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RESUMO

A esquistossomose mansodnica, uma doenga tropical negligenciada, € uma infecgéo
causada pelo trematédeo do género Schistosoma. No Brasil, a transmissédo é
facilitada pelas condicdes precarias de saneamento basico e Pernambuco é um
estado alarmante por ser endémico. A atuagcao das citocinas na esquistossomose
com fibrose hepatica ainda ndo é totalmente compreendida. Assim, este estudo
investigou o papel das citocinas IL-4, IL-10 e IFN-y na fibrose hepatica associada a
infeccdo em pacientes de Jaboatdo dos Guararapes. Foi realizado um inquérito
parasitologico com coleta de fezes e amostras sanguineas e posterior
ultrassonografia para avaliar o grau de fibrose nos individuos infectados. Em
seguida, as amostras de sangue foram usadas para isolar as células mononucleares
(PBMC), estimuladas com antigeno soluvel do verme adulto (SWAP) e sem
estimulo. A dosagem das citocinas produzidas foi realizada através da citometria de
fluxo. Assim, foram coletadas 266 amostras de fezes, com 57 positivas (Kato-Katz),
e 55 pacientes realizaram ultrassonografia hepatica. Destes, 30 apresentaram
fibrose (padrdées C, D/Dc ou E), predominando homens (76,66%). O grupo controle
(19 individuos) teve maioria sem fibrose. Dessa forma, nota-se uma endemicidade
moderada (prevaléncia de 23,68%) na regiao. Na analise das células estimuladas
com SWAP, a produgao de IFN-y nao diferiu significativamente entre infectados e
nao infectados. Ja as IL-4 e IL-10 foram mais produzidas nos infectados. A IL-4 teve
maior produgdo nos padrées AB, C, D/Dc e E, enquanto a IL-10 foi
significativamente elevada apenas no padrao E, sugerindo regulacédo da inflamacao
na fibrose avangada. Na produgao basal sem estimulagao por antigenos, o IFN-y foi
mais produzido pelos negativos, com diferenga significativa em relagao ao padrao
D/Dc. A IL-4 foi mais expressa nos positivos e nos padrdes AB, D/Dc e E, enquanto
a IL-10 foi maior nos negativos, mas reduzida no padrdao AB e principalmente no E.
Assim, enquanto IFN-y mostrou-se como um possivel biomarcador de protecao, a
IL-4 mostrou-se como biomarcador de susceptibilidade e a IL-10 de modulagao da
resposta imune.

Palavras-chave: Esquistossomose. Inflamacdo. Endemicidade. Interleucinas.

Biomarcador.
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ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni, a neglected tropical disease, is an infection caused by a
trematode of the genus Schistosoma. In Brazil, transmission is facilitated by
precarious basic sanitation conditions and Pernambuco is an alarming endemic
state. The role of cytokines in schistosomiasis with liver fibrosis is still not fully
understood. Therefore, this study investigated the role of the cytokines IL-4, IL-10
and IFN-y in liver fibrosis associated with infection in patients from Jaboatdo dos
Guararapes. A parasitological survey was carried out with the collection of feces and
blood samples and subsequent ultrasound to assess the degree of fibrosis in infected
individuals. Blood samples were then used to isolate mononuclear cells (PBMC),
stimulated with soluble adult worm antigen (SWAP) and without stimulation. The
cytokines produced were measured using flow cytometry. Thus, 266 stool samples
were collected, with 57 positive (Kato-Katz), and 55 patients underwent liver
ultrasound. Of these, 30 had fibrosis (patterns C, D/Dc or E), predominantly men
(76.66%). The control group (19 individuals) had a majority without fibrosis. Thus,
there is moderate endemicity (prevalence of 23.68%) in the region. In the analysis of
cells stimulated with SWAP, IFN-y production did not differ significantly between
infected and uninfected individuals. IL-4 and IL-10, on the other hand, were produced
more in infected patients. IL-4 was produced more in patterns AB, C, D/Dc and E,
while IL-10 was significantly elevated only in pattern E, suggesting regulation of
inflammation in advanced fibrosis. In basal production without antigen stimulation,
IFN-y was more produced by the negatives, with a significant difference in relation to
the D/Dc pattern. IL-4 was more expressed in the positives and in the AB, D/Dc and
E patterns, while IL-10 was higher in the negatives, but reduced in the AB pattern
and especially in the E pattern. Thus, while IFN-y proved to be a possible biomarker
of protection, IL-4 proved to be a biomarker of susceptibility and IL-10 of immune
response modulation.

Keywords: Schistosomiasis. Inflammation. Endemicity. Interleukins. Biomarker.
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1 INTRODUGAO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria causada por trematdédeos do
género Schistosoma sp. A morbidade causada pela esquistossomose no mundo &
medida por meio do indicador de saude DALYs (disability-adjusted life-years lost) —
anos de vida perdidos por uma doenga — representa o equivalente a 2,5 milhdes de
anos perdidos em relagao a estimativa da uma populagdo mundial de 236 milhdes
de individuos infectados (Organizagdo Mundial de Saude, 2020). Sua magnitude de
prevaléncia e a severidade das manifestacbes clinicas a caracterizam como um
importante problema de saude publica no Brasil € no mundo (Ministério da Saude,
2019).

A resposta imunolégica ao Schistosoma mansoni inicia nas primeiras 12
horas apds o contato com as cercarias, com o surgimento de um exantema e uma
resposta Th1 mediada por citocinas inflamatérias, como a IFN-y, interleucina 1b
(IL-1b), IL-6 e também ha a presenca da IL-10, interleucina anti-inflamatéria. Quando
os esquistossdbmulos se tornam vermes adultos, inicia-se a fase aguda,
caracterizada por maior liberagdo citocinas pré-inflamatérias, além das
mencionadas, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF) e IL-1, que resultam em
lesbes teciduais (Hogg, 2003; Kourilova, 2004; Mahmoud, 2009).

ApOs a oviposicdo, a resposta imunologica predominante é a Th2, com
aumento da produgdo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, estimulando eosindfilos e
mastoécitos (Hesse, 2000). Granulomas sao formados ao redor dos ovos como
resposta protetora, mas também causam fibrose hepatica, devido a deposi¢ao de
colageno por células hepaticas estreladas, que ndo € consumido para reducédo da
cicatriz, resultando nas complicacdes da fase crbnica, como hipertensao periportal e
varizes esofagicas devido a intensidade da resposta (Wynn, 2007; Carvalho, 2008).
A regulagao das respostas Th1 e Th2 é fundamental para evitar respostas imunes
excessivas que possam prejudicar o hospedeiro. Além disso, o equilibrio das
citocinas IL-10 e IL-4 é essencial para garantir a sobrevivéncia do hospedeiro sem

danos teciduais excessivos (Hoffman; Cheever; Wynn, 2000).

Neste sentido, este estudo objetiva a compreensao da interagdo do sistema
imune com a infecgdo por S. mansoni, o desenvolvimento de fibrose, a liberacéo de

citocinas pelos perfis Th1 e Th2 e a possibilidade de identificacdo de biomarcadores
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imunoldgicos de gravidade e cronicidade da doenga para que se possa identificar
precocemente individuos com maior predisposicdo para o desenvolvimento dessas

formas clinicas graves e que podem resultar no 6bito do individuo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a esquistossomose ja foi
identificada em 78 paises, afetando mais de 236 milhdes de pessoas, com
necessidade de quimioterapia preventiva para a doenga em 51 paises considerados
endémicos para reduzir a morbidade. Estima-se que ocorrem aproximadamente 11
mil mortes anuais causadas pela doenca, porém, em muitos paises ha

subnotificagdes (Organizagdo Mundial de Saude, 2023).

A doenca é muito comum em paises tropicais e subtropicais como os
pertencentes & América do Sul e Africa, sendo considerada uma Doenca Tropical
Negligenciada, pois, além de ser mais comum em populagdes pobres, a
esquistossomose sobrecarrega o sistema de saude publico, afeta o crescimento de
criangas, a saude do trabalhador e qualidade de vida da populacao (Brindley, Hotez,
Kamhawi, 2025).

