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RESUMO

Com o objetivo de se verificar a existéncia de alteragbes da morfologia
plaquetaria, de seus antigenos de superficie, da agregacdo das plaquetas e da
dosagem do antigeno do Fator de von Willebrand (FVYW:Ag) em portadores de
esquistossomose mansénica na sua forma hepatoesplénica compensada, foram
estudados 45 individuos, adultos, entre 22 a 83 anos, de ambos 0s sexos, com ou
sem plaquetopenia, sem comorbidades, com sorologia para hepatite viral B ou C
negativa, sem passado transfusional nos ultimos 90 dias que antecederam a coleta
do sangue, nao alcoolatras, nem usuarios de medicamentos hepatotoxicos,
anticoagulantes ou antiagregantes plaquetarios. Foram realizados hemograma
completo, ultra-som do abdome superior, endoscopia digestiva alta, agregacao
plaquetaria com ADP, Epinefrina, Colageno e Ristocetina, Imunofenotipagem por
citometria de fluxo com os anticorpos CD42b e CD41. O antigeno do FvW foi
determinado pelo teste de ELISA (Stago diagnostica). Apdés o estudo, constatou-se
que mais de 90% dos pacientes ndo apresentavam alteracées dos antigenos de
membrana GPlb e llb/llla avaliados pelos anticorpos CD42b e CD41
respectivamente; o nimero de plaquetas encontrado, na maioria dos pacientes, foi
abaixo de 100.000/mm® levando a hipoagregacdo com agonistas na maioria dos
casos. O FYW:Ag nos pacientes analisados foi elevado ou muito elevado.
Estatisticamente, encontrou-se associacao inversa significativa para variaveis do
namero de plaquetas, diametro longitudinal do bagco e o FYW:Ag (p<0.05). Houve
associagao entre o FYW:Ag, o diametro longitudinal do baco e a presenca de varizes
de esbfago. Concluiu-se que a elevagdo do FYW:Ag e os valores numericamente
normais do CD 42b, encontrados neste trabalho, parecem manter a adesao
plaquetéria estavel; que a agregacao, também parece esta normal quando ligada ao
fibrinogénio, assim como, a expressao das GPlIb/llla pelos resultados obtidos com
o CD41, e por fim que os testes de agregacgao plaquetaria, induzidos pelos agonistas
(ADP; colageno; ristocetina e adrenalina) e realizados pelo agregdmetro PACKS,
mostraram-se alterados nos pacientes com esquistossomose porque, apesar da
grande especificidade, pois sdo dependentes de um numero de plaquetas normal.
Estes achados explicam a n&o ocorréncia de sintomatologia decorrente da
plaquetopenia tais como: petéquias, equimoses, gengivorragias, em pacientes com
esquistossomose hepatoesplénica.

Palavras Chaves ou Descritores: Esquistossomose mansoni - Citometria de Fluxo
- Glicoproteina de membrana de plaqueta - Agregacao plaquetaria - Fator de von
Willebrand.



ABSTRACT

To verify variations at platelet morphology, platelet aggregation, surface
antigens on these platelets and at the plasma levels of von Willebrand factor antigen
(VWF:AgQ) in patients with compensated hepatosplenic schistosomiasis, 45 individuals
were studied. These patients were all adults, (22 to 83 years old), from both gender,
with or without thrombocytopenia, absence of others comorbidities, no alcoholism,
negative sorologies to hepatitis B and C virus. They also could not have any
transfusions in the last 90 days before collecting the samples; hepatotoxic drugs,
anticoagulants and antiplateletes therapies were also forbidden. Red blood count,
transabdominal ultrasonography, upper gastrointestinal endoscopy, platelet
aggregation (induced by ristocetin, collagen, adenosine diphosphate and
epinephrine), flow cytometric assays with the CD 42b and CD 41 antibodies. The von
Willebrand factor antigen was measured by ELISA (Stago diagnostica). After the
analysis, the results showed that 90% of the patients did not showed changes of the
membrane antigens GPlb and lIb/llla when evaluated by the CD 42b and CD 41
antibodies respectively; the platelet count, in the majority of patients, was under
100,000/mm?® wich induced a hypoaggregation with agonists in the majority of cases.
The vWF:Ag, in the analyzed patients, was high or very high. Estatiscally,
significative inverse association was found to the varieties of the platelet count,
longitudinal diameter of the spleen and the vVWF:Ag (p<0.05). There was association
between the vVWF:Ag, the longitudinal diameter of the spleen and the presence of
esophagus’ varices. It was concluded that the elevation of the VWF:Ag and the
normal values of CD 42b, found in this study, seem to keep the platelet adhesion
steady and that the platelet aggregation also seems to be normal when bind to the
fibrinogen, as well as the GPIIb/llla expression with the results obtained with the
CD41. The platelet aggregation tests induced by the agonists (ristocetin, collagen,
adenosine diphosphate and epinephrine) and done by aggregometry (PACKS), were
not normal in patients with schistosomiasis because, although the high specificity,
they are dependent of a normal platelet count. These findings explain why there are
no symptoms associated with thrombocytopenia like petechiae, ecchymoses, gingival
bleeding in patients with hepatosplenic schistosomiasis.

Keywords or describers: Schistosomiasis mansoni - Flow cytometric assay —
Platelet membrane glycoprotein — Platelet aggregation — von Willebrand Factor.
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CAPITULO 1 - INTRODUGAO

A esquistossomose é causada por trematddeos digenéticos do género
Schistosoma que habitam o sistema venoso portal e vesical do homem e de alguns
animais (KELLY; SUMMERFIELD, 1994; MOTA et al 1994). S0 seis as espécies de
esquistossomos que parasitam o homem: Schistosoma mansoni, Schistosoma
japonicum, Schistosoma haematobium, Schistosoma intercalatum, Schistosoma
malayensis, Schistosoma mekongi (KATZ; ALMEIDA, 2003).

A esquistossomose aparece como endémica em 74 paises; no quais 600
milhées de individuos estdo expostos, com mais de 200 milhdes, afetados
(DOMINGUES; DOMINGUES, 1994; MOTTA et al., 1994; KATZ; ALMEIDA, 2003).
No Brasil, calcula-se que o numero de pessoas infectadas pelo Schistosoma
mansoni seja de aproximadamente 6 a 10 milhdes e outras 30 milhdes expostas a
infeccdo (FERREIRA; COUTINHO, 1999; AMARAL et al., 2002; ROSS et al., 2002;
BRANDT; et a.l, 2003; PETROIANU, OLIVEIRA, ALBERTI, 2004). Segundo dados
de 2005 da OMS, apesar da diminuicdo da freqiiéncia de formas graves, nao
ocorreu modificacdo no numero de pessoas infectadas.

Cerca de 5 a 7% dos individuos parasitados que adquirem uma maior carga de
infeccdo ou sdo expostos a reinfecgbes sucessivas, devido, provavelmente, a
deficiéncia de imunidade protetora, evoluem para a forma hepatoesplénica
(ASFORA; DOMINGUES; COUTINHO, 1978; BUTTERWORTH, 1990; PEREIRA et
al., 1993; DOMINGUES; DOMINGUES, 1994; DOMINGUES; PEREIRA; BARRETO,
2004).

O Nordeste é a principal regiao hiperendémica do pais e em especial, 0s
estados de Pernambuco, Alagoas e Sergipe, com prevaléncia acima de 60% e até
80% da populagdo, em algumas localidades da zona rural. Nestas localidades de
alta prevaléncia, ocorrem inumeros casos de formas graves da doenca. Casos
recentes de infeccdo aguda foram encontrados em praias do litoral de Pernambuco
e na capital (PEREIRA, 1986; COUTINHO; DOMINGUES, 1993; BARBOSA; SILVA;
BARBOSA, 1996 ).

A esquistossomose apresenta-se de formas clinicas diversas, ocorrendo nos

ultimos anos, redugcdo do numero de casos da forma hepatoesplénica, apds varias
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campanhas no Brasil, de tratamento em massa, realizadas pelo Ministério da Saude
(BINA, 1992; PEREIRA; TAVORA, 1994).

Atualmente, pacientes com a forma hepatoesplénica sdo encontrados onde a
prevaléncia da doenca excede 25% e esta forma clinica tem predominado em
pacientes entre 40-60 anos (BARBOSA.; GONCALVES.; MELO, 1995).

Dentre as manifestagdes clinicas da forma hepatoesplénica, as mais comuns
sdo: hepatoesplenomegalia, hipertensdo porta e sangramentos por ruptura de
varizes esofagicas. No Brasil a esquistossomose mansénica constitui a causa mais
freqiente de hipertensdo porta e esplenomegalia. Na forma hepatoesplénica da
esquistossomose, a esplenomegalia é secundaria a congestao venosa € hiperplasia
das células do sistema reticuloendotelial (BAGSHAWE, 1979; GUERRA et al., 1985;
DOMINGUES; BARRETO, 2001).

As anormalidades da coagulacdo encontradas nas formas mais avangadas das
doencas hepaticas sdo complexas, multifatoriais e dependem do equilibrio entre a
sintese hepatica, do clearence das proteinas da coagulacdo ativados e seus
inibidores, da elevacao do antigeno do Fator de von Willebrand, disfibrinogenemia,
hiperfibrilolise, trombocitopenia, funcdo plaquetaria anormal e coagulacao
intravascular disseminada (STEIN; HARKER, 1986; JOIST, 1994; BEER et al., 1995;
LIMA, 1996). No entanto, para a grande maioria dos individuos portadores de
esquistossomose hepatoesplénica a fungdo hepatica € conservada e nao se
observam grandes altera¢des nas proteinas da coagulagdo. Consideram-se ainda
como manifestacbes hematolégicas da hepatopatia esquistossomobtica, as
citopenias, tendo o hiperesplenismo papel fundamental na sua génese (EICHNER;
1979). Maia (2002) encontrou relagao entre o tamanho do baco e a intensidade das
citopenias. A anemia habitualmente normocitica e normocrémica, podendo ser
também microcitica hipocrémica, quando a etiologia for multifatorial, isto €, quando
associada a hemorragia digestiva, parasitoses intestinais e desnutricao
(PRANKERD, 1963; COUTINHO; DOMINGUES, 1993; LWAMBO et al., 1999).
Quando o mecanismo do hiperesplenismo ocorre na esquistossomose, a leucopenia
se caracteriza por ser balanceada, ou seja, a relacao entre granulécitos, linfécitos e
mondcitos, tende a permanecer inalterada (EICHMER, 1979). Souza;Toledo;

Borges, (2000) encontraram em portadores de esquistossomose mansénica, na
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forma hepatoesplénica compensada, leucopenia em 50% e anemia em 25% dos
doentes.

A maioria dos pacientes com forma hepatoesplénica da esquistossomose
mansoni apresenta diminuicdo das plaquetas, embora mais de 25% até 50%, dos
casos nas mesmas condigdes podem apresentar numero normal de plaquetas, ndo
existindo ainda explicacdo na literatura para esta seletividade (COUTINHO; LIRA,
1956; MAIA, 2002). E possivel que a propria infecgdo pelo Schistosoma mansoni
afete o numero e a fungéo das plaquetas como foi sugerido por Joseph et al. (1983),
em modelos experimentais em camundongos, através de reagdo imune do
hospedeiro. Os mesmos autores, também observaram que camundongos com
reducéo de células T e infectados pelo parasito ndo apresentaram trombocitopenia
significativa.

Por outro lado, a plaquetopenia tem sido relatada em torno de 75% dos
pacientes com a forma hepatoesplénica mais avancada, isto €, com episddios de
hemorragia digestiva alta (MAIA, 2002; STRAUSS, 2002). Foi observado que niveis
séricos da trombopoetina ndo influenciaram o aparecimento da trombocitopenia
esquistossomotica (SOUZA et al., 2002). A trombocitopenia tem sido usada como
um preditor indireto e nado-invasivo da hipertensdo portal na esquistossomose
(SOUZA; TOLEDO; BORGES, 2000).

A fagocitose secundaria ao hiperesplenismo tem sido descrita como causa da
plaquetopenia na maioria dos casos (COUTINHO; DOMINGUES, 1993). Estudos

" e/ou Cr°! comprovaram o encurtamento no

utilizando plaquetas marcadas com In
tempo médio de sobrevida das mesmas, reforgando a idéia do sequlestro esplénico e
destruicdo como principal causa da diminuicdo da plaqueta em pacientes com
esplenomegalia (HUSSEIN; LEE; SCHIFFER, 1990; LWAMBO et al, 1999; MAIA,
2002). Petronianu; Oliveira; Alberti, (2004) ressaltaram que além do sequestro e
destruicao esplénica das plaquetas na esquistossomose, ha um represamento
destas dentro do baco pela dificuldade na drenagem sanglinea provocada pela
hipertens&o porta.

Em pacientes cirréticos, além da plaquetopenia hd alteragbes na fungéo
plaquetaria através de diminuicdo da agregacao (THOMAS, REAM; STUART, 1967).
Beer et al., 1995: Lisman; Leebeek; Groot, (2002) descreveram a elevacado do

FVW:Ag nesses pacientes . Na esquistossomose, ainda ndo h& estudos suficientes
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sobre alteragdes da fungéo das plaquetas e do FvW:Ag. No entanto, pacientes com
esquistossomose na forma hepatoesplénica apresentam hemorragias digestivas
graves, com complicagbes agravadas pela plaquetopenia. Em acréscimo, o FvW,
dentre outros elementos associados a hipertenséo arterial pulmonar, em pacientes
esquistossomoticos, participa, na lesdo do endotélio vascular da formagédo de
microagregados plaquetarios. Isto poderia explicar que o aumento da hipertensdo
arterial pulmonar contribuiria com a plaquetopenia (LOPES; MAEDA; BYDLOWSSKI,
1998).

Justifica-se, pois este estudo, devido ao desconhecimento, do comportamento
do FvW na esquistossomose FHE e para uma melhor compreensdo da funcéo
plaquetaria. Para esse fim, procurou-se verificar a existéncia de altera¢des
morfolégicas plaquetarias e seus antigenos de superficie, da agregacdo das

plaguetas e da dosagem do FvW em portadores nessa fase dessa enfermidade.



20

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

CAPIiTULO 2 - REVISAO DA LITERATURA

A esquistossomose mansénica € uma doenga parasitaria crénica causada pelo
Schistosoma mansoni através da penetracao ativa das cercarias na pele humana e
pela invasdo do sistema circulatério. Os vermes adultos habitam nas veias do
sistema porta e sdo mais freqlentemente encontrados nas veias tributarias da
mesentérica inferior, com deposicdo dos ovos, principalmente, na regiao
retossigmoidiana (MALAGUENO; SANTANA, 1994).

Cada fémea produz em torno de 300 ovos por dia. Uma parte desses ovos
ultrapassa a barreira do vaso e, através da liberacdo de enzimas proteoliticas dos
miracidios e aliados a espicula lateral do ovo e ao préprio peristaltismo do intestino,
chega a luz intestinal, sendo eliminados nas fezes. Outra parte dos ovos fica na
mucosa do intestino, causando reacdo granulomatosa local com migracdo de
macréfagos, eosinodfilos, linfécitos e plasmaécitos e um terco deles sdo carreados
pelo sangue e chega ao figado onde também desencadeia reacao inflamatéria
granulomatosa (CARREIRO et al, 1983; RASO; PEDROSO, 1987; PRATA, 1991).

Os ovos provocam a liberacdo de citocinas durante a reacao inflamatéria e
estimulam a proliferacdo de fibroblastos com deposicdo de colageno nos espacos
portais e a formacdo de fibrose. Os vermes adultos ndo produzem reacdo
inflamatéria nos vasos, mas desencadeiam uma resposta imune de intensidade
variavel através da liberacdo de substancias antigénicas que vao ser responsaveis
pela resisténcia a infeccdo. Esta imunidade protetora decorre da producao de IgE,
antiverme que comega a ser produzido em torno do 15° ano de vida, quando se
nota uma reducao abrupta do numero de ovos nas fezes e menor percentual de
reinfeccdo nos jovens infectados (BUTTERWORTH, 1990). Isso explica a maior
susceptibilidade das criancas a reinfec¢do. Ha uma relacao entre 0 numero de ovos
eliminados nas fezes (técnica de Kato/Katz) e a carga parasitaria do hospedeiro. A
medida que a infeccdo torna-se crdnica, diminui o numero de ovos nas fezes, na
fase hepatoesplénica (DOMINGUES et al., 1983).



21

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

2.1. FORMA HEPATOESPLENICA (FHE)

A forma hepatoesplénica representa um tipo peculiar de hepatopatia crénica
pela presenca de grossas faixas de fibrose em torno dos ramos portais que
desencadeiam esplenomegalia, hipertensao portal, muitas vezes severa, com fungéao
hepética normal, exceto na forma descompensada. Nessa fase crénica da doenca,
as manifestagbes clinicas da hipertensao portal predominam sobre a insuficiéncia
hepatocelular. Wyszomirska et al., (2005) encontraram niveis elevados do colageno
IV e laminina na esquistossomose, desde as fases iniciais até as formas mais
avancadas, podendo ser Util para deteccdao de progressdao da doenca. A FHE é
considerada a forma mais tipica de doenga. E representada do ponto de vista
histologico pela fibrose periportal, fiborose de Symmers que ocorre em individuos com
carga parasitaria elevada, com reinfecgdes freqlientes e resposta imune acentuada
(DOMINGUES;PEREIRA;BARRETO,2004).

