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RESUMO




A fibrose hepatica resulta de um desequilibrio entre deposi¢io e remogdo de componentes
da matriz extracelular, sendo sua degradacio mediada por metaloproteinases, e estas sdo
reguladas por inibidores fisiologicos (TIMPs). Alteragdes no bago de individuos portadores
de esquistossomose mansoni poderiam contribuir para a acentuac¢io da fibrose hepética
bem como da ativagio de TIMPs, nio estando esses aspectos totalmente esclarecidos. O
objetivo desse estudo foi avaliar o comportamento de marcadores séricos de fibrose
hepatica, o TIMP-1 e o colageno tipo IV em pacientes portadores da forma hepatoesplénica
da Esquistossomose mansoni submetidos a esplenectomia. Foram incluidos 24 pacientes
com idade que variou de 14 a 61 anos (36,92+13,59 anos), sendo 17 do sexo masculino e
sete do sexo feminino. Os niveis séricos de TIMP-1 e coldgeno IV foram determinados por
método imunoenzimatico sanduiche (EIA), no pré-operatério (PRE), e nos 2° (PO1) e 60°
(PO2) dias apds esplenectomia. Antes da esplenectomia, os niveis séricos do coldgeno tipo
IV e do TMP-1 estavam elevados (175,04+112,84ng/ml e 812,56+861 31ng/ml,
respectivamente). Apos esplenectomia, a média dos valores de colageno tipo IV revelou
uma diminuigio significante da média dos wvalores, em relacio ao POl
(113,98+73,38ng/ml; p= 0,039) e em relagio ao PO2 (109,53+36.1ng/ml; p= 0,015). Niveis
séricos de TIMP-1 também mostraram uma significante diminui¢io em relagio ao PO1
(245,08+363,08ng/ml; p=0,008) e PO2 (108,77+112 05ng/ml; p= 0,001). Em adi¢do, ndo
foi encontrada diferenca significante entre niveis séricos de PO1 e PO2, tanto para colageno
tipo IV (p= 0,061) como para TIMP-1 (p= 0,145). Os nossos resultados mostram que apods
esplenectomia, ocorreu diminuigdo do TIMP-1 e do colageno tipo 1V, que persistiu até o
60° dia. Estes resultados sugerem que o bago parece desempenhar um papel na regulagio da

fibrose hepiética.

Resumo
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Hepatic fibrosis is a dynamic process that results in a net accumulation of extracellular
matrix proteins and altered matrix degradation regulated by a family of enzymes called the
matrix metalloproteinases and their inhibitors (TIMPs). The role of the spleen in the
process of liver fibrosis in schistosomiasis still needs clarification. The aim of this study
was to assess the effect of splenectomy on serum levels of two markers of fibrosis, type IV
collagen and TIMP-1, in patients with schistosomiasis mansoni. Twenty-four patients with
hepatosplenic schistosomiasis mansoni participated in the study. Type IV collagen and
TIMP-1 serum levels were measured preoperatively, and after two (PO1) and 60 days
(PO2) of spleen removal. Before splenectomy, both type IV collagen and TIMP-1 serum
levels were elevated (175,04+112,84ng/ml e 812,56+861,31ng/ml, respectively). After
splenectomy, the levels of type IV collagen showed a significant decrease in relation to the
preoperative values both in POl (113,98+73,38ng/ml; p= 0,039) and PO2
(109,531+36.1ng/ml; p= 0,015). Serum levels of TIMP-1 also showed a significant decrease
in relation to the preoperative values both in PO1 (245,08+363,08ng/ml; p=0,008)and PO2
(108,77+112,05ng/ml; p=0,001). There was no difference between POland PO2 values for
each serum marker. In conclusion, splenectomy in schistosomotic patients was associated
to a decrease in serum markers of fibrosis levels, which persisted for at least 60 days. These
results suggest that the spleen may play a role in the extracellular matrix production, and

therefore may contribute to liver fibrosis in schistosomiasis mansoni.

Abstract
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A esquistossomose mansoni (EM) ao lado da cirrose hepatica tem recebido
orande atencio dos investigadores. E a doenga parasitaria de maior prevaléncia no mundo,
responsavel por 500.000 mortes por ano (CAPRON, 1992). No Brasil constitui-se¢ em um
dos mais relevantes problemas de saide publica, em razéo de sua presenga em extensas
areas do territorio brasileiro, do grande numero de doentes
(entre dez e quinze milhdes de individuos) e da existéncia de formas graves que evoluem
com hipertensdo portal (COUTINHO, 1968; PRATA, 1975; COUTINHO e DOMINGUES,
1993; ANDRADE et al., 1992). Foi estimado que 30 milthdes de brasileiros apresentassem
risco de adquirir esquistossomose (WHO, 1996).

A infestagio pelo parastta € seguida pela fixacdo do verme adulto nas velas
mesentéricas, onde iniciam sua oviposi¢do. Alguns ovos sio carreados pelo fluxo portal
para 0 espago porta, provocando reacgles de hipersensibilidade
(COUTINHO ¢ DOMINGUES, 1993). A alteracfio inicial € uma reagio imunoldgica
intermediada por citocinas, como forma de protegio do  hospedeiro
(ANDRADE e WARREN, 1964; VAILLANT et al.,, 2001), induzindo a seguir a formacio
de granulomas, que sd3o ricos em eosindfilos e fibras de colageno
(CHEEVER et al., 1994; CHIARAMONTE et al., 1999).

A doenca em geral acomete individuos jovens, em plena fase produtiva
profissional, manifestando-se sob diferentes formas clinicas (ANDRADE e BINA, 1983),
desde uma fase aguda, que usnalmente passa despercebida até uma fase cronica. Nesta, a
evolucio clinica apresenta-se em sua maioria sob formas leves, com pacientes na sua maior
parte, assintomaticos, ou apresentando manifestacbes gastrintestinais,
(forma intestinal e hepatointestinal). Cinco a 10% dos individuos evoluem para a forma
hepatoesplénica, com deposicio de fibrose periportal e consegiiente desenvolvimento de
hipertensio portal e suas complicacdes {COUTINHO, 1968; CHEN e MOTT, 1988; LIMA
et al, 1991; DOMINGUES e DOMINGUES, 1994; EL-GAREM, 1998). A fibrose
periportal expande-se pelo l6bulo hepético, inclusive entre os hepatdcitos, havendo também
hiperplasia de células de Kupffer (EL-GAREM, 1998).
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A principal causa de mortalidade ¢ a hemorragia digestiva, por ruptura de
varizes esofagicas, que ocorre em 12 a 52% dos casos
{(CORNET et al., 1980; KELNER et al., 1982; ABRANTES et al., 1983; CURY, 1989).

O tratamento da infecgBio pode ser obtido através de dose tnica de
oxamniquina, que age lesando o tegumento dos vermes, principalmente os machos e o
aparelho reprodutor das fémeas (PASSOS e AMARAL, 1998) e o praziquantel, que age
produzindo contracio imediata da musculatura do parasita seguida de paralisa¢do espastica
(DOMINGUES, 1986; EL-GAREM, 1998), havendo, a possibilidade de regressio ou
involugdo do quadro clinico induzida pelo tratamento  medicamentoso
(ANDRADE e GRIMAUD,1988, ZWINGENBERGER et al, 1990; KRESINA et al,
1994). Entretanto esse tratamento ndo previne sistematicamente a instala¢do de hipertensio
portal (BINA, 1977; ZEITUNE et al., 1980).

O tratamento da hipertensdo portal € controverso. Varias formas de tratamento
sdo  disponiveis, como a  terapia medicamentosa com  P-bloqueador
(LEBREC et al, 1984, BERNARD et al, 1997; D’AMICO et al., 1999), tratamento
endoscopico (LAINE et al., 1993; DE FRANCIS e PRIMIGNANI, 1999) e procedimentos
cirurgicos (VASCONCELOS, 1954; WARREN et al., 1967, ABRANTES ¢ DRUMOND,
1995; FERRAZ et al, 2000; FERRAZ et al, 2001). O tratamento medicamentoso na
hipertenséo portal esquistossomotica tem eficacia duvidosa
(STRAUSS, 1983; MIES, 1992), sendo atualmente recomendado, em pacientes com
antecedentes de hemorragia digestiva, a realizacio de procedimento cirurgico associado a
procedimento endoscopico (FERRAZ et al., 2001).

1.1 - Dinamica da matriz extracelular

A fibrose hepitica resulta do desequilibrio entre sintese, degradagio e
deposi¢do de componentes da matriz extracelular (MEC). Portanto a compreensdo dos
mecanismos que favorecem a fibrogénese vem sendo baseada no estudo da dindmica dos
componentes de sintese e degradagio da matriz (OLASO e FRIEDMAN, 1998; BRENNER
et al., 2000).
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A matriz extracelular é um determinante ativo da fung@o hepatica normal
(BISSEL et al, 1987), sendo indispensavel para o desenvolvimento de organismos
multicelulares. E composta pelo mesmo grupo de componentes, variando as concentragdes
e associagdes dos componentes dependendo das necessidades e fungBes especificas de cada
orgdo. No figado contribui para a sustentagio da arquitetura lobular e mantém os
hepatdcitos estaveis e adaptados a novos estimulos (MARTINEZ-HERNANDEZ e
AMENTA, 1993a).

A distribuicdo hepatica de componentes da MEC tem caracteristicas proprias.
Na céapsula normal é constituida de uma camada fina, semitransparente, contendo tecido
conjuntivo formado por fibras colagenas, reticulares e elasticas em pequena quantidade. As
fibras formam septos finos que invadem o parénquima hepatico subcapsular,
anastomosando - se com os septos do espago porta. A microscopia comum, observa-se a
presenca de camada simples de células mesoteliais ligadas a uma delicada MB, contendo
laminina, entactina, colageno tipo IV e perlecano. Abaixo dessa camada, existe uma matnz
formada por tiras cruzadas, contendo colageno tipo I, como sustentagio primadria, além de
fibras e filamentos de colageno tipo III, V, VI e fibronectina (MARTINEZ-HERNANDEZ
e AMENTA, 1993a).

No espaco porta o tecido conjuntivo mostra uma estrutura formada por focos de
finas fibras de colageno, ocasionalmente fibras elasticas, uma MB bem definida ¢ uma
populagio de células mesenquimais, como fibroblastos, células mononucleares, etc.
(MARTINEZ-HERNANDEZ e AMENTA, 1993a).

