. mAbs and flow cytometry.
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Results are expressed in median, minimum, maximum and interquartile values of

frequency (*p<0.05, **p<0.005; Kruskal-Wallis test).

Figura 4. Frequency of T cell population expressing CD25 molecules. Strategy to
analyze the intensity of expression of CD25 molecule on TCD4" cells. Plot (A) and
histogram (B) are representative of one experiment. Frequency of TCD4"" (C),
TCD4" (D) and TCD4™ cells (E) in individuals infected with S. mansoni with
different degrees of periportal fibrosis. Ex vivo PBMC were stained for surface . The
selection of T-lymphocytes subsets was initially performed based on their forward
(FSC) and side (SSC) light scatter properties, followed by immunophenotype using
double-labeling platform with anti-CD4 APC and anti-CD25 FITC mAbs and flow
cytometry. Results are expressed in median, minimum, maximum and interquartile

values of frequency (*p<0.05; Kruskal-Wallis test).
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Figure 1
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Figure 4
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VIl. RESULTADOS

Participaram deste estudo 37 individuos infectados pelo S. mansoni
residentes em Agua Preta, no municipio de Gandu, Bahia. Quinze deles n&o
apresentavam fibrose periportal, quinze apresentavam fibrose incipiente e sete
apresentavam fibrose moderada a grave. A idade da populag&o variou de 12 a
70 anos, com mediana de 37 anos. A faixa etaria do grupo de pacientes com
fibrose moderada a grave foi maior do que a dos pacientes do sem fibrose
(p<0,05, Tabela 1). Observou-se que 65% dos participantes eram do sexo
feminino, ndo havendo, entretanto, diferenca significativa na distribuicdo de
géneros entre os trés grupos avaliados (Tabela 1). Ndo foram observadas
também diferencas significativas na carga parasitaria de S. mansoni entre os

trés grupos estudados (Tabela 1).

TABELA 1. Caracterizacdo dos individuos infectados pelo S. mansoni.

Sem fibrose Fibrose Fibrose
Categorias (n=15) incipiente moderada a P
B (n=15) grave (n=07)

Idade (em anos)*

mediana (faixa etaria) 30 (12-50) 34 (20-62) 47 (26 - 70) < 0,05%
Género n (%)**

Masculino 06 (40) 05 (33,3) 02 (28,5) NS

Feminino 09 (60) 10 (66,7) 05 (71,5)
Carga parasitaria S.mansoni *

mediana (min-max)

Opg/fezes 72 (24 - 392) 72 (24 - 600) 72 (24 - 192) Ns

*One-way ANOVA com pés-teste; **Teste Qui quadrado
# Sem fibrose vs fibrose moderada a grave; ns = nio significativo
(n=37)
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VI. 1. Frequéncia de linfécitos TCD4" e TCD8" nos individuos com

diferentes graus de fibrose periportal

Neste estudo foi avaliada a frequéncia de linfécitos TCD4" e TCD8" nos
individuos com diferentes graus de fibrose periportal (Figura 1). Nao houve
diferenca significativa na frequéncia das células TCD4" entre os grupos de
pacientes avaliados (p>0,05; Figura 1A). Entretanto, os individuos com fibrose
moderada a grave apresentaram uma frequéncia menor de células TCD8"
(mediana = 11,4%; min-max= 0,2% -16%), quando comparados aos individuos
sem fibrose (16%; 13% -29,7%) e com fibrose incipiente (11,65%; 0,8% -
21,1%; p<0,05; Figura 1B).

A razdo entre as células TCD4" e TCD8" foi avaliada, sendo
significativamente maior no grupo de pacientes com fibrose moderada a grave
(3,7), quando comparada com os pacientes sem fibrose (2,5; p<0,005; Figura
1C).
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Figura 1. Frequéncia de linfocitos TCD4" (A) e TCD8" (B) e razado ente TCD4" e TCD8" (C)
em individuos infectados pelo S. mansoni com diferentes graus de fibrose periportal. Os
resultados das frequéncias das populacdes celulares foram expressos em mediana, valores
minimos e maximos e interquartis (*p<0,05; ** p< 0,005; Teste de Kruskal-Wallis).
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VI. 2. Frequéncia de linfocitos TCD4" e TCD8" expressando a molécula
CD28nos individuos com diferentes graus de fibrose periportal