Estudo de 232 necropsias de casos com fibrose de Symmers, as alteracdes
microscoépicas e aumento do tamanho do bac¢o foram observados em 220 (95% dos
casos) (ANDRADE; BINA, 1983). A forma hepatoesplénica da doenca surge entre 5
a 15 anos apéds a infeccdo. Na fase aguda da doenca, pode ser encontrada também
uma esplenomegalia reativa (COUTINHO; DOMINGUES, 1993), diferente da
esplenomegalia congestiva da forma hepatoesplénica.

Silveira et al.,, (1995) observaram que na forma hepatoesplénica da
esquistossomose 70,6% dos portadores estdo acima dos 40 anos, sendo a raca
branca mais atingida 59,3%, seguida da raga mulata com 35,2% e da raga negra
5,5%. Esta forma se desenvolve em individuos que mantém contato continuo com o
foco de infeccao e a sua frequiéncia tem relacdo com o numero de ovos eliminados
nas fezes.

A esplenomegalia e o hiperesplenismo nao resultam da invasédo do parasito ou
de seus ovos no baco, mas de fatores mecanicos relacionados com a estase venosa
secundaria, a hipertensdo porta (COUTINHO; LYRA, 1956), associados com
resposta imune ao parasita, que desencadeiam hiperplasia das células do sistema
reticuloendotelial desde o periodo inicial ou invasivo (FERRAZ et al., 2001).

A ultra-sonografia tem sido utilizada nos ultimos anos como um método

sensivel para diagnostico da Fibrose de Symmers. Foram propostas diferentes
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classificagdes ecograficas para graduar a intensidade da fibrose observada pelo
ultra-som (DOMINGUES, 1998). As mais utilizadas s&o a de Cairo (Cairo Working
Group, 1992; Niamey (Niamey Working Group, 2000), ambas propostas pela
Organizagao Mundial de Saude (OMS).

A classificagdo de Cairo (1992) € mais utilizada na forma hepatoesplénica e
descreve a fibrose em trés graus, dependendo da espessura das paredes dos ramos
porta apds a terceira bifurcagao intrahepatica:

Grau | - espessura >3 a5 mm.

Grau Il - espessura >5a 7 mm.

Grau lll - espessura > 7 mm.

A classificagdo de Niamey (2000) é baseada em padrées de imagens
preestabelecidos, sendo o método mais sensivel para as formas iniciais do
acometimento hepatico que a classificagdo de Cairo. Trata-se de uma definicao
qualitativa dos padrdes de fibrose:

Padroes C - Fibrose periférica.

D - Fibrose central.
E - Fibrose avancada.

F - Fibrose muito avangada.

2.2. HIPERESPLENISMO NA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

Hiperesplenismo é uma sindrome no qual a esplenomegalia se associa a
citopenia. Classicamente é definido como:
e Esplenomegalia;
e Diminuicdo do nimero de um ou mais elementos celulares do sangue
periférico isolado ou em qualquer combinagéao;
e Medula éssea normal ou hipercelular;

e Correcao da citopenia apds a esplenectomia.

Com base na histologia e imunohistoquimica, as principais alteracdes
encontradas no baco aumentado de pacientes esquistossomoticos sao: dilatacao
congestiva dos seios venosos e espessamento difuso de corddes esplénicos.

Adicionalmente, os linfécitos esplénicos apresentam caracteristicas especificas no
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que diz respeito a resposta imune e ao aumento do numero de fagdcitos
encontrados no baco, essas células contribuem para o sequestro e destruicdo de
outras células, principalmente leucécitos e secundariamente hemacias e plaquetas
(BRUBARKER; JOHNSON, 1978; CARVALHO; JESUS, 2003).

De acordo com a literatura, o hiperesplenismo associado a hipertensédo porta
de qualquer etiologia ocorre entre 30%a 70% dos casos (PETROIANU, 2004).

O tratamento cirdrgico associando a esplenectomia com ligadura da veia
gastrica esquerda e a esclerose endoscopica nos casos de recidiva hemorragica
melhoraram a sobrevida dos pacientes (LACERDA et al,1993; DOMINGUES;
COUTINHO, 1997). Nas criangas, a esplenectomia com auto-implante esplénico
durante cirurgia fez desaparecer a mortalidade por sépse pos-esplenectomia
(BRANDT; ARAUJO; BARBOSA, 1998).

2.3. PLAQUETOPENIA NA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

A plaguetopenia observada em portadores da forma hepatoesplénica da
esquistossomose ¢é amplamente conhecida e costuma ser atribuida ao
hiperesplenismo (COUTINHO; DOMINGUES, 1993; MAIA, 2002). Em varios estudos
hematolégicos na esquistossomose mansénica (STRAUSS, 2002; SOUZA; BORDIN;
BORGES, 2003), tem sido descrito, em portadores da forma hepatoesplénica
compensada da esquistossomose, plaquetopenia ocorre entre 50 a 75%, leucopenia
em torno 54%, anemia em 20 a 25% dos pacientes com significativa correlacao
entre plaquetopenia e leucopenia.

Para Brubarker;Johnson (1978), a plaquetopenia periférica decorre do aumento
do compartimento plaquetario esplénico em fungdo do crescimento do 6rgao e da
estase, porém sem a sua destruicdo. As plaguetas, provavelmente pelo seu
tamanho pequeno, passariam livremente através das fenestragdes entre os seios e
os corddes esplénicos. Estudos mostraram que na esplenomegalia congestiva, a
soma das plaquetas circulantes com as retidas no bago é igual a massa
plaquetaria normal (GUERRA et al., 1985). Por outro lado, Dittrich et al., (2005) ndo
conseguiram demonstrar de forma significativa, associacao entre plaquetopenia e o
grau de hipertensao porta, com o grau de disfungao hepatocelular em pacientes com
doencga hepética cronica.
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As cifras plaquetarias na esquistossomose manséOnica sdo extremamente
variaveis, desde valores reduzidos até a normalidade. A maioria dos autores
considera nivel normal acima de 150.000/mm?®. Silva;Chieffi;Carrilho,(2004),
correlacionavam plaquetopenia abaixo de 130.000mm?® com a presenca da FHE e
hipertenséo porta. A propor¢ao de plaquetas sequestradas aumenta com o tamanho
do bago podendo atingir 90% da massa total (BAWDLER, 1983; AMITRANO et al.,
2002).

As anormalidades plaquetéarias encontradas na hepatite aguda ou cronica
parece ser decorrente da a¢ao do virus sobre o megacariocito, levando-o a alteragao
com reducdo da plaguetogénese e também pela interagdo do virus com as
plaquetas circulantes, resultando em ativagéo e remogao das mesmas da circulagao
por imunocomplexos. Ocasionalmente, na hepatite, ocorre trombocitopenia severa
secundaria a Aplasia Medular que resulta da agressdao do virus a Stem Cell.
Disfuncao das plaquetas observada nestes casos envolve alteragao estrutural e da
agregacao com maior significado em trombocitopenias severas (JOIST,1994).

Na hepatite fulminante, a trombocitopenia ocorre pela presenca de
coagulopatia de consumo (PARAMO; ROCHA, 1993)

Na cirrose hepatica de outras etiologias, exceto por alcool, a redugdo do
namero de plaquetas é decorrente da esplenomegalia congestiva, sequestro pelo
baco e mecanismo imune mediado pela IgG, IgM, C3 e C4,sem a compensacao pela
medula 6ssea (AMITRANO et al., 2002). Recentemente, estudos com a citometria de
fluxo em pacientes cirréticos mostraram reducdo do numero de plaquetas
reticuladas, indicando também reducgéo na sua producao (KOIKE et al., 1998).

Nos casos de hepatopatia por alcool, a plaquetopenia também pode ocorrer por
deficiéncia de acido félico, acdo do etanol nos megacariécitos € nas plaquetas
circulantes (LISMAN et al., 2002).

VAN THIEL et al., (2004) relataram que em pacientes com doenca hepéatica
avancada, a trombocitopenia pode ocorrer pela coagulopatia de consumo cronica,
pela reducdo da sintese de trombopoetina pelo figado, hipertensdo porta, pelo
sequestro esplénico e pela reducdo da meia vida das plaguetas em certas doencas
hepaticas por mecanismo autoimune. Além disso, o uso de inibidores da bomba de
protons, antagonistas H2, antibi6ticos usados para tratamento da encefalopatia e
para prevenir peritonite bacteriana esponténea, contribuem para a plaquetopenia.
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Nestes casos, a agregacao e adesao estao reduzidas, a sintese e liberagdo de 6xido
nitrico e prostaciclina pelas células endoteliais estdo aumentados. Verifica-se a
reducdo da producdo do Tromboxane A2 e um baixo grau de protedlise dos
receptores de plasmina na superficie da plagueta comprometendo sua
funcionalidade (PARAMO; ROCHA, 1993; LISMAN et al., 2006).

Niveis elevados do Fator de von Willebrand ocorreram como resultado da
disfuncdo endotelial e reducédo da adesividade das plaquetas,entretanto a relagéo
dos multimeros de alto e baixo peso molecular estavam reduzidos no plasma devido
a reducao dos niveis da proteina de clivagem do FVW, principalmente nos casos de
cirrose avancada (VAN THIEL et al., 2004)

Panasiuk et al., (2005), em estudos usando citometria de fluxo, em pacientes
com cirrose hepatica, demonstraram que a ativacao das plaquetas e dos mondécitos
representavam importante papel e que o desenvolvimento da trombocitopenia
poderia ser decorrente do consumo das plaquetas nos agregados mondécitos-
plaquetas.

A fisiopatogenia da plaquetopenia na esquistosomose hepatoesplénica ainda
nao esta totalmente compreendida. Possivelmente, ha um mecanismo multifatorial.
O papel da hipervolemia provocada pela hipertenséo porta ja € bem conhecido. Ha
algumas evidéncias para sugerir que ha acelerada destruigdo plaquetaria associada
com esplenomegalia. Nestes casos, o numero de megacariécitos na medula &
normal ou aumentado e as plaquetas sdo menores do que naqueles com
plaquetopenia autoimune (LEE et al., 1998). A observagcdo do tamanho das
plaquetas € util na elucidagédo da etiologia da plaquetopenia, pois, macroplaguetas
podem ser vistas como resultado de acelerada producdo medular, enquanto que a
auséncia de plaquetas grandes em pacientes com trombocitopenia sugere que ha
defeito na produgéo (BAIN, 2004).
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2.4. PLAQUETAS: BREVES CONSIDERACOES

As plaquetas sao produzidas na medula éssea apds maturagéo e fragmentacao
do citoplasma do megacariécito. Possuem forma discoide, sdo anucleadas, medindo
de 2 a 4u de didmetro e 0,6 a 1,2 micra de espessura. Possuem meia vida em torno
de 7 a 10 dias. A maioria das plaquetas é removida apos este periodo e uma boa
parte € consumida diariamente, cerca de 7000/ml, no processo da hemostasia.
(FROJMORIC; PANJWANI, 1976)

Parece que as plaguetas mais jovens, as macroplaquetas sao mais ativas no
processo hemostatico. As plaguetas senescentes sdo reconhecidas pelo sistema
macrofagico presente no bago e no figado (THOMPSON et al., 1984).

No processo de formacao das plaquetas, estdo envolvidos, além das células,
fatores de crescimento, como a trombopoetina, a participacdo do fator estimulador
de colénia de granuldcitos - macréfagos (GM-CSF), interleucina 3, interleucina 6 e
eritropoetina (METCALF, 1994).

A estrutura das plaquetas pode ser dividida em zona periférica, zona gel e
zona das organelas. A zona periférica representa uma barreira entre os constituintes
intracelulares e plasmaticos, porém sua composicdo exata ndo é bem definida.
Glicoproteinas, fibronectina, fibrinogénio e outros fatores da coagulagéo (VII, VI, X,
XIl, XIll) sdo adsorvidos em sua superficie (PUOL-MOIX, 1995). Segundo Parise;
Smyth; Coller, 2001; Bennett, (2004), na zona periférica, a membrana é constituida
por uma dupla camada fosfolipidica (contendo o Fator Plaquetéario 3 ao qual se ligam
fatores vitamina K dependentes), proteinas e glicoproteinas (GP). Estas ultimas
desempenham papel de receptores, mediando as fungdes de adesao, agregacao e
ativacao plaquetarias.

As glicoproteinas sao classificadas em distintas familias:

A) Integrinas, em que temos os receptores para a fibronectinas, colageno,
laminina, fibrinogénio e vitronectina;

B) Glicoproteinas, ricas em leucinas interagem com receptor para o Fator de
von Willebrand;

C) Selectinas, conhecida também como P-selectina, encontrada nos granulos
alfa, se expressam na superficie das plaquetas ativadas, mediando a interagdo das
plaquetas ativadas com os neutréfilos, mondcitos e alguns subtipos de células T.
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O complexo formado pelas glicoproteinas (GPla/lla) e (GPIb/IX) tem,
respectivamente, importancia para adesao das plaquetas ao colageno e ao Fator de
von Willebrand (Fv W ) existentes na regido subendotelial.

As glicoproteinas (GPlIb/llla) interagem com o fibrinogénio plaquetario que atua
como ponte entre estas e outras plaquetas, participando da agregacao.

A zona gel ou citoplasma é constituida por microtubulo, microfilamentos de
actina e miosina, responsaveis pela emissdo de pseudbépodos pela contracdo e
secrecao das mesmas durante sua ativagdo. O citoplasma contém mitocéndrias,
lisossomos, aparelho de Golgi, acumulo de glicogénio e o sistema tubular denso,
local da sintese de protaglandinas. (PUOL-MOIX, 1995).

A zona das organelas sdo formadas pelo menos por 2 tipos de granulos:

A) Granulos Densos - sao invaginacbes da membrana citoplasmatica,
formando um sistema canalicular aberto que aumenta a superficie plaquetaria.Sao
ricos em ADP, ATP, serotonina e célcio que séo liberados durante a ativagdo das
plaguetas e necessarios para recrutamento de outras plaguetas para o local da
les&o endotelial;

B) Granulos alfa - contém Fibrinogénio plaquetario, albumina, fator V,
plasminogénio, fator de von Willebrand (FvW), IgG, fator plaquetario 4 (FP4), que
tem acéo antiheparina , beta tromboglobulina ( que inibe a produgéo de prostaciclina
pelo endotélio) , fator de crescimento derivado das plaquetas, fator transformador de
crescimento beta e a P-selectina, fibronectina, trombospodina e fator mitogénico
plaquetario que estimula a proliferagdo de células musculares lisas na parede do
vaso (PUOL-MOIX, 1995).

As plaquetas tém receptores especificos para varios agonistas fisioldgicos. Os
agonistas sao substancias que reagem com receptores de superficie da membrana
plaquetaria e ajudam em sua funcdo. Sao eles: ADP, adrenalina, serotonina,
trombina, fibras de colageno e o acido aracdonico.

Ap6s interacdo do agonista com o receptor de membrana plasmatica
plaquetaria, ocorre ativacao das mesmas com a modulagao da atividade dos canais
ibnicos, enzimas associadas com a membrana citoplasmatica e geragcao do segundo
mensageiro, que transmite sinal ao sistema efetor responsavel pela sua ativacao.
(SIESS, 1989).
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Os receptores para os agonistas também interagem com a GP para ativar
fosfolipase C, fosfolipase A2, tirosinaquinase, além de suprimir a formacao de AMP
ciclico (BRASS; HOXIE; MANING, 1993).

A mudanca de forma da plaqueta leva a despolimerizagdo reversivel dos
microtubulos e 0 seu deslocamento da periferia para o centro e a fosforilagédo da
miosina leva a formagdo de um gel contrétil, levando a alteracdo da forma e
centralizacao dos granulos alfa.

A secregdo pelos granulos densos e alfa € iniciada em resposta a ativagéao
plaquetaria, contracdo da actina-miosina responsavel pela centralizagdo e a
consequente fusdo entre os granulos e o sistema canalicular aberto com exposicao
das proteinas das membranas dos granulos, contribuindo com a expressdo de
glicoproteinas.

A ativacao plaquetaria compreende os processos de adesdo ao subendotélio
vascular (fiboras de colageno e microfibrilas), mudanca de forma discéide para
esférica, emitindo pseuddpodes através dos quais elas se mantém aderidas ao vaso
lesado, agregando outras plaquetas, secretando substancias procoagulantes, com
formacao do tampao plaquetario (THOPSON et al 1984; MICHELSON, 1996).