Na América Latina, o Brasil, Venezuela e Caribe s&o os paises mais afetados,
com a lideranca do Brasil, que apresenta 1,5 milhdo de pessoas infectadas e mais
de 49 milhdes de pessoas em situagcao de risco no pais (Katz, 2018). Essa
estimativa corresponde a uma prevaléncia de 0,99%, segundo o Inquérito Nacional
de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e Geo-helmintoses (INPEG), realizado

entre 2010 e 2015 (Katz, 2018). As taxas de positividade encontram-se na figura 1.
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Figura 1 — indice de positividade da esquistossomose no Brasil

areas ndo trabalhadas

Fonte: Katz. INPEG (2018). Disponivel em
http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/sinan/inpeg/RelatoriolNPEG.pdf. Acesso em 15 de mar¢o de 2025.

No Brasil, as regides Sudeste e Nordeste sdo as mais afetadas,
principalmente nos estados de Minas Gerais, Bahia, Alagoas e Pernambuco,
entretanto a doenga apresenta ampla distribuicdo geografica em estados litoraneos
e esta se disseminando pelo Sul e Norte (Brasil, 2024). Na figura 2, nota-se essa

expansao territorial.

Esse fato relaciona-se com fatores socioeconémicos relacionados ao grau de
escolaridade e renda, assim como as precarias condicbes ambientais que os
individuos se encontram, como a falta de saneamento basico adequado e agua
potavel, que induz os moradores a nao so realizar suas atividades de lazer em
fontes de agua proximas, como também lavar roupas, loucas e até mesmo defecar.
Além disso, as mudancas climaticas que provocam enchentes favorecem a

sobrevida do caramujo e também do verme (Brasil, 2022; Semenza; Rocklov; Ebi,


http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/sinan/inpeg/RelatorioINPEG.pdf
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2022). Dessa forma, esses individuos estdo constantemente em contato com as
aguas contaminadas, colaborando com a persisténcia da esquistossomose, mesmo

com a realizagao do tratamento.

Figura 2 — Expanséo da esquistossomose no territorio nacional

B jrea endémica inicial (até 1920)

—p Expansao depois de 1920, com o
ano da descoberta do novo foco

Area de transmisséo endémica

0 200 400 km
[

Fonte: Brasil (1998), adaptado por Heloisa M. N. Diniz em Vigilancia da Esquistossomose — Diretrizes

técnicas (2024).

Em Pernambuco, mais de 54% dos seus municipios sao considerados
endémicos, em um territério de 98 mil km? e 9,58 milhdes de habitantes (Brasil,
2024). Ele é o terceiro estado com mais casos positivos e graves e, no ano de 2022,
o estado destacou aproximadamente 87 obitos em decorréncia da enfermidade e
suas complicagdes, correspondente a uma taxa de mortalidade de 1.0 para 100.000
habitantes (Pernambuco, 2023).

A esquistossomose, que era uma doenga historicamente rural, expandiu-se

para a area urbana e litorAnea devido a mudangas antropolégicas como a

contaminacgao hidrica e a precariedade de saneamento basico em areas periféricas,
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tornando-se endémica, principalmente na Regido Metropolitana de Recife (RMR),
Agreste e Zona da Mata (Gomes et al., 2016; Brasil, 2024).

A cidade de Jaboatdo dos Guararapes € um dos municipios endémicos da
RMR, que apresenta 644.037 habitantes, dos quais 18,57% do territério ndo possui
abastecimento de agua, 75,31% do territério ndo possui rede de esgoto e mais de 7
mil dos 235.151 mil domicilios existentes estdo sob chance de inundacdes, fatores
alarmantes que contribuem para a persisténcia da endemicidade da area. Além
disso, a regidao nao apresenta nenhum tipo de politica, plano, conselho ou fundo
municipal para o saneamento basico. Em 2022, ocorreram 362 internagdes
causadas por doencgas de veiculagao hidrica, como a esquistossomose, e 23 obitos
decorrentes delas na cidade (Instituto Agua e Saneamento, 2025; Instituto Trata
Brasil, 2022).

Existem cerca de oito espécies de Schistosoma descritas como causadoras
da esquistossomose humana. S&o elas: S. mansoni, S. japonicum, S. haematobium,
S. intercalatum, S. mekongi, S. bovis, S. mattheei e S. rodhaini. A espécie S.
mansoni é encontrada no Brasil, Venezuela, Caribe, Africa e Oriente Médio sendo
responsavel pela esquistossomose intestinal. O S. japonicum ocorre no Japéo,
China, Filipinas, Tailandia e Indonésia, e também causa esquistossomose intestinal.
O S. intercalatum é encontrado na Africa Central e estd associado a
esquistossomose intestinal. O S. mekongi ocorre no vale do rio Mekong, entre o
Laos e o Camboja, também provocando esquistossomose intestinal. O S.
haematobium, por sua vez, esta presente na Peninsula Ibérica e na Africa, causando
a esquistossomose vesical ou urinaria. Ja as espécies S. bovis, S. mattheei e S.
rodhaini, que afetam principalmente os animais, como os ruminantes, também
podem infectar seres humanos na Africa, levando & esquistossomose intestinal

(Katz; Almeida, 2003). E possivel observar essa distribuicdo na figura 3.
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Figura 3 — Distribuicdo geografica mundial das espécies de Schistosoma sp.

S. mansoni
m S. haematobium
m S. japonicum
mAmbosS. mansoni e
S. haematobium
m S. intercalatum
m S. mekongi

Fonte: Adaptado de WEERAKQOON et al. 2015

Em seu ciclo evolutivo, o verme necessita de um hospedeiro intermediario,
caramujos do género Biomphalaria sp., moluscos da familia Planorbidae,
responsaveis pela manutencdo da infeccdo por S. mansoni, Unico presente no
Brasil. Esse género apresenta trés espécies de destaque: B. straminea (Dunker,

1848), B. glabrata (Say, 1818) e B. tenagophila (D’orbigny, 1835), visualizados na
figura 4.

Figura 4 — Espécies de Biomphalaria sp. que transmitem esquistossomose no Brasil

Legenda: 1 = B. glabrata; 2 = B. straminea; 3 = B. tenagophila.

Fonte: Secretaria da Saude do Estado do Ceara, 2018.
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No Brasil, o B. straminea € o mais distribuido geograficamente, porém o B.
glabrata apresenta maior risco a saude publica devido a alta susceptibilidade a
infeccao pelo S. mansoni e sua ampla distribuicao pais, vide figura 5 (Carvalho et al.,
2018; Carvalho et al., 2020).

Figura 5 - Distribuicao espacial do Biomphalaria glabrata no Brasil
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Fonte: Carvalho et al., 2020

O ciclo bioldégico do S. mansoni acontece com a eclosdo do miracidio de
dentro dos ovos, liberados, a partir das fezes, por hospedeiros definitivos infectados
em locais préximos a fontes de agua doce. Esse miracidio infecta o caramujo, que
possui essas fontes como habitat natural. Em seguida, ainda dentro do hospedeiro
intermediario, o miracidio transforma-se em esporocisto, que evolui para forma

infectante para humanos, a cercaria (Shuja et al., 2018). A cercaria, liberada pelo
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caramujo em fontes hidricas, ao penetrar na pele do homem, perde sua cauda,
transformando-se em esquistossOmulo, que migra para a corrente sanguinea,
atingindo pulmao, figado, intestino, coragao e sistema nervoso (Posada-Martinez et
al., 2021).

No figado, desenvolvem-se as formas adultas macho e fémea, que acasalam,
e migram para o plexo venoso mesentérico inferior do intestino e para o sistema
periportal. Apds a oviposi¢cao da fémea nos vasos portais mesentéricos, 0s ovos sao
carregados junto com as fezes, reiniciando o ciclo, apresentado na figura 6.
Entretanto, alguns ovos podem ficar retidos nos tecidos intestinais e hepaticos ao
tentar passar por vasos sinusoides que possuem calibre pequeno. Nesses casos,
ocorre uma resposta granulomatosa como prote¢cdo da antigenicidade dos ovos com
recrutamento de células inflamatérias como eosindfilos, macrofagos e neutrdfilos

que irdo produzir mais citocinas em resposta. (Hams; Aviello; Fallon, 2013).