O tecido conjuntivo intralobular € formado por fibras reticulares, que
constivem uma rede firmemente entrelacada, em tormo das células hepaticas
(MARTINEZ-HERNANDEZ e AMENTA, 1993a). Os sinusdides tém abundantes
fenestragdes endoteliais, que sdo aberturas entre as células sinusoidais. Possuem uma MB
descontinua, fazendo do sinusdide hepatico o ideal para facilitar a troca bidirecional de
macromoléculas entre plasma e hepatodcitos, sendo o figado o unico 6rgio epitelial que néo
impde barreiras entre 0 plasma e a superficie epitelial
(BURT, 1993; MARTINEZ-HERNANDEZ e AMENTA, 6 1993a). No espaco de Disse

observam-se células sinusoidais (células endoteliais, céhilas de Ito ou estelares e células de
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Kupffer), encontrando-se os componentes da matriz distribuidos, néio sendo observado, no
entanto, uma membrana basal caracteristica entre o leito dos sinusdides e as células do
parénquima hepatico (BISSEL et al., 1990). Os componentes da MEC, MMP e TIMPs s&o
principalmente produzidos por ativagio de células estrelares através de citocinas

(NAGASE, 1998; BRENNER et al., 2000).

Sdo conhecidas quatro classes de componentes da matriz: colageno,
glicoproteinas, proteoglicano e elastina (SCHUPPAN e HAHN, 1987), sendo descritos
varios tipos de colageno, encontrando-se no figado os tipos I, HI, IV, V ¢ VI
(HAHN e SCHUPPAN, 1985). Esses colagenos representam um ter¢o do total de proteina
do corpo humano, € 10% do total de proteina do figado, aumentando significativamente na
fibrose hepatica (GRESSNER, 1991).

O colageno tipo IV é o principal componente da membrana basal
(MARTINEZ-HERNADEZ e AMENTA, 1993a; LEVAVASSEUR et al., 1995), tendo sido
o foco de muitos trabalhos, que evidenciam o seu papel na morfogénese, diferenciacio, e na
capilarizagfio sinusoidal da fibrose hepatica (SCHAFFNER e POPPER, 1963; HAHN et al,
1980).

As glicoproteinas também sfo elementos chave na estrutura e organizagio
funcional da matriz (HAKAMORI et al,, 1984; HYNES, 1985; MARTIN ¢ TIMPL, 1987).
A laminina ¢ a glicoproteina mais abundante e melhor caracterizada, tendo sido encontrada
em todas as membranas basais estudadas (KLEINMAN et al., 1985; TIMPL. et al., 1987,
LEVAVASSEUR et al., 1995).

A classificagBo dos proteoglicanos ¢ baseada no dissacarideo predominante:
sulfato de condroitina, sulfato dermatico, sulfato queratinico, sulfato de heparano e acido
hialurdnico. Estdo presentes em todas as matrizes de tecido conjuntivo ¢ MB, onde
interagem com colageno e elastina, determinando algumas propriedades biomecénicas dos
tecidos (BISSEL et al., 1990; SILVA, 1994)

Os fatores que regulam a produc@o da MEC podem ser agrupados em soliveis e
ndo soliveis. O fator mais insolivel é a propria MEC, a qual modula a estrutura e a fungio
dos lipocitos em cultura de células. Entre os fatores soliveis, destacam-se as citocinas

(BISSEL et al, 1990; BURT, 1993), sendo o TGFB (fator de crescimento) uma das
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citocinas mais importantes na estimulagdo de células estrelares para produzir MEC
(CLEMENT et al, 1993; HOGEMANN e DOMSCHKE, 1993; ANDUS ¢ HOLSTEGE,
1994; BLAZEJEWSKI et al., 1995; AKAHOSHI et al., 2002).

A degradaciio do colageno ¢ mediada por proteinases especificas, muitas das
quais tém sido caracterizadas como enzimas purificadas e (ou) clonadas pelo DNA
(ROJKIND e PEREZ-TAMAYO, 1983; MURAWAKI et al, 1993; ARTHUR, 1994)
sendo as mais conhecidas as MMP, as proteases séricas, a plasmina e a proteinase 1
(BISSEL et al,, 1990; ARTHUR, 1994).

As metaloproteinases (MMP) formam o maior grupo (BISSEL et al., 1990) de
proteases que degradam todos os componentes da MEC. Podem ser agrupadas em quatro
categorias: colagenases, que degradam as maiores estruturas do colégeno, estromelisina,
que degradam substratos da MEC; gelatinases que degradam colagenos desnaturados e
componentes da membrana basal e metaloproteinases tipo mebrana que podem digerir
colagenos e outras MMP (KIESEIER et al, 1999; ELLERBROEK e STACK, 1999,
LI et al., 2000; SPINALE et al,, 2000). Uma outra metaloproteinase, chamada MMP-12,
degrada elastina e alguns componentes da membrana basal
(GONSKI et al, 1997, MATSUMOTO et al, 1998;).

A atividade das MMP ¢ regulada por ag@o proteolitica e por ativagido de
inibidores de protease, como alfa macroglobulina e TIMP
(MURAWAKT et al, 1993; ARTHUR, 1994, NAGASE e WOESSNER, 1999). Foram
descritos quatro tipos de TIMPs (LECO et al, 1997), que inibem a atividade de MMP em
varios niveis (MURPHY e WILLENBROCK, 1995; LIU et al., 1997; BREW et al., 2000).
O TIMP-1 forma um complexo com MMP-9, imbindo sua agdo
{(HOWARD e BANDA, 1991; GOLDBERG et al., 1992; BIGG et al, 1997). Os TIMPs 1 ¢
2, além da inibicdo de MMP também promovem o crescimento de células como
eritroblastos, queratocitos e  fibroblastos (HAYAKAWA et al, 1992;
STETLER-STEVENSON;, 1992; HAYAKAWA et al, 1994; CHESLER et al., 1995) ¢ tém
sido mostrados como antiapoptoicos em alguns tipos de célula, enquanto o TIMP-3 pode
ser pro-apoptoico (ALEXANDER et al., 1996; VALENTE et al., 1998; GUEDEZ et al,
1998; BAKER et al., 1998).
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Em situagGes fisiologicas como a gravidez, ou na regeneragfo hepatica apos
hepatectomia, ou crescimento do rim apods nefrectomia unilateral, a proporcio entre células
e MEC esta alterada, porém, apos o término do processo, a proporgdo volta a normalizar
(MARTINEZ-HERNANDEZ e EMENTA, 1993b). A excessiva deposi¢ao de componentes
da matriz extracelular em resposta a uma variedade de estimulos cronicos resulta na
formacao da fibrose hepatica (BRENNER et al., 2000).

1.2 - Fibrose hepitica

A fibrose hepética ocorre inicialmente em trés localizagdes: em torno dos
hepatdcitos, dos ductos biliares e no espago porta (POPPER ¢ UDENFRIEND, 1970).
Com a evolugfio observa-se formagio de septos que cortam o parénquima hepatico ou
delimitam nédulos, penetrando os lobulos, em torno das células e ao longo dos sinusdides
(SCHUPPAN, 1990).

Uma variedade de estimulos adversos, como toxinas, virus, estase biliar,
parasitas ou outros, pode levar a estimulag8o de citocinas, que por sua vez estimulam a
transformacgéo de células estrelares em miofibroblastos (SCHUPPAN e GRESSNER, 1998;
FRIEDMAN, 2000; SEDLACZEK et al, 1994) com consequente sintese acentuada de
MEC e excessiva deposi¢io de fibrose. Nas doencas agudas, como hepatites virais, a
fibrogénese ¢ balanceada pela fibrolise, com consequente remogdo do excesso de MEC
pelas metaloproteinases. Com a repeticdo da agressdo severa, prevalece a fibrogénese,
diminuindo a atividade ¢ secrecio de metaloproteinases e aumentando a deposigio de
inibidores fisiologicos da metaloproteinase, em especial o TIMP-1 (IREDALE et al., 1996;
SCHUPPAN e GRESSNER, 1998; FRIEDMAN, 2000) instalando-se a fibrose.

Na cirrose hepatica, a quantidade de colageno aumenta em até 10 vezes o valor
normal que é de 0,64mg/g de proteina (SCHUPPAN, 1990), observando-se capilarizacio
sinusoidal, colagenizagio de espago de Disse, formagio de septos, nodulos de regeneracio
e transformagdoc da arquitetura lobular (POPPER e UDENFRIEND, 1970;
MARTINEZ-HERNADEZ ¢ EMENTA, 1993b).
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Um aumento da deposicdo perisinusoidal de laminina e colageno tipo IV
anunciam a formacdo de capilarizacio da membrana basal (SCHAFFNER e POPPER,
1963; HAHN et al., 1980, NIEMELA et al., 1985), tendo seu aumento correlacionado com
o grau de fibrose e com gradiente de pressdo portal-hepatica. (KROPF et al, 1988).
NEVES (2000) estudando a deposigdo de laminina no tecido hepatico de ratos com fibrose
hepatica induzida por tetracloreto de carbono, observou que a laminina depositou no septo

fibroso e no espaco de Disse, correlacionando-se com a progressio da fibrose hepatica.

Ambos, laminina e colageno tipo IV foram estudados em pacientes com doenca
hepatica alcoolica, sendo considerados marcadores para a gravidade da doenca hepatica
alcoolica, em pacientes com cirrose hepatica (NIEMELA et al., 1990; TSUTSUMI et al,,
1995; CASTERA et al., 2000).

O colageno tipo IV vem sendo estudado em varias doengas hepaticas, tendo
sido considerado um sensivel indicador de  cirrose na hemocromatose
(GEORGE et al,, 1999) e um marcador para cirrose hepatica, com 83% de sensibilidade ¢
88% de especficidade (MURAWAKI et al., 1996). Em um outro estudo um peptideo do
colageno IV (TH-IV) foi considerado o melhor marcador para diferenciar doencga hepatica
alcodlica da ndo alcodlica (TSUTSUMI et al., 1996).

Na fibrose hepética, os TIMPs inibem a atividade de MMP, presumindo-se que
em doengas fibréticas, a expressio de TIMPs deve ser elevada, enquanto espera-se que os
niveis de MMP sejam decrescentes. UENO et al. (1996) observaram elevacgdes de TIMP-1
em pacientes portadores de varias doencas hepaticas, como hepatite viral aguda, cirrose,
hepatite alcoohica e cirrose alcodlica em relagdo ao grupo controle, sendo esses resultados

confirmados em outros estudos (BIGG et al., 1997, CAMPBELL et al., 2001).