Durante o processo de agregacao o ADP liga-se ao seu receptor especifico na
membrana e induz a mudanga de forma, que é seguida pela exposi¢ao de sitios de
ligacdo (GPllb/llla) para o fibrinogénio. A epinefrina potencializa o ADP e o
Tromboxane A2. O colageno necessita estar na sua conformagéo de tripla hélice
composta de trés cadeias peptidicas e, apds interagdo com o receptor especifico de
membrana (GPla/lla), ocorre mobilizagdo do célcio para o interior da plagueta e sua
ativacdo. Doses baixas de ADP ou colageno, no agregbmetro, representam a
primeira onda de agregacdo que € reversivel. Com a liberagcdo do &cido
araquidénico da membrana celular, forma-se o tromboxane A2 e liberam-se os
granulos plaquetérios, com recrutamento de novas plaquetas, inscrevendo-se a
segunda onda de agregacao que é irreversivel. A ristocetina usada nos testes de
agregacao nao é considerada um verdadeiro agonista, pois ela produz aglutinacao
das plaquetas na presenca do fvW e da GPlb da membrana plaquetéaria
(LOURENGO, 2001; PARISI; SMYTH; COLLER, 2001).

A citometria de fluxo € uma tecnologia com grande especificidade que analisa,
em meio liquido, as propriedades fisicas e bioldgicas das células (NISHIOKA et al.,
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2005). A identificacdo e quantificagdo celular é realizada pela ligagao de anticorpos
monoclonais (reagentes) com os determinantes antigénicos na membrana,
citoplasma, ou mesmo intracelulares. Esses reagentes estédo ligados a uma ou mais
substancias fluorescentes (fluocromos) que ao serem atingidas pelo laser do
citbmetro emitem luz em diferentes comprimentos de onda, cuja intensidade é
quantificada através dos fotomultiplicadores. O sistema mede as fluorescéncias
emitidas, a disperséo da luz e também o volume da célula ou particula.

A avaliacdo da fungdo e ativacdo plaquetaria é realizada com auxilio de
anticorpos fluorescentes, direcionados contra as glicoproteinas de membrana
plaquetaria, ligantes a essas proteinas e antigenos expressos apos a ativagao.

A citometria de fluxo fornece informagdes eletrbnicas, como tamanho,
granularidade e presenca de antigenos especificos. Esses dados sao adquiridos
através da passagem de luz em um fluxo constante da suspensao de células ligadas
a anticorpos especificos marcados com substancia fluorescente (SCHIMITZ;
ROTHE; RUF, 1998).

A glicoproteina GPIIb/lla é a mais abundante na superficie plaquetaria,com
cerca de 50.000 cépias por plaqueta e atua como um receptor na interacao entre
plaquetas ou na ligagdo das plaquetas com proteinas do subendotélio. A GPllb/llla &
constituida por um complexo de polipeptideos e estd presente na membrana
plaquetaria, megacariocitos, no sistema canalicular aberto e na membrana dos
granulos alfa. A utilizagdo de anticorpo monoclonal CD41 importante para o estudo
da agregacao, permite que se identifique a GPllb/llla presente na membrana da
plaqueta, na forma n&o ativada (LANDI; MARQUES, 2003). A GPIb também
presente nos megacariocitos, e na superficie plaquetaria, esta relacionada a
adesividade, ao FYW e ao subendotélio, identificado pelo CD42b.

A tecnologia de citometria de fluxo para estudo das plaquetas é relativamente
recente e tem sido amplamente utilizada em pesquisa, devido ao aumento da
disponibilidade dos anticorpos monoclonais comercializados.

Os métodos de agregacao induzida por agonistas e a citometria de fluxo serao
utilizados neste trabalho para melhor conhecer as alteragdes das plaquetas na forma
hepatoesplénica da esquistossomose e a repercussao da doenca na fungdo e
morfologia das plaquetas.
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2.5. FATOR DE von WILLEBRAND (FvW)

A molécula do fator de von Willebrand é uma grande proteina multimérica,
produzida pelos megacariécitos e pelas células endoteliais. Encontra-se nos
granulos alfa das plaquetas secretado apds estimulagcao de agonistas, ligando-se ao
complexo glicoprotéico das plaquetas ativadas, atuando na adesao plaquetaria.

No plasma o FYW forma um complexo com o fator VIII coagulante (FVllic), e a
unido dos dois aumenta consideravelmente a meia vida plasmatica do FVIllic,
protegendo-o da inativacdo pela proteina C e FX ativado sendo de grande
importancia na hemostasia (RUGGERI ; WARE, 1993).

No plasma, o FYW e o FVIIIC circulam mantidos por ligagcdes nédo covalentes,
formando complexo, constituido por 99%de FVYW e 1% de FVIII (MANNUCCI, 2004)
Sua deficiéncia qualitativa ou quantitativa ocasionam manifestagbes hemorragicas.
Por outro lado, niveis elevados causam maior risco de formacao de trombos. Os
grandes multimeros do FVYW ,de grande fungdo coagulante, quando secretados
pelas células endoteliais s&o clivados em multimeros de baixo peso molecular com
menor funcao coagulante (MANNUCCI, 2004).

O gene do FVW esta localizado no brago curto do cromosssoma 12, possui
aproximadamente 178kb, sendo constituido por 52 exons, comum em ambos o0s
sexos e seus niveis ndo modificam com a idade. (CASANA et al., 2001).

O FvW possui subunidades idénticas,com migracao eletroforética de 225 kDa.
Essas subunidades se interligam para formar multimeros de tamanhos variados
chegando até 20.000 KDa (FURLAN; ROBLES; LAMMLE, 1996).

Na circulacdo os grandes multimeros, de elevada acao coagulante, sofrem
protedlise fisioldgica através da metaloprotease presente no plasma, dando origem a
moléculas menores com massa entre 500 (dimeros) e 15.000 KDa (FURLAN, 1996).

Na célula endotelial, o FYW sintetizado é secretado para o plasma ou para o
subendotélio, fazendo parte da matriz extracelular ou entdo & estocado nos
corpusculos de Weibel - palade, de onde sera liberado por acdo da trombina,
histamina, stress, serotonina, endotoxina, catecolaminas, estrégeno, diversas
citocinas, fibrina, desmopressina ou radicais de oxigénio e componentes do
complemento (FURLAN; ROBLES; LAMMLE, 1996). Em vista a possibilidade de
estimulacao por estes ultimos agentes, o FYW é considerado uma proteina de fase
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aguda. O retorno a normalidade da funcédo endotelial € acompanhado de redugéo
dos niveis do fvW, sendo portanto sua atividade antigénica considerada um
marcador de disfuncdo endotelial e assim utilizado em varias doencas (RIBES;
FRANCE; WAGNER, 1987).
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CAPIiTULO 3 - OBJETIVOS

3.1. GERAL

Verificar a existéncia de alteracdo da morfologia plaquetaria, de seus antigenos
de superficie, da agregacédo das plaquetas e da dosagem do antigeno do fator de
von Willebrand em portadores de esquistossomose mansodnica na forma
hepatoesplénica .

3.2. ESPECIFICOS

e Estudar a agregacao plaquetaria induzida por agonistas nos pacientes
com a forma hepatoesplénica da esquistossomose mansodnica.

e Identificar a existéncia de alteracbes morfolégicas das plaquetas
(presenca ou ndo de macroplaquetas) e dos antigenos especificos da
membrana GPllb/llla e GPlb em pacientes com esquistossomose
mansoénica na forma hepatoesplénica.

e Avaliar alteragcdes quantitativas do antigeno fator de von Willebrand
(FYW:AQ).

e Verificar se existe ou ndo associagdo significante entre os niveis do
antigeno do fator de von Willebrand com cada uma das variaveis:
ocorréncia de varizes do es6fago , didmetro longitudinal do baco, fibrose
periportal pela classificacdo de Cairo e de Niamey e a agregagdao com
Ristocetina.

e Verificar se existe ou ndo associagdo significante entre as faixas do
namero de plaquetas com cada uma das variaveis: diametro longitudinal
do baco, fibroses periportal pela classificacdo de Cairo e de Niamey,
agregacdo plaquetaria induzida pelos agonistas ADP, Colageno,
Adrenalina e Ristocetina e niveis do antigeno do Fator de von
Willebrand.
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CAPITULO 4 - METODOS

4.1. PROCEDIMENTOS ETICOS

Este projeto de Pesquisa em seres humanos foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE
em 19 de maio de 2004, protocolo de Pesquisa n° 070/2003. Para desenvolvé-lo,
selecionou-se 45 pacientes do Hospital das Clinicas da UFPE. Todos pacientes
envolvidos foram informados, em linguagem acessivel, que estavam participando de
uma pesquisa clinica (Apéndice 1).

A pesquisa foi realizada no Hospital das Clinicas da UFPE e no Laboratério do
HEMOPE.

4.2. CASUISTICA

Foram estudados de modo prospectivo 45 pacientes com doenga hepatica
esquistossomoética na forma hepatoesplénica, atendidos nos Ambulatérios de
esquistossomose e de Hematologia do Hospital das Clinicas (HC) da UFPE no
periodo de 2004 a 2006.

O diagnostico de esquistossomose foi baseado na histéria clinica, exame fisico
e ultra-sonografia do abdome com aparelho modelo ALOKA® SSD 500 com
transdutor convexo de 3,5 MHz mostrando a fibrose periportal tipica da
esquistossomose, fibrose de Symmers. Além disso, os pacientes foram submetidos
a endoscopia digestiva alta e exames laboratoriais como: hemograma, testes de
coagulacdo, exames bioquimicos e sorolégicos para comprovacdo da
esquistossomose de FHE, objetivo especifico desse estudo e excluir outras doencas
hepaticas e comorbidades. No laboratério do HEMOPE, foram realizados testes para
agregacao plaquetaria, imunofenotipagem por citometria de fluxo com CD41e
CD42b e a determinagdo do Antigeno do Fator de von Willebrand (FYW:Ag) pela
Técnica de ELISA.
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4.3. CRITERIOS DE INCLUSAO

S6 foram incluidos, nesta pesquisa, pacientes portadores de esquistossomose

na forma hepatoesplénica, referidos aos Ambulatérios de Esquistossomose e de

Hematologia do HC, que n&o atendiam aos critérios de excluséo.

4.4. CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Pacientes esquistossométicos esplenectomizados;

e Uso abusivo de alcool (acima de 60g /dia para homens e 40g/dia para

mulheres);

e Diagnéstico clinico, laboratorial ou ultrassonografico de cirrose Hepatica;

e Doencas sistémicas, tais como:

Neuropatias;

Hepatite aguda, ou crénica B ou C;

Diabetes Mellitus;

Cardiopatias;

Colagenoses;

Hemopatias e outras Hepatopatias;

Outras infecgdes virais ou bacterianas recentes;

Uso de farmacos hepatotoxicos;

Drogas trombocitopénicas ou que alteram a fungao
plaquetaria como antiinflamatérios nao hormonais, AAS,
inseticidas, antimalaricos;

Antecedentes de hemotransfusédo, no periodo de 90 dias

anterior a coleta.
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4.4.1. Operacionalizacao e categorizacao das variaveis

4.4.2. Elenco de variaveis

Quadro 1 - Elenco de Variaveis

Nome da variavel Definicao Categorizacao
Pancitopenia Reducgao no sangue periférico 1.SIM
de leucécitos, hemécias e 2.NAO
plaquetas

Redugéao de duas linhagens 1. SIM

Bicitopenia 2. NAO
Plaquetopenia isolada Redugéao das plaquetas 1.SIM
abaixo de 150.000 /mm®). 2.NAO

Auséncia de citopenias N&ao apresenta alteragbes das 1.SIM
3 linhagens. 2. NAO

Monocitopenia Redugéo isolada da série 1.SIM
vermelha ou série branca 2. NAO

N°de Plaquetas

Contagem de plaquetas

1. <50.000mm°
2.50.000-100.000 mm?®
3.>100.000-150.000mm?®
4. Acima de 150.000mm?®

Macroplaquetas

Plagquetas jovens de tamanho
aumentado

1.SIM
2.NAO

Agregacao plaquetaria com ADP,
Ristocetina, colageno, adrenalina.

Estudo da interacdo plaqueta
— plaqueta, e dos agregados
plaquetarios in vitro com os 4
agonistas (Born & Hume,
1967).

1. Normoagregante
2. Hipoagregante
3. Auséncia de agregacao

Anticorpo monoclonal de membrana
plaquetaria CD41

Identificagao de antigenos
plaquetérios através de
anticorpos monoclonais.

Identifica 0 complexo
glicoprotéico GPIIb/llla,
relacionado a agregacao
plaquetéria

1. Normal
2. Diminuido
3. Ausente

Anticorpo monoclonal de membrana
plaguetéria CD42b

Identificagao de antigenos
plaquetarios através de
anticorpos monoclonais.
Identifica a glicoproteina

GPlIb, relacionada a adesao
plaquetaria.

1. Normal
2. Diminuido
3. Ausente

Grau de Fibrose periportal
Classificagao de Cairo -1992

Medida dos diametros
externos de 3 ramos da veia
porta intra-hepética apds a
terceira bifurcagao

1.Grau | =>3 -5 mm
2.Graull =>5-7mm
3. Grau lll > 7 mm

Grau de Fibrose
Classificagdo de Niamey - 2000

Medida baseada nos padrbes
qualitativos da fibrose.

1. C-Fibrose periférica
2. D- Fibrose central
3. E - Fibrose avancada
4. F- Fibrose muito avangada

Varizes de esb6fago

Dilatagao das veias do
esbfago

1.SIM
2.NAO
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Observado através do 1-12,1-15¢cm
Tamanho do Baco obtido pelo ultra- diametro longitudinal 2- 15,1-20 cm
som 3.>20 cm
Hemorragia digestiva Sangramento gastrointestinal 1.SIM
2. NAO

Antigeno do Fator de von Willebrand

Glicoproteina multimérica que
atua na adeséo plaquetaria e
como transportador do FVIllic
(Lopes.,Maeda., Bydlowski,
1998)

1. normal 47%-197%
2. elevada >197%-250%
3. muito elevada >250%

4.4.3 Elenco de co-variaveis

Quadro 2 — Elenco de Co-Variaveis

Nome da co-variavel
Sécio-demografica

Definicao

Categorizacao

Procedéncia

Metropolitana / Zona da
Mata | / Agreste / Sertao

Recife e Regiao

1 — Regidao Metropolitana

2 — Zona da mata (ZM)

do Recife (RMR );

3 — Agreste;
4 — Sertao.

Género

Forma culturalmente
elaborada para a
diferenca sexual.

1 — Masculino;
2 — Feminino.

Faixa etéria

Anos de idade completos

(Barbosa, Gongalves,

em 2006.

Melo, 1995)

1 — < 20anos;

2 —20<40 anos;
3 —40<60 anos;
4- >60 anos
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4.5. PROCEDIMENTOS TECNICOS

4.5.1. Instrumentos

Foi aplicado formulario padronizado com antecedentes clinicos e exames
complementares comprobatérios da forma hepatoesplénica da esquistossomose
compensada, para 0Ss pacientes que aceitaram participar da pesquisa. Neste
formulario constou maior numero de informacdo, pois esta pesquisa contém

subprojetos que darao posteriormente continuidade a este estudo. (Apéndice 2).
4.5.2. Coleta da amostra e execucao dos testes

A coleta das amostras foi realizada no Laboratério Central do Hospital das
Clinicas da UFPE, e imediatamente realizada a contagem de plaquetas, através do
Coulter Cell Dyn 3000 System Abott® (Sado Paulo, SP), além da observagdo no
esfregagco do sangue da morfologia presenca ou ndo de plaguetas jovens
(macroplaquetas).

As plaquetas foram contadas e medidas por impedancia elétrica ou por
dispersdo da luz. O contador de células fornece a contagem e a variagdo do
tamanho das plaquetas. Foram considerados niveis normais de plaguetas entre
150.000 a 400.000 mm?® e como plaquetopenia valores abaixo de 150.000 mm?®.

Apos o consentimento informado, foram coletadas duas amostras de 5ml de
cada paciente, evitando estase e contaminacao com material tissular, em tubos de
polipropileno ou vidro siliconizado, sendo um citratado a 3,8%, em uma proporgéo de
anticoagulante e sangue 1:9, utilizado para dosagem do fator de von Willebrand e
separacdo do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) para realizacdo da agregacao
plaquetaria. Um segundo tubo com 5ml, contendo EDTA foi utilizado para o
hemograma e a citometria de fluxo. Um esfregaco sangiineo foi feito com uma gota
de sangue para, apés coloracdo, proceder-se a andlise em microscopia
convencional e observacao das plaquetas (Apéndice 3).
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Nas amostras colhidas que apresentaram plaguetopenia, foi realizada a
contagem manual pelo método de Fbnio. Também se observou a presenca de
macroplaquetas, alteracbes de forma e granularidade, pois 0s contadores
eletrbnicos podem confundir plaguetas grandes com hemécias, fornecendo
contagens inferiores a verdadeira (BAIN, 2004). Individuos com contagem de
plaquetas normais, também podem eventualmente apresentar macroplaquetas
(plaquetas gigantes) e alteracdes de forma, etc.

Ap6s a coleta, o material foi enviado ao laboratério para analise, pois a
estocagem compromete o resultado.

4.5.3. Agregacao plaquetaria

A agregacao plaquetaria é pH-dependente, portanto o tubo com o PRP foi
mantido entre 7,0 e 8,0 de pH, tampados e as provas foram realizadas até no
maximo duas horas apés a coleta da amostra.

O plasma rico em plaquetas foi preparado por centrifugacdo da amostra,
durante 5 minutos a 1500 rpm.