Figura 6 — Ciclo de vida do Schistosoma mansoni
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2.2 IMUNOPATOLOGIA

Desde o primeiro contato com o patégeno, o ser humano apresenta uma
resposta imune. Ao ser infectado pela cercaria que insere seu corpo cercariano na
derme do individuo, por meio de ventosas que facilitam sua fixagdo e que perde sua
cauda, uma reagao pruriginosa maculopapular com exantema € desencadeada,
formada por infiltrados de células polimorfonucleares e mononucleares, células de

Langerhans e citocinas de perfil Th1 (Costain et al., 2022).

Posteriormente, a fase aguda é iniciada e o parasito depende da resposta
imunoldgica do individuo para se desenvolver (Davies; McKerrow, 2003). Assim, ele
continua estimulando, durante as cinco primeiras semanas, o perfil Th1, induzindo
que os linfécitos T CD4 produzam citocinas pro-inflamatérias, como IL-1, Interferon

gama (IFN-y), IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF).

O IFN-y apresenta funcao de estimular a destruicdo de células infectadas por
meio da ativacao de células fagociticas, como macroéfagos, e impedir a infiltracdo de
eosinodfilos. Além disso, ele tem fungdo contraria ao Fator de Crescimento
Transformador Beta (TGF-B), pois inibe a diferenciagcdo das células hepaticas
estreladas, reduzindo a sintese de matriz extracelular, colageno e fibroblastos, os
quais sao necessarios para a formacao de fibrose. Ele também estimula a sintese de

metaloproteinases, que atuam degradando o tecido cicatricial ( Henri, 2002).

Com o avanco da fase aguda, os vermes amadurecem, acasalam, e ocorre a
deposigdo de aproximadamente 300 ovos por dia (Costain; MacDonald; Smits,
2018). A deposigao dos ovos resulta em uma resposta imune que é caracterizada
por febre, também denominada febre de Katayama, tosse, diarreia e anorexia,
sintomas que podem estar associados a leucocitose e eosinofilia (Carbonell et al.,
2021). As fémeas depositam 0s ovos nos vasos proximos ao intestino do
hospedeiro, alcangando o tecido linfoide intestinal com placas de Peyer que
apresentam maior vascularizagao, e esses sao transportados até o lumen (Turner et
al., 2012).

Durante a oviposi¢ao, resposta Th2 aumenta, influenciada pela interleucina
IL-33, uma alarmina, molécula que ativa a imunidade inata, liberada ap6s dano
celular, a qual se liga ao seu receptor ST2 (supressor de tumorigenicidade 2),
expresso em uma variedade de células imunes, incluindo ILC2 (células linféides

inatas do tipo 2) e macrofagos e torna-se predominante essa resposta, estimulando
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a liberacdo de mais IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 nas células Th2 (Burke et al., 2009;
Chuah et al., 2014). Todavia, a antigenicidade desses ovos pode desencadear a
formagao de granulomas intestinais e hepaticos, devido a proximidade da circulagéo
e infiltragdo de eosindfilos por quimiotaxia em areas préximas ao granuloma (Maggi
et al., 2021).

Enquanto o granuloma intestinal é mais facil de ser removido pelo
hospedeiro, o hepatico é maior e mais desorganizado em relagdo as fibras
colagenas devido a uma extensa tentativa de proteger o érgédo das secregdes
hepatotoxicas dos ovos (Schwartz; Fallon, 2018). Além disso, quando ha liberagao
de IL-10 e IL-4, elas regulam negativamente a resposta Th1, controlando a
morbidade da doenga e reduzindo o tamanho do granuloma (Montenegro et al.,
1999; Chuah et al., 2014). Uma vez que, em estudos com camundongos, quando a
IL-4 e IL-10 estdo ausentes ocorre uma exagerada produgao de IFN-y, destacando a
resposta Th1, que pode resultar em uma caquexia aguda e 100% de mortalidade
(Cheever; Hoffman Wynn, 2000). Na figura 7, € destacada a variagdo da resposta

imune juntamente com as citocinas liberadas conforme o avango da infecgao.
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Figura 7 — Evolugéo da resposta imune do individuo com esquistossomose
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verde: células T do tipo Th1 (fase inicial da resposta imune) - produgao de IFN-y, TNF, e macrofagos
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regulatérias (Treg) (fase tardia) - produgéo de IL-10 e TGF-£.

Fonte: Adaptado de Molehin et al., 2020

A resposta Th2 modula negativamente a diferenciagdo e ativagdo do perfil
Th1, porém se houver um controle excessivo da Th1, a formagdo do granuloma
pode desencadear em fibrose hepatica, caracteristica comum da forma
descompensada da esquistossomose. O granuloma é formado por macréfagos,
linfocitos, eosindfilos, fibroblastos, células dendriticas, entre outras células. Contudo,
o granuloma intestinal apresenta menos eosindfilos e mais macrofagos que o
hepatico. Com o avanco do quadro clinico, o granuloma intestinal pode ser
constituido por matriz extracelular com colageno, entretanto, o hepatico estimula a
fiborose (Schwartz; Fallon, 2018). A diferengca entre os granulomas pode ser

observada na figura 8.
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Figura 8 — Diferencas entre a formagao do granuloma hepatico e intestinal
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Legenda: A imagem ilustra o processo inflamatério no figado e intestino em resposta a deposicéo dos
ovos do parasita, com recrutamento de células imunes e eventual fibrose hepatica devido a infecgado
cronica. Regido Hepatica: o granuloma no figado envolve hepatécitos, promovendo inflamacao
persistente e fibrose crénica devido a ativacdo de macrofagos, eosindfilos e fibroblastos. Regido
Intestinal: a resposta inflamatdria no intestino facilita a liberagdo dos ovos para o limen, sendo menos

persistente, com recrutamento de neutréfilos, eosindfilos e células epitelioides.

Fonte: Adaptado de Schwartz; Fallon, 2018. Tradugao da autora.

2.3 DESENVOLVIMENTO DA FIBROSE HEPATICA NA ESQUISTOSSOMOSE

A fibrose € caracterizada pela deposi¢cao excessiva de matriz extracelular
(MEC) devido a proliferacdo de fibroblastos e miofibroblastos, resultando em
cicatrizes que comprometem a estrutura normal do 6rgao afetado. Esse processo
geralmente é desencadeado por inflamacao crbnica, que pode ser causada por
infecgdes, reagdes autoimunes, toxinas ou danos mecanicos (Wynn, 2008; Wynn,
2007). Durante essa inflamagao, ha a liberagdo de mediadores que estimulam a
producao de fatores de crescimento, enzimas proteoliticas e citocinas fibrogénicas,

promovendo a deposic¢ao de tecido conjuntivo (Friedman, 2004).

Na esquistossomose, o desenvolvimento da fibrose hepatica € mediado,
principalmente, pelas células T CD4+, com destaque para o perfil Th2, que induz a

producao das interleucinas 4, 5 e 13 (Cheever et al., 1994; Chiaramonte et al., 1999;
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Reiman et al., 2006). Os granuldcitos, juntamente com o colageno e as células
estreladas presentes no granuloma hepatico, desempenham um papel essencial no
desenvolvimento da fibrose hepatica. Os mondcitos, por exemplo, produzem TGF-(3,
que estimula a deposi¢ao da matriz extracelular por meio da ativagcéo de vias como a
JAK-STAT. Nessa via, as citocinas se ligam aos seus receptores, ativando quinases
que recrutam as proteinas STAT, que, apos fosforilacdo, induzem a transcricdo de
genes. Na fibrose, os fibroblastos sado ativados pelo TGF-B, resultando na
fosforilagdo da JAK2 e ativagdo da STAT3, o que promove a transcrigao de colageno

e a formagéo de cicatrizes (Valentino et al., 2006; Dees et al., 2012).

As interleucinas 6 e 36 também possuem agao pré-fibrotica, estimulando a
ativagdo dos miofibroblastos, que se originam da diferenciagdo dos fibroblastos por
meio da producao das células hepaticas estreladas. Inicialmente, os fibroblastos e
as células epiteliais realizam a reparagao controlada do tecido danificado com a
deposicao de matriz extracelular. Contudo, com a cronicidade da inflamagao, ocorre
o0 aumento da sintese de colageno, resultando no acumulo excessivo de matriz e no

desenvolvimento de uma cicatriz fibrética (Wynn, 2007, 2008).