A esquistossomose mansoni € uma doen¢a do mesenquima, havendo
preservagio da arquitetura do lobulo hepatico (EL-GAREM, 1998). A alta carga do verme
é o principal fator na patogénese (CHEEVER, 1968; COURA e CONCEICAO, 1981)
existindo ainda outros fatores que desempenham um importante pape como repetidas
infecges, idade, grupo étnico do paciente, grupo sanguineo, duragdo da infecgo, faléncia
da imunomodulacio e determinante HLA (PEREIRA et al., 1979; COLLEY et al., 1986;
TAVARES-NETO e PRATA, 1989; PRATA, 1991).
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O granuloma hepatico formado em torno dos ovos maduros vai sofrendo
alteragdes no tamanho, aparéncia e conteado celular, com o tempo. Essas mudancgas
ocorrem exclusivamente no figado, ja que ndo foram encontradas alteragdes do tamanho e
aparéncia do granuloma no pulmio e intestino (SILVA et al, 2000). Componentes da
matriz extracelular foram encontrados em todos os granulomas: colageno tipo I, Ill e IV,
fibronectina, laminina, proteoglicano e elastina (ANDRADE e WARREN, 1964; PARISE
et al, 1985). O colageno tipo IV e a laminina foram encontrados em pequena quantidade
nos vasos recém formados e na periferia do granuloma (PARISE et al., 1985; GRIMAUD
et al, 1987, ANDRADE e GRIMAUD, 1988), como também os glicosaminoglicanos
(ANDRADE et al., 1992; SILVA, 1994).

No tecido fibroso, foram detectados componentes da MEC, colageno tipo I e
procolageno III (EL. MENEZA et al., 1989, ANDRADE et al, 1992), enquanto que o
colageno tipo IV e a laminina foram detectados em maior quantidade na membrana basal

(MB) de vasos € ductos biliares (ANDRADE et al., 1992).

VAILLANT et al. (2001} observaram a expressdo de metaloproteinases (MMP)
e seus inibidores, em especial TIMP-1 (inibidor tecidual de metaloproteinase) em figado de
ratos infectados por Schistossoma mansoni, sendo essa expressdo correlacionada com o

desenvolvimento da fibrose.

Estudos prévios também mostraram que a expressio de TIMP 1 e 2 esta
correlacionada com a resposta fibrética. No entanto nfo foi observada uma relagdo com a
patogénese da doenga (VAILLANTet al., 2001).

GOMEZ et al. ( 1999) demonstraram que durante infecgiio prolongada devido i
esquistossomose, observa-se a imunohistoquimica a presenga de metaloproteinases e
TIMP-1 ¢ 2 em granulomas ativos no figado, ndo sendo observado o mesmo em tecido
fibroso denso, que corresponde & fibrose antiga, ou em granulomas sem atividade
inflamatéria. Esses achados confirmaram estudos anteriores, onde foram encontrados
apenas focos de reabsorgdo do colageno (ANDRADE e GRIMAUD, 1988;
ANDRADE et al., 1992).
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A reabsorciio do tecido fibroso nfio esta completamente esclarecida, havendo
estudos descrevendo degradagio da fibrose, apdés tratamento medicamentoso da
esquistossomose, tanto em animais (ANDRADE e GRIMAUD, 1988) como em humanos
(ANDRADKE et al, 1992). A degradagdo da fibrose periovular inicial ocorre poucos dias
apos o tratamento e se completa em dois a quatro meses (TAKIY A et al., 1993). Entretanto,
em granulomas formados depois de prolongadas infestagdes, a reabsor¢io parcial ou total
da fibrose pode levar mais tempo para se concretizar, podendo chegar a 2-3 anos
(BINA e PRATA, 1983; MOHAMED-ALI et al, 1991). Alguns autores observaram a
microscopia eletronica, focos de reabsor¢iio de colageno no espago porta mesmo em
pacientes com doenga hepatica avangada (ANDRADE e GRIMAUD, 1988;
GOMEZ et al., 1999).

O diagnoéstico da fibrose hepatica é realizado essencialmente por técnicas
morfoldgicas. Através do estudo do fragmento de bidpsia pode ser examinada a arquitetura
lobular, grau de dano do hepatdcito, infiltrado inflamatério, deposigio de fibrose,
regeneragio e formagio de nédulos (ROTKIND e PEREZ-TAMOYO, 1983; WU, 1993).

Nas ultimas décadas a ultra - sonografia se estabeleceu como uma referéncia
importante no diagnéstico da fibrose periportal, com boa sensibilidade e especificidade
tendo sido extensivamente utilizada para o estadiamento e diagndstico da Esquistosssomose
mansoni (CERRI et al, 1984; ABDEL-WAHAD et al, 1990;
DOEHRING-SCHWERDTFERGER et al., 1992; DOMINGUES et al., 1993; GUANGJIN
et al, 2002), podendo ser aplicada em  comunidades endémicas
(HATZ et al, 1992; DOEHRING-SCHWERDTFERGER e KARDOFF, 1995). Este
método permite estabelecer o diagnostico tardio da doenga com precisio, havendo
controversias quanto a definicio em fases mais precoces (HATZ et al, 1992;
NOOMAN et al, 1995; THOMAS et al,, 1997, YAZDANPANAH et al_, 1997).

Deste modo, uma opgio de método nfo invasivo para o diagnostico da fibrose
na esquistossomose, inclusive em fases mais precoces, poderia ser através dos marcadores
séricos de fibrose, que quantificam as alteragdes no sangue e/ou urina, fornecendo dados do

processo dindmico da fibrose.
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Varios estudos tém demonstrado o aumento dos niveis dos marcadores
sorologicos da fibrose, como o coldgeno tipo IV, laminina e TIMP-1, em associagio com a
fibrose hepatica em varias doengas hepaticas crénicas (CHOSSEGROS, 1995; SUOU et al.,
1996; CAMPBEL et al, 2001; BOEKER et al., 2002; NAJGAARD et al., 2003).
Entretanto, existem poucos estudos na literatura avaliando os marcadores da fibrose na
esquistossomose. Em trabalbo de dissertacio de mestrado (WYSZOMIRSKA, 1999), a
autora encontrou um aumento de colageno tipo IV e laminina em pacientes portadores de
Esquistossomose mansoni em todas as formas cronicas da doenga, sendo essas alteragdes

significantes nas formas mais avancadas.

1.3 - Papel do baco na fibrose hepatica

HENDERSON et al. (1993) mostraram que ratos infectados com Schistossoma
mansoni desenvolvem maciga esplenomegalia com fibrose difusa do drgio, além de
anormalidades imunologicas. A esplenomegalia encontrada foi do tipo linfoproliferativa,
mais que congestiva, sendo esses achados semelhantes ao encontrado no homem
(CHEEVER, 1993).

YAMAMOTO (1979) encontrou alteracdes no figado de portadores de
hipertensdo portal idiopatica, como congestio venosa, inflamacgdo, fibrose e necrose, e
sugeriu que essas alteragdes podem ter repercussdes na estrutura e fun¢o do bago, e que

uma reciprocidade poderia ocorrer.

Virios aspectos da regeneracio hepatica tém sido estudados e muitos estudos
experimentais t€m mostrado que a esplenectomia acelera a regeneragdo hepética e inibe a
formagdo da fibrose hepatica (PEREZ-TAMOYO e ROMEROQO, 1958; WANG et al., 1995;
TOMIKAWA et al., 1996). Outros estudos demonstraram que a embolia parcial do bago
melhorou a fungdo hepatica em pacientes portadores de hiperesplenismo secundario a
cirrose hepatica (HIRAI et al., 1986, MURATA et al, 1996).

A esplenectomia reduz o fluxo sanguineo portal (WEESE et al., 1984;
MATSUBARA et al, 1992) o que poderia nos levar a pensar inicialmente que ocorreria
uma piora da func#io hepatica, nio sendo, no entanto esses os resultados observados. Um

outro aspecto a ser considerado € que com a redu¢io do fluxo portal haveria uma redugio
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do fluxo de sangue do bago para o figado, mobilizando menor quantidade de componentes
esplénicos para o figado, o que daria suporte para a existéncia de fatores humorais
originarios do bago, que inibiriam a regeneragio hepatica e promoveriam a fibrose hepatica.
AKARQOSHI et al. (2002) observaram que macrofagos do bago produzem TGF-B1 e
procuraram estudar os efeitos da esplenectomia na produgiio de TGF-f1 no baco e suas
conseqiiéncias. Os seus resultados mostraram que a producio de TGF-B1 caiu apds a
cirurgia e que a regeneracdo do figado foi observada até 60 dias apds a cirurgia. A
conclusio dos autores foi que a esplenectomia poderia contribuir na methora das condi¢Bes

do paciente com cirrose.

Em outros estudos, a esplenectomia provocou diminui¢io do tamanho do
granuloma periovular no figado, exceto guando a esplenectomia foi realizada na oitava
semana de infecgdo, quando houve um aumento da reagio em tormo do ovo
(HOOD e BOROS, 1980; ARRUDA et al, 1993), enquanto KHALIL et al. (1991)
observou que a esplenectomia realizada melhorou a resposta imunchumoral € aumentou a

relagio de linfocitos CD4:CDS.

Baseados nessas observacdes, ANDRADE et al (1998), usando ratos
infectados por Schistosoma mansoni como modelo, investigaram o papel do bago na
patogénese da fibrose periportal, observando como a fibrose se comporta em animais
esplenectomizados. Os resultados mostraram que apesar de menos freqiiente, a fibrose
hepética também se desenvolveu na auséncia do bago. Os autores concluiram que o papel
do bago no desenvolvimento da fibrose periportal parece ser importante, mas nfio essencial.
Outros fatores teriam um papel significante na manutencdo do processo de fibrose, como
alteragOes vasculares, que ocorrem devido a continua chegada de ovos no figado ¢ a
formacdo de fina rede vascular em torno dos ramos  portais
(ANDRADE e CHEEVER, 1971). Ainda poderia haver influéncia da propria dindmica
vascular com o bago, ja que a esplenomegalia contribui com maior aporte de sangue e
consequente aumento da hipertensdo portal (ANDRADE e ANDRADE, 1965; BISHOP ¢
LENSING, 1982). A alta carga parasitaria, fatores imunologicos (COLLEY et al,, 1986),
a¢io de citocinas (CHEEVER et al, 1992) e alteragbes da matriz extracelular
(PRAKASH et al,, 1991; ANDRADE, 1994) sdo fatores que também poderiam influenciar
na perpetuacgio da fibrose.
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As alteragBes histoldgicas do bago de portadores de Esquistossomose mansoni,
forma hepatoesplénica, exibem um achado tipico de esplenomegalia esclerocongestiva,
semelhante ao associado aos outros tipos de hipertens&o portal (MOSCHOWITZ, 1948). As
fibras espiénicas mostram uma aumentada quantidade de matriz extracelular, com a
presenga de c€lulas fusiformes, assemelhando — se ao tecido conjuntivo. Essa fibrose das
fibras esplénicas altera a circulagdo intraesplénica, observando-se um aumento da passagem
de sangue arterial para o leito venoso, com um aumento do volume sanguineo e da pressdo
da circulagdo portal. (ANDRADE e ANDRADE, 1965). A microscopia eletrbnica,
YAMAMOTO em 1979, observou um aumento do sistema venoso do baco, sendo a
hiperplasia mais frequente que hipertrofia, constituindo isto a base morfologica da

esplenomegalia congestiva.