Transferiu-se cuidadosamente o PRP para um tubo plastico, evitando sua
contaminagdo com hemacias ou leucocitos e mantido tampado, a uma temperatura
entre 20-25° C até o momento do teste, permanecendo 30 minutos em repouso para
as analises.

O sangue remanescente foi entao centrifugado a 3000 rpm durante 20 minutos
para obtencdo do Plasma Pobre em Plaquetas (PPP).

Em pacientes com plaquetopenia, foi utilizado um controle normal diluido para
a mesma quantidade de plaguetas do plasma-teste. Os testes de agregacao
plaquetaria foram realizados no PACKS-4, (Platelet Agregation Chromogenic Kinetic
System), agregdbmetro automatizado da Helena Laboratories,® (Beaumont, Texas)
registrador dindmico da agregacéao plaquetaria.

Os agentes agregantes (agonistas) utilizados para pesquisa da funcao
plaquetaria foram: ADP Helena Laboratories® e Ristocetina da Diagnostica Stago®
(Asniéres, France), na proporcao de 400ul para 100 yl de PRP do paciente; e o

Colageno e a Adrenalina da Helena Laboratories®, na proporcao de 450 ul para 50
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pul de PRP do paciente. O resultado do teste foi expresso em percentagem de
agregacao. (Apéndice 3).

Considera-se 100% a quantidade de luz transmitida pelo plasma pobre em
plaquetas (PPP), enquanto que o nivel basal de 0% corresponde ao plasma rico em
plaguetas (PRP). Foram analisados ainda outros parametros, como a presenca de
uma ou duas ondas e a minima concentracdo do agente capaz de induzir
agregacdo. A padronizagdo e a maneira de expressdo dos resultados variam de
acordo com as normas adotadas no laboratorio. Os valores de referéncia adotados
foram: normal = 65% a 95% hipoagregante <65% a 6% e ausente abaixo de 6%.

As figuras abaixo mostram o resultado das agregacdes plaquetarias com
colageno (1), ristocetina (2), Epinefrina (Adrenalina) (3) e adenosina difosfato
ADP(4), no paciente n° 45, com esquistossomose mansoni na forma
hepatoesplénica.
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-10 :

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600
Time (seconds)

CH NO. REAG. LOT# REAG. CONC. UNIT PPP PRP MAX % MAX TIME SLP1 SLP2 LAG
Ch.3 coLL 0.6 pg/al 0.104 0.228L 4.5 456 sec 9.7 N/A 3 sec
REF: coLL 0.6 pg/al 0.114 1.269 90.0 312 sec 123.3 NA 3 sec

Figura 1 - Curva de agregacao com colageno do paciente nimero 45 com
esquistossomose mansoni FHE
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0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600
Time (seconds)
CHND.  REAG. LOT# REAG. CONC. UNIT PPP PRP MAX % MAX TIME SLPL SLP2 LAG
Ch.2 RIST 1.0 mg/al  0.035 0.154L 74.5 547 sec 14.5 18.9 3 sec
REF: RIST 1.5 mg/al  0.168 1.326 87.7 398 sec 116.9 17.2 2 sec

Figura 2 - Curva de agregacao com ristocetina do paciente nimero 45 com

esquistossomose mansoni FHE
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Time (seconds)
CH ND.  REAG. LOT# REAG. CONC. UNIT PPP PRP MAX % MAX TIME SLP1 SLP2 LA6
Ch.4 EPN 0.1 1.} 0.333 0.457L 49.1 495 sec 2.0 N/A 3 sec
REF: EPN 0.1 i 0.049 1.075 9.5 956 sec 96.6 N/A 3 sec

Figura 3 - Curva de agregagao com epinefrina do paciente nimero 45 com esquistossomose
mansoni FHE
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Time (seconds)
CH ND.  REAG. LOTH REAG. CONC. UNIT PPP PRP MAX % MAX TIME SLPL SLP2 LAG
Ch.1 ADP 0.2 w 0.005 0.122L 19.1 325 sec 14.6 3.3 3 sec
REF: 1/360 ADP 0.2 0.066 1.077 92.3 28 sec 1115 2.1 2 sec

Figura 4 - Curva de agregacao plaquetaria com.ADP com paciente nimero 45 com

esquistossomose mansoni FHE

4.5.4. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo para avaliacdo indireta da funcao plaquetaria foi realizada
com o auxilio de anticorpos fluorescentes direcionados contra as glicoproteinas de
membrana plaquetaria, ligantes a essas proteinas e antigenos expressos apds
ativagao (SCHIMITZ; ROTHE; RUF, 1998).

Os anticorpos monoclonais aplicados, utilizando o Citbmetro de fluxo Facs
Calibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA), foram: anticorpo monoclonal anti-CD41
FITC (green) PN IMO-649, Clone P2, chain IgG1, species mouse da Immunotech, A
Beckman Coulter Company, relacionado aos megacariocitos e ao complexo
Glicoprotéico GPlIb/llla plaquetério relacionado a agregagédo. O anti-CD42b FITC
(green) da Immunotech A Beckman Coulter Company, PN IMO-648 clone SZ2, chain
lgG1, species mouse, relacionado aos megacariécitos, endotélio, FYW e que
identifica a GPIb relacionada a adesao das plaquetas (TOMER, 2006). Os reagentes
foram mantidos em geladeira a temperatura de 4-8°C.
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Retirou-se uma amostra de 5ml de sangue de cada paciente da pesquisa e do
controle, coletado a temperatura ambiente, com EDTA (utilizado para permitir uma
boa desagregacéao das plaquetas), centrifugado durante 6 min em 1000 rota¢6es por
minuto (rpm), para obtencao do Plasma Rico em Plaquetas (PRP).

Aspirou-se o sobrenadante e, em tubos para o citbmetro, distribuiu-se 20
microlitros de PRP + 2 microlitros do anticorpo. Para cada paciente foram colocados
3 tubos: 12 com o controle, 22 com o anti-CD 41, 32 com anti-CD42b. Em seguida, os
tubos foram incubados por 30 min no escuro, a temperatura ambiente. Apds este
periodo, ressuspendeu-se o material de cada tubo em 1ml de tampao Isoton do
proprio fabricante.

Periodicamente, a estabilidade e reprodutibilidade do citdmetro foi checada
com o kit Calibrite TM beads (BECTON DICKISON). No controle negativo, as
plaguetas foram incubadas com anticorpo de camundongo (isotipo controle-
imunoglobulina monoclonal mouse IgG 1) conjugado de isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Foi realizada leitura no aparelho FASC calibur Becton Dickison através do
Software Cell Quest . ESCALA LOG (FS; SSC; FL1; FL2), utilizando-se os seguintes
parametros basicos:

FSC = 363 (tamanho)

SSC = 402 (granularidade)

FL1 = 653 cones de fluorescéncia

FL2 = 554 cones de fluorescéncia

O CD41 e o C42b Positivos representaram plaquetas e microparticulas
derivadas das plaquetas adquiridas em janela de aquisicao (R1), em gréafico FSC x
SSC (tamanho x granularidade).

As plaquetas de tamanho normal tiveram valor > 2 fl e as microparticulas <2 fl.

No grafico de aquisi¢do, foi definido o “Threshold” (limiar) de tamanho com
valor de referéncia > 2 fl para as plaquetas, e <2 fl para as microparticulas. Utilizou-
se “beads de calibracao” (esferas de calibracao) fornecidos pelo fabricante.

A citometria de fluxo ofereceu analise das plaquetas em condiges fisiolégicas.
Nesta analise, as plaquetas, ndo foram ativadas no processo de centrifugacdo e
manipulagdo. Além disso, o teste pOde ser realizado em pacientes com

plaquetopenia acentuada.
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O valor de referéncia para o CD41(GPlIb/llla) foi de 82 a100% e para o CD42b
(GPIb) de 76 a 100%,em estudo realizado em doadores do HEMOPE. (Apéndice 3)

Os graficos a seguir mostraram o resultado da analise dos antigenos CD41e
CD42b por citometria de fluxo no paciente nimero 5 com esquistossomose forma
hepatoesplénica.

- SAP005/04.001

R1

-
10° 10*

10’
FSC-Height

Figura 5 - Gréfico de dispersao das plaquetas por tamanho e complexidade plasmatica
de FSC X SSC (paciente nUmero 5 com esquistossomose hepatoesplénica).

- SAPO05/04.001 Sample ID: SAP005/04 Patient ID:
= Acquisition Date: 26-May-04 X Parameter: FL1-H Mouse IgG1 FITC (Log)
%ﬂ?_ 3 Y Parameter: FL2-H FL2-Height (Log) Quad Location: 13, 13
%mg 1 Quad Events % Gated % Total X Mean X GeoMean Y Mean Y GeoMean
e T 2 085 002 351 288 1401 14.01
o'_ ; LH O 000 000 Ll e Lidd waw
2% 1 3 4 LL 548 95.79 5.46 4.68 3.67 420 3.38
1078 8% 10 ‘10 LR 22 386 022 1545 1538 442 358

Mouse IgG1 FITC

Figura 6 - Grafico de pontos “Dot Plot” para obtencao do controle negativo.

- SAP005/04.002 Sample ID: SAP005/04 Patient ID:

21 Acquisition Date: 26-May-04 X Parameter: FL1-H CD41 FITC (Log)

E”g ] Y Parameter: FL2-H FL2-Height (Log) Quad Location; 13, 13
fmg E Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean
&0 — uL 1 0.18  0.01 2.62 262 1420 14,20
= ; R 0 000  0.00 see
* T o ey LL 12 210 012 5.96 4.43 4,27 3.73
10" 10 10 107 10 LR 558 §7.72 558 4g88.18 47258 270 2.08

CD41FITC

Figura 7 - Gréfico de pontos “Dot Plot” com CD 41 FITC em plaquetas (paciente

namero 5 com esquistossomose hepatoesplénica).
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< SAP005/04.003 Sample ID: SAP005/04 Patient ID:
2 Acquisition Date: 26-May-04 X Parameter: FL1-H CD42b FITC (Log)
E’ Y Parameter: FL2-H FL2-Height (Log) Quad Location: 13, 13

10 10
sl il o

2

Quad Events % Gated % Total X Mean X GeoMean Y Mean Y Geo Mean
- UL 1 0.19  0.01  5.05 5.05 10.46 19.46
,_i UR 7 136 0.07 155.08 139.31  18.31 16.19
<. i s ST e LL 15 202 015 7.82 6.62 495 3.81

CoesEme LR 490 9552 490 17531 15321 3.38 2.52

FL2-He

10° 10

Figura 8 - Grafico de pontos “Dot Plot” com CD42b FIT C em plaquetas (paciente

ndamero 5 com esquistossomose hepatoesplénica).

4.5.5. Fator de von willebrand

A metodologia ELISA (Enzimaimunoensaio) da HELENA LABORATORIES®
(Beaumont, Texas) para quantificacdo do Antigeno do Fator von Willebrand
(FYW:Ag) emprega anticorpos monoclonais contra o FvW:Ag para medir a
quantidade total do FYW:Ag no plasma. Usada a técnica de captura do Antigeno do
Fator von Willebrand humano da amostra de sangue, cujo anticoagulante foi o
citrato. Anticorpos especificos para FYW:Ag foram imobilizados nos micropocos de
poliestireno, nos quais as amostras dos pacientes e dos controles foram diluidas,
aplicadas e incubadas, para permitir a ligacdo do FvW:Ag disponivel com o
anticorpo. Os micropogos foram entdo lavados para remog¢do das proteinas
plasmaticas nao ligadas aos anticorpos.

Os FvW:Ag ligados foram quantificados pela adigdo de um conjugado
enzimatico, que foi um anticorpo contra o Antigeno do Fator von Willebrand humano
ligado a peroxidase. Decorrido o periodo de incubagéo, todo o conjugado nao ligado
foi removido dos micropogos por lavagem. Substrato cromogénico, contendo
tetrametilbenzidina (TMB) e peroxido de hidrogénio (H202), foi adicionado,
produzindo reagéo colorimétrica.

A variacdo de cor verificada na reacdo foi medida por espectrofotometria,
utilizando comprimento de onda de 450 nm e expressa em densidade éptica (DO).

A curva de referéncia foi plotada em papel logaritmico com valores oriundos do
plasma controle de concentragdo conhecida, a qual serviu de base para a

determinacao da concentracao de antigeno do Fator von Willebrand das amostras.
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Foi utilizado pool de doadores do hemocentro HEMOPE, como controle interno
normal.

A maioria dos pacientes estudados apresentou valores acima de 197%, fugindo
a linearidade da curva de calibracdo. As amostras foram testadas em varias
diluicées, sendo o resultado obtido através da media encontrada em todas as
testagens. Os valores de referéncia foram de 47% a 197%.

4.6. TIPO DE ESTUDO E ANALISE ESTATISTICA

ESTUDO PROSPECTIVO DO TIPO SERIE DE CASOS (MOSES, 1992) - Este
tipo de estudo oferece novo enfoque com profundidade sobre a fungao plaquetéria e
do Fator de von Willebrand (FYW) na esquistossomose mansénica na sua forma
hepatoesplénica, assim como a associacdo entre numero de plaquetas, FVW,

didmetro longitudinal do baco e varizes de es6fago.

4.6.1. ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos dados, foram obtidas distribuicbes absolutas e percentuais
para as varidveis nominais ou categorizadas e as medidas estatisticas: média,
desvio padrdo, coeficiente de variagdo, minimo e maximo para as variaveis
numéricas (Técnicas de estatistica descritiva) e foram utilizados os testes F
(ANOVA), teste t-Student com variancias iguais e teste Exato de Fisher. Destaca-se
que a verificagdo da hip6tese de igualdade de variancias nos testes t-Student e F
(ANOVA) foram realizadas através do teste de Levene e que o teste Exato de Fisher
foi utilizado porque as condicdes para utilizacdo do teste Qui-quadrado nao foram
verificadas. (ALTMAN, 1991; ZAR, 1999).

O nivel de significancia utilizado para a decisao dos testes estatisticos foi de
5,0%. O programa utilizado para a obtencdo dos calculos estatisticos foi 0 SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) na versao 13.
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4.6.2. LIMITACOES METODOLOGICAS DO ESTUDO
Viés de selecédo da amostra:

- A amostra com caracteristica diferente da populagédo alvo (inferéncia
comprometida);

- O Hospital das Clinicas HC - UFPE é referéncia para tratamento da forma
hepatoesplénica da esquistossomose ocorrendo a possibilidade de caracteristicas
diferenciadas entre os pacientes como: duragdo, maior severidade do problema e
pacientes mais comprometidos;

- Recusa dos pacientes em patrticipar do estudo.
Viés de afericao da amostra:

- Por dificuldade de aquisicao pelos custos elevados dos kits dos anticorpos
para estudo dos antigenos de superficie das plaquetas dos pacientes, realizou-se
apenas a investigacdo do GPlb para avaliar adesao e o GPIlIb/llla para avaliar
agregacao, e a dosagem do FVYW:Ag .

A agregacao plaguetaria com os quatro agonistas anteriormente descritos foi
em parte prejudicada pela contagem de plaquetas reduzidas.
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CAPITULO 5 - RESULTADOS
5.1. CARACTERIZAGAO DA CASUISTICA

Foram estudados 45 pacientes com idade média de 52,5 anos, desvio padrao
de (11,94%), variando de 22 a 83 anos.

Verificou-se que a maioria dos pacientes (71.1%) estavam na faixa de 40<60
anos, seguido de (20%) da amostra que tinha =60 anos. Houve maior prevaléncia do
sexo feminino (64,4%). TABELA 1

Tabela 1 - Distribuicdo dos 45 pacientes com esquistossomose mansdnica

forma hepatoesplénica por idade e sexo.

Variavel n %
¢ Faixa etaria
<20 -
20 <40 4 8.9
40 < 60 32 71.1
260 9 20
TOTAL 45 100,0

e Sexo
Masculino 16 35,6
Feminino 29 64,4

TOTAL 45 100,0
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Na distribuicAo dos pacientes em relagdo a procedéncia atual, segundo a
naturalidade, verificou-se que 4 pacientes que nasceram na RMR (Regido
Metropolitana do Recife - periferia urbana) permaneceram na mesma regidao até a
data do exame. Dos 10 pacientes nascidos no Agreste, 6 continuaram residindo na
mesma regido. Dos 31 pacientes da zona da mata, 11 permaneceram na mesma
area endémica. No total, 21 pacientes (46,6%) continuaram no foco. TABELA 2

Tabela 2 - Distribuicdo dos 45 pacientes com esquistossomose forma
hepatoesplénica por regido da procedéncia atual, segundo a regido da naturalidade.

Procedéncia atual
Naturalidade @ RMR% N ZM%** N Agreste%N  Total

RMR* n 4 - - 4

Zona da n 20 11 - 31

Mata

Agreste n4 - 6 10

Total n 28 n=11 n =6 n=45
62,2% 24,4% 13,3% 100%

*RMR - Regido Metropolitana do Recife
**ZM - Zona da Mata

A seguir, estao relacionados os resultados da analise descritiva da
avaliacao hematologica, da agregacao plaquetaria, do antigeno do Fator de
von Willebrand, dos anticorpos plaquetarios CD41 e CD42b, dos achados
ultrassonograficos do abdome superior, presenca de varizes de es6fago e de
hemorragia digestiva nos 45 pacientes com esquistossomose
hepatoesplénica. As variaveis nominais ou categorizadas foram expressas em
numero e percentual e as variaveis numéricas foram expressas em média,

desvio padrao e coeficiente de variagao.