A IL-4 além de compartilhar receptores nos fibroblastos com a IL-13, quando
utilizada in vitro para estimulo, ela induz a sintese de fibronectina e colageno tipo | e
[ll, proteinas componentes da matriz extracelular, favorecendo a fibrose (Fertin et al.,
1991; Doucet et al.,, 1998). Ela também induz a producédo de IgE nas células B,

sendo uma das principais citocinas do perfil Th2 (Varella et al., 2001).

Entretanto, a IL-10, expressa por linfocitos e células do figado, possui um
papel imunoregulador da extensdo da inflamagdo e da fibrose, pois regula a
infiltracdo de neutréfilos e suprime mediadores pro-inflamatérios (An; Petrescu;
DeMorrow, 2021). Uma menor producéo de IL-10 é relatada em pacientes com
fibrose hepatica severa, sugerindo que ela atua em sinergia com a IL-6 para prevenir
o agravamento da fibrose. Além disso, o IFN-y produzido no figado inibe a sintese
de células estreladas hepaticas, que estimulam a producdo e proliferagdo de
componentes da matriz celular importantes para a formacéo de fibrose (Mutengo et
al., 2018). Assim, a IL-10 em conjunto com o INF- y evitam uma resposta polarizada
excessiva do perfil Th1 ou Th2 e, consequentemente, uma fibrose hepatica severa
(Booth et al., 2004).
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2.4 CARACTERIZACAO DO PADRAO FIBROTICO HEPATICO NA ESQUISTOSSOMOSE

No ano de 1996, ocorreu um congresso em Niamey, na Nigéria, que
padronizou a caracterizagao da fibrose a partir da realizagdo de ultrassonografia que
avalia o estagio da doenga, a hipertensdo portal, a hepatoesplenomegalia e a
morbidade. Nele, ficou decidido avaliar aspectos qualitativos da textura hepatica
associados a medi¢cdes quantitativas das paredes dos ramos portais, logo apos a
segunda bifurcagdo, nos ramos subsegmentares. Assim, haveriam 3 escores a
serem analisados: Padrao de Imagem (Pl), que avalia qualitativamente a fibrose
periportal, o Padrao de Espessamento Portal (EP), que faz uma analise quantitativa

da fibrose; e o escore de hipertensao portal (HP) (Domingues, 2008).

Com o inicio do novo protocolo, os pesquisadores apresentaram problemas
com o PE-escore devido ao grande tempo consumido e a baixa reprodutibilidade.
Enquanto isso, o Pl-escore demonstrou melhor desempenho nesses aspectos,
economizando tempo e sendo menos trabalhoso, e assim, seu uso foi favorecido
(Gerspacher-Lara et al., 1997). Os tipos de textura hepatica podem ser vistos no
quadro 1 com uma classificacdo mais generalista, no quadro 2 com detalhes
relacionados a fibrose e ao Pl-escore e na figura 9 a representagao ilustrativa dos

padrdes de fibrose.

Quadro 1 — Padrao de textura hepatica

Padrio Textura hepatica Escore
A Figado normal -
X Cirrose hepatica -
Y Esteatose hepatica -
i Outras lestes hepaticas, a se especificar -

Fonte: Domingues, 2008



Quadro 2 — Padrao de textura hepatica e Pl-escore.

Padrao Textura hepatica Fl-escore
B 'EEEJ Estreladn'_ Focos ecogénicos difusos e pequenos na periferia do i
parénquima.
‘Angéis’ ecogénicos que correspondem a fibrose periférica.
Telhado’ ecogénico no tronco e bifurcacdo da veia porta, fibrose central.
E Fai:fas e;ugén@uas estendendu-se da veia porta e bifurcagdes para o 6
parénquima. Fibrose periportal avangada.
F Faixas_e_cngéni_cg,s esten[_iendu-se_da veia pqrta & suas bifurcacdes ate a
superficie hepatica, retraindo-a. Fibrose periportal muito avancada. 8
CB Fadries combinados. 2
OC, OB " -
EC, EB B
FC, FB B
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Legenda: Pl-escore é a analise qualitativa da fibrose hepatica pontuada de 1 a 8 conforme evolugéo

do quadro clinico.

Fonte: Domingues, 2008

Figura 9 — Padrdes de fibrose hepatica

Fonte: Richter, 1996

Dessa forma, esse estudo objetiva entender melhor o comportamento das

citocinas IFN-y,

IL-4 e IL-10 liberadas conforme o avanco da infecgcao por
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Schistosoma mansoni em moradores de area endémica e definir como é o perfil
delas diante o desenvolvimento de fibrose hepatica e seus graus de acometimento
nos infectados. Assim, esse trabalho podera ser utilizado como referéncia para
outros que busquem avaliar as citocinas como biomarcadores caracteristicos da

infeccdo para um diagnostico mais preciso.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever o perfil imunoldgico das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 relacionadas
com a infeccdo por Schistosoma mansoni e grau de fibrose hepatica em area

endémica de Pernambuco.

3.2 OByeTIVOS ESsPECIiFICOS

l. Identificacdo de individuos infectados e n&o infectados pelo S.
mansoni e caracterizacao do grau de fibrose;

Il. Realizar isolamento e cultivo de PBMC em grupos de individuos
infectados e ndo infectados;

. Quantificar os niveis das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 nos grupos

estudados.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo transversal experimental para analisar o perfil
imunoldgico das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 relacionadas com a infec¢ao e grau de
fiborose hepatica por Schistosoma mansoni em individuos residentes de area

endémica.

4.2 AREA DE ESTUDO E LOCALIDADES

A identificagdo de individuos positivos e graus de fibrose para
esquistossomose foi realizada por meio de um inquérito epidemiolégico em uma
area endémica localizada no municipio de Jaboatdo dos Guararapes. Esse
municipio, situado na Regido Metropolitana do Recife, encontra-se a
aproximadamente 17 quildmetros da capital e ocupa uma area de aproximadamente
258,8 km?2. De acordo com o ultimo censo do IBGE, realizado em 2022, Jaboatao
dos Guararapes possui uma populagdo de 644.037 habitantes, sendo o segundo
municipio mais populoso de Pernambuco. Sua densidade populacional é de

2.489,28 pessoas por km?.

A area de Barra de Jangada, situada no municipio de Jaboatdo dos
Guararapes, préoxima a Lagoa Olho d’Agua, foi escolhida com base em dados
epidemiologicos obtidos a partir do Sistema de Informagées do Programa de
Controle da Esquistossomose (SISPCE), uma vez que era uma regido endémica
para a doenga e apresentava histérico de casos registrados pela Secretaria

Municipal de Saude de Jaboatao dos Guararapes.

4.3 MeTODOLOGIA DO OBJETIVO 1: CARACTERIZAR, EM RELACAO AO ASPECTO EPIDEMIOLOGICO E
CLINICO-LABORATORIAL, DOIS DIFERENTES GRUPOS INFECTADOS E NAO INFECTADOS PELO S.

MANSONI.

Foram selecionados pacientes infectados de area endémica e nao infectados
de area nado endémica com base no calculo amostral que foi realizado a partir do
programa G*Power 3.1.9.7, a partir do trabalho “Association of Type 2 Cytokines with

Hepatic Fibrosis in Human Schistosoma mansoni Infection” publicado por Jesus et
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al., 2004, no qual foram utilizados grupos, variaveis e metodologias semelhantes que
foram utilizadas neste trabalho. Os parametros utilizados foram teste t, teste
Wilcoxon-Mann-Whitney test (dois grupos), com erro alfa de 0,05 e poder do estudo

de 95%. Os grupos foram divididos da seguinte maneira:
e G1 — Pessoas infectadas oriundas de area endémica;
e G2 — Pessoas nao infectadas oriundas de area nao endémica.

O objetivo da formagéo desses grupos foi identificar e mensurar o perfil das
respostas imunes de individuos infectados (G1) em comparagao com pacientes que
nunca tiveram contato com o parasito (G2). Para o grupo G1 foi realizado um
inquérito parasitologico em Novo Horizonte, Barra de Jangada - Jaboatdo dos
Guararapes (PE) e em area ndo endémica, a regidao de Recife, para coleta de

amostras de fezes, sangue e posterior caracterizagdo da forma clinica da doenca.