As alteragdes da MEC no bago de pacientes portadores de Esquistossomose
hepatoesplénica foram estudadas por FREITAS et al. (1999). O estudo foi realizado em 34
bagos de pacientes submetidos a esplenectomia através de histologia, microscopia
eletrbnica e imunofluorescéncia para colidgeno I, Il e IV, fibronectina e laminina. Os
resultados mostraram dilatacio congestiva do sistema venoso e fibrose difusa das cordas
esplénicas devidas a0 aumento de componentes da matriz extracelular, especialmente
colageno IV e laminina e auséncia de colageno I ¢ IIf em pequenos focos, na 4rea da polpa
vermelha e fora dos vasos venosos. Entretanto, a fibrose, definida como deposigo de
fibrilas de colageno, foi considerada um achado sem importincia na esplenomegalia
esquistossomotica. A fibrose das fibras esplénicas resultou de um aumento de seus
componentes normais, que sdo colagenos, glicoproteinas e proteoglicanos da membrana
basal, parecendo serem os responsaveis pela congestdo, pelo aumento da pressio dos vasos
venosos e pela perda da elasticidade do bago. Desta forma o termo fibrose congestiva do
bago seria inadequado, ja que as alteragdes s3o de fibrose e ndo de congestio. AlteragOes
observadas na polpa branca ndo pareceram importantes no aumento do tamanho e no peso

do bago, quando comparado com as alteragSes na polpa vermetha.

Por outro lado a polpa branca parece ser um local importante de ativago de
linfocitos no bago, tendo sido observado seu envolvimento na resposta imune de antigenos

(KOPP, 1990). Além disso, o bago tem sido identificado como um importante local para
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proliferagdo de linfocitos e maturacio de macrofagos 1985). Em estudo mais recente
(MARTINS-FILHO et al., 1998), observaram um aumento na percentagem de linfocitos
CD2+ e CD3- no bago de pacientes portadores de esquistossomose hepatoesplénica,
sugerindo que a perda de CD3 foi devida a ativagdo de células T, tendo um importante

papel no desenvolvimento ¢ manutengio da esplenomegalia.

Considerando a endemicidade da EM no nosso meio, em especial a morbidade
da forma hepatoesplénica, bem como a importéncia da fibrose nas doencas hepaticas e a
necessidade de mais estudos para esclarecer o papel do bago no processo de fibrose, surgiu
nosso interesse em estudar o comportamento de marcadores séricos de fibrose hepatica
(colageno tipo IV e TIMP-1), em pacientes portadores de Esquistossomose mansoni,

submetidos a esplenectomia.
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2-OBJETIVOS




Avaliar a importancia do baco na fibrogénese e na degradacgio da fibrose no
figado, através do estudo do TIMP-1 (inibidor de metaloproteinase) e Colageno tipo IV, em
pacientes portadores da forma hepatoesplénica da Esquistossomose mansoni, submetidos a

esplenectomia com desconexdo azigo-portal.

2.1 - Objetivos Especificos

Estudando pacientes portadores da forma hepatoesplénica da Esquistossomose
mansoni, antes € apos serem submetidos a esplenectomia com desconex3o azigo-portal,

objetivou-se:

1. Avaliar os efeitos da esplenectomia nos niveis séricos do TIMP-1 e

Colageno tipo IV.

2. Avaliar possiveis correlagdes existentes enire os niveis séricos de TIMP-1 e
Colageno tipo 1V com resultados de exames laboratoriais, achados de ultra—

sonografia e alteragdes histologicas.
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3 - CASUISTICA E METODOS
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Foram avaliados individuos procedentes de regido endémica para Schisfosoma
mansoni, atendidos no Ambulatério de Doengas do Figado no Hospital Universitario
Professor Alberto Antunes da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Alagoas
(HUPAA/UFAL) entre abril de 2000 e julho de 2002.

Foram inchuidos no estudo 24 pacientes com média de idade de 36,92+13,59
anos, sendo 17 pacientes do sexo masculino e 07 do sexo feminino. Todos os pacientes
haviam apresentado episddios de hemorragia digestiva alta e foram incluidos no estudo
apoOs 60 dias do ultimo episddio, tendo também sido submetidos ao tratamento especifico

60 dias antes da inclusdo no estudo.

Todos os pacientes foram submetidos 4 coleta de dados epidemiologicos e
seguiram um protocolo que incluiu a realizagdo de hemograma, exames bioquimicos,
sorologias para hepatite B, C e HIV, parasitologico de fezes, endoscopia digestiva alta,
ultra-sonografia de abdome superior, determinagdo de colageno tipo IV e de inibidor de

metaloproteinase {TIMP-1).

3.1 - Critérios de inclusao
- Idade entre 14 ¢ 68 anos;
- Ambos 0s sexos;
- Pacientes com epidemiologia positiva para EM,

- Pacientes com um ou mais exames positivos para EM: parasitologico de

fezes, biopsia retal, ultra-sonografia de figado, biopsia hepatica;

- Pacientes com indicacio para realizagio de esplenectomia devido

hemorragia digestiva alta prévia e/ou pancitopenia sintomatica.
- Abandono do protocolo.

- Consentimento pds-informado
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3.2 - Critérios de exclusio
- Hepatite crénica viral;
- Outraé doengas que afetam o figado;
- Etilismo crénico;
- Gravidez;
- Antecedentes de uso de drogas hepatotoxicas;
- Anti HIV positivo;

Para inclusdo no estudo, foram selecionados pacientes com indicagdo prévia de
serem submetidos a esplenectomia. Por ocasifio da cirurgia foi realizada bidpsia hepatica
em cunha. O material de biopsia hepatica e o bago foram encaminhados para estudo

histopatologico.

Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica do HUAA/UFAL.

3.3 - Critérios para o diagnoéstico de esquistossomose mansoni

Os pacientes foram classificados de acordo com a forma clinica hepatoesplénica
descompensada da doenca, apresentada na ocasiio da realizacdo do protocolo clinico,
sendo usado os critérios adotados por Coutinho (1968) e Coutinho & Domingues (1993)
(Anexo I). Segundo esses critérios a forma hepatoesplénica descompensada é considerada

em;

- Pacientes com epidemiologia positiva para EM, hepatoesplenomegalia ao
exame clinico e se haviam apresemtado pelo menos um episodio de

descompensagdo por hemorragia digestiva.

Todos os pacientes foram submetidos ao tratamento medicamentoso para

esquistossomose mansoni 60 dias antes de ser incluidos no estudo.
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3.4 - Critérios para indicacio de esplenectomia com desconexio azigo-portal

Os critérios para realizag@o de esplenectomia foram a ocorréncia de um ou mais
episddios de hemorragia digestiva alta secundaria ao rompimento de varizes de esdfago

e/ou pancitopenia sintomatica.

3.5 - Exames laboratoriais

Os exames de hematologia, bioquimica e sorologias foram realizados no

Laboratdrio de Patologia Clinica do HUPAA/UF AL, utilizando kits comerciais.

As determinagdes de gamaglutamil transpeptidase (GGT), da fosfatase alcalina
(FA), da aspartato aminotransferase (AST), da alanina aminotransferase (ALT), da
bilirrubina direta (BD), da bilirrubina indireta (BI) e albumina (ALB) foram realizadas, em

todos os pacientes e foram avaliadas pelo método colorimétrico direto automatizado.

A contagem de leucocitos (LEUC), plaguetas (PLQ) e hemoglobina (HGB)

foram realizadas em todos os pacientes por método automatizado.

O RNI foi realizado, em todos os pacientes e foi determinado pelo método
Quick modificado.

As sorologias para HIV, HbsAg, antiHBc e anti HCV foram realizadas todos

pacientes por meio de método imunoenzimatico.

3.6 - Endoscopia digestiva alta

A endoscopia digestiva alta foi realizada em todos os pacientes no pré —
operatdrio, pelo mesmo examinador, para o diagnostico de varizes de esdfago, usando
aparelho de video endoscopia Olympus no Servico de Endoscopia Digestiva do

HUPAA/UFAL. As varizes esofagicas foram classificadas de acordo com o calibre em:
CO0 - auséncia de varizes;
C1 - varizes de fino calibre;
C2 - varizes de médio calibre;

C3 - varizes de grosso calibre.
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3.7 - Ultra-sonografia de abdome superior

A ultra—sonografia de abdome superior foi realizada em 23 pacientes, no
servico de Ultra-sonografia do HUPAA/UFAL, pelo mesmo examinador, seguindo
protocolo adotado pela Organizagdio Mundial de Sande (WHO, 1996), utilizando aparelho

Toshiba com transdutor linear/convexo de 3,75 Mhz. Os parametros observados foram:
A - Superficie do figado — regular, levemente irregular e irregular.
B - Tamanho do lobo esquerdo

Menor ou igual a 70 mm - tamanho normal
Maior que 70 mm - tamanho aumentado
C - Tamanho do lobo direito
Maior que 140 mm - tamanho normal
Igual ou menor que 140 mm - tamanho diminuido
D - Ecogenicidade periportal
Grau zero (até 3 mm) - ecogenicidade preservada (Figura 1).
Grau 1 (entre 3-5 mm) - ecogenicidade aumentada (Figura 2).
Grau 2 (entre 5-7 mm) - ecogenicidade aumentada (Figura 3).