49

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

Da Tabela 3 destaca-se que: apenas dois (4,4%) pacientes ndo apresentaram
citopenia, os dois maiores percentuais corresponderam aos que tinham bicitopenia e
pancitopenia com valores iguais a 46,7% e 26,7%, respectivamente, seguido de
15,6% que apresentaram plaquetopenia isolada. A presenca de macroplaquetas foi
analisada em 42 pacientes e observou-se que ocorreu em 24 (57,1%) dos pacientes.

Tabela 3 - Distribuicdo dos 45 pacientes, segundo a citopenia e a ocorréncia
ou ndo de macroplaquetas.

Citopenia N %
Ausencia de citopenia 2 4.4
Leucopenia ou anemia isolada 3 6,7
Bicitopenia 21 46,7
Plaquetopenia 7 15,6
Pancitopenia 12 26,7
TOTAL 45 100,0

Macroplaquetas

Sim 24 57,1

Nao 18 42,9
TOTAL (1) 42 100,0
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Na tabela 4 e no grafico 1 verificou-se que mais de 50% dos pacientes
apresentaram diminuicdo ou auséncia de agregacao plaquetaria. A ristocetina foi a
que apresentou maior percentual de agregagao normal (47,2%)

Tabela 4 - Distribuicdo dos pacientes com esquistossomose hepatoesplénica
segundo os testes de agregacgado plaquetaria com Adrenalina, ADP, Ristocetina e

Colageno.
Agregacao Plaquetaria
Variavel Normal Hipoagregante Ausente TOTAL
N % n % N % N %
« Adrenalina” 10 27,0 15 40,5 12 32,4 37 100,0
« ADP" 5 13,5 23 62,2 9 24,3 37 100,0
« Ristocetina® 17 47,2 14 38,9 5 13,9 36 100,0
« Colageno? 8 22,2 15 41,7 13 36,1 36  100,0

(1) - Para 8 pesquisados o exame nao foi realizado.
(2) - Para 9 pesquisados o exame nao foi realizado.
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Grafico 1 - Avaliagcdo da agregacao plaquetaria nos pacientes com

esquistossomose mansonica forma hepatoesplénica.

Na tabela 5, verificou-se que para 3 pacientes os resultados dos marcadores
CD41 e CD42B nao foram realizados. Dos outros 42, apenas 4 (9,5%) tinham o
CD41 diminuido e 38 (90,5%) tinham a medida normal. Em relagdo ao CD42B a

medida estava diminuida para um (2,4%) paciente e normal para 41 (97,6%).

Tabela 5 - Avaliacdo dos anticorpos monoclonais CD41 e CD42b em 42

pacientes com esquistossomose hepatoesplénica.

Variavel Normal Diminuido Total
n % n % n
CD41 38 90,5% 4  9,5% 42

CD42b 41 97,6% 1 2,4% 42
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Na Tabela 6, apresenta-se os resultados dos valores médios, desvio padréo,

coeficiente de variacdo do didmetro longitudinal do bago, nimero de plaquetas e

dosagem do antigeno do Fator de von Willebrand no qual é possivel verificar que a

variabilidade expressa através do coeficiente de variacao aceitavel para nimero de
plaquetas (50,80%) e baixo, para o didametro longitudinal do bago (21,34%). Para a
dosagem do antigeno do fator de von Willebrand o coeficiente de variagdo medido

foi no maximo igual a (30,69%).

Tabela 6 - Resultados dos valores médios, desvio padrdao e coeficiente de

variagdo do numero de plaquetas, diametro longitudinal do baco e da dosagem do

antigeno do fator von Willebrand nos pacientes estudados com esquistossomose

forma hepatoesplénica.

Variavel Média D.p.("

Estatistica

C.v.@ Minimo Maximo

» Diametro logitudinal do baco 16,87 3,60
(cm) (n=45)

« Numero de plaquetas (n = 45) 77522,22 39382,44

» Dosagem do Antigeno do fator 254,12 77,99
de von Willebrand (n=34) ®

21,34 12,7 25,0

50,80 27000 190000

30,69 125 444

(1) — D.P. = Desvio Padrao.
(2) — C.V. = Coeficiente de Variacao. Medidas em percentual.

(3) — Onze pacientes nao se submeteram ao exame.
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Na tabela 7, o didmetro longitudinal do bago para (42,2%) foi de 12,1 a 15,0
cm, para outros (42,2%) foi de 15,1 a 20 cm e para os (15,6%) restantes foi de mais
de 20 cm. Varizes no esbéfago foram registradas para a maioria (88,9%) dos
pacientes e a presenga de hemorragia digestiva ocorreu em (53,3%).

Tabela 7 - Distribuicio dos 45 pacientes com esquistossomose
hepatoesplénica, segundo didmetro longitudinal do bago, presenca de varizes do
esofago e hemorragia digestiva.

Variavel N %

» Diametro longitudinal do baco

12,1a15¢cm 19 42,2
15,1 a20cm 19 42,2
>20 cm 7 15,6

TOTAL 45 100,0

« Varizes do eso6fago

Sim 40 88,9
Nao 5 111
TOTAL 45 100,0

» Hemorragia digestiva
Sim 24 53,3
Nao 21 46,7
TOTAL 45 100,0
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A classificacao da fibrose periportal esta apresentada na Tabela 8. Em relacéo
a Classificacdo de Cairo (1992), verificou-se que a maioria dos pacientes (67,4%)
foram distribuidos no grau Il e o restante dividiu-se igualmente entre os graus | e lll
com (16,3%) cada. Quanto a classificagcdo de Niamey (2000), mais da metade dos
pacientes (55,8%) foram catalogados no grau fibrose avangada seguido dos com
fibrose central (25,6%) e os 18,6% restantes tinham fibrose muito avancgada.
Nenhum apresentou-se com fibrose periférica.

Tabela 8 - Distribuicdo dos 43 pacientes esquistossométicos hepatoesplénicos,

segundo a fibrose periportal de acordo com os sistemas de classificacdo adotados.

Variavel n %
e Cairo
[ 7 16,3
Il 29 67,4
1 7 16,3
TOTAL® 43 100,0
» Niamey

Fibrose periférica - -

Fibrose central 11 25,6
Fibrose avancada 24 55,8
Fibrose muito avangada 8 18,6

TOTAL®™ 43 100,0

(1) — Para dois pesquisados nao se dispoe desta informacao.
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Conforme resultados apresentados no grafico 2, de 45 pacientes, 11 ndo foram
submetidos a dosagem do antigeno do fator de von Willebrand. Dentre os 34 que
realizaram a dosagem, 10 (29,4%) encontravam-se na faixa de normalidade (47% a

197%), 5 (14,7%) estavam no nivel elevado (>197% a 250%) e os 19 restantes
(55,9%) tinham nivel muito elevado (> 250%).

Normal ( 47%,-
197%)
29,4%

Muito elevado (>250%)
55,9%

Bevado (>197%-250%)
14,7%

Grafico 2 - Distribuicdo dos 34 pacientes esquistossométicos com a forma

hepatoesplénica, segundo a dosagem do antigeno do Fator de von Willebrand.
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5.2. RESULTADOS DAS ANALISES COMPARATIVAS ENTRE AS VARIAVEIS
ESTUDADAS

Na tabela 9 analisou-se a relagdo entre o numero de plaquetas e o didmetro
longitudinal do bago. Nesta tabela, foi possivel observar que: o maior percentual
(53,3%) correspondeu aos pacientes que tinham a partir de 50.000 até 100000
plaquetas, seguido dos que tinham abaixo de 50.000 plaquetas (28,9%), (11,1%)
tinham mais de 150.000 plaquetas e (6,7%) apresentaram um numero de plaquetas
de 100.000 a 150.000. Em relagdo a andlise comparativa acima, observou-se
percentuais mais elevados para os pacientes com o didmetro longitudinal do baco
de 12,1 a 15 cm e de 15,1 a 20 cm o que correspondeu a uma quantidade entre
50000 a 100000 plaquetas com valores de 52,6% e 68,4% respectivamente. O maior
percentual dos pacientes com o diametro longitudinal do bacgo, acima de 20cm,
correspondeu aos .pacientes que tinham até 50.000 plaquetas. A associacao entre
o diametro longitudinal do bago e o nimero de plaquetas mostrou-se significante a
(5,0%) (p < 0,05).

Tabela 9 - Avaliagdo dos 45 pacientes com esquistossomose hepatoesplénica,

quanto ao numero de plaquetas segundo o tamanho do bago.

Numero de plaquetas
>50.000a > 100.000 a
Variavel Até 50.000 > 150.000 TOTAL Valor de p
100.000 150.000

n % N % n % N % N %

e Tamanho do baco

12,1a15¢cm 4 211 10 526 - - 5 263 19 100,0 p™=0,005*
15,1 a 20 cm 3 211 13 684 2 105 - - 19 100,0
>20 cm 5 714 1 14,3 1 143 - - 7 100,0
Grupo Total 13 28,9 24 53,3 3 6,7 5 11,1 45 100,0

(*) — Associagao significante a 5,0%.
(1) — Através do teste Exato de Fisher.
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Conforme resultados apresentados na tabela 10, a média de plaquetas reduziu
a medida que o grau da classificacdo de Cairo ou de Niamey da fibrose aumentou,
entretanto ndo se comprovou diferenga significante entre os graus das classificagcoes
(p>0,05). O coeficiente de variagdo do numero de plaquetas com a fibrose periportal
grau | e a fibrose do padrdo moderado foi também muito elevado. Isso contribuiu
para nao significancia desses resultados. .

Tabela 10 - Avaliacdo do numero de plaquetas, segundo a classificacao da
fibrose pelo critério do Cairo e de Niamey em 43 pacientes com esquistossomose na
forma hepatoesplénica.

Numero de plaquetas

Variavel Média D.p." C.V.? (%) Minimo Maximo
« Classificacao de Cairo

| (n=7) 98000,00 60357,27 61,59 27000 190000
Il (n = 29) 74293,10 37762,77 50,83 27000 173000
Il (n=7) 69714,29 20564,65 29,50 46000 96000
Valor de p p® = 0,330

« Classificacdo de Niamey

Moderada (n = 11) 90363,64 57715,29 63,87 27000 190000
Avangada (n = 24) 76791,67 35241,99 45,89 35000 173000
Muito avancada (n = 8) 61437,50 17791,33 28,96 46000 94000
Valor de p p® = 0,307

(1) — D.P. = Desvio Padrao.
(2) — C.V. = Coeficiente de Variacao.
(3) — Através do teste F (ANOVA).

Os resultados a seguir relacionaram-se ao estudo analitico com avaliacao
da dosagem do antigeno do Fator de von Willebrand, segundo cada uma das
variaveis: varizes do esofago, diametro longitudinal do baco, fibrose periportal
pela classificacao de Cairo e de Niamey , agregacao com ristocetina e com o
numero de plaquetas.
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A Tabela 11 mostra que entre os pacientes com varizes de eséfago a maioria
foi classificada com nivel do antigeno do fator de von Willebrand muito elevado,
enquanto entre os 4 pacientes sem varizes do es6fago, trés tinham a faixa normal e
um tinha a faixa elevada. Comprovou-se associagao significante entre a ocorréncia
de varizes e a faixa de von Willebrand a (5,0%) (p < 0,05).Nos pacientes com
didmetro longitudinal do bago de 12,1 a 15,0 cm, o maior percentual correspondeu
aos que tinham nivel do antigeno do fator de von Willebrand normal, enquanto entre
0S que possuiam o didmetro longitudinal do bago de 15,1 a 20 cm, o maior
percentual correspondeu aos classificados com nivel do antigeno do fator de von
Willebrand muito elevado. Dos 4 com o diametro longitudinal do bago superior a 20
cm, dois apresentaram o nivel do FVYW:Ag elevado e dois o tinham muito elevado e
comprovou-se associacao significante entre as duas variaveis em anadlise. Em
relacdo a fibrose periportal pela classificacdo de Cairo observou-se que: dos 6
pacientes classificados com grau |, trés possuiam nivel FYW:Ag normal; dos que
apresentaram grau ll, a maioria tinha nivel do FYW:Ag muito elevado e todos trés
que exibiam o grau lll, expressaram o nivel do FYW:Ag muito elevado, entretanto
nao se comprovou associacao significante a (5,0%) (p > 0,05). Em cada categoria da
fibrose periportal pela classificagdo de Niamey, a maioria mostrou o nivel do FYW:Ag
muito elevado, sendo que para os que apresentaram fibrose muito avangada, todos
exibiram o nivel do FvW:ag muito elevado, mas sem comprovagdo de associagao
significante (p > 0,05). O maior percentual em cada categoria da agregacdo com
ristocetina teve o nivel do FYW:Ag muito elevado e ndo se comprovou associacao
significante.
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Tabela 11 - Avaliacao do nivel do Antigeno do Fator de von Willebrand, segundo as
variaveis: ocorréncia de varizes do eséfago, didmetro longitudinal do bago, grau de fibrose
periportal pela classificacao de Cairo e de Niamey e a agregacdo com ristocetina em 34
pacientes com esquistossomose FHE.

Nivel do antigeno de Fator de von

Willebrand
Variavel Normal Elevada Muito elevada Grupo Total Valor de p
n % N % N Y% N Y%
¢ Varizes do es6fago
Sim 7 233 4 133 19 63,3 30 100,0 p=0,034*
Nao 3 75,0 1 25,0 - - 4 100,0
TOTAL 10 29,4 5 14,7 19 55,9 34 100,0
¢ Diametro longitudinal do baco
12,1a15cm 8 533 2 133 5 33,3 15 100,0 p™=0,014*
15,1 a20cm 2 13,3 1 6,7 12 80,0 15 100,0
>20 cm - - 2 50,0 2 50,0 4 100,0
TOTAL 10 29,4 5 14,7 19 55,9 34 100,0

¢ Fibrose periportal Classificacao

do Cairo

[ 3 50,0 2 33,3 1 16,7 6 1000 p™"=0,126
I 6 250 3 125 15 62,5 24 100,0

1] - - - - 3 100,0 3 100,0

TOTAL 9 273 5 152 19 57,6 33 100,0

¢ Fibrose periportal Classificacao

de Niamey

Fibrose central 2 250 2 250 4 50,0 8 100,0 p™"=0,557
Fibrose avangada 7 33,3 3 143 11 52,4 21 100,0

Fibrose muito avangada - - - - 4 100,0 4 100,0

TOTAL 9 27,3 5 15,2 19 57,6 33 100,0

e Agregacao com Ristocetina
Normal 6 400 2 133 7 46,7 15 100,0 p"=0,729

Hipoagregante 3 23,1 3 23,1 7 53,8 13 100,0

Ausente 1 20,0 - - 4 80,0 5 100,0
TOTAL 10 303 5 15,2 18 54,5 33 100,0

(*) — Associacéo significante a 5,0%.
(1) — Através do teste Exato de Fisher.
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A Tabela 12 mostrou que em 24 pacientes dos 34 casos analisados (70,6%) o
nivel antigeno do Fator de von Willebrand encontrou-se elevado ou muito elevado.
Os casos com FvW:Ag muito elevado ocorreram nos pacientes com maiores
plaquetopenias (abaixo de 100.000 mm?), 17/28 pacientes (67,7%).

Tabela 12 - Avaliagdo do nivel do Antigeno do Fator de von Wiillebrand,
segundo numero de plaquetas em 34 pacientes com esquistossomose

hepatoesplénica.

Nivel do antigeno do Fator de von Willebrand

Numero das .
Normal Elevada Muito elevada Grupo Total Valor de p
plaquetas
n % n % n % n %
(1) _

Até 50.000 3 33,3 1 11,1 5 55,6 9 100,0 p'’=0,217
>50.000 a 100.000 6 316 1 53 12 63,2 19 100,0
>100.000 a 150.000 -- - 2 66,7 1 33,3 3 100,0
> 150.000 1 33,3 1 33,3 1 33,3 3 100,0
TOTAL 10 294 5 14,7 19 55,9 34 100,0

(1) - Através do teste Exato de Fisher.

Como na Tabela 12, a subdivisdo em 4 grupos de acordo com 0 numero de
plaquetas dispersou os resultados, deixando varias categorias com apenas 1
paciente, o que poderia dificultar a andlise estatistica, resolveu-se fazer nova tabela
agrupando-se com apenas 2 grupos de plaquetas: um acima e outro abaixo de
100.000 plaquetas. A Tabela 13, assim realizada, mostrou que houve associagdo

entre o nivel de plaquetas e o FVW:Ag.
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Tabela 13 - Avaliagao do nivel do antigeno Fator de von Willebrand, segundo o
nimero de plaquetas acima e abaixo de 100.000 mm® em 34 pacientes

esquistossomoticos FHE.