Em relacdo a expressdo de CD28 nos linfécitos T dos pacientes com
diferentes graus de fibrose periportal, foi observada maior frequéncia de células
TCD4'CD28" (Figura 2A) nos individuos com fibrose moderada a grave (95,7%;
91,2% - 98,5%) quando comparadas aos individuos com fibrose incipiente
(62%:; 48,8% - 95,4%; p<0.05). Nao houve, entretanto, diferenca significativa na
frequéncia das células TCD8'CD28" entre os pacientes sem fibrose (2,9%;
1,4% - 18,1%), com fibrose incipiente (2,67%; 0,1% - 15%) e moderada a grave
(3,48%; 0,2% - 10,2%; Figura 2B).
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Figura 2. Frequéncia dos linfécitos TCD4'CD28" (A) e TCD8'CD28" (B) em individuos
infectados pelo S. mansoni com diferentes graus de fibrose periportal. Os resultados foram
expressos em mediana, valores minimos e maximos e interquartis (*p<0,005; Teste de Kruskal-
Wallis).
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VI. 3. Frequéncia de linfécitos expressando a molécula CD69 nos
individuos com diferentes graus de fibrose periportal

Para determinar o grau de ativacdo das células T, foi também avaliada a
expressdo do marcador de superficie celular CD69 em linfécitos TCD4" e
TCD8". N&o foram observadas diferencas significativas nas frequéncias de
células TCD4'CD69" (Figura 3A) entre os grupos de pacientes sem fibrose
(0,7%; 0,3% -1,9%), com fibrose incipiente (0,6%; 0,1% - 1,2%) e com fibrose
moderada a grave (0,3%; 0,1%-1,2%). Também nao houve diferenca na
freqiiéncia de células TCD8'CD69" entre os grupos de pacientes sem fibrose
(2,7%; 0,4% - 4,7%), com fibrose incipiente (3,8%; 0,8% -12,4%) e com fibrose
moderada a grave (3,6%; 0,2%- 6,2%; Figura 3B).
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Figura 3. Frequéncia dos linfécitos T CD4'CD69" (A) e T CD8'CD69" (B) em individuos
infectados pelo S. mansoni com diferentes graus de fibrose periportal. Os resultados foram
expressos em mediana, valores minimos e maximos e interquartis (p>0,05; Teste de Kruskal-
Wallis).
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VI. 4. Frequéncia de linfocitos TCD4" expressando a molécula CD25 nos
individuos com diferentes graus de fibrose periportal

Foi avaliado nesse estudo as frequéncias das populacdes de células
TCD4" que apresentavam baixa expressdo de CD25 (CD25°"), alta express&o
desta molécula (CD25™") e também a populacdo de células TCD4" que néo
expressavam a molécula CD25 (CD25"°%). Em relacdo & frequéncia de
linfécitos TCD4*CD25"" (Figura 4A), foi observado que ndo houve diferenca
significativa na frequéncia destas células entre os pacientes sem fibrose (7,4%;
3,1% - 11,5%), com fibrose incipiente (7,5%; 4% - 13,1%) e com fibrose
moderada a grave (6%; 4% - 8,3%). Observou-se, entretanto, que os individuos
com fibrose moderada a grave apresentaram uma maior frequéncia de células
TCD4'CD25"9 (91,9%; 87,8% - 95,2%), quando comparados aos individuos
sem fibrose (89%; 86% - 91,5%) e com fibrose incipiente (88,4%; 83,4% - 93%;
p<0,05; Figura 4B).
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expressos em mediana, valores minimos e maximos e interquartis (*p<0,05; Teste Kruskal-
Wallis).
VI. 5. Frequéncia de linfocitos TCD4" expressando a molécula CD25 nos

individuos com diferentes graus de fibrose periportal

Em relacdo as células TCD4'CD25™" (Figura 5), observou-se menor
frequéncia dessas células em individuos com fibrose moderada a grave (1,0%;
0,7% - 1,35%), quando comparada aos pacientes sem fibrose (1,8%; 1,1% -
2,9%) e com fibrose incipiente (1,75%; 0,85% - 3,5%; p<0,05).
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Figura 5. Frequéncia dos linfécitos TCD4"CD25"" em individuos infectados pelo S. mansoni
com diferentes graus de fibrose periportal. Os resultados foram expressos em mediana, valores
minimos e maximos e interquartis (*p<0,05; Teste de Kruskal-Wallis).
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VI. 6. Frequéncia de linfocitos TCD4" expressando CTLA-4 nos individuos
com diferentes graus de fibrose periportal