Grau 3 (acima de 7 mm) - ecogenicidade aumentada (Figura 4).
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Figura 1 - Espessamento periportal grau 0, detectado através de ultra-sonografia
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Figura 2 - Espessamento periportal grau 1, detectado através de ultra-sonografia
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Figura 3 - Espessamento periportal grau 2, detectado através de ultra-sonografia
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Figura 4 - Espessamento periportal grau 3, detectado através de ultra-sonografia

E - Didmetro de veia porta
Menor ou igual a 12 mm - didmetro normal
Acima de 12 mm - didmetro aumentado
F - Presenca de colaterais
G - Tamanho do bago
Até 120 mm - normal
Acima de 120mm - aumentado
H - Presenca de ascite
1 Espessamento da parede da vesicula biliar
Normal - se a espessura for menor que 5 mm
Aumentado - se toda a espessura da parede for igual ou maior que 5 mm

J - Parénquima hepatico — homogéneo ou heterogéneo.
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3.8 - Estudo histopatolégico do figade e do baco

O processamento e a analise microscopica de amostra do figado e do bago

foram realizados no Laboratério de Patologia do HUPAA/UFAL.

A biopsia do figado foi realizada, em cunha, por ocasifio da realizagio da
esplenectomia, pela mesma equipe cirirgica. O bago foi pesado apos ser retirado e a pega

inteira foi encaminhada para o laboratorio de patologia.

Os fragmentos do figado e o bago foram fixados em formol a 10%, embebidos e
incluidos em parafina. Os cortes foram rotineiramente corados pelos métodos de

hematoxilina-cosina e tricrdmico de Masson.

Para o estudo da fibrose periportal foi realizada uma analise semiquantitativa
(Coelho, 1971; Rocha, 1998) considerando-se a expansdo causada pela fibrose em espagos

porta de tamanho moderado e grande:

Fibrose grau I ~ espagos porta pouco ampliados, até uma vez o tamanho de um
espago porta normal, com discreto aumento dos componentes da matriz extracelular, e de

infiltrado inflamatério (Figura 5).

Fibrose grau II — expansdo de espagos porta uma a trés vezes o tamanho de um
espago porta normal, com moderado aumento dos componentes da matriz extracelular e

formacfio de septos (Figura 6).

Fibrose grau Il — expansdo de espagos porta acima de trés vezes o tamanho de
um espago porta normal, com acentuado aumento do tecido conjuntivo, formag&o de pontes
que ligam espago — porta com espago - porta e/ou veia central, com evidente neoformagio

vascular (Figura 7).

No estudo histopatologico do bago foi realizado estudo qualitativo quanto

presenc¢a ou ndo de fibrose e congestdo venosa.
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Figura 5 - Fibrose periportal histologica grau I. 200X
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Figura 6 - Fibrose periportal histologica grau II. 200X
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Figura 7 - Fibrose periportal histologica grau IT1. 200 X

3.9 - Determinacio do coligeno tipo IV

A determinago sérica de colageno tipo IV foi realizada em todos os pacientes,

utilizando kit comercial (Biotrin, Irlanda), no Laboratoric de Hepatologia do
Gastrocentro/UNICAMP nos seguintes tempos:

1. Pré — operatorio (PRE)
2. Pos ~ operatorio imediato (PO1) — dois dias apés a esplenectomia.

3. Pés — operatorio tardio (PO2)~ 60° dia ap6s a esplenectomia.
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Apés jejum de 6 horas as amostras de sangue foram coletadas a vacuo,
centrifigadas e o soro armazenado a -20° C no Laboratério de Patologia Clinica do
HUPAA/UFAL. A seguir foi transportado em gelo seco até o Laboratorio de Hepatologia

do Gastrocentro.

As determinacdes séricas de colageno tipo IV foram realizadas em duplicata,
através de reacio imunoenzimatica (EIA) usando-se dois anticorpos monoclonais como
descrito no kit. Paralelamente foi obtida uma curva padrdo com concentragdes conhecidas

de colageno tipo 1V (Figura 8).

Os valores de normalidade foram obtidos através da avaliagio prévia
(WYSZOMIRSKA, 1999) de um grupo-controle constituido por 18 voluntarios
assintomaticos, sendo a média de valores de 57,18+18,04ng/mL A dosagem minima de

colageno tipo IV detectavel neste método € de 0,015ng/mL.

A variagiio intraensaio mostra a precisio do exame e foi calculada com duas
conhecidas concentracdes de colageno tipo IV, que foram analisadas por 5 vezes, ficando o
coeficiente de variagdo (CV) em 8,9% e 7,7%. A variagio interensaio mostra a precisio
entre exames de amostras diferentes e foi calculada com conhecidas concentragtes de
colageno tipo IV analisadas em duplicata em 10 amostras, sendo o CV de 5,3% e 4,8%.

Considerou-se reprodutivel um CV abaixo de 15%.
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Figura 8 - Curva padrdo do colageno tipo IV

3.10 - Determinacio de TIMP-1

A determinagdo sérica de TIMP-1 (inibidor de metaloproteinase) foi realizada
em todos os pacientes, utilizando kit comercial (Chemicon International, Inc., Canad4), no

Laboratorio de Hepatologia do Gastrocentro/UNICAMP nos seguintes tempos:
1. Pré — operatdrio (PRE)
2. Po6s — operatdrio imediato (PO1) — dois dias ap6s a esplenectomia.
3. Pos — operatdrio tardio (PO2)- 60° dia apos a esplenectomia.

Apos jejum de 6 horas as amostras de sangue foram coletadas a vacuo,
centrifugadas e o soro armazenado a -20° C no Laboratério de Patologia Clinica do
HUPAA/UFAL. A seguir foi transportado em gelo seco até o Laboratério de Hepatologia

do Gastrocentro.
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As determinagdes séricas de TIMP-1 foram realizadas em duplicata, atraves de
reagio imunoenzimatica (EIA) usando-se dois anticorpos monoclonais como descrito no

kit. Paralelamente foi obtida uma curva padrio com concentragdes conhecidas de TIMP-1

{Figura 9).

Foram utilizados como valores de normalidade do método aqueles fornecidos
pelo fabricante do kit, sendo o nivel sérico normal de 183+30ng/mL A dosagem minima de

TIMP-1 detectavel neste método € de 0,0096ng/mL.

A variacdo intraensaio mostra a precisio do exame e foi calculada com duas
conhecidas concentracdes de colageno tipo IV, que foram analisadas por 5 vezes, ficando o
coeficiente de variagio (CV) em 8,9% e 7,7%. A variagdo interensaio mostra a precisdo
entre exames de amostras diferentes e foi calculada com conhecidas concentragdes de
colageno tipo IV analisadas em duplicata em 10 amostras, sendo o CV de 5,3% ¢ 4,8%.

Considerou-se reprodutivel um CV abaixo de 15%.
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Figura 9 - Curva padrdo de TIMP-1
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3.11 - Anilise estatistica

Para descrever o perfil da amostra segundo as diversas varidveis em estudo,
foram feitas tabelas e graficos de freqiiéncia das varidveis categoricas (sexo, idade) e
estatisticas descritivas (média, desvio padrio, mediana, minimo, e maximo) das variaveis
continuas (colageno tipo 1V, TIMP-1, resultados de exames laboratoriais, de

uitrasonografia, de biopsia hepatica e graus de varizes de esdfago).

Para analisar o comportamento do colageno tipo 1V em relagio aos controles e
de TIMP-1 em relacio aos valores normais fornecidos no kit foi utilizado teste de
Friedman. Para a comparagdo entre os tempos PRE, PO1 e PO2, optou-se pelos testes
ndo-paramétricos devido & assimetria e a anormalidade dos valores, utilizando-se teste de

Wilcoxon (corrigido para cornparagBes multiplas).

Para apresentar graficamente a comparagio das médias de colageno tipo IV
entre os tempos PRE, PO1 e PO2 foi utilizada a plotagem pelo método de Tukey, onde as
linhas acima e abaixo da caixa representam os valores maximos e minimos da concentra¢io
de colageno tipo IV ¢ a linha na caixa representa a mediana dos valores. Os limites acima e
abaixo das barras representam respectivamente, os valores de 95 ¢ 5% das amostras. Foi
utilizada a mesma metodologia para a apresentagio grafica da comparacfio das médias de
TIMP-1 entre os tempos PRE, PO1 e PO2.

Para analisar a influéncia das varidveis continuas (resultados de exames
laboratoriais, achados de ultra - sonografia, de biopsia hepatica e graus de varizes de
esdfago), na evolugio do colageno tipo IV e do TIMP-1, foram calculadas as diferencas
entre os tempos PRE e PO1 e PO2, e a partir dessas diferencas, foram calculados os
coeficientes de correlacdo (Coeficiente de correlagio de Spearman) entre as diferencas e as

demais variaveis.

Para comparagiio entre varidveis continuas foi utilizado o teste de
Mann-Whitney.
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As analises de correlagio entre duas variaveis continuas foram calculadas pelo
coeficiente de correlagio de Spearman. Valores do coeficiente proximos de +1 ou -1 indica

alta correla¢do entre as variaveis.

Para analisar a defini¢io de um ponto de corte para colageno IV foi utilizada a
Curva ROC, que obtém um valor que maximiza a0 mesmo tempo a sensibilidade e a

especificidade.

O nivel de significincia adotado foi de 5%, ou seja, p< 0.05.
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4 - RESULTADOS
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Foram incluidos no estudo 24 pacientes com média de idade de 36,92+13,59

anos, maxima de 61, mediana de 39.5 e minima de 14 anos.

Todos o0s pacientes apresentavam ao exame fisico hepatomegalia com

preponderancia do aumento do lobo esquerdo e esplenomegalia.

Os valores de normalidade para o coligenc tipo TV foram obtidos através da
avaliacdo prévia de um grupo - controle constituido por 18 voluntarios assintomaticos, com

média de idade de 37,61+10,42 anos, sendo 7 do sexo masculino e 11 do sexo feminino

4.1 - Distribuiciio dos pacientes por faixa etiria e por sexo

Em relagfio a distribui¢iic por faixa etiria observamos uma predominincia na

faixa de idade abaixo de 30 anos e entre 40 e 60 anos. (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo de pacientes portadores de Esquistossomose mansoni por faixa

etaria
N <306 anos 30-39 anos 46-49 anos 30-59 anos > 60 anos
Pacientes 24 8 4 6 5 1

Em relagio ao sexo encontramos 17 (70,83%) pacientes do sexo masculino e 7
(29,17%) do sexo feminino (Figura 10).
gur:

[ Masculino
& Feminino

Figura 10 - Distribui¢do de pacientes portadores de Esquistossomose mansoni pelo sexo
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4.2 - Exames laboratoriais

Os resultados dos exames laboratoriais realizados nos paciente estdo descritos

na Tabela 2. Observa-se que ALT, AST, GGT, FA, BD, BI, RNI, ALB apresentaram
discretas alteragBes, enquanto que a contagem de plaquetas (PLQ), hemoglobina (HGB), e

leucocitos (LEUC) apresentaram importantes alteracdes, caracterizando pancitopenia.