Niveis de von Willebrand

Numero das plaquetas Normal Elevada Muito elevada Grupo Total
n Yo n % n Yo n %

Até 100.000 9 321 2 71 17 60,7 28 100,0

> 100.000 1 16,7 3 50,0 2 33,3 6 100,0

TOTAL 10 29,4 5 14,7 19 55,9 34 100,0

Valor de p

p" = 0,035*

(*) — Associacao significante a 5,0%.
(1) — Através do teste Exato de Fisher.
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CAPITULO 6 - DISCUSSAO

6.1. CARACTERIZAGAO DA CASUISTICA

Embora o numero de pacientes acompanhados no ambulatério de
esquistossomose mansoni seja grande (em média 2 pacientes novos por semana),
este trabalho envolveu apenas 45 casos, devido ao rigoroso critério de exclusédo
(selecdo), assim como o periodo determinado para a coleta de dados e exames
laboratoriais.

Foram entdo selecionados pacientes com esquistossomose hepatoesplénica,
sem antecedentes de esplenectomia ou qualquer comorbidade.

A média geral de idade acima de 50 anos (52,5 anos), Desvio Padrao (11,94)
com limites minimo e maximo, respectivamente, de 22 a 83 anos, esta de acordo
com os trabalhos realizados nos ultimos 10 anos em nossa regidao (PEREIRA et al.,
1998; FERRAZ et al., 2001; MAIA, 2002), e isso é um reflexo das campanhas de
tratamento especifico em massa para esquistossomose, realizado nos ultimos 30
anos (BINA, 1992; COUTINHO; DOMINGUES, 1993; BARBOSA; GONGALVES;
MELO, 1995). Antes dos programas de controle de esquistossomose mansoni
realizados pelo Ministério da Saude a partir de 1978, a maior prevaléncia da forma
hepatoesplénica ocorria na faixa etaria entre 20-30 anos (ANDRADE.; BINA, 1983;
CURY, 1989; PRATA, 2004). Vale lembrar que este estudo foi realizado em
pacientes maiores de 18 anos, pois o ambulatério de esquistossomose mansoni tem
como perfil o atendimento ao paciente adulto.

A predominancia no sexo feminino de 64% nesta casuistica, também coincide
com a de outros trabalhos na mesma regido endémica em nivel hospitalar
(BARBOSA; GONCALVES; MELO, 1995; SILVEIRA; SILVEIRA; KELNER, 1995;
FERRAZ et al., 1999), talvez pelo fato das mulheres procurarem mais assisténcia
médica em hospitais. Entretanto, estudos feitos em areas endémicas rurais mostram
predominio da esquistossomose forma hepatoesplénica em individuos do sexo
masculino, pois estes, devido a atividades de lazer e/ou profissionais, apresentam
contato mais precoce com aguas infestadas pelo parasita, desenvolvendo maior

carga parasitaria antes dos 15 anos, periodo em que ndo se desenvolveu ainda a
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imunidade protetora (COUTINHO; DOMINGUES, 1993; SILVEIRA; SILVEIRA;
KELNER, 1997). Segundo Prata (1992), 5 a 10% da populagédo de areas endémicas
sofrem reinfec¢des sucessivas e desenvolvem a FHE, por um defeito da imunidade
protetora.

Grande parte dos pacientes da presente casuistica (46,6%) continuaram
morando no foco original da parasitose, 0 que pode favorecer a reinfeccdo neste
grupo (PRATA, 1992).

O grupo estudado na presente casuistica corresponde a pacientes com forma
hepatoesplénica mais avangada. Cinquienta e sete virgula oitenta e oito por cento,
apresentavam baco muito aumentado de tamanho (diametro longitudinal), (88,9%)
dos pacientes apresentavam varizes de eséfago e (53,3%) relataram episédio de
hemorragia digestiva (TABELA 7). Esses resultados sugerem um maior grau de
hipertensdo porta neste grupo. Observou-se também nesta casuistica que houve
predominio de casos com fibrose avancada e muito avancada (74,4%) o que foi
também observado em trabalhos recentes realizados no estado de Pernambuco
(MACIEL, 2006). TABELA 8

6.2. METODOLOGIA

A escolha dos testes para verificagcdo da funcdo plaquetaria tais como
agregacdao plaquetéria e o estudo de alguns dos antigenos de superficie através dos
anticorpos CD41 e CD 42b por citologia de fluxo assim como a dosagem do fator de
von Willebrand pela técnica de ELISA, foram realizados nos laboratorios de
coagulacdo e de citometria de fluxo do HEMOPE, por serem exames muito
especificos e por ter esta InstituicAo equipamentos apropriados para realizacao
desses exames. O hemograma através da contagem eletrébnica Cell Dyn 3000
System Abbott® e analise morfologica das plaquetas foi realizada no Hospital das
Clinicas.

Existem poucos estudos envolvendo estes testes na esquistossomose forma
hepatoesplénica e ndo se encontrou referéncias na literatura com a dosagem do

antigeno do Fator de von Willebrand nesta forma clinica.
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A dosagem do antigeno do Fator de von Willebrand pelo método de ELISA foi
acrescido ao estudo, porque em varios trabalhos com doenca cirrética observou-se.
aumento do antigeno do fator de von Willebrand.

O diametro longitudinal do bago foi categorizado através de uma modificagdo
da classificagéo ultrassonografica feita por Morali; Blendes, (1991).

A categorizagao das plaquetas em 4 faixas foi estabelecida pelo maior risco de
sangramento nos pacientes com plaquetas abaixo de 50.000 e entre 50.000 a
100.000.

As quatro categorias utilizadas para idade foram baseadas nos estudos de
Barbosa; Gongalves; Melo (1995).

6.3. COMENTARIOS DOS RESULTADOS
6.3.1. Citopenias

Apenas 2 pacientes (4,4%) nao tinham citopenia, o0 que mostra que os
pacientes na forma mais avancada da doenca, com maior grau de fibrose e
hipertensdo porta, normalmente apresentam reducdo das células do sangue,
apenas cinco pacientes (11,1%) apresentaram contagem de plaquetas normais e
estes resultados estdo de acordo com a literatura revisada (COUTINHO;
DOMINGUES, 1993; MAIA, 2002). A maior parte dos pacientes tinham bicitopenia
com maior freqiiéncia a associacao de plaquetopenia e leucopenia, fato ja referido
por alguns autores (COUTINHO; DOMINGUES, 1993; MAIA, 2002; CARVALHO;
JESUS, 2003; PETRIANU; OLIVEIRA; ALBERTI , 2004)

A média do numero de plaquetas foi 77.522, mostrando que a maioria dos
pacientes com a forma hepatoesplénica da esquistossomose apresenta plaquetas
abaixo de 100.000 mm?®. Na esquistossomose mansénica, a contagem de plaquetas
também tem sido um importante indicador de gravidade de doencga por aumentar o
risco de sangramento, sendo sua reducao numérica observada por alguns autores

como relacionada a presenca de hipertensao portal (SOUSA et al., 2000).

6.3.2. Macroplaquetas
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Foram encontradas macroplaquetas em 24 (57,1%) dos individuos da amostra
analisada. Isso indica que a presenga de plaquetas mais jovens na circulagéo
desses pacientes deve-se a ocorréncia de uma boa resposta da medula 6ssea,
porém ndo o suficiente para corrigir a diminuicdo causada pela esplenomegalia.
Petroianu; Oliveira; Alberti, (2004), observaram que a redugdo das células
sanglineas poderia ocorrer também pelo represamento destas células no baco,
causada pela dificuldade na drenagem sanguinea porta. Nakamura et al., (1998),
também relataram retencdo de plaquetas nos espacos sinusoidais do figado, em
pacientes com fibrose hepatica. N&o encontrou-se relagdo significante entre o

numero de plaquetas, dosagem do FYW:Ag e a presenca de macroplaquetas.

6.3.3. Avaliacao da agregacao plaquetaria

Observou-se uma predominancia de pacientes com hipoagregagdo ou
auséncia de agregagao. Tal achado provavelmente ocorreu pelo numero de
plaquetas reduzido nestes pacientes (cifras de plaquetas menores de 100.000 por
mm?). O maior percentual de normalidade observado foi com a ristocetina (47.2%),
por ser uma substancia com maior capacidade de aglutinagdo do que de agregacao.
Os agonistas ADP e Colageno foram os que apresentaram maior percentual de
deficiéncia nos testes de agregacao (Tabela 4) e (Grafico 2).

Estudos envolvendo agregacao com ADP e colageno realizados em pacientes
com doenga hepéatica nao esquistossomética, apresentaram alteragbes semelhantes
as quais também foram atribuidas, possivelmente, ao nimero reduzido de plaquetas
(KELLY; TUDDENHAM, 1986)

6.3.4. Citometria de fluxo — Quantificacao do CD41 e do CD42b

Os anticorpos monoclonais estudados pela citometria de fluxo foram o
CD42b, que reflete indiretamente a adesao plaquetaria através da GPIlb, e o0 CD41,
que reflete indiretamente a agregagcdo plaquetaria através das GPIlIb/llla. A
quantificacao destas glicoproteinas de membrana foram normais em mais de 90%
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dos pacientes. Esses achados comprovam ndo existir alteragbes numéricas destas
glicoproteinas (GP) de membrana plaquetaria GPIb e GPIIb/llla em pacientes com
esquistossomose mansoni na forma hepatoesplénica que possam induzir maior

sequestro esplénico.

Soares, (2005) analisou, por citometria de fluxo, a ativacdo plaquetéria
através do CD62P (P selectina-marcador de ativagdo plaquetaria) de 18 pacientes
com esquistossomose, dos quais apenas trés eram da forma hepatoesplénica e
demonstrou existir um estado de pré-ativagdo plaquetaria nos pacientes portadores
de esquistossomose mansodnica, independente da presenca ou grau de fibrose
hepética. Por outro lado, estudos com marcadores de GP plaquetéria, realizados em
pacientes cirréticos, mostraram alteracdées da GPIb (BEER et al., 2004; LISMAN, et
al., 2006). Esses resultados sugerem que na esquistossomose mansoni FHE, por
nao existir, provavelmente, alteracdo de membrana plaguetaria, o0 mecanismo da
plaguetopenia seja mais por retencao das plaquetas no baco, como foi descrito por
Petroianu; Oliveira; Alberti, (2004), do que por sequestro e destruicdo esplénica.

Este ultimo mecanismo, possivelmente, sera bem mais ativo em pacientes cirréticos.

6.3.5. Antigeno do fator de von Willebrand

A dosagem do antigeno do Fator de von Willebrand dos 34 pacientes
esquistossomoticos com forma hepatoesplénica (Grafico 2), mostrou resultados
elevados a muito elevados, na maioria dos pacientes estudados (70,6%).
Provavelmente, esses resultados estdo relacionados a lesdo ativa do endotélio
vascular, provocada pela hipertensdo porta. Estudos realizados, em cirréticos,
mostraram o FVWAg também elevado, provavelmente secundario a disfuncao
endotelial desencadeada pela endotoxemia (LISMAN; LEEBEEK; GROOT, 2002).

Na hipertensdo arterial pulmonar, a disfungdo endotelial secundéria leva a
secre¢cdo de grandes quantidades do FvW:Ag, porém com atividade bioldgica
reduzida pelo desaparecimento dos grandes multimeros, mediados por enzimas
liberadas pelos leucécitos (CARAMURU et al., 2003).
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Estudos realizados em caramujos Lymnaea stagnalis infectados com
schistosoma aviario Trichobilharzia ocellata demonstraram aparecimento em grande
quantidade, durante parasitismo do molusco, de uma proteina denominada
Granularin, semelhante ao FYW que teria fungdo de opsonizagdo com melhora do
sistema de defesa do caramujo (SMIT et al., 2004).

6.3.6. Analise comparativa das variaveis estudadas

Houve associacao inversa significante entre a variavel, nimero de plaquetas e
o diametro longitudinal do baco medido pelo ultra-som. Observou-se que quanto
menor o numero de plaquetas, maior o didmetro do bago nos pacientes
esquistossomoticos com a forma hepatoesplénica, demonstrando ser a retencao das
células do sangue, no baco, o principal mecanismo da plaquetopenia, como ja foi
mencionado anteriormente. Maia (2002) também verificou relacdo do numero de
plaguetas com o tamanho do baco, entretanto ele tentou explicar o achado pelo
maior sequestro e destruicdo das células pelo bagco, TABELA 9. Por outro lado,
Petroianu; Oliveira; Alberti, (2004), em seus estudos, sugeriram que a redugao das
células sangulineas eram consequentes ao represamento destas células por
dificuldade na drenagem sangiinea porta, e ndo oriundas do hiperesplenismo no
seu sentido classico, pois com a preservagcdo do baco, apdés anastomose
esplenorenal ou nos casos de esplenectomia subtotal, ocorria normalizagdo das
células sangilineas no hemograma. Esta explicacdo esta mais de acordo com
achados deste trabalho.

Observou-se diminuicdo do numero de plaguetas a medida que aumentava o
grau de fibrose pelas 2 classificacdes (Cairo (1992) e Niamey (2000)). Esses
resultados nao foram significantes, talvez pela maior concentragéo de pacientes com
grau Il de fibrose, classificacdo de Cairo, e fibrose avancada, pela classificacdo de
Niamey. Possivelmente, com maior numero de pacientes, esses resultados seriam
significantes TABELA 10.

Na tabela 11, o presente estudo mostrou relagéo significante (p<0,05) entre a
presenca elevada do antigeno do Fator de von Willebrand com aumento do diametro
longitudinal do baco e do FYW:Ag com a presenca de varizes de eséfago, variaveis
relacionadas ao maior grau de hipertensao porta.
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Na Tabela 12, observou-se que a maioria dos pacientes estudados apresentaram
aumento do FvW:Ag (70,6%) e que houve uma alta concentracdo das maiores
elevagdes do FYW:Ag com menor numero de plaquetas. Esses resultados ndo foram
significantes. Quando se condensou a analise com 2 faixas do nivel de plaquetas
(acima e abaixo de 100.000), relacionando-as ao FvW:Ag, os resultados foram
significantes. Como o FvW é produzido pelas células do endotélio
vascular e megacariécitos, portanto secretado pelas plaquetas e endotélio, ha uma
relacdo entre diminuicdo das plaquetas com grau de hipertensdo porta,
provavelmente, essa elevacdo do FvW:Ag, nos casos com menores cifras de
plaquetas, deva-se a maior producdo e liberagdo desse fator pelas células
endoteliais. Isso poderia explicar, como mecanismo de protecdo, a auséncia de
sangramentos cutaneo mucoso em pacientes com plaquetas baixas e de “trombose”

em pacientes com plaquetas elevadas.
6.3.7. Consideracoes finais

Analisando os resultados, conclui-se que os niveis plasmaticos elevados do
FVW:Ag (proteina considerada de fase aguda), provavelmente ocorreram por
disfuncdo do endotélio vascular provocada pela hipertensdo porta. E possivel, entdo
explicar varias alteragdes clinicas e laboratoriais que se encontram no seguimento
de pacientes esquistossométicos na FHE:

1 - O achado de contagens normais de plaquetas, em torno de 25% dos casos, em
pacientes esquistossométicos com esplenomegalia, deve-se, possivelmente, a uma
“auséncia” de hipertensao porta acentuada, ocorrendo compensacao pela medula
0ssea;

2 - A auséncia de sintomatologia decorrente da plaguetopenia como petéquias,
equimoses, gengivorragia e outros, no paciente esquistossomético FHE, deve-se,
provavelmente, ao aumento do FvW:Ag que ajudaria na estabilizacdao dos
microagregados de plaquetas impedindo esses pequenos sangramentos (Jimenez et
al., 2005), assim como a integridade dos antigenos de membrana plaquetaria podem
também contribuir na reducao destas manifestagdes. No entanto, esses mecanismos
de defesa ndo sdo suficientes para impedir os grandes sangramentos como 0s
desencadeados pela ruptura das varizes do es6fago. No cirrético, com 0os mesmos
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niveis de plaquetas, apesar destes pacientes apresentarem o FvW:Ag elevado,
desenvolvem sangramentos decorrentes da plaguetopenia por disfungédo plaquetaria
e alteracdo da coagulacao;

3 - A néo correcdo da plaquetopenia com uso de heparina no esquistossomoético,
deve-se, ndo a um consumo cronico, e sim, a sua reten¢cdo no baco (STEIN;
HARKER, 1986). O uso desse anticoagulante, por agir nos microagregados de
plaquetas rico em FvW, poderia desencadear sangramentos. Em um pequeno
namero de cirréticos, com coagulopatia de consumo crénica, ha relatos do uso de
heparina;

4 - Raros casos de esquistossomose, com doenga muito avancada, intensa fibrose
periportal, figado diminuido de volume e hipertensdo porta acentuada, a grande
elevagao do FYW pode aumentar o risco de trombose. Isso explica os 4 a 6% dos
pacientes esquistossomoéticos com esplenomegalia que evoluem com trombose da
veia porta e a também elevada freqtiéncia de trombose portal pds esplenectomia.