A frequéncia de linfocitos T CD4"CTLA-4" foi avaliada nos trés diferentes
grupos de pacientes (Figura 6), e observou-se que individuos com fibrose
moderada a grave apresentaram uma menor frequéncia destas células (0,41%;
0,2% - 0,6%), quando comparados aos individuos sem fibrose (0.8%; 0,15% -
2,8%) e com fibrose incipiente (0,16%; 0,1% - 4,2%; p<0,05).
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Figura 6. Frequéncia dos linfocitos TCD4" CTLA-4 em individuos infectados pelo S. mansoni
com diferentes graus de fibrose periportal. Os resultados foram expressos em mediana, valores
minimos e maximos e interquartis (*p<0,05; Teste de Kruskal-Wallis).
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VIIl. RESUMO DOS RESULTADOS
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IX. DISCUSSAO

Neste trabalho, foi avaliada a frequéncia de subtipos de linfécitos T e o
grau de ativacdo destas células em individuos infectados pelo S. mansoni
apresentando diferentes graus de fibrose periportal, residentes na area
endémica de Agua Preta, municipio de Gandu, no Sul da Bahia. A populacio
da regido vive exclusivamente da agricultura de subsisténcia e utilizam uma
Unica fonte hidrica para o desenvolvimento das atividades domésticas, onde
acontece a infeccao pelo S. mansoni.

Os individuos incluidos no estudo foram, na maioria, do sexo feminino,
nao havendo, entretanto diferenca na distribuicdo de géneros entre oS grupos
de pacientes com diferentes graus de fibrose periportal. Os pacientes eram
também equiparaveis em relacdo a carga parasitaria do S. mansoni.
Observou-se, porém, que os individuos sem fibrose periportal eram mais
jovens do que os individuos com fibrose moderada a grave, corroborando com
estudos de Alves-Oliveira e colaboradores (2006), que observaram que 0
desenvolvimento da fibrose periportal € um processo lento, ocorrendo
geralmente em individuos com idade superior a 50 anos (Alves Oliveira,

Moreno et al. 2006).

A populacao deste estudo ja havia sido avaliada em relacéo a resposta
imunologica, particularmente sobre o perfil de citocinas e quimiocinas
produzidas pelas células mononucleares de sangue periférico in vitro. Foi
documentado que os niveis de IL-5, uma citocina do perfil Th2 que esta
associada a proliferacdo e ativagdo de eosinofilos, e de TNF-a, uma citocina
pro-inflamatéria, foram mais altos em pacientes com fibrose, comparado
agueles sem fibrose. Por outro lado, as concentracdes de IL-13, citocina
também do padrdo Th2 associada ao desenvolvimento de fibrose na
esquistossomose experimental (Reiman, Thompson et al. 2006) e MIP-1q,
quimiocina inflamatoria, foram mais elevadas nos individuos sem fibrose,
guando comparados aos individuos com fibrose moderada a grave (Souza,

Cardoso et al. 2012). Dando continuidade a este estudo do grupo, a populagéo
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de células T, assim como o grau de ativagdo dessas células foram avaliados no

presente trabalho.

A frequéncia das células TCD4" n&o diferiu entre os grupos de pacientes
com diferentes graus de fibrose periportal, estando as células TCD8" em menor
frequéncia nos individuos com fibrose moderada a grave. A formacdo do
granuloma é principalmente mediada pelos linfécitos TCD4" especificos para os
antigenos dos ovos do parasita (Asahi and Stadecker 2003; Andrade 2009), e
estas células participam também dos eventos de modulacdo da reatividade
granulomatosa (Mathew and Boros 1986).

Estudos sobre os aspectos fenotipicos e funcionais dos linfocitos T
durante a infeccdo cronica assintomatica pelo S. mansoni demonstraram que
tanto linfécitos TCD4" quanto TCD8® sdo fontes de IL-10, uma citocina
moduladora da resposta imune altamente produzida durante a infeccéo cronica
pelo S. mansoni (Teixeira-Carvalho, 2004). N&o encontramos, entretanto,
diferencas na frequéncia de linfécitos TCD4" nos pacientes incluidos nesse
estudo, o que indica que numericamente essas células podem nao diferir, mas
o perfil das mesmas é muito importante e esse aspecto foi também avaliado
neste trabalho. Em relacdo aos linfocitos TCD8*, sdo células envolvidas
principalmente nas respostas antivirais e também possuem atividade
antitumoral, embora apresentem também papel importante no controle de
patdgenos intracelulares através da producdo de citocinas, particularmente do
IFN-y.