Tabela 2 -~ Resultados de exames laboratoriais nos pacientes portadores de esquistossomose

mansoni, forma hepato-esplénica

EXAMES RESULTADOS
MEDIA+DP MAXIMOC MEDIANA MINIMO
ALT(a) 36,33:+21,76 91 31 12
AST(b) 42,04+2742 124 33,5 16
GGT() 56,17+45,32 212 51 12
FA(d) 121,46+94,29 506 110 28
BD (¢) 0,45+0,56 2.76 0.24 0.10
BI () 0,61+0,47 1.8 0.48 0.03
ALB (g) 3,66+0,44 4.4 3.7 2.9
RNI (h) 1,304+0,17 1.72 1.29 1.06
HBG (i) 9,48+218 14 9.3 6.0
LEUC @) 2.512,92+938,84 4.500 2.300 1.360
PLAG (k) 79,47+37,91 169.000 73.350 30.000

a Normal = até 37U/L; b Normal = até 40U/L; ¢ Normal = mulher 7 a 32 homem 10 a 50U/L; d Normal =
mulher 80 a 306 homem 65 a 306U/L; e Normal = 0,1 a 0,4mg/dL; £ Normal = 0,6 a 0,9mg/dL.; g Normal 3,5
a 5,0g/dL; h Normal até 1,20; i Normal 12,5 a 15,5g/dL; j Normal = 5000 a 8000; k Normal 150.000 a

300.000
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4.3 - Endoscopia digestiva

A endoscopia digestiva alta demonstrou varizes de esdfago em todos os
pacientes, sendo quatro com varizes de calibre C2 (16,6%) e 20 (83,7%) com varizes de
calibre C3 (Figura 11).

B C2 Varizes de
medio calibre

HC3 Varizes de
grosso calibre

Figura 11 - Resultados de endoscopia digestiva alta segundo o calibre de varizes

esofagicas em pacientes portadores de esquistossomose mansoni

4.4 - Resultados da ultra-sonografia do abdome superior

A ultra—sonografia do abdome superior foi realizada pelo mesmo examinador

em 23 dos 24 pacientes, seguindo protocolo estabelecido pela OMS (1996).

Em relagio ao espessamento periportal, foi encontrado um aumento nos valores
obtidos {média: 4,86+1,36mm, mediana de 4,6; maximo de 8,9 ¢ minimo de 3,4mm). Dos

23 pacientes, 10 tinham espessamento periportal grau 1, 11 grau 2 e 2 grau 3 (Figura 12).

Na tabela 3 estfio descritos os outros achados do ultra-som. O aumento do
tamanho do lobo esquerdo e diminui¢dic do lobo direito foi encontrado em 22 de 23

pacientes. Todos os pacientes apresentaram aumento do tamanho do bago. O didmetro da
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veia porta foi aumentado em 14 de 23 pacientes. O aumento do espessamento da parede da
vesicula biliar foi observado em 19 de 23 pacientes, enquanto que irregularidade da

superficie hepatica e alteragdes no parénquima hepatico foi observada em cinco de 23
pacientes. A ascite foi detectada em cinco pacientes.

Grau 3
9%
Grau 1
43% A Grau 1
BGrau 2
Grau CGrau 3

48%

Figura 12 - Espessamento periportal por grau, em pacientes portadores de Esquistossomose
mansonti

Tabela 3 - Achados de ultra-sonografia nos 23 pacientes portadores de Esquistossomose

mansoni
ACHADOS DE ULTRA-SONOGRAFIA PACIENTES
Espessamento periportal (mm) 4,86+1.36
Aumento do Iobo esquerdo do figado 22/23
Diminui¢dio do lobo direito do figado 22/23
Aumento do tamanho do bago 23723
Espessamento da parede da vesicula biliar 19/23
Aumento do difimetro da veia porta 14/23
Irregularidade da superficie hepética 5723
Presenca de alteragdes do parénquima hepitico 5/23
Presenca de ascite 5123

Resultados
88




4,5 - Estudo histopatolégico do figado e do baco

O estudo histopatologico do figado e do bago foi realizado em 20 pacientes. O
peso do bago esteve entre 600 e 700g. A analise histologica confirmou a presenca de
achados similares, com dilatacio congestiva do sistema venoso e espessamento difuso das

fibras esplénicas.

No figado observou-se em 6 pacientes a presenca de granulomas, e em todos os
pacientes foi observada a presenga de fibrose periportal e infiltrado inflamatdrio. Em 12
pacientes foram observados septos finos originando-se dos espagos portais ¢ em 07
pacientes esses septos chegavam a formar pontes, sendo preservada a arquitetura lobular.
Alteracdes vasculares com predominio de bloqueio dos ramos portais intra-hepéaticos
também foram observados, inclusive neoformacgio vascular, bem como fibrose periductal,

com proliferag@o ductal e hiperplasia.

A fibrose portal grau I foi observada em 01 paciente, a fibrose grauIllem 12 ¢
fibrose grau IT em 07 pacientes (Tabela 5).
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Figura 13 - Fibrose portal 2 histologia em 20 pacientes portadores de Esquistossomose

mansoni
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4.6 - Colageno tipo IV

Nos pacientes portadores de esquistossomose mansoni, a média de valores de
colageno tipo IV foi de 175,04+112,84 (méaximo de 572,65ng/ml, mediana de 143,69 ¢
minimo de 91,76ng/ml) no pré - operatorio. No PO1 a média de valores de colageno tipo IV
fot de 113,98+73,38 (minimo de 39,76 ¢ maximo de 269,75ng/ml). No PO2 a média de
valores foi de 109,53+36,11 (minimo de 71,36 e méaximo de 206,11ng/ml). A média de
valores de colageno tipo IV no grupo controle foi de 57,18+18,04ng/ml
(méximo de 111,52 e minimo de 35,67ng/ml). (Tabela 4).

Quando comparamos os resultados de colageno tipo TV entre os tempos PRE,
PO1 e POZ, foi observada uma diminuigdo significante dos valores de PO1 em relagio ao
PRE {p= 0,039), e dos valores de PO2 em relagio aos valores de PRE (p=0,015). Nio foi
encontrada diferenga significante entre PO1 e PO2 (p=0,611) (Figura 14).

Tabela 4 - Niveis séricos de colageno tipo IV em pacientes portadores de Esquistossomose

mansom
COLAGENO TIPO IV
MEDIA+DP MAXIMO MEDIANA MINIMO
CONTROLE 57,18+18,04 111,52 35,67
PRE (a) 175,04+112,84 572,65 143,69 91,76
PO1 (b) 113,98+73,38 269,75 77,01 39,76
PO2 (¢) 109,53436,11 206,11 103,33 71,36

a PRE pré — operat6rio; b PO1 pds — operatério imediato; ¢ PO2 pds — operatério tardio
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Figura 14 - Comparag3o dos niveis séricos de colageno tipo IV entre os tempos pré —
operatorio (PRE), pos —operatorio imediato (PO1) e pés — operatorio tardio

(PO2)

4.7 - TIMP-1

Os valores de normalidade fornecidos pelo fabricante do kit de TIMP-1
(Biotrin} sio de 183430 ng/ml. A anilise individual mostrou que 18 pacientes

apresentavam valores de TIMP superiores ao valor maximo de normalidade do método.

A média de valores de TIMP-1 em pacientes portadores de esquistossomose
mansoni foi de 812,561+861,31 (méximo de 2.835,20, mediana de 585,99 e minimo de
44,61ng/ml) no pré - operatoric. No PO1 a média de TIMP-1 foi de 245,08+363,60
(minimo de 2,48 ¢ méximo de 1.525,20ng/ml). No PO2 a média foi de 108,77+112,05
(minimo de 0,29 e méaximo de 501,08ng/ml) (Tabela 5).

Quando comparamos os niveis séricos do TIMP-1 entre os tempos PRE, PO1 e

PO2Z, foi observada uma diminuicio significante dos valores de PO1 em relagio aos valores
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de PRE (p= 0,008), ¢ dos valores de PO2 em relagiio aos valores PRE (p<0,001). Nio foi
encontrada diferenca significante entre PO1 e PO2 (p=0,145) (Figura 15).

Tabela S - Niveis séricos de TIMP-1 nos pacientes portadores de esquistossomose mansoni

TIMP -1
MEDIA+DP MAXIMO MEDIANA MINIMO
PRE(a) 812,56+861,31 2.835,20 585,99 44,61
PO1(b) 245,084363,60 1.525,20 196,44 2,48
PO2(c) 108,77+112,05 501,08 97,37 0,29
a PRE pré - operatorio; b PO1 pds — operatorio imediato; ¢ PO2 pés — operatério tardio
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Figura 15 - Comparaglio entre os valores de TIMP-1 nos tempos pré — operatorio (PRE),

pos ~operatorio imediato (PO1) e pos — operatorio tardio (PO2)
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4.8 - Correlagiio entre os valores de coligeno tipo IV obtides antes da cirurgia e

variaveis continuas
4 8.1 - Correlagiio entre colageno tipo IV e resultados de exames laboratoriais

Objetivando procurar possiveis correlagdes entre as varidveis continuas, fot
realizado estudo de correlagdes entre os niveis séricos de colageno tipo IV e os resultados
de exames laboratoriais (AST, ALT, GGT, FA, ALB, HGB, BD, leucdcitos, plaquetas e

RNI), nio tendo sido encontrado nenhuma correlacdo significante (Tabela 6).