Coleta de amostra de fezes: Foi coletada 1 amostra de cada individuo que
concordou em participar da pesquisa, da qual foram examinadas 2 laminas, segundo
o método Kato-Katz (Helm Test®, Biomanguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil). A
partir do exame dessas laminas, foi definida a carga parasitaria dos individuos, por
meio do calculo de Ovos por Grama de Fezes (OPG), que é calculado
multiplicando-se o numero de ovos encontrados em cada lamina pela constante 24
(Katz; Pellegrino, 1972). Também foi realizada a técnica de Hoffmann (Rabello et al.,
2008) e a qPCR (QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (50), Qiagen, Hilden, Alemanha)
(Espirito-Santo et al., 2014), utilizando o protocolo descrito pela autora, para os

individuos negativos no KK.

Coleta de amostra de sangue: Foram coletadas amostras de sangue para

realizagdo de hemograma e cultura celular.

Coleta de dados clinicos: Todos os individuos que concordaram em participar
da pesquisa foram convidados a participar de uma avaliagéo clinica (médica), que
tem por objetivo classificar a forma clinica da doenga, por meio de exames de
ultrassonografia, realizados por uma médica especialista em diagndstico por imagem
e proceder ao tratamento especifico dos individuos positivos. Todos os exames
mencionados acima foram realizados nos pacientes que compdem o0s grupos do

estudo.

Classificagdo de fibrose com base na ultrassonografia: Durante a realizagao

do exame de imagem, os pacientes foram classificados de acordo com o protocolo
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de Niamey, caso houvesse ou nao fibrose hepatica, segundo o Pl-escore e a textura

hepatica. Dessa forma, foram admitidos os padrdes:

e AB: Sem anormalidades

e C: Fibrose Periportal Periférica com anéis ecogénicos

e D/Dc: Fibrose Periportal Central com anéis e “telhado” ecogénico no
tronco com bifurcacéo da veia porta

e E: Fibrose Periportal Avangada com faixas ecogénicas das bifurcagoes
da veia porta até o parénquima

e F: Fibrose Periportal muito Avancada com faixas ecogénicas das

bifurcagdes da veia porta até a superficie, causando retragao

4.3.1 Critérios de Exclusao

Para os individuos provenientes de areas nao endémicas, foi considerado

critério de exclusao:

e Histdrico de esquistossomose;

e Residéncia ou banhos em rios de regides endémicas;
Ja no grupo de positivos, os critérios de exclusao incluiram:

e Individuos co-infectados por outros helmintos intestinais, como Ascaris
lumbricoides, ancilostomideos e/ou Trichuris trichiura;

e Presenca de esteatose hepatica, cirrose ou doengas hepaticas identificadas
por ultrassonografia abdominal ou relatadas pelo paciente;

e Individuos vivendo com HIV;

e Gestantes.

4.4 METODOLOGIA DO OBJETIVO 2: ISOLAMENTO E CULTIVO CELULAR DE PBMC EM GRUPOS DE

INDIVIDUOS INFECTADOS E NAO INFECTADOS
4.4.1 Obtengéo do Antigeno Soluvel do Verme Adulto (SWAP)

O SWAP foi obtido utilizando 300 vermes adultos machos por meio da
extragdo de seus antigenos soluveis. Os vermes foram transferidos separadamente
para um tubo Falcon de 5 mL, ao qual foram adicionados 4 mL de Tampao
Fisiolégico Tris-CHAPS com Inibidor de Protease pH 8,2. Em seguida, foram

incorporados 100 microesferas de zircbnio (1,4 mm) e o tubo foi colocado no
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disruptor de células e tecidos L-BEADER 6. O equipamento foi configurado com 9
ciclos de agitagao, cada um com 30 segundos de duragao, seguido por 30 segundos
de repouso, operando a uma velocidade de 4000 RPM. Por fim, realizou-se uma
centrifugacgéo final a 5000 RPM por 5 minutos para a remogao do sobrenadante da
preparagdo. Uma curva padrdo de albumina foi realizada antes da dosagem das
proteinas pelo kit de quantificagdo BCA (Thermo Scientific, Rockford, EUA). Além
disso, foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 15% para

verificar o padrdo das bandas geradas.
4.4.2 Cultura celular de PBMCs

Foi realizada a cultura celular de PBMCs (Células Mononucleares do Sangue
Periférico) de individuos dos grupos 1 e 2, a partir de sangue coletado em tubos com
Heparina para a separagao das células em gradiente de Ficoll. Inicialmente, em um
tubo Falcon de 15 mL, foram adicionados 3 mL de Ficoll-Hypaque (Ficoll® Paque
Plus, Darmstadt, Alemanha). Em seguida, adicionou-se lentamente 9 mL de sangue
pela parede do tubo inclinado a 45° e, utilizando uma pipeta Pasteur, posteriormente

realizando uma diluicdo de 1:3.

Apos isso, foi realizada a centrifugagao por 30 minutos a 900 g, a 20 °C, com
desaceleracao igual a 0. Apdés a centrifugacao, transferiu-se o anel leucocitario
(PBMCs) para outro tubo Falcon de 15 mL. As PBMCs do mesmo paciente foram
transferidas para um unico tubo. No tubo contendo as PBMCs, completou-se o
volume do Falcon até 14 mL com meio RPMI 1640 com glutamina (Gibco®)
incompleto, homogeneizando a mistura por inversao lenta. Em seguida, foi realizada
a centrifugacdo por 10 minutos a 400 g, com desaceleragédo igual a 1. Apos a
centrifugacgéo, descartou-se o sobrenadante por inversdo do tubo e ressuspendeu-se
o sedimento com 2 mL de meio RPMI incompleto. O proximo passo foi completar o
volume do Falcon até 10 mL com meio RPMI incompleto, homogeneizando
novamente por inversao e realizando uma nova centrifugagcéo por 10 minutos a 400
g, com desaceleragao igual a 1. Apds a centrifugagéo, descartou-se novamente o
sobrenadante por inversdo do tubo e ressuspendeu-se as células em 1 mL de meio

RPMI completo.

Por fim, foi realizada a diluicdo das células em um tubo de 1,5 mL,
adicionando 10 uL das células e 90 uL de Trypan blue, para corar as células mortas,

a fim de efetuar a contagem celular na camara de Neubauer. O calculo considerado
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foi a soma do numero de células da diagonal de cada um dos 4 quadrantes externos
e seguida da multiplicagdo por 10* e pela diluigdo com o corante Trypan blue. Apds
essa fase, foi realizada uma diluigdo para a concentragdo inicial da cultura

considerando o valor de 3 x 1068.

As células foram cultivadas em presenca de Fitohemaglutinina (PHA) (5
pg/mL) como controle positivo para produgao de citocinas a partir de um estimulante,
e apenas com o meio de cultivo, como controle negativo (sem estimulo), e com
antigenos soluveis de vermes adultos (SWAP) de S. mansoni (10 ug/mL). O cultivo
foi mantido em estufa de CO, a 37 °C e 5% de umidade por 48 horas. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi coletado e congelado a -80 °C para posterior dosagem

das citocinas.