Conclui-se, finalmente, baseado neste estudo e na revisao de literatura, que na
esquistossomose FHE ocorre:

A - Reducdo do numero de plaquetas por retencdo das mesmas no baco e nao
por sequestro e excesso de destruigcao;

B - A fungéo de ativagéo das plaquetas parece alterada na maioria dos pacientes
esquistossomaoticos, devido, a existéncia de estado de pré-ativacado das plaquetas
observado pelo aumento da expressao do anti-CD62P (P-selectina), observado pela
citometria de fluxo, independente do grau de lesdo hepatica (SOARES, 2005).
A P-selectina é considerada indicador de granularidade e secregdao plaquetéaria
(MICHELSON, 1996). Soares, (2005) observou, em seus estudos, que a dosagem
do PDGF-AB (fator de crescimento derivado das plaguetas com cadeias
polipeptidicas de transcrigdo simultinea A e B) foi elevada nos pacientes com
esquistossomose e isso poderia estimular de forma mais intensa a proliferacdo das
células hepaticas que sintetizam a fibrose;

C - A elevagdao do FVW:Ag e os valores numericamente normais do CD 42b,
encontrados neste trabalho, parecem manter a adeséo plaquetaria estavel;
D - A agregacao, também parece esta normal quando ligada ao fibrinogénio, assim

como, a expressao das GPIlIb/llla pelos resultados obtidos com o CD41;
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E - Os testes de agregacéao plaquetaria, induzidos pelos agonistas (ADP; colageno;
ristocetina e adrenalina) e realizados pelo agregbmetro PACKS, mostraram-se
alterados nos pacientes com esquistossomose porque, apesar da grande
especificidade, sdo dependentes de um numero de plaquetas normal.
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CAPITULO 7 - CONCLUSOES

Neste estudo para determinagdo da fungdo plaquetaria e a dosagem do
FVW:Ag encontrou-se nos 45 pacientes analisados os seguintes resultados:

1 - A maioria dos pacientes apresentou niveis baixos de plaquetas (abaixo de
100.000);

2 - A agregacgao das plaquetas induzida por agonistas foi diminuida ou ausente
na maioria dos pacientes;

3 - Nao houve alteragdo numérica avaliada pela citometria de fluxo dos
anticorpos monoclonais CD41 e CD42b para os antigenos de membrana das
plaquetas;

4 - Ocorreu associacao inversa significante entre o numero de plaquetas e o
diametro longitudinal do baco;

5 - O FYW:Ag estava elevado ou muito elevado na maioria dos pacientes
(70,6%);

6 - Houve associacao entre elevagdo do FYW:Ag com o didmetro longitudinal
do bacgo e a presenca de varizes de es6fago;

7 - A maioria dos pacientes com FvW:Ag muito elevado 17/28 (67,7%)
apresentou plaquetas abaixo de 100.000mm?. Houve associagéo inversa significante
entre a elevagcdo do FYW:Ag e a contagem de plaguetas abaixo ou acima de
100.000/mm?.



72

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

CAPITULO 8 - REFERENCIAS

ALTMAN, D. G. - Practical Statistics for medical Research. Great Britain
London, 1991.

AMARAL, A. C. C.; AGUIAR, L.A. K.; SOUZA, M. R. A,; TOLEDO, C. F. E;
BORGES, D. R. - Elevacdo da y - Glutamitransferase Sérica na Hepatopatia
Esquistossomoética nao se correlaciona com a carga parasitaria e precede alteracoes
ultra-sonograficas. Arquivos gastroenterologia, 39 (1): 27-31, 2002.

AMITRANO, L.; GUARDASCIONE, M. A.; BRANCACCIO, V.; BALZANO, A.-
Coagulation Disorders in Liver Disease. Seminars in Liver Disease,. 22(1): 83-96,
2002.

ANDRADE, Z. A.; BINA, J. C. - A patologia da forma hepatoesplénica da
esquistossomose mansénica em sua forma avancada (estudo de 232 necrépsias
completas). Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 78(3): 285-305, 1983.

ASFORA, J.; DOMINGUES. A. L. C.; COUTINHO, A. D. - Clinica e Bioquimica
do Sangue em Esquistossomético. JBM. 35: 58-73. 1978.

BAIN, B. J. - Células Sangiiineas. Um Guia Pratico. Artmed, 3 ed., Porto
Alegre. 2004. p.126-130.

BAGSHAWE, A. - A comparative Study of hypersplenism in reactive and
congestive splenomegaly. Br. J. Haematol. 19:729-737, 1979.

BARBOSA, F. S.; GONGCALVES, J. F; MELO, M. C. V. - Formas
hepatoesplénicas da esquistossomose mansénica no interior do nordeste do Brasil.
Cad. Saude Pub. 11:325-331, 1995.

BARBOSA, C. S.; SILVA, C. B.; BARBOSA, F. S. - Esquistossomose:
reproducdo e expansado da endemia no Estado de Pernambuco no Brasil. Rev.
Saude Pul., 30(6):609-616, 1996.

BAWDLER, A.J. - Splenomegaly and hiperplenism. Clinics in Haematology.
12(2):467-487, 1983.



73

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

BEER, J. H.; CLERICE, N.; BAILLOD, P.; VON, FELTEN, A.; SCHLAPPRITZI,
E.; BUCHI, L. - Quantitative and qualitative analysis of platelet GPlb and von
Willebrand Factor in liver cirrosis. Thromb. Haemost., 73(4):601-609, 1998.

BENNET, J. S. - The molecular biology of platelet membrane proteins. Blood,
27:186, 2004.

BINA, J. C. - O tratamento especifico como arma no controle da
esquistossomose. Men. Inst. Oswaldo Cruz., 87, Suppl. 1V.195-202. 1992.

BORN, G. V. R.; HUME, M. - Effects of the numbers and sizes of platelet
aggregates on the optical density of plasma. Nature.; 215: 1027 -1029, 1967.

BRANDT, C. T.; ARAUJO, L. B.; BARBOSA, M. C. - Autotransplantation of
spleen tissue in children with mansonic schistosomiasis who underwent
splenectomy:evaluation of splenic residual functions. Acta Cir. Bras., 13(4):212-216,
1998.

BRANDT, C. T.; ARAUJO, A. R. L.; DIAS, M. H. D.; SANTOS, M. E.
Coagulacao e fibrindlise em esquistossomoticos submetidos a esplenectomia,
ligadura de veia gastrica esquerda e auto-implante de tecido esplénico. An. Fac.
Méd. UFPE, 48(1): 25-29. 2003.

BRASS, L. F.; HOXIE, J. A.; MANING, D. R. - Signaling through G proteins and
Gprotein-coupled receptors during platelet activation. Throm. Haemost., 70 (1): 217-
223, 1993.

BRUBARKER, L. H.; JOHNSON, C. A. - Correlation of splenomegaly and
abnormal neutrophil pooling margination. J. Lab Clin. Méd, 92 (4): 508-518, 1978.

BUTTERWORTH, A. E. - Studies of human schistosomiasis: chemotherapy,
immunity and morbility. Ann. Parasitol Hum. Comp, 65:53-57, 1990.

CAIRO WORKRFING GROUP - The use of diagnostic ultrasound in
shistosomiasis-attempts at standardization of methodology. Acta Tropical, 51:45-63,
1992.



74

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

CARAMURU, L. H.; SOARES, R. P. S.; MAEDA, N. Y; LOPES, A. A - Hypoxia
and Altered Platelet Behavior Influence von Willebrand Factor multimeric
Composition in Secondary Pulmonary Hypertension. Clin. Appl. Throm. Hemost.,
9(3):11-t8, 2003.

CARREIRO, J. R. P.; DOMINGUES, L. A. W.; SILVEIRA, M.; LIMA, F. J. R. C,;
KELNER, S - Removal of Schistosoma mansoni in patients with hepatosplenic
schistosomiasis:an estimate of the parasitological load by means of quantitative
coproscopy.Rev. Inst. Med. Trop, Sao Paulo, 25:2-15, 1983.

CARVALHO, E. M., JESUS, A. R. - Bago nas Doencas Parasitarias, In:
Petroianu, A. - O Bacgo, Sdo Paulo, 117-126, 2003.

CASANA, P.; MARTINEZ, .F.; HAYA, S.; TAVARES, A.; AZMAR, J. A. - New
mutations in exon 28 of the von Willebrand factor gene detected in patients with
different types of von Willebrand s disease. Haematologica. 86:414-419, 2001.

COUTINHO, A.; LIRA, A. - Alguns aspectos do hiperesplenismo na
esquistossomose mansénica. An. Fac.Med. Universidade do Recife, 16(2) 245-252,
1956.

COUTINHO, A. D.; DOMINGUES, A. L. C. - Esquistossomose mansoni. In:
Dani R; Castro LP Gastroenterologia Clinica, 3 ed Rio de Janeiro, Guanabara
Koogan, 1697-1728, 1993.

CURY, A. A. - Esquistossomose - Contribuicdes a histéria natural. Rev. Col.
Bras. Cir, 16(3):117-120, 1989.

DITTRICH, S.; MATTOS, A. A.; CHENQUE, R. H.; ARAUJO, F. B. - Correlagéo
entre a contagem de plaquetas no sangue e o gradiente de pressédo venosa hepética
em pacientes cirréticos. Arq. Gastroenterol., Sdo Paulo, 42(1): 35-40, 2005.

DOMINGUES, A.L.C.; DOMINGUES, L.A.W. - Forma intestinal, hepatointestinal
e hepatoesplénica. In: Malta J. Esquistossomose mansoénica. Recife ed.
Universitaria. UFPE, 1994. p. 91-109.

DOMINGUES, A.L.C. - Ultra-sonografia na esquistossomose mansonica
hepato-esplénica: Avaliacdo da intensidade da fibrose periportal e da
hipertensao porta - Recife, 1998. - Tese Doutorado. Universidade Federal de
Pernambuco. Centro de Ciéncias da Saude.



75

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

DOMINGUES, A. L. C.; BARRETO, V. S. T. - Esquistossomose Hepatica. In:
Conferéncia de Hepatologia. Sao Paulo: Fundo editorial Byk, 391-405, 2001.

EICHNER, E. R. - Splenic function: normal, too much and too little. Am. J. Méd,
66(2): 311-320, 1979.

FERRAZ, A. A. B.; BACELAR, T. S.; SILVEIRA, M. J. C.; COELHO, A. R. B;;
CAMARA NETO, R. D.; ARAUJO Jr, J. G. C.; FERRAZ, E. M. - Tratamento cirdrgico
da hipertensao portal esquistossomética no HC/UFPE - Analise de 131 casos. Rev.
Col. Bras. Cir, 27(5):332-337, 1999.

FERRAZ, A. A. B.;, LOPES, E.P. A.; ARAUJO, J. R.; J. G.C.; LIMA, B. A;;
CANTERELLI, F.; FERRAZ , E. M. - Peso do bago como fator prognéstico do
tratamento cirdrgicos de pacientes portadores de esquistossomose mansénica, Rev.
Col. Bras. Cir. 29(1):29-35, 2001.

FERREIRA, H. S.; COUTINHO, E. M. - Should nutrition be considered as a
supplementary measure in shistosomiasis control? An. Trop. Med. Parasitol.
93(5):437-47, 1999.

FROJMORIC, M. M.; PANJWANI, I. - Geometry of normal mommolian platelet
by quantitative microscopic studies. Biophysical Journal, 16:1071-1089, 1976.

FURLAN, M. - von Willebrand factor; molecular size and functional activity.
Ann. Hematol. 72:341-348, 1996.

FURLAN, M.; ROBLES, R.; LAMMLE, B. - Partal purification and
Characterization of a protease from human plasma cleaveng von Willebrand factor to
fragments produced by in vivo proteolysis . Blood. 87:4223-4234, 1996.

GUERRA, C. C. C.; HADDAD, C. M.; MATSUMOTO, M.; LUZZI, J. R.; SILVA,
M. P.; CHACON, J. P. - Comportamento do hiperesplenismo apds anastomose
esplenorernal seletiva. Rev. Assoc. Méd. Bras. 31:65-70, 1985.

HUSSEIN, M. A.; LEE, E. J.; SCHIFFER, C. A. - Platelet transfusions
administrated to pacients with splenomegaly. Transfusion. 30:508-510, 1990.



76

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

JIMENEZ, W. J. Y. J. J.; MAURO, L. M.; HORSTMAN, L. L.; CHENG.; AHN, R.
E.; BIDOT, C. J.; AHN, Y. S. - Endotelial mucroparticles induce formation of platelet
aggregates via a von Willebrand Factor/ristocetin dependent pathway, rendering
them resistant to dissociation, J. Throm. Haemost.,3: 1301-1308, 2005.

JOIST, J. H. - Hemostatic Abnormalities in Lver Disease.In: COLMAN, R. W. et
al. Hemostasis and Thrombosis: Basic Principles and Clinical Pratice. 32 Ed.
Philadelphia. 1994, p.906 -920.

JOSEPH, M.; AURIAULT, C.; CAPRON, A.; VORNG, H.; VIEN, P. - A new
function for platelets: IgE-dependent Killing of schistosomes. Nature, 303: 810-812,
1983.

KATZ, N.; ALMEIDA, K. - Esquistossomose, xistose, barriga d’ agua. Cienc.
Cout. 55(1):38-43, 2003.

KELLY, D. A.; TUDDENHAM, E. G. — Hemostatic problems in liver disease.
Gut, 27: 339-349. 1986.

KELLY, D. A.; SUMMERFIELD, J. F. - Etiologia Esquistossomose mansénica.
In: Malta J Esquistosomose mansoénica. Recife, Ed. Universitaria UFPE, 1994, p.
25-40.

KOIKE, Y.; YONEYAMA, A.; SHIRAI, J.; ISHIDA, T.; SHODA, E.; MIYAZAKI,
K.; SUNAGA, S.; HORIE, R.; AOKI, K.; KOIKE, K.; OGATA, I.; TAHARA, T.; KATO,
T.; NAKAHARA, K. - Evaluation of Thrombopoiesis in Thrombocytopenic Disorders
by Simultaneous Measurement of Reticulated Platelets of Whole Blood and Serum
Thrombopoietin Concentrations. Thromb. Haemost., 79:1106-1110, 1998.

LANDI, E.P.; MARQUES Jr, J.F.C. - Caracterizacdo da ativacao plaquetaria
nos concentrados de plaquetas por citometria de fluxo. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter; 25(1): S&o José do Rio Preto, 2003.

LEE, R.G.; BITHELL, T.C.; FOERSTER, J.; ATHENS, J.W.; LUKENS, J.N;
Wintrobe Hematologia Clinica. In: Wintrobe, Manole Ltda, 1998; 9% ed., p. 1367-8

LIMA, G. M. T. - Contribuicao ao estudo da coagulacao sangiliinea em
pacientes portadores da forma hepatoesplénica da Esquistossomose



77

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

manséOnica através da tromboelastografia. Recife, 1996. p.58,- Dissertacdo
(Mestrado em Medicina Interna) - Universidade Federal de Pernambuco - UFPE.

LISMAN, T.; LEEBEEK, F. W. G.; GROQOT, P. G. - Haemostatic abnormalities in
patients with liver disease.J. Hepatology, 37:280-287, 2002.

LISMAN, T.; BONGERS, T. N.; ADELMEIJER, J.; JANSSEN, H. L.;, DE MAAT,.
M. P.; GROOT, P. G.; LEEBEEK, F. W. G. - Elevated levels of von Willebrand Factor
in cirrhosis support platelet adhesion despite reduced funcional capacity.
Hepatology., 44(1):53-6, 2006.

LOPES, A. A. B.; MAEDA, N. Y.; BYDLOWSKI, P. S.- Fator de von Willebrand
e Disfungdo Endotelial Pulmonar. Implicagdes Prognésticas. Arq. Bras. Cardiol.,
v.70(3):141-145, 1998.

LOURENGCO, D. M. - Avaliagdo Laboratorial da Hemostasia. In: Zago M. A,
Falcao, R. P, Pasquini, R. - Hematologia Fundamentos e Pratica, Atheneu, Séo
Paulo, 2001, p.749-755.

LWAMBO, N. J. S.; SIZA, J. E.; BROOKE, S.; BUNDY, A.P.; GUYATT, H. -
Patterns of concurrennt hookworm infection and schistosomiasis in schoolchildren in
Tanzania. Trans. R. S. Trop. Méd. Hyg. 93: 497-502, 1999.

MACIEL, R. C. R. - Enzimas canaliculares na forma hepatoesplénica da
esquistossomose mansoni. Recife, 2006. Dissertacdo (Mestrado em medicina
Clinica) - Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. p.95.

MAIA, M. D. - Hiperesplenismo na Esquistossomose mansoénica. O Bacgo e
as células sangliineas antes e depois da esplenectomia. Recife, 2002.
Dissertacao (Mestrado em Medicina Interna) - Universidade Federal de Pernambuco
- UFPE.

MALAGUENO, E.; SANTANA, J.F., (1994) — Etiologia. In: Malta J -
Esquistossomose mansoénica. Recife. 1994; Ed. Universitaria. UFPE. p.25-40.

MANNUCCI, P. M.Treatment of von Willebrand’s Disease,. N. Engl J Med. 351
p.683-694, 2004.

METCALF, D. -Trombopoetina- at last. Nature, 369, 519-529, 1994.



78

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

MICHELSON, A.D. Flow cytometry: a clinical test of platelet function. Blood, v.
87(12): 4825-4835, 1996.