Alguns autores tém demonstrado a participacdo das células TCD8" na
esquistossomose, sendo as mesmas importantes no controle do granuloma e
da morbidade da doenca (Doughty and Phillips 1982; Oliveira-Prado, Caldas et
al. 2009), podendo estar associado a producdo de IL-10 (Teixeira-Carvalho,
Martins-Filho et al. 2008).Tem sido demonstrado também um aumento da
populacdo das células TCD8" ativadas em pacientes na fase intestinal da
esquistossomose (Martins-Filho, Cunha-Melo et al. 1999; Teixeira-Carvalho,
2004). Esses dados de literatura sdo concordantes com 0s nossos achados de

maior freqiiéncia de linfécitos TCD8" em pacientes sem fibrose periportal. Por
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outro lado, estudo conduzido por Zhang et al (2000) demonstrou que o infiltrado
inflamatério hepatico dos pacientes hepatoesplénicos era linfocitico, com
predominancia de células TCD8", porém, neste estudo, ndo foi descartada a
possibilidade de co-infeccao esquistossomose/hepatite viral, sendo de qualquer
modo um dado isolado que sugere a participagdo desta populacdo celular na
resposta granulomatosa (Zhang, Li et al. 2000). Além da freqiéncia dos
subtipos de linfocitos T, nesse estudo foi também avaliado o grau de ativacao
dessas células. Para a ativacdo das células T € necessario pelos menos dois
sinais independentes. O primeiro é dado pela ligacdo do complexo peptideo-
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) ao receptor de células T, e 0
segundo por um sinal co-estimulatério que decorre da ligagdo de moléculas
associadas as células apresentadoras de antigenos (CAA) com aquelas

expressas nos linfocitos.

A molécula CD28 é uma proteina de superficie celular, e € um das
principais moléculas co-estimulatdrias presentes nos linfocitos T. Ela liga-se ao
receptor na CAA, o B7 (B7-1 ou B7-2), emitindo sinal para a ativacado das
células T. Uma vez ativadas, estas células passam a exibir um receptor
homologo chamado CTLA-4 (CD152), este, liga-se ao B7 com mais avidez, e
apesar de ser menos abundante que o CD28, consegue inibir a ativacdo das
células T, e desta forma, limitar a producdo do fator de crescimento de
linfécitos T, a IL-2, resultando em regulacdo da resposta imune (Tsuyuki,
Tsuyuki et al. 1997).

Neste estudo observamos que a frequéncia de células TCD4*CD28" foi
maior em individuos com fibrose moderada a grave quando comparadas as
células dos individuos com fibrose incipiente. N&o houve, porém, diferenga na
frequéncia das células TCD8'CD28" entre os trés grupos de pacientes. Estes
achados foram discordantes daqueles encontrados por Martins-Filho e
colaboradores (1999) que observaram uma associacdo entre a reducédo no
percentual de linfocitos TCD8'CD28" e o desenvolvimento da forma grave da
esquistossomose. De qualquer modo, os nossos resultados e o descrito acima
sugerem que as células TCD8" devem estar relacionada a protegédo contra o

desenvolvimento das formas mais graves da esquistossomose (Martins-Filho,
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Cunha-Melo et al. 1999). A molécula CD69 é outro marcador de ativacao de
células T, ndo sendo expresso em células em repouso. Essa molécula é
rapidamente expressa seguindo a ativacdo das células T e induzem a
proliferacdo dessas células através do aumento da sintese de IL-2 (Testi,
Phillips et al. 1989). Na esquistossomose experimental em sido demonstrado
que linfécitos derivados do granuloma hepatico sdo mais ativados, e
expressam, portanto muito mais a molécula CD69 e também o receptor de IL-2
(IL-2R) do que os linfocitos derivados do baco desses animais (Rumbley,
Sugaya et al. 1999).

Em nosso estudo ndo observamos diferencas na frequéncia das células
TCD4'CD69" e TCD8'CD69" entre os pacientes com diferentes graus de
fibrose periportal. Em pacientes na fase crénica intestinal da esquistossomose
foi observado uma diminuicdo da expressdo da molécula CD69 em eosindfilos,
em comparacdo aqueles com fibrose periportal (Hartnell, Robinson et al. 1993;
Silveira-Lemos, Teixeira-Carvalho et al. 2008; Miki-Hosokawa, Hasegawa et al.
2009). Existem poucos trabalhos na literatura que avaliam a funcdo da
molécula CD69 expressa em linfocitos T na infeccdo pelo S. mansoni,
entretanto, € bem conhecido o papel dessa molécula na ativacdo celular. A
expressdo de CD69 em eosindfilos de individuos asmaticos, por exemplo,
associa-se a inflamacéo das vias aéreas (Hartnell, Robinson et al. 1993; Miki-

Hosokawa, Hasegawa et al. 2009).