4.5 METODOLOGIA DO OBJETIVO 3: QUANTIFICAR OS NiVEIS DE CITOCINAS IFN-v, IL-4 £ IL-10 Nos

GRUPOS ESTUDADOS

A dosagem sérica das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 no soro e no sobrenadante
da cultura de células, foi realizada a partir do sistema Cytometric Bead 6 Array
(CBA) da Becton Dickinson-BD (kit Human Th1/Th2 Cytokine CBA, San Jose, CA,
USA), segundo recomendacao do fabricante. Em cada tubo, foram adicionados 15
ML da mistura de esferas de captura (anti- IFN-y, IL-4 e IL-10) conjugadas com
anticorpos monoclonais. Em seguida, as aliquotas de 15 pL dos padrbes de
citocinas previamente diluidos e 15 pL de diluente apenas (controle negativo) foram
transferidas para tubos de poliestireno de 5 mL. Quinze microlitros (15 pyL) de um
coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas humanas, conjugados com o
fluorocromo PE (FL-2) foram adicionados com subsequente incubagdo por 3 h em
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apds a incubagao, as esferas de captura
foram lavadas com 500 uL da solugao de lavagem (“Wash buffer”, reagente presente
no kit CBA) e os tubos séo centrifugados a 300 g, por 5 minutos e, o sobrenadante
foi descartado. As esferas foram entdo ressuspendidas em 300 pL “Wash buffer” e
adquiridas no citémetro de fluxo FACSCaliburTM (BD, San Jose, CA, USA). Os
dados gerados a partir da dosagem de citocinas no BD CBA foram analisados pelo
software FCAP Array v3.0.
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4.5.1 Analise Estatistica

Para avaliar a associagao entre as variaveis, utilizou-se de Shapiro-Wilk para
avaliar a normalidade. Quando n&o atendida a normalidade, usou-se o teste de
Mann-Whitney para as variaveis continuas. Quando a normalidade foi observada, foi
aplicado o teste t nao pareado para comparar dois grupos e a ANOVA para
comparar mais de dois grupos. As analises dos dados foram realizadas com o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA), e
os testes estatisticos foram considerados significativos para valores de p < 0,05. Foi
utiizada a Razao antigeno/meio para considerar a produgao basal de citocinas dos

individuos.

4.6 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto utiliza amostras de fezes dos camundongos para manutencgéo do
ciclo do S. mansoni no LRE/Fiocruz/PE. Para isso, foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais do Instituto de Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fiocruz (CEUA: n°
173/2021) (ANEXO A). Além disso, o projeto foi aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da Universidade Federal de Pernambuco -
Campus Recife (CAAE: 62788922.4.0000.5208) (ANEXO B).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DADOS DO INQUERITO EPIDEMIOLOGICO

O inquérito epidemio-parasitolégico foi realizado na regido de Barra de
Jangada, no municipio de Jaboatdo dos Guararapes - PE, onde 416 participantes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e forneceram informagdes
como nome, data de nascimento, sexo e numero do cartdo SUS. Desses moradores,
52,40% eram do sexo masculino e 47,59% do sexo feminino, com média de idade
de 31,76 anos (0-88 anos), esses dados sdo semelhantes aos trabalhos de outros
pesquisadores (Chaves et al., 2022; Silva et al., 2020). Foram obtidas amostras de
fezes de 266 moradores, que foram analisadas pela técnica de Kato-Katz, que
identificou 57 positivas, sendo uma co-infectada por Ascaris lumbricoides, e 209

amostras negativas para S. mansoni. A prevaléncia da area foi de 21,42%.

Dessas 209 negativas, 99 foram analisadas pelo método de Hoffman e 6
foram positivas, totalizando uma taxa de positividade de 23,68% na area de acordo
com as duas técnicas parasitologicas. Das 93 negativas, 85 foram submetidas a
extracido de DNA para a realizacdo da qPCR, pois as restantes ndo apresentaram
material suficiente. Foram identificadas 14 amostras positivas e 71 negativas pela
gPCR para identificagdo do DNA do parasita nas fezes. A utilizagdo de multiplas
metodologias de diagndstico para a esquistossomose garante maior sensibilidade e
especificidade ao diagnéstico e a gPCR apresenta uma taxa de detecgao maior que

os métodos parasitologicos (Espirito-Santo et al., 2014).

Todos os 63 positivos e os 71 negativos de acordo com as trés técnicas foram
convocados para a realizagao de avaliagao clinica e ultrassom do abdémen superior
para caracterizagdo da doenca e avaliacdo de presenga ou auséncia de fibrose ou
esteatose hepatica na Unidade Basica de Saude Barra de Jangada |. Os 14
positivos pelo método de qPCR nao foram considerados, pois buscou-se apenas
positivos por métodos parasitoldégicos diretos. Apresentaram-se 55 individuos
positivos, sendo 63,63% do sexo masculino e 36,36% do sexo feminino,

apresentando carga parasitaria média de 315,46 OPG (12-3.168 OPG), com média


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC11013574/
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de idade de 36,69 anos (5-80); e 57 negativos, sendo 55,38% do sexo masculino e

45,61% do sexo feminino, com média de idade de 34,70 anos (2-85).

Entre os positivos, 14 apresentaram exame normal (fibrose padrdo A ou B)
sendo 50% do sexo masculino com média de idade de 21 anos (5-54 anos); 30
apresentaram fibrose periportal com padréo C, D/Dc ou E, sendo 76,66% (23/30) do
sexo masculino e 23,34% (7/30) do sexo feminino, média de idade de 40,83 anos
(8-80 anos) e carga parasitaria média de 339,38 OPG (12-3.168 OPG); e 11
individuos apresentavam critérios de exclusao predefinidos na metodologia. A maior
quantidade de pessoas do sexo masculino infectados e com fibrose nesse estudo foi
semelhante a trabalhos da literatura, no qual homens mostraram-se mais suscetiveis
ao risco (Anjorin et al., 2024, Henri et al., 2002).

Ja os negativos de area ndo endémica formaram um grupo de 19 pessoas, no
qual 17 ndo possuiam fibrose, a média de idade foi de 30,12 anos (23-51) e havia 10
pessoas do sexo masculino (58,82%) e 7 do feminino (41,18%). Entre os dois

restantes, um possuia fibrose e o outro esteatose hepatica.

5.2 QUANTIFICACAO DO ANTIGENO DO VERME ADULTO (SWAP)

A producdo do antigeno SWAP resultou em uma concentracdo de 1100
pMg/mL. Na literatura, relata-se concentragbes entre 3000 e 5000 ug/mL de proteina
apos a preparagdo do SWAP (Neves et al., 2015), entretanto, essa diferenca nao
desqualifica a concentragdo encontrada em laboratério, que foi suficiente para
realizacdo de todos os experimentos. Na figura 11, é possivel visualizar o gel
SDS-PAGE 15% para visualizagdo das proteinas no antigeno com o marcador de
peso molecular (LMW) e bandas do antigeno. Em artigo com método similar ao
realizado, obteve-se resultado semelhante do gel de SDS-PAGE 15%, com bandas
de tamanhos préoximos (Hirsch et al., 1997), demonstrando reprodutibilidade da

producao do antigeno.


https://www.thelancet.com/journals/lanmic/article/PIIS2666-5247(24)00197-6/fulltext
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Figura 10 — Gel de eletroforese SDS-PAGE 15% das proteinas obtidas a partir da extragdo dos
antigenos do verme adulto (SWAP)
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Legenda: Gel de SDS-PAGE 15% com o marcador de peso molecular (LMW) com bandas de
tamanho 116.0 kDa, 66.2 kDa, 45.0 kDa, 35.0 kDa e 25.0 kDa na coluna 1 e a distribuicdo das bandas
do antigeno SWAP (10 ug/mL) na coluna 2.

Fonte: Maria Eduarda da Silva Pereira; Mariana Santana Queires (2024)

5.3 DOSAGEM DAS CITOCINAS

Na comparacdo entre individuos negativos e positivos, observou-se uma
maior produgédo de IFN-y (p < 0,01), conhecida pelo seu papel antifibrogénico nos
individuos negativos (Henri et al.,, 2002). Isso sugere que a resposta imune nos
individuos negativos pode estar associada a um menor desenvolvimento de fibrose.
Por outro lado, os individuos positivos apresentaram niveis significativamente
elevados de IL-4 e IL-10 (p < 0,0001). A IL-4 esta relacionada ao perfil Th2,
favorecendo uma resposta anti-inflamatéria e formacao de fibrose, enquanto a IL-10

tem um papel imunorregulador.

Na analise entre os grupos com diferentes graus de fibrose, verificou-se que o

padrdao D/Dc manteve niveis elevados de IFN-y, reforgando seu potencial
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antifibrogénico. Ja a IL-10 apresentou maior produgédo nos individuos negativos, e
entre os individuos com fibrose, houve diferenga significativa entre os padrées AB e
E em relagcdo aos negativos. Esse achado evidencia a agédo reguladora da IL-10,
associada a suavizagédo da fibrose em estagios iniciais (Garcez et al., 2021). No
entanto, em quadros avangados de fibrose, como no padrao E, observou-se uma
maior redugcao na producao da IL-10, indicando que sua acao pode ser insuficiente
para conter a progressao da fibrose assim como no estudo de Mutengo et al., 2018

que baixos niveis de IL-10 foram associados a fibrose moderada a severa.