MORALI, G. A.; BLENDIS, L. M. - Splenomegaly IN: OKUDA, K &
BENHAMOU J. P. Portal Hypertension: Causes and Effects. 85-99, 1991.

MOSES, L. E. - The Series of Consecutives Case as a Device for
Assessing Outcomes of Interventions. In: Bailar Ill, J. C, Mosteller, F.- Medical
Uses of Statistics. 2 Ed, cap 7. 1992.

MOTA, L. P; GOMES, R. O.; MACAMBIRA, R. P.; MIRANDA, B. O.; VIEIRA, M.
C. G. - Esquistossomose mansoni. JBM, 66 (3): 113-119, 1994.

NAKAMURA, M; SHIBAZAKI, M; NITTA, Y; ENDO, Y. - translocation of
platelets into Disse spaces and their entry into hepatocytes in response to
liposaccharides interleukin -1 and tumour necrosis factor: the role of Kupffer cells. J.
of Hepatology, 28:991 -999, 1998.

NIAMEY WORKFING GROUP - Ultrasound in shistoso-ultrasonografy for the
assestement of shistosomiasis-related morbility. World Health Organization/TDR/
ultrason/ documente, Geneva, Switzerland, 2000.

NISHIOKA, T.; YAMANE, T.;TAKUBO, T.; OHTA, K; PARK, K; HINO, M. -
Detection of various platelet - associated Immunoglobulins by flow cytometry in
Idiopathic Thrombocitopenic Purpura. InterScience, 68:37-42, 2000.

OMS - Prevencion y control de la esquistosomiasis y las
geohelmintiasis.Informe de un Comité de Expertos de la OMS.Série de Informes
Técnicos, Ginebra,912,2005.

PANASIUK, A.; ZAK, J.; KASPRZYCKA, E.; JANICKA, K.; PROKOPOWICZ, D.
- Blood platelet and monocyte activations and relation to stages of liver cirrhosis.
World J. Gastroenterol. 11(18): 2754 -2758, 2005.

PARAMO, J. A.; ROCHA, E - Hemostasis in Advanced Liver Disease. Sem.
Throm. Hemost. ,19 (3): 184-190, 1993.



79

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

PARISE, L.V.; SMYTH, S.S.; COLLER, B.S. - Platelet morphology,
biochemistry,and function. In: Blutler, E; Lichtman, M.A.; Coller, B.S.; Kipps, T.J.;
Seligsohn, U. - Williams Hematology. 6 Ed. Cap.111, 2001.

PEREIRA, G. - Esquistossomose mans6nica em Pernambuco. Consideragdes
epidemiolégicas. Arq. Bras. Med. 60(5):357-60, 1986.

PEREIRA, G.; SANTOS, R. P.; ALEXANDRE NETO, J.; AZEVEDO, A. P
CAVALHEIRA, A. E. - Formas graves da esquistossomose mansénica: Dados de
internagao hospitalar em Pernambuco. An. Fac. Med. UFPE. 38(2):12-18, 1993.

PEREIRA, G.; TAVORA, M. E. G. Epidemiologia. In: Malta, J.
Esquistosomose mansoénica. Recife, Ed. Universitaria da UFPE, 1994; p. 43-58.

PEREIRA, L. M. M. B.; DOMINGUES, A. L. C.; BARRETO, V. S. T;
MCFARLANE, I. G. - Ultrasonografy of the liver and spleen in brasilian pacients with
hepatosplenic schistosomiasis and cirrosis. Trans.R.S.Trop.Med. Hyg. 92:639-642,
1998.

PETROIANU, A.;OLIVEIRA, A.E.; ALBERTI, L.R. - "Hiperesplenismo” em

hipertensdo porta por esquistossomose mansénica. Rev. Bras. Hematol hemoter.
26(3):195-201, 2004.

PRANKERD , T.A.J. - The spleen and anemia. B. Med. J. 517-524, 1963.

PRATA, A. - Fatores determinantes das formas anatomo-clinicas e evolucao da
doenga. In: Castro L. P, Rocha P. R. S, Cunha, A. S - Tépicos em
Gastroenterologia. Rio de Janeiro, Medsi. 1991: p. 03—12.

PRATA, A. - The role of the scientific research in the control of schistosomiasis
in endemic areas. Mem. Inst. Owaldo Cruz, suppl |. Rio de Janeiro, 99: 5-11. 2004.

PUOL - MOIX, N. In: Trombocitopenia Mosby, Madrid. 1995: p.32-40.

RASO, P; PEDROSO, E. R. P. Esquistossomose mansoni. In: Bogliolo
Patologia. Guanabara. 1987, p. 1055.

RIBES, J. A.; FRANCES, C. W.; WAGNER, D. D. - Fibrin induces release of
von Willebrand factor from endothelial cells. J. Clin.Invest. v.79: p.117-123., 1987.



80

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

ROSS, A. G. P.; BARTLEY, P. B.; SLEIGH, A. C.; OLDS, G. R.; LY, Y,;
Williams, G. M.; McManus, D. P. Current concepts: Schistosomiasis. New England
Journal of Medicine, 346(16) April18, p.1212-1122, 2002.

RUGGERI, Z. M. - von Willebrand factor.J. Clin. Invest. 499-559, 1997.

SCHIMITZ, G.; ROTHE, G.; RUF, A. - European working Group on Clinical cell
Analisis: Consensos protocol for the flow cytometric characterization of platelet
funcion. Thromb. haemost. 79: 885-896, 1998.

SIESS, W. - Molecular mecanisms of platelet activation .Physiological Reviews,
69(i):158-179, 1989.

SILVA, L.C.; CHIEFFI, P.P.; CARRILHO, F.J. - Schistosomiasis mansoni-
clinical features.Gastrenterol Hepatology, vol.28 (1), p.30-39, 2004.

SILVEIRA, R. K.; SILVEIRA, M.; KELNER, S. - Prevaléncia de sexo raca e
grupo etario entre portadores de esquistossomose hepatoesplénica. An. Fac. Med.
UFPE. 40(1): 48-55., 1995.

SMIT, A.B.; DE JONG-BRINK, M.; LI, KW.; SASSEN, M.M.; SPIJKER, S.;
VAN ELK, R.; BUIJS, S.;VAN MINNEN, J.; VAN KESTEREN, R.E.- Granularin, a
novel molluscan opsonin comprising a single VWF type C domain is up- regulated
during parasitation. FASEB j. 1-18, 2004.

SOARES, S. - Participacao das plaquetas no processo de fibrose dos
pacientes com esquistossomose mansonica. Tese de Doutorado - Universidade
Federal do Triangulo Mineiro - Minas Gerais. 2005.

SOUZA, M. R.; TOLEDO, C. F.; BORGES, D. R. - Thrombocytemia as a
Predictor of Portal Hypertension in Schistomiasis. Dig. Dis. and Sci.;. 45(10): 1964-
1970, 2000.

SOUZA, M. R. A.;; AGUIAR, L. A. K,; GOTO, J. M.; CARVENTE, C. T
TOLEDO, C. F.; BORGES, D. R. - Trhombopoietin serum levels do not correlate
with thrombocytopenia in hepatic schistosomiasis. Liver. 22: 127-129, 2002.



81

Maria da Conceicao de Barros Correia, 2007

SOUZA, M.R.A.; BORDIN, J. O.; BORGES, D. R. - Hiperesplenismo, IN:
Petroianu, A. - O Baco, Sao Paulo, p.161-164, 2003.

STEIN, S.; HARKER, L. A. - Kinetic and functional studies of plateles, fibrinogn,
and plasminogen in pacients with hepatic cirrhosis. J. Lab. Clin Med. 99: 217, 1986.

STRAUSS, E. - Hepatosplenic schistosomiasis: a model for the study of portal
hypertension. Ann Hepatol 1:06-11, 2002.

TOMER, A - Flow cytometry for the diagnosis of autoimmune
thrombocytopenia. Curr. Hematol. Rep..5, 64-69, 2006.

THOMAS, D. P.; REAM, V.J.; STUART, R. K. - Platelet aggregation in pacients
with Laénnec’s cirrhosis of the liver. N. Engl. J. Med. 276, 1967.

THOPSON, C. B,; JAKUBOWSK, J. A.; QUINN, P. G.; DEYKIN, D.; VALER, |
C. R. - platelet size and age determine platelet function independently. Blood. 63
1372-1375, 1984.

VAN THIEL, D.; GEORGE, M.; MINDIKOGLU, A. L.; BALUCH, M. H.,
DHILLO, S. - Review .Coagulation and fibrinolysis in individuals with advanced liver
disease. Turk J. Gastroenterol. 15(2)67-72, 2004.

WYSZOMIRSKA, R. M. A. F.; NISHIMURA, N. F.; ALMEIDA, S. R. S
YAMANAKA, A.; SOARES, E. C. - High serum laminin and type IV collagen levels in
schistose miasis mansoni. Arq. Gastroenterol., 42(4):221-225, 2005.

ZAR, J. H. Biostatistical Analysis. 4 Ed. Pratice Hall. New Jersey. USA. 1999;
p. 929.

Normas adotadas: Esta tese seguiu as normas estabelecidas pela ABNT ano 2002.



APENDICE 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

(Em 2 vias, firmado por cada participante-voluntario (a) da pesquisa e pelo
responsavel).

Resolucéo n°196/96-1V, do Conselho Nacional de Saude.

Eu
, tendo sido convidado(a) a participar como voluntério(a) do estudo sobre as

plaquetas na esquistossomose, recebi da Dra. Maria da Conceicdo de Barros
Correia, responsavel por sua execucao, as seguintes informacées que me fizeram
entender sem dificuldades e sem duvidas os seguintes aspectos:

1) Que o estudo se destina a uma pesquisa sobre as plaquetas na
esquistossomose.

2) Que a importancia deste estudo € a de melhor entender o funcionamento das
plaquetas na esquistossomose e da coagulacédo do sangue.

3) Que os resultados que se desejam alcangar sdo os seguintes: saber as
alteracdes plaquetarias através de exames mais especificos.

4) Esta pesquisa podera ou nao trazer beneficios a sua pessoa no momento e
no entanto ajudara futuros pacientes com plaquetas baixas e esquistossomose, que
se submeterédo a cirurgias evitando um maior risco de sangramento.

5) Que esse estudo comegara em 2004 e terminara em 2005

6) Que esse estudo sera feito da seguinte maneira: sera retirada apenas uma
amostra de sangue para exame (cerca de 5 ml = 1 colher de sobremesa) com
material descartavel da mesma maneira que se colhe sangue para hemograma, o
que ndo acarreta nenhum dano, pois € um exame comum, coleta-se sangue do
braco onde raramente pode acontecer, no local da pungcdo, uma mancha roxa devido
um extravasamento do sangue, que sera espontaneamente absorvido, sem outros
danos a minha saude fisica e mental.

7) Que eu participarei apenas da coleta de 5 ml de sangue que nao sentirei

incOmodos néao terei nenhum dano a minha saude mental e fisica.



8) Que contarei com a assisténcia da Dra. Ana Lucia Coutinho Domingues e Dra
Maria da Conceicéo de Barros Correia, sendo os responsaveis pela pesquisa FONE:
32718534 e 34543524,

9) Que os beneficios que deverei esperar com a minha participacdo, mesmo que
ndao diretamente sdo: descricdo detalhada da fungcdo plaquetaria e
consequentemente uma melhor compreenséo das alteragdes e sua importancia na
esquistossomose.

10) Que eu sempre que desejar serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada
uma das etapas do estudo.

11)  Que poderei, a qualquer momento, recusar a continuar participando do estudo
e, também, poderei retirar meu consentimento, sem que isso me traga qualquer
prejuizo ou penalidade.

12) Que as informagbes conseguidas através de minha participacdo nao
permitirdo identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e
que a divulgacao das mencionadas informacdes sé sera feita entre os profissionais
estudiosos do assunto.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado
sobre a minha participacao no mencionado estudo e estando consciente dos meus
direitos, das minhas responsabilidades, dos beneficios que a minha participagdo
implicam, concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU
CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORGADO OU
OBRIGADO.

ENDEREGCO DO (A) PARTICIPANTE-VOLUNTARIO (A)

Domicilio:

Complemento: Bairro:
CEP: - Cidade: Estado (UF): FONE:

Endereco do(s) responsavel (is) pela pesquisa:

Instituicdo: HOSPITAL DAS CLINICAS - UFPE

Endereco AV. PROF. MORAIS REGO S/N, CDU, BLOCO F, 3° ANDAR
Telefone para contato: 21263725/ 21263524 / 21268534



ATENGCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas, dirija-se ao Comité de
Etica em Pesquisa da UFPE.

Centro de Ciéncias da Saude 3°andar UFPE — CDU — RECIFE - PE

FONE: 21268538

Assinatura ou impressao datiloscépica do (a) voluntario(a) ou responsavel legal
(rubricar as demais paginas)

Assinatura do responsavel pelo estudo (Rubricar as demais paginas)

Testemunha 1.

Testemunha 2.



APENDICE 2 - FICHA CLINICA

FICHA CLINICA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
HOSPITAL DAS CLINICAS
AMBULATORIOS DE GASTROENTEROLOGIA E DE HEMATOLOGIA

Nome: Registro:
Idade: Sexo: Estado: Civil: Cor:
Grau de Instrucgéo: Profissao:

Procedéncia: Naturalidade:

Nacionalidade: Residéncia:

Ha quanto tempo: Fone:

Antecedentes:
1- Banho de rio, contato com agua de alagados com areia: ( ) sim ( ) ndo
Local: Duragao: Ultimo contato:

2- Doencgas Sistémicas, tais como: Nefropatias, Diabetes mellitus, Cardiopatias,
Colagenoses, Hemopatias e outras Hepatopatias:

3- H.D.A: Hematémese: ( ) sim ( ) nado; Melena: ( )sim ( )nao
4- Alcoolismo: ( ) sim ( ) nao Quantidade: FreqUéncia:
Duragéo: Tipo de bebida:

5- Tabagismo ( ) sim ( )n&o
6- Hemotransfusdo: ( ) sim ( ) nao Quando:

7- Medicagdes injetaveis: ( ) sim ( ) ndo Qual(s):

8- Uso de drogas: ( ) sim ( ) ndo Qual(s):

9- Vida sexual nos ultimos 05 anos:

10- Uso de drogas trombocitopénicas (AAS, Antiinflamatério ndo hormonal, antibidticos,
analgésicos, antipertensivos, vasodilatadores) ( ) sim ( ) ndo Qual(s):

11- Outros medicamentos:

12- Tratamento de esquistossomose prévio: ( ) sim ( ) ndo Qual(s):




13- Esclerose de varizes esofagianas: ( ) sim ( ) ndo N<

Quanto

tempo:

14- Ligadura elastica de varizes esofagianas: ( ) sim ( ) nao N

Quanto tempo:

15- Viroses: sarampo, rubéola, dengue, caxumba, varicela, hepatite no

ultimo ano.

Exames realizados:

1. Hemograma c¢/ contagem de plaquetas;
2. Ferritina Sérica;

3. TP/INR;

4. TTPA;

5. Fibrinogénio;

6. Transaminases;

7.Gama GT;

8.Fosfatase Alcalina;

9.Bilirrubinas;

10. Crioglobulinas;

11. Eletroforese de Proteinas;

12.HBSAg / Anti — HBC;

13.Anti — HCV;

14. Ultra-sonografia: Grau de Fibrose Periportal;

Tamanho do lobo esquerdo;

Tamanho do lobo direito;

Tamanho do bago e diametro longitudinal;
Diametro de veia porta;

Diametro veia esplénica;

Circulagéao colateral;

Vesicula biliar: espessamento da parede.;

15. Endoscopia Digestiva alta - Varizes Esofagianas (grau, local);

e QGastropatia.



DATA DA COLETA: / /

APENDICE 3 - FICHA DE COLETA DE EXAMES - HEMOPE

Prontuario N°:

PACIENTE: NE
ENDERECO:
IDADE: SEXO: TELEFONE:
LABORATORIO DE COAGULAGCAO
ESTUDO DA AGREGACAO PLAQUETARIA
ADP RISTOCETINA COLAGENO ADRENALINA
LOTE N°
HORA
VALIDADE
RESULTADO
LABORATORIO DE IMUNOFENOTIPAGEM
LOTE VALIDADE DATA RESULTADO
CD41
CD42B

CONTAGEM DE PLAQUETAS:

MORFOLOGIA PLAQUETARIA:

MACROPLAQUETAS:

DOSAGEM DO FvW:




SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N.° 208/2004-CEP/CCS Recife, 21 de maio de 2004.

Ref.Protocolo de Pesquisa n°070/2003-CEP/CCS intitulado“ Comportamento das
plaquetas na doenga hepatica esquistossomética .”

Senhor (a) Pesquisador (a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco
CEP/CCS/UFPE analisou, de acordo com a Resolugéo n° 196/96 do Conselho Nacional
de Saude, o protocolo de pesquisa em epigrafe aprovando-o e liberando-o para inicio da
coleta de dados em 19 de maio de 2004.

?saltamos que ao pesquisador responsavel devera apresentar relatério,

R
o 1310l

A PROF? MARIA DA CONCEIGAO DE BARROS CORREIA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cid. Universitaria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: (81) 2126. 8588; cepces(@.ufpe.br