As células TCD4" virgens, na dependéncia do ambiente de citocinas a
que é exposta no momento da apresentacdo antigénica, podem diferenciar-se
em células T efetoras dos subtipos Thl, Th2, Th17 ou T regulatéria (Treg). As
células Treg tém sido descritas por desempenhar um papel fundamental no
controle do sistema imunolégico. A depender da forma como séo originadas, as
células T regulatérias podem ser classificadas em dois principais tipos. Uma
delas surge a partir do timo como um subtipo distinto de células T maduras
com fendtipo e funcdes especificas, as células regulatorias naturais que
expressam a cadeia alfa do receptor de IL-2, a molécula CD25, e também pode
expressar o fator de transcricdo Foxp3 (Smith, Malone et al. 1997; Hori,

Nomura et al. 2003; Nielsen, Holm et al. 2004). Outro tipo de célula regulatoria
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desenvolve-se a partir da diferenciacdo das células T virgens na periferia apos
0 contato com elevadas concentracdes de antigeno e citocinas especificas, as
células T regulatorias induzidas tipo 1 (Trl)(Weiner 1997; Akdis, Blesken et al.
1998; Yssel, Lecart et al. 2001). As células regulatérias TCD4'CD25" séo
importantes na prevengao da autoimunidade, na rejeicao dos transplantes de
orgdos e no cancer (Luhn, Simmons et al. 2007). Aradjo e colaboradores
(2007) (Araujo, Gomes et al. 2007) evidenciaram a presenca destas células T
reguladoras em pacientes com a doenca de Chagas em varias formas de
desenvolvimento da doenca, e um outro trabalho tem associado as células
TCD4'CD25" ao controle da maléria e prevencdo da patologia devido a
respostas inflamatérias excessivas na fase eritrocitica dessa doenca (Bueno,
Morais et al. 2010).

Nos ultimos anos a expressdo de CD25 nos linfécitos T foi melhor
caracterizada, sendo consideradas células T respondedoras ou ativadas
aquelas que apresentam baixa expressdo de CD25 (TCD4*CD25"°"), as que
ndo expressam essa molécula (TCD4*CD25"%) s&o as células efetoras mais
jovens. As células que expressam altos niveis de CD25 (TCD4*CD25™"), por
outro lado, apresentam potentes atividades supressoras da resposta imune,
inibindo totalmente a proliferacédo celular e secrecéo de citocinas pelas células
T respondedoras ativadas via contato célula-célula (Baecher-Allan, Brown et al.
2001). Além de agir na forma de contato célula-célula, os linfécitos
TCD4'CD25"9" também podem agir através da sintese das citocinas
regulatérias IL-10 e TGF-B (Miyamoto, Kaneko et al. 2005).

Neste estudo foi observado uma menor frequéncia de células
TCD4'CD25""  em individuos com fibrose moderada a grave, quando
comparadas a pacientes sem fibrose e com fibrose incipiente. Esse dado esta
de acordo com o encontrado por Teixeira-Carvalho e colaboradores (2008),
gue demonstraram, pela primeira vez, uma elevada frequéncia de células
TCD4'CD25™" em pacientes com a forma intestinal da esquistossomose,
sugerindo que estas células regulatérias devem estar envolvidas no processo

de controle da morbidade na infeccdo humana crbnica pelo S. mansoni
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(Teixeira-Carvalho, Martins-Filho et al. 2008). Evidéncias experimentais
apontam para um possivel envolvimento de células T reguladoras em infec¢des
cronicas por outros helmintos, a exemplo dos ancilostomideos, onde se
observou um aumento de circulacdo de células T CD4'CD25'Foxp3*, em
comparacao com individuos saudaveis, além de niveis altos de células Treg
circulantes expressando varias moléculas, a exemplo de CTLA-4, IL-10 e TGF-
B (Ricci, Fiuza et al. 2011). Adicionalmente, um trabalho em modelo
experimental demonstrou que a infeccdo pelo S. mansoni, por induzir células
TCD4'CD25'Foxp3® leva a uma significativa diminuicdo da resposta
eosinofilica das vias respiratérias na asma alérgica (Pacifico, Marinho et al.
20009).