Por outro lado, a IL-4 apresentou maior producido nos individuos positivos,
especialmente nos padrées AB, D/Dc e E (p < 0,05). Esse achado pode ser
explicado pelo fato de que a IL-4 pertence ao perfil Th2, caracterizado por uma
resposta imune anti-inflamatéria. Sua producao aumentada pode representar uma
tentativa do organismo de combater a infecgdo, porém ao mesmo tempo ela
favorece a formacgao de fibrose causada pelo estimulo excessivo da deposi¢cao de
tecido cicatricial, possivelmente por um desbalanco com a IL-10 (Pearce et al.,
1991).
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Figura 11 — Niveis de citocinas produzidas em nivel basal por individuos negativos e positivos com

diferentes graus de fibrose
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Legenda: No painel superior ha comparagéo entre individuos NEG (negativos) e POSIT (positivos).
No painel inferior: comparacao entre diferentes grupos classificados pelo grau de fibrose distribuidos
nas colunas (NEG, AB, C, D/Dc e E). Nas colunas, cada figura geométrica (circulo, quadrado ou

tridangulo) representa um paciente. Os asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas (p
< 0,05; p<0,01; p<0,001; p <0,0001).

Fonte: a autora (2025).

Ao comparar a razao da producgao de citocinas estimuladas com SWAP dos
individuos, considerando o critério infectado ou ndo, a diferenca da producido de

IFN-y nado foi significativa. Enquanto isso, a IL-4 e a IL-10 foram produzidas em
valores relevantes nos individuos positivos.
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Em seguida, ao considerar a presencga de fibrose com os padrdes AB, C,
D/Dc e E, a IL-4 foi mais produzida em todos os padrdes, principalmente no AB,
porém no C ela ndo aumentou de forma significativa. Ja a IL-10 s6 apresentou
producdo significativa nos individuos de padrdo E, mostrando uma tentativa de
regulagdo do avango da inflamagao num perfil de fibrose mais desenvolvido devido a
producdo em excesso de matriz extracelular para formacao de cicatriz fibrética. Por
outro lado, o IFN-y também nao apresentou diferenca significativa com o estimulo de
SWAP corroborando com o estudo de Garcez et al., 2021 no qual ndo houve

diferenca na produgao da citocina em individuos com e sem fibrose (figura 14).
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Figura 12 — Produgéo de citocinas de individuos negativos e positivos, sem e com fibrose,
estimulados com SWAP

IFN-y IL-4 IL-10
* *
2.0- 2.0 ] [ ) T
° 2 )
@ @ < -
= 154 = 15 =08
o o (=]
& S 5 0.6
2 1.0 2 1.04 =
c c c
< < < 049
g 05- § 0.5 % 0.24
& g g
0.0- T 0.0- T 0.0- T
NEG POSIT NEG POSIT NEG POSIT
IL-4
IFN-y IL-10
5 2.5+ 1.5
) ° )
@
= s 207 =
] =) S 1.0
s S 1.5- 5
o = i)
c “E .‘.:.
< £ 1.01 &
P S ~ 0.5
N 'S 0.5 o
& & &
0.0~ 0.0
NEG AB C DIDc E NEG AB C DIDc E NEG AB C D/iDc E
Grupos Grupos Grupos

Legenda: Painel superior: comparacao entre individuos NEG (negativos) e POSIT (positivos) com
base na razdo de antigeno/MEIO. No painel inferior ha comparagdo entre diferentes grupos
classificados pela presenca ou auséncia de fibrose (NEG, AB, C, D/Dc e E) também com base na

razéo de antigeno/MEIO. (*) indicam diferencgas estatisticas significativas (p < 0,05; p < 0,01).

Fonte: a autora (2025)

6 CONCLUSAO

Com base no inquérito realizado, € possivel perceber que a regidao de Barra
de Jangada, no municipio de Jaboatdo dos Guararapes, apresenta uma

endemicidade moderada (prevaléncia de 23,68%).

Por meio da ultrassonografia, notou-se uma predominancia de fibrose
periportal de diferentes estagios no sexo masculino e em individuos mais velhos,
demonstrando coeréncia com os dados do inquérito nos quais os homens

corresponderam a maior taxa de infectados.
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A producdo de citocinas, como IFN-y, IL-4 e IL-10 mostrou como parte do
sistema imunoldgico interage com o patégeno. Enquanto o IFN-y foi mais
significativo entre os individuos negativos e com padrdo mais inicial de fibrose
podendo ser um potencial biomarcador de protecdo, a IL-10 teve maior expressao
no estagio inicial da doenga e no estagio mais avangado, indicando uma tentativa de
controle imunolégico da fibrose e potencial agdo como biomarcador de modulagéo.
Por outro lado, a IL-4 esteve mais presente nos individuos conforme houve avango
nos estagios de fibrose, sugerindo uma tentativa do organismo em controlar a
infeccdo, mas que também contribui para a progressao da fibrose hepatica, podendo

ser um marcador de susceptibilidade.

Além disso, o estudo destaca que a evolugdo da fibrose hepatica esta
relacionada com o desequilibrio imunoldgico da infecgao, o que fornece novas
perspectivas para estratégias terapéuticas mais eficazes. Por fim, a combinagao de
técnicas diagndsticas e a anadlise das respostas imunoldgicas sao cruciais para
aprimorar o controle e o tratamento da esquistossomose, principalmente em regides

endémicas, como a estudada, e elimina-la como problema de saude publica.
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APENDICE A

FICHA DE AVALIAGCAO DA ULTRASSONOGRAFIA

Ministerio da Saude
Ordem de chegada lahoratdrio de Referéncia em
FIOCRUZ

Fundagdo Oswaldo Cruz Esl“stnssomnse

Instituto Aggeu Magalhaes

FICHA DE AVALIACAO POR ULTRASSONOGRAFIA

Nome: Registro:
Data exame: ! ! Motivo do Exame:
Sexo: M( ) F( ) Idade: DN: & / / Altura: Peso:

FIGADO: Padrdes de Fibrose periportal:

Sem anormalidades: Padrao A- Outras anormalidades: ~ Padrao X-cirrose
Padrdo Y-esteatose z Padrao Z- (citar)
Padrdo B (dificil decidir) ;  Padrio C (FPP periférica)

Padrao D (FPP central) ou DC

Padrao E (FPP Avancada) ou EC

Padrdo F (FPP muito avangada) ou FC
Superficie Hepatica:

Normal: Lobulada: Irregular Leve: Grosseiro:

LOBO E: Tamanho: Longitudmal: LOBO D: Tamanho: Linha axilar anterior:
Veia PORTA:
COLATERAIS: Ausente: Presente: Dificil decidir: Qual:
ASCITE: Ausente:  Presente:  VESICULA BILIAR: Paredes: Finas: ___ Espessadas:
Calculos: Sim: Nio: Septagdo: Sim: Nio:
BACO: L: T VOLUME: (NLaté 60)
Observacdes:
CONCLUSOES:

Classificacdo: () Inicial —agudo ( ) Tardio —cronico

Av. Prof. Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria — Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpgam.fiocruz.br
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PROTOCOLO DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE

Ministério da Salude

FIOCRUZ

Fundagdo Oswaldo Cruz
Instituto Aggeu Magalhaes

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de Aprovacao

Certificamos que o projeto intitulado “Manutencdo de cepas de Schistosoma
mansoni para pesquisas cientificas” protocolado sob n° 173/2021 pela
pesquisadora Elainne Christine de Souza Gomes, esta de acordo com a Lei
11.794/2008 do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA, e todos
os protocolos experimentais foram aprovados pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA) do Instituto Aggeu Magalhdes/Fundacdo Oswaldo Cruz
(CEUAJ/IAM). Na presente vers3o, este projeto esta licenciado e tem validade até 31
de margo de 2026 com a finalidade de pesquisa cientifica. E responsabilidade do
coordenador do projeto notificar 8 CEUA sobre acidentes ou intercorréncias com os
animais, bem como a necessidade de quaisquer alteracdes em relagao ao projeto. O
coordenador concorda que nenhuma dessas mudancgas serdo implementadas antes

de serem aprovadas pela CEUA/IAM.