Tabela 6 - Correlagdes entre niveis séricos de colageno tipo IV e resultados de exames

laboratoriais
VARIAVEL r p

Colidgeno IV X AST (a) -0,11012 0,6083
Colageno IVX ALT (b) -0,26897 0,2038
Colageno IVX GGT (c) 0,09617 0.6549
Colageno IV X FA (d) 0,30224 0,1512
Colageno IV X ED (¢) 0,36090 0,0778
Colageno IVX BI () 0,2223 0,9179
Colageno IV X HGB (g) -0,08050 0,7084
Colageno IVX ALB (h) -0,08352 0,7048
Colageno IV X LEUC (i) -0,17584 30,4111
Colageno IVX PLQ (j) -0,21048 0,3235
Colageno IVX RNI 0,09163 0,6775

a Alanina aminoiransferase; b Aspartato aminotransferase; ¢ Gamaghitamil transpeptidase; d Fosfatase
alcalina; e Bilirrubina direta; f Bilirrubina indireta; g Hemoglobina; h Albumina; i Leucdcitos; j Plaquetas
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4.8.2 - Correlagdo entre a diferenca dos valores de coldgeno tipo IV nos periodos pré

e pos — operatorio e os resultados dos exames laboratoriais

Para analisar a influéncia das varidveis de interesse na evolucio dos niveis
séricos de colageno tipo 1V, foi calculado a diferenga entre os valores de niveis séricos no
PRE e PO1 (Dif. 1) e no PRE e PO2 (Dif. 2). A seguir foram calculados os coeficientes de
correlacio entre essas diferencas e os resultados de exames laboratoriais
(AST, ALT, GGT, FA, ALB, HBG, BD, LEUC, PLQ E RNI) (Tabelas 7 e 8). Foi
encontrada uma correlago positiva entre a contagem de plaquetas e a diferenga entre os
niveis séricos de colageno tipo IV no pré — operatorio e pds — operatorio tardio (Dif. 2)
(Figura 16).

Tabela 7 - Correlagdes entre as diferengas dos niveis séricos de colageno tipo IV no pré —

operatorio e pos — operatdrio imediato e os resultados dos exames laboratoriais

VARIAVEL r p
Dif. 1 X AST (@) 0,24833 0,2532
Dif 1 XALT () 0,24174 0,2665
Dif. 1 X GGT (c) 0,05737 0,7949
Dif. 1 XFA (d) 0,00840 0,9697
Dif. 1 XBD () 0,27309 0,2074
Dif. 1 X BI (f) 0,13465 0,5402
Dif. 1 XHGB (g) 0,24679 0,2563
Dif 1X ALB () 0,03469 0,8782
Dif. 1 XLEUC (i) 0,00099 0,9964
Dif. 1 XPLQ (j) 0,08648 0,6948
Dif, 1 XRNI ©0,07701 0,7334

Dif. 1 Diferenca entre PRE ¢ POI; a Alanina aminotransferase, b Aspariato aminotransferase; ¢
Gamaghutamil transpeptidase; d Fosfatase alcalina; e Bilirrubina direta; f Bilirrubina indireta; g Hemoglobina;
h Albumina; i Leucéceitos; j Plaquetas
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Tabela 8 - Correlacdo entre as diferengas dos niveis séricos de colageno tipo IV no pré —

operatorio € pos — operatono tardio e os resultados de exames laboratoniais

VARIAVEL r P
Dif. 2 X AST (3) (,18598 0,4502
Dif. 2 X ALT (b) 0,26141 0,2947
Dif. 2 X GGT (¢ -0,02171 0,9319

Dif. 2 XFA (d) -0,12281 0,6273
Dif 2 X BD {e) 0,25947 0,2984

Dif 2 X BI (f) 0,01449 0,9545
bDif. 2 X HGB (g) 0,02272 0,9287
bif. 2 X ALB (h) -0,05911 0,8217
Dif. 2 X LEUC (i) 0,04445 0,8608
Dif. 2 X PLQ () 0,47806 0,0448*

Dif. 2 X RNI -0,24354 0,3462

p< 0,05 significante; Dif. 2 Diferenca entre PRE e PO2; a Alanina aminotransferase; b Aspartato
aminotransferase; ¢ Gamaglutamil transpeptidase;, d Fosfatase alcalina; e Bilirrubina direta; f Bilirrubina
indireta; g Hemoglobina; h Albumina; i Leucocitos; j Plaquetas
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Figura 16 - Correlagiio entre a diferenca dos niveis séricos de colageno tipo IV no pre —

operatorio e pds — operatorio tardio ¢ a contagem de plaquetas

4.8.3 - Correlagio entre colageno tipo IV e achados de ultra-sonografia

Foi realizado estudo de correlages entre os niveis séricos de colageno tipo IV e
achados de ultra-sonografia (tamanho de lobo direito e esquerdo, didmetro de veia porta,
media de medida do espessamento periportal, tamanho do bago), ndo tendo sido encontrado

nenhuma correlacio significante (Tabela 9).

Tabela 9 - Correlagdes entre colageno tipo IV e achados de ultra-sonografia

VARIAVEL r P
Coldgeno IV X EPP (a3) 0,22063 0,3117
Coldgeno IVX LE () 0,21804 0,3176
Colageno IVX LD (¢) -0,12671 0,5645
Colageno IV X VP (d) -0,28223 0,1920
Colageno IVX BACO -0,37321 0,0794

a Espessamento periportal; b Lobo esquerdo; ¢ Lobo direito; d Veia porta

Resultados
a6



4.8.4 - Correlagdo entre as diferengas dos niveis séricos de colageno tipo 1V no pre-

operatOrio e pos-operatorio e os achados de ultra-sonografia

Para analisar a influéncia das variaveis de interesse na evolugdo do colageno
tipo IV, foi calculado a diferenca entre os valores de niveis séricos no PRE ¢ PO1 (Dif. 1) e
no PRE e PO2 (Dif. 2). A seguir foram calculados os coeficientes de correlagio entre essas
diferencas e resultados de achados de ultra—sonografia (tamanho de lobo direito e esquerdo,
didmetro de veia porta, média de medida do espessamento periportal, tamanho do bago),

nio tendo sido encontrado nenhuma correlagéo significante (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10 - Correlacdes entre a diferenga dos niveis séricos de colageno tipo IV no

pré—operatdrio e pds—operatério imediato e achados de ultra-sonografia

VARIAVEL r p

Dif. 1 X EPP () -0,01360 0,9521
Dif. 1 X LE (b) 0,21613 0,3295
Dif. 1 XLD (c) 0,01421 0,9500
Dif, 1 X VP (d) 0,02001 0,929
Dif. 1 X BACO 0,13616 0,5457

Dif. 1 Diferenca entre PRE e PO1; a Espessamento periportal; b Lobo esquerdo; ¢ Lobo direito; d Veia porta

Tabela 11 - Correlagdes entre a diferenca dos niveis séricos de colageno tipo IV no

pré-operatdrio e pds—operatério tardio e achados de ultra-sonografia

VARIAVEL r p
Dif 2 X EPP () 0,19388 0,4408
Dif. 2 X LE (b) 0,24585 0,3254
Dif. 2 X LD (¢) 0,12833 0,6118
Dif. 2 X VP (d) 0,34086 0,1663
Dif. 2 X BACO 0,35950 0,1428

Dif. 2 Diferenca entre PRE e PO2; a Espessamento periportal; b Lobo esquerdo; ¢ Lobo direito; d Veia porta
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4.8.5 - Correlagdo entre colageno tipo IV e fibrose portal 4 histologia

Nio houve correlacio significante entre os niveis séricos de colageno tipo IV e
os graus de fibrose portal a histologia (p=0,659), (Figura 17).
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Figura 17 - Correlagio entre os niveis séricos de colageno tipo IV e graus de fibrose portal

a histologia

4.9 - Correlacio entre os valores de TIMP-1 obtidos antes da cirurgia e varidveis

continuas
4.9.1 - Correlagio entre TIMP-1 e resultados de exames laboratoriais

Objetivando procurar possiveis correlagdes entre as variaveis continuas, foi
realizado estudo de correlagGes entre os niveis séricos de TIMP-1 e os resultados de exames
laboratoriais (AST, ALT, GGT, FA, albumina, hemoglobina, bilirrubina direta e indireta,

leucocitos, plaquetas e RNI), ndo tendo sido encontrada nenhuma correlagio significante
(Tabela 12).
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Tabela 12 - ComrelagGes entre niveis séricos de TIMP-1 ¢ resultados de exames

laboratoriais
VARIAVEL r p

TIMP-1 X AST (a) 0,33036 0,1149
TIMP-1 X ALT (b) -0,10846 0,6139
TIMP-1 X GGT (¢) 0,01393 0,9485
TIMP-1 X FA (d) 0.34747 0,0962
TIMP-1 X BD {¢) -0,21533 0,3122
TIMP-1 X BI (f) -0,08411 0,6960
TIMP-1 X HGB (g) -0,06658 0,7572
TIMP-1 X ALB (b 0,05817 0,7921
TIMP-1 X LEUC (i) 024113 0,2563
TIMP-1 X PLQ () -0,12220 0,5693
TIMP-1 X RNI 0,09163 0,6775

a Alanina aminotransferase, b Aspartato aminotransferase; ¢ Gamaglutamil transpeptidase; d Fosfatase
alcalina; ¢ Bilirrubina direta; f Bilirmbina indireta; g Hemoglobina, h Albumina; i Leucécitos; j Plaquetas

4.9.2 - Correlagdo entre a diferenca dos valores de TIMP-1 nos periodos pré e

pos—operatorio e os resultados dos exames laboratoriais

Para analisar a influéncia das variaveis de interesse na evolucio do TIMP-1, foi
calculada a diferenga entre os valores de niveis séricos no PRE ¢ PO1 (Dif. 1) e no PRE e
POZ (DIF. 2). A seguir foram calculados 0s coeficientes de correlagio entre essas
diferencas ¢ os resultados de exames laboratoriais (AST, ALT, GGT, FA, albumina,
hemoglobina, bilirrubina direta e indireta, leucécitos, plaquetas e RNT) (Tabela 13 ¢ 14).
Foi observada uma correlagdo positiva entre os niveis séricos de fosfatase alcalina e a
diferenca entre os niveis séricos de TIMP-1 no pré-operatorio e pés—operatorio tardio
(Dif 2} (Figura 18).
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Tabela 13 - Correlagbes entre as diferencas dos niveis séricos de TIMP-1 no

pré-operatdric e pos—operatorio imediato e os resultados dos exames

laboratoriais
VARIAVEL VALOR DE r VALOR DE p
Dif. 1 X AST (a) 0,15484 0,4805
Dif. 1 X ALT (b) 0,19050 0,3839
Dif. I X GGT (¢) -0,16518 0,4513
Dif. 1 X FA (d) -0,30096 0,1629
Dif. 1 XBD (e) 0,18272 0,4040
Dif. 1 XBI () -0,04505 0,8383
Dif. 1 X HGB (g) 0,31751 0.1399
Dif. 1 X ALB (h) 0,10634 0,6376
Dif. 1 X LEUC (i) -0,06480 0,7689
Dif. 1 X PLQ (j) 0,09192 0,6766
Dif. 1 X RNI -0,20385 0,3629

Dif. 1 Diferenca entre PRE ¢ POl; a Alanina aminotransferase; b Aspartato aminotransferase; ¢
Gamaglutamil transpeptidase; d Fosfatase alcalina; e Bilirrubina direta; f Bilirrubina indireta; g Hemoglobina;
h Albumina; i Lencdcitos; j Plaquetas

Tabela 14 - Correlagdo entre as diferencas dos niveis séricos de TIMP-1 no pré—operatorio

€ pés—operatorio tardio e os resultados de exames laboratoriais

VARIAVEL r p
Dif 2 X AST (a) -0,19928 0,4279
Dif. 2 X ALT (b 0,19814 0,4306
Dif. 2 X GGT (c) -0,18088 0,4726

Dif. 2 XFA (d) -0,53767 0,0214*
Dif. 2 XBD (e) 0,22522 0,3689

Dif. 2 X BI(f) 0,18427 0,4642
Dif. 2 X HGB (g) -0,08054 0,7507
Dif. 2 X ALB (h) 0.03448 0,8955
Dif. 2 X LEUC (i) -0,25867 0,3000
Dif. 2 X PLQ (j) 0,15178 0,5477

Dif. 2 X RNI -0.24354 0,3462

* p< 0,05 significante; Dif. 2 Diferenca entre PRE ¢ PO2; a Alanina aminotransferase; b Aspartato
aminotransferase; ¢ Gamaglutamil transpeptidase; d Fosfatase alcaling; e Bilirrubina direta; £ Bilirrubina
indireta; g Hemoglobina; h Albumina; i Leucécitos; j Plaquetas
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Figura 18 - Correlagio entre a diferenga dos niveis séricos de TIMP-1 no pré — operatorio e

poOs ~ operatorio tardio e niveis séricos de fosfatase alcalina

4.9.3 - Correlacio entre TIMP-1 e achados de ultra-sonografia

Foi realizado estudo de correlagbes entre os niveis séricos de TIMP-1 e achados
de ultra — sonografia (tamanho de lobo direito e esquerdo, didmetro de veia porta, média de
medida do espessamento periportal, tamanho do bago), nio tendo sido encontrado nenhuma

correlacdo significante (Tabela 15).

Tabela 15 - CorrelagBes entre TIMP-1 e achados de ultra-sonografia

VARIAVEL r P
TIMP-1 X EPP (a) 0.18146 0,4073
TIMP-1 X LE (b) 0,07929 0,7191
TIMP-1 X LD (c) 0,05416 0,8061
TIMP-1 X VP (d) 0,06244 0,7772
TIMP-1 X BACO 0,03658 0,8684

a Espessamento periportal; b Lobo esquerdo; ¢ Lobe direito; d Veia porta
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4.9.4 - Correlagdo entre as diferencas dos niveis séricos de TIMP-1 no pré-operatério

€ pos-operatorio € os achados de ultra-sonografia

Para analisar a influéncia das variaveis de interesse na evolugio do TIMP-1, foi
calculada a diferenca entre os valores dos niveis séricos no PRE e PO1 (Dif 1) e no PRE ¢
PO2Z (Dif. 2). A seguir foram calculados os coeficientes de correlagio entre essas diferencas
e os resultados de achados de ultra-sonografia (tamanho de lobo direito e esquerdo,
didmetro de veia porta, média de medida do espessamento periportal, tamanho do bago),

ndo tendo sido encontrado nenhuma correlagdo significante (Tabela 16 € 17).

Tabela 16 - CorrelagGes entre a diferenga dos niveis séricos de TIMP-1 no pré—operatorio e

pos—operatorio imediato e achados de ultra-sonografia

VARIAVEL r p
Dif. 1 XEFPP (a) 0,17569 0,4342
Dif. 1 XLE (b) 0,14958 0,5065
Dif. 1 X 1D (c) -0,24382 02742
Dif. 1 X VP (@) -0,15210 0,4992
Dif. 1 XBACO -0,04011 0,8593

Dif. 1 Diferenca entre PRE ¢ PO1; a Espessamento periportal; b Lobo esquerdo; ¢ Lobo direito; d Veia porta

Tabela 17 - Correlages entre a diferenca dos niveis séricos de TIMP-1 no pré—operatorio e

pos-operatorio tardio e achados de ultra-sonografia

VARIAVEL r p
Dif. 2 X EPP (a) (,22810 0,3626
Dif. 2 X LE (b) 0,06847 0,7872
Dif. 2 X LD (¢} -0,09808 0,6986
Dif. 2 X VP (d) -0,04810 0,8497
Dif. 2 X BACO 0,07645 0,7630

Dif. 2 Diferenca entre PRE ¢ PO2; a Espessamento periportal, b Lobo esquerdo; ¢ Lobo direito; d Veia porta
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4.95 - Correlagio entre TIMP-1 e fibrose portal & histologia

Foi realizado estudo de correlagido entre os niveis séricos de TIMP-1 no

pré—operatorio e fibrose portal a histologia, ndo tendo sido encontrado nenhuma correlagéo

significante (Figura 19).
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Figura 19 - Correlacio entre os niveis séricos de TIMP-1 e graus de fibrose portal a

histologia

4.10 - Correlacao entre os niveis séricos de coligeno tipo IV e de TIMP-1

Foi realizado estudo de correlagdes entre média de niveis séricos de colageno
tipo IV e niveis séricos de TIMP-1 no PRE, PO1 E PO2 (Tabela 18), tendo sido encontrada

uma correlagio significante no pos—operatorto imediato (p< 0,05) (Figura 20).
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Tabela 18 - Correlacio entre colageno tipo IV e TIMP-1 no pré—operatorio, pds—operatorio

imediato e tardio

VARIAVEL r P
FRE 0.16870 0,4307
PO1 0,50309 0,0144*
PO2 0,37933 0,1205

*p < 0,05 significante; PRE pré-operatorio; PO1 Pos—operatorio imediato; PO2 pds—operatério tardio

3.5+
3,04

2,51

2,01

= 0,50309
p=0.0144*

TIMP 1 (log(ng/mi))

0 5; = *p< (0,035 siegnificante

16 18 20 22 24
Coléageno IV (log(ng/mi))

Figura 20 - Correlagdo entre os niveis séricos de coligeno tipo IV e TIMP-1 no

pos—operatdrio imediato
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4.11 - Correlacio entre espessamento periportal a2 ultra - sonografia e fibrose

periportal i histologia

Houve uma correlagdo significativa (p=0,03) entre os graus de espessamento

periportal & ultra - sonografia e graus de fibrose portal 4 histologia (Figura 21).
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Figura 21 - Correlacio entre graus de espessamento periportal a ultra — sonografia e graus

de fibrose portal a histologia

4.12 - Curva ROC para celdgeno tipo IV

Foi considerado ideal o ponto de corte no valor de 92, 7ng/m! para colageno tipo
1V, atingindo para esse ponto, sensibilidade de 95,8% e especificidade de 81,5%
(Figura 22).
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A fibrose hepética resulta de um desequilibrio entre a sintese e a degradacio de
componentes da MEC, que formam o tecido conjuntivo de sustentagio da arquitetura
hepatica, encontrando-se distribuidos no espago porta, MB dos vasos, sinusdides e no
espago de Disse (MARTINEZ- HERNANDEZ e AMENTA, 1993a, 1993b). Os
componentes da MEC, bem como as proteases responsaveis pela degradacio da MEC e
seus inibidores, sdo sintetizados por células mesenquimais, encontradas no espago
perissinusoidal, conhecidas como lipécitos, células de Ito, ou células estrelares
(FRIEDMAN et al., 1992). Essas células possuem um citoplasma lipidico e tém como
principal fungio o estoque de vitamina A (TSUTSUMI et al., 1988; LOREAL et al., 1991:
FRIEDMAN et al., 1992; JUNIOR et al, 1993; BURT, 1993). Apos estimulo inflamatorio,
essas células s@o capazes de se transformar em células semelhantes 4 miofibroblastos,
passando a sintetizar uma maior quantidade de componentes da MEC
(ANDUS e HOLSTEGE, 1994). A degradagio da fibrose hepatica ¢ realizada por proteases
(metaloproteinases), que s@io reguladas por inibidores especificos (TIMPs)
(ARTHUR, 1994).

Na esquistossomose mansoni em geral observa-se um acometimento em jovens,
ou adulto jovens, numa faixa de 10 a 40 anos (ANDRADE e BINA, 1983,
SILVEIRA et al., 1997), tendo sido observado uma distribuigfio de faixa etiria semelhante
em nossa casuistica, com uma media de idade de 36,92 anos, havendo uma predominéncia
na faixa de idade até a quarta década de vida.

Exames laboratoriais

A fibrose periportal é o achado anatdmico mais caracteristico da
esquistossomose mansoni, com a microscopia revelando extensas areas de fibrose nos
espagos portais preservando o parénquima e evitando distor¢des na arquitetura lobular do
figado, (ANDRADE e FERRAZ, 1971; GRIMAUD ¢ BOROJEVIC, 1977). Em alguns
casos, septos finos se originam dos espacos portais, nio afetando a estrutura lobular
(ANDRADE, 1991; FERRAZ et al,, 2001). Desta forma, observa-se em geral a estabilidade
da fun¢do hepatica, o que confirmamos em nosso estudo, com os resultados de exames
laboratoriais para avaliagdo hepatica, que se mostraram dentro dos padrdes de normalidade,
observando-se apenas alteragdes de GGT e fosfatase alcalina, em concordéncia com os
resultados encontrados por PARISE e ROSA (1992).
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A fosfatase alcalina ¢ GGT se alteram quando ha atividade da doenca, com a
presenca de ovos e granulomas nas 4reas portais, estimulando a formacio de anticorpos e
com a lesdo ductular biliar, que estimula a sintese e elevagio das enzimas
(BARRETO, 1971). Na microscopia, os canaliculos biliares sio preservados,
observando-se fibrose periductal, proliferacio de ductos, hiperplasia e degeneracfio do
epitélio de revestimento (ANDRADE, 1987; VIANA et al., 1989), tendo sido demonstrado

por SILVA et al. (1990), a presenga de antigenos nas células epiteliais dos ductos lesados.

O quadro hematologico caracteriza-se por variados graus de citopenia,
secundaria ao hiperesplenismo global ou seletivo