Com relacdo as células T CD4*CD25"" observamos que ndo houve
diferenca na frequéncia dessas células entre os trés grupos avaliados, no
entanto, os individuos com fibrose moderada a grave, apresentaram uma maior
frequéncia de células T CD4"CD25"*® quando comparados aos individuos sem
fibrose e com fibrose incipiente. Isso sugere que associada a baixa frequéncia
de células T com perfil regulatério nos pacientes com graus mais avancados de
fibrose periportal, esses pacientes apresentam maior frequéncia de células T
efetoras. Neste trabalho também avaliou-se a expressdo da molécula co-
estimulatoria CTLA-4, uma molécula expressa pelas células TCD4" e TCD8", e
estruturalmente homologa a molécula CD28. Embora expressa em células T
ativadas, a molécula CTLA-4 estd associada com atividade de regulacéo.
Observamos que a frequéncia de linfécitos TCD4"CTLA-4" nos individuos com
fiborose moderada a grave foi menor, quando comparados aos individuos sem
fibrose e com fibrose incipiente. Este dado sugere a participacdo de linfocitos
expressando CTLA-4 como um mecanismo adicional de controle da resposta
imune na esquistossomose crbnica e prevencao da fibrose periportal nesses
pacientes. Um trabalho experimental demonstrou uma maior participacao de
células expressando CTLA-4 do que expressando CD25 no controle da
morbidade de camundongos infectados pelo S. mansoni, havendo maior
regulacéo da resposta Th2 e da eosinofilia nos referidos animais (Walsh, Smith
et al. 2007).
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Resumidamente, foi encontrada nesse estudo uma elevada freqiiéncia
de linfécitos T expressando moléculas associadas a ativacao celular nos
pacientes com fibrose periportal, coincidindo com uma baixa frequéncia de
células expressando marcadores de regulacéo celular nesses pacientes. Estes
dados contribuem para o entendimento dos mecanismos de patogenia na

esquistossomose humana.
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X. CONCLUSAO

A alta frequéncia de células T efetoras ativadas nos pacientes com fibrose
periportal neste estudo, indica que estas células devem participar da
patogénese da esquistossomose humana. Adicionalmente, a menor frequéncia
de células T com o perfil regulatério nos pacientes com fibrose moderada a
grave, reforca a hipdtese da falta de modulacdo da resposta imune nestes
pacientes.
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XI. SUMARY

Schistosomiasis takes the second place in clinical and epidemiological
magnitude of parasitic diseases in the world. The host immune response is
essential for the protection and pathogenesis. The chronic phase is
characterized by the production of Th2 cytokines, which are associated to the
development of periportal fibrosis. Little is known about the phenotype and
activation status of different subtypes of T cells in the process. Objective: To
evaluate the phenotype and the degree of T cell activation in schistosomiasis
patients with periportal fibrosis. Methods: It was a cross-sectional study,
conducted in the village of Agua Preta, Gandu-Bahia, which included 37
subjects with periportal fibrosis determined by ultrasound. Fifteen of them had
incipient fibrosis, seven moderate to severe fibrosis and fifteen without fibrosis.
Peripheral blood mononuclear cells were obtained by the Ficcol-hypaque
gradient and frequency of TCD4" and TCD8", as well as the expression of the
surface markers CD28, CD69, CD25 and CTLA-4 were determined by flow
cytometry. Results: There was no significant difference in the frequency of
TCD4" cells in patients with different degrees of periportal fibrosis, however,
individuals with moderate to severe fibrosis showed a lower frequency of TCD8"
cells when compared to patients without fibrosis or incipient fibrosis. The
frequency of TCD8'CD28" cells as well as TCD4'CD69" cells was higher in
patients with incipient fibrosis when compared to those without fibrosis.

Regarding the frequency of CD4*CD25""

, there was no significant difference
between groups, however, individuals with moderate to severe fibrosis
presented a lower frequency of TCD4*'CD25™" cells when compared to
patients without fibrosis or incipient fibrosis. The frequency of TCD4'CTLA-4"
cells in individuals with moderate to severe fibrosis was lower also than in
patients without fibrosis or with incipient fibrosis. Conclusion: The high
frequency of activated T cells in patients with fibrosis indicates that these cells
might participate in the periportal fibrosis development in schistosomiasis.
Additionally, the low frequency of T cells with regulatory profile in patients with
moderate to severe fibrosis reinforces the hypothesis of a lack of regulatory
immune response in these patients.