Quantitativo de Animais Aprovados
z Espécie e | Quant. Sexo <
Animal Iinflagem (total) | 3 ] O | Ambos Idade Peso Origem
Camundongo Mus 1.920 X 7-8 semanas | 30-40 Biotério
heterogénico musculus. gramas
Linhagem:
Swiss
webster
Total 1.920

Recife, 08 de marco de 2022

Virginia Maria Barros de Lorena

Coordenadora CEUA/IAM
Mat. Siape 1984445

Av. Prof. Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria — Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpgam.fiocruz.br
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PROTOCOLO DE APROVAGCAO NO COMITE DE ETICA DE PESQUISA EM

HUMANOS

4¢  UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CAMPUS W
RECIFE - UFPE/RECIFE

CEP

Conite de £0ca
ampeidsia

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: ldentificagdo e caracterizagdo de biomarcadores imunoldgicos associados a
esquistossomose mansonica.

Pesquisador: ELAINNE CHRISTINE DE SOUZA GOMES
Area Temdtica:

Versao: 3

CAAE: 62788922.4.0000.5208

Instituicdo Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.905.584

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de Projeto de Pesqguisa Docente de Elainne Christine de Souza Gomes intitulado ~ Identificagdo e
caracterizacio de biomarcadores imunoldgicos associados a esquistossomose mansonica®. Aparecem
ainda como membros da equipe Walter Lins Barbosa Junior, Constanca Clara Gayoso Simoes Barbosa, Inis
Edna Pereira da Silva, Barnabe José Tabosa, Wheverton Ricardo Correia do Mascimento, Ana Lucia
Coutinho Domingues, Virginia Maria Barros de Lorena, Maria Eduarda da Silva Pereira.

Serdo selecionados pacientes infectados e nao infectados de dreas endémicas e nao endémicas; também
serdo selecionados individuos que apresentam a forma grave da doenca. Os grupos serdo divididos da
sequinte maneira:G1 - Pessoas infectadas oriundas de drea endémica; G2 - Pessoas infectadas e com a
forma grave da doenga (hepatoesplénica descompensada); G3 - Pessoas ndo infectadas oriundas de drea
endémica; G4 - Pessoas nao infectadas oriundas de nao drea endémica.O objetivo da formagao desses
grupos & identificar & mensurar o perfil das respostas imunes de individuos com diferentes estagios da
doenca (G1 e G2) em comparagao com individuos nao doentes, mas passiveis de ter tido contato com o
agente infeccioso (G3), e paciente gue nunca tiveram contato com o parasito (G4).Para os grupos G1, G3 e
G4 serao realizados inquérito parasitoldgico em localidades endémicas e ndo endémicas para coleta de

amostras de fezes, sangue e posterior caracterizagao da forma clinica da doenca.

Endereco:  Av. das Engenhasria, s/n, 1" andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciencias da Saude

Bairro: Cidade Universitdria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (31)2126-8568 Fax: (81)2126-3163 E-mail: cephumanas.ufpe@ufpe.br
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar os biomarcadores imunoldgicos e o receptor de vitamina D que podem estar associados &
progressao da fibrose na esguistossomose mansonica.

Objetivo Secunddrio:

a) Caracterizar do ponto de vista epidemiolégico e clinico-laboratorial os grupos 4 diferentes grupos
infectados e nao infectados pelo 5. mansoni;

b) Quantificar os niveis de citocinas IFN-, TNF, IL-10, IL-5, IL-4; IL-2; IL-33 & IL-36 nos grupos 1-4;

c) Awaliar as frequéncias das populagées de linfécitos e mondeitos nos grupos 1-4;

d) Awvaliar as frequéncias dos receptores de vitamina D na superficie das populagées de linfacitos e

mondcitos nos grupos 1-4.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos decommentes da sua participagdo na pesquisa 580 a possibilidade de constrangimento no momento
da coleta e entrega das fezes e aparecimento de hematomas (mancha roxa) no local da retirada de sangue,
POrEMm, ASSeQuramos que serdo tomados todos os cuidados necessarios para gue este fato ndo aconteca.
Beneficios:

Contribuicao para o melhor entendiments da doenga e melhorias na identificacao do verme na populagao.
Além disso, serdo realizados exames de fezes nos envolvidos na pesquisa, os quais receberdo o resultado
do mesmo & em caso de alguma alteracao nos resultados serdo encaminhados para uma consulta medica e
receberdo orientages de higiene e métodos para evitar novas infecgoes.

Os riscos e beneficios acima citados pela pesquisadora foram devidamente avaliados e considerados

adequados ao projeto em pauta.

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto traz importante proposta para uma melhor qualificagao do status imunoldgico de pacientes

portadores da Esquistossomose mansanica em nosso estado e que vivem em drea endémica da doenga.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

Os termos apresentados estdo em conformidade com as normas do CEP. No entanto se ohserva

Enderego:  Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Sadde

Bairro: Cidade Universitdria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (31)2126-8588 Fax: (81)2126-3163 E-mail: cephumanos. ufpe@Eufpe_br
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gue existe apenas a Carta de Anuéncia do Municipio de Jaboatdo dos Guararapes. A pesquisadora

apresenta uma Declaragao de Compromisso - Carta de Anuéncia do Municipio comprometendo-se a

apresentar as cartas de Anuéncias dos Municipios logo que os mesmos sejam selecionados e concordem

com o desenvolvimento do projeto. Ainda, que o trabalho no municipio s6 serd iniciado apds submissao das

cartas de anuéncia ao CEP para ciéncia e aprovacao do inicio dos

trabalhos de campo.

Recomendacbes:

Sem Recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado para inicio da pesquisa apenas no Municipio de Jaboatio dos Guararapes, conforme carta de

anuéncia apresentada.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
A emenda foi avaliada e APROVADA pelo colegiado do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS 200076 16/02/2022 Aceito
do Projeto 3 E1.pdf 13:34:10
Outros Encaminhamento_Carta_Anuencia.pdf 16/02/2023 | ELAINNE Aceito
13:33:03 CHRISTINE DE

Outros Carta_de_Anuencia. pdf 16/02/2023 | ELAINMNE Aceito
13:32:43 CHRISTIMNE DE

Outros CARTA_RESPOSTA. pdf 17110/2022 | ELAINME Aceito
20:04:23 JCHRISTINE DE

Projeto Detalhado /| Projeto_PROEP_2022_PlataformaBrasil| 1710/2022 |ELAINME Aceito

Brochura _NovaVersao.pdf 20:04:01 |CHRISTINE DE

Investigador SOUZA GOMES

TCLE [ Termos de  |UFPE_TCLEMaiores18.pdf 31/08/2022 |ELAINMNE Aceito

Assentimento / 10:20002  |CHRISTINE DE

Justificativa de S0OUZA GOMES

Auséncia

TCLE { Termos de  |UFPE_TCLE_Responsaveismenores.pdf 31/08/2022 |ELAINME Aceito

Assentimento / 10:19:56 |CHRISTINE DE

Justificativa de SOUZA GOMES

Auséncia

TCLE f Termos de  |UFPE_TALEMenor7al8.pdf 31/08/2022 |ELAINMNE Aceito

Assentimento / 10:19:49 |CHRISTINE DE

Justificativa de SOUZA GOMES

Enderego:  Av. das Engenhasria. s/n, 1" andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Sadde

Bairro: Cidade Lniversitaria
Municipio:

(81)2126-8588

UF: PE
Telefone:

CEP:  50.740-800
RECIFE

Fax: (81)2126-3163 E-mail:

cephumanos. ufpe@ufpe_br
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Auséncia UFPE_TALEMenor7al8.pdf 31/08/2022 |ELAINME Aceito
10:19:49 JCHRISTINE DE

Outros Lattes_BarnabeJoseTabosa.pdf 30/0B/2022 |ELAINME Aceito
20:17:47 JCHRISTINE DE

Outros Lattes_MariaEduarda. pdf 30/0B/2022 |ELAINME Aceito
20:17:39  |CHRISTINE DE

Outros Lattes_IrisEdnaPereira.pdf 30/08/2022 |ELAINME Aceito
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