Keywords: Schistosomiasis, pathogenesis, periportal fibrosis, T lymphocytes.
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FICHA ULTRA-SONOGRAFICA

IDENTIFICAGAO

Familia Individuo

1. Nome: Identifica(;éo|

2. Comunidade:

3. Data da avaliagéo: / /

1 - FIGADO

1.1 Dimensobes
1.1.1 Medida da linha média (cm):
1.1.2 Medida da linha médio-clavicular (cm):
1.1.3 Lobo direito abaixo do RCD: (@) Sim, sem inspiracédo
profunda b) Sim, a inspiracéo
profunda (c) Nao

1.1.4 Lobo esquerdo abaixo do AX: (a) Sim, sem inspiracao profunda
(b) Sim, a inspiracédo profunda
(c) Néo

1.2 Caracteristicas da superficie do figado: (a) Regulares (b) Irregulares
1.3 Textura do parénquima hepatico

1.3.1 Mdltiplas areas ecogénicas no figado (espagos porta):
(a) Presentes (b) Ausentes

1.3.2 Atenuacao do feixe acUstico posterior:
(a) Presentes (b) Ausentes

1.4 Espessura de 4 espagos periportais (entre a 12 e a 22 divisdo apds os ramos esquerdo e
direito da veia porta) (mm):1. ( ) 2.( ) 3.( ) 4.
( ) Média

1.5 Espessura de 4 espacos periportais distais (entre a 22 e a 32 divisdo ap6s 0s ramos
esquerdo e direito da veia porta) (mm): 1. ( ) 2.( ) 3.( )

4. ( ) Média

1.6 Maior diametro da veia porta extra hepatica (mm):

1.7 Diametro da veia porta (localizacdo: ponto médio entre a entrado do hilo hepatico e sua
bifurcacéo dentro do figado) (mm):

1.8 Espessura da parede da veia porta (mm):

2 — VESICULA BILIAR 2.1 Espessura da parede (mm): 2.2 Presenca de
calculos: (a)Sim (b) Nao
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3-BACO
3.1 Tamanho do bago (cm):
3.2 Presenca de pontos ecogénicos no parénquima do bago: (a) Sim (b) Nao

3.3 Diametro da veia esplénica (mm): 3.3.1 Linha média (distal):
3.3.2 Hilo esplénico (proximal):

3.4 Presenca de calcificagdo na parede da veia esplénica: (a) Sim (b) Nao

3.5 Veias gastricas curtas:  (a) Individualizadas, medindo mm
(b) Né&o individualizadas

3.6 Sinais de varizes: 3.6.1 Esofago distal: (a) Sim (b) Nao
3.6.2 Fundo gastrico: (a) Sim (b) Nao
3.6.3 Hilo esplénico: (a) Sim (b) Nao
3.7 Ascite: (a) Presente (b) Ausente T T T T T T T T T T T T T

3.9 Classificagdo: Média dos 4 espagos periportais centrais:

|
|
) GRAUO< 3 mm i
|
) GRAUI 3-4,9mm b

) GRAUII5-7 mm

) GRAUIlI> 7 mm
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ANEXO 1l

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPAR DO ESTUDO

Nome do Projeto: Avaliagdo dos fatores ambientais e imunologicos associados ao

desenvolvimento de fibrose hepatica secundaria a esquistossomose mansénica

Investigador Principal: Maria llma Andrade Santos Araljo, médica, Servico Imunologia,
Hospital Universitario Prof. Edgard Santos — UFBA, Rua Jodo da Botas s/n, Canela, CEP
40.110-160, Salvador-BA

Nome do Paciente:

Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo avaliar a

associagdo entre a asma e a infec¢do por helmintos.

Esta participag8o implica na sua concordancia em submeter-se, periodicamente, durante um
ano, aproximadamente, a exames para determinar a presenca de alergia e parasitoses, que
consistem em: responder a um questionario com perguntas sobre alergias, submeter-se a
exames clinicos, além de ultrassonografia de abdome e da coleta de amostras de sangue e de

amostras de fezes.
Além das informacdes aqui presentes vocé pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu médico.
Participacdo Voluntéria:

A sua participagcdo no estudo é voluntaria e vocé estara contribuindo para o melhor
entendimento da sua doenca. Vocé € livre para recusar a participar do estudo, ou se retirar em
qualquer época ap0s o seu inicio sem afetar ou prejudicar a qualidade e a disponibilidade da

assisténcia médica que lhe seré prestada.
Finalidade do estudo:

Este estudo tem a finalidade de avaliar os fatores associados ao desenvolvimento de fibrose

hepatica na esquistossomose mansoénica.
Procedimentos:

Caso concorde em participar do estudo, vocé recebera os frascos coletores de fezes, que
deverdo ser devolvidos, para que possamos realizar os exames parasitologicos. Vocé doara
20mL de sangue, em caso de crianca e 40 mL de sangue no caso dos adultos, que sera
coletado por profissional capacitado para tal, com o auxilio de seringas e agulhas descartaveis.
Além disso sera realizado ultrassonografia de abdome para avaliar se existe comprometimento

hepatico pela verminose.
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Duracéo do Estudo:

Apé6s a assinatura do termo de consentimento, sua participacdo no estudo tera uma duracéo

méxima prevista de 12 meses.
Confidencialidade:

Qualquer informacéo obtida durante este estudo sera confidencial sendo apenas compartilhada
com outros membros da equipe. Os resultados serdo divulgados na forma de comunicagéo
cientifica, ndo permitindo a identificacéo individual dos participantes.

Analise dos Riscos e Beneficios:

A retirada de sangue venoso é um procedimento médico de rotina e, em casos raros pode
provocar dor leve e sangramento apos retirada da agulha. Caso isso aconteca, todos os
cuidados serdo tomados por profissionais devidamente habilitados.

Retorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade:

Estudos que contribuem para identificacdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento de
fibrose hepética secundaria & esquistossomose.

As pessoas que se submeterem aos exames receberdo, se desejarem, os resultados dos
mesmos. No caso de detectarmos a presenca de parasitas intestinais, vocé sera tratado
gratuitamente.

Custos:

Vocé nédo terd4 custos com a participacdo no estudo e nem receberd pagamento por sua
participacéo.

Esclarecimentos:

Qualquer davida que vocé tenha sobre o que estd escrito neste consentimento ou sobre os
procedimentos que constam desse projeto de pesquisa, podera entrar em contato com Dra.
Maria llma Araujo, coordenadora do projeto, meédica do Servico de Imunologia do HUPES-
UFBA, Rua Padre Feijd, s/n — Canela, telefone (071) 3237-7353, ou com o Comité de Etica em
Pesquisa do Ambulatorio Magalh@es Neto, na pessoa do Dr. Antdnio Barata, no endereco Rua
Padre Feij6, 240 — Canela, telefone (071) 3203-2740.

Consentimento:

Se vocé leu o consentimento livre e esclarecido ou este lhe foi explicado e vocé concorda em
participar voluntariamente deste estudo, favor assinar o nome abaixo. A vocé sera entregue

uma copia deste formulario.

Assinatura do Participante RG n°

Assinatura do Pesquisador RG n°

Local: Data / / Hora:
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ANEXO IV
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA MENORES
DE 18 ANOS

Projeto: Avaliacdo da Resposta Imune em individuos com diferentes graus de fibrose hepéatica

secundaria a esquistossomose

Investigador Principal : Maria llma Andrade Santos Araujo, Hospital Universitario Prof. Edgard

Santos, Rua Joao das Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia- Brazil.
Comité de Etica: Maternidade Climério de Oliveira/UFBA (CEP/MCO/UFBA), situado a rua
Padre

Feij6 240, Ambulatério Magalhdes Neto, 30 andar, Canela-Salvador-Bahia. Tel: 71-3203-2740

Nome do paciente:

Convite e objetivo: Vocé estd sendo convidado (a) a participar de um estudo que tem como
objetivo

avaliar a associac¢ao entre a asma e a infecgdo por helmintos.

Esta participag8o implica na sua concordancia em submeter-se, periodicamente, durante um
ano,aproximadamente, a exames para determinar a presenca de alergia e parasitoses, que
consistem em responder a um questiondrio com perguntas sobre alergias, submeter-se a
exames clinicos, além de ultrassonografia de abdome e da coleta de amostras de sangue e de
amostras de fezes.

Além das informacdes aqui presentes vocé pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu médico.
Para o exame de sangue nés tiraremos um pouco de sangue (cerca de duas colheres de sopa
ou uma xicara de café pequena) de seu brago usando uma seringa e agulhas descartaveis
para realizar alguns exames que ajudarao a explicar a doenca. NOs esperamos atraves deste
estudo esclarecer mais sobre a esquistossomose, entendé-la e assim poderemos preveni-la ho

futuro.

Vocé pode néo participar deste estudo. Se vocé aceita participar, por favor, assine ou

coloque sua impressao digital abaixo.

Assinatura ou impresséo do paciente Data Hora




Assinatura ou impresséao do responsavel Data Hora

-87-

Testemunha Data Hora

COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Discuti as questdes acima apresentadas com os participantes do estudo ou com o seu
representante legalmente autorizado. E minha opinido que o individuo entende os riscos,
beneficios e direitos relacionados a este projeto.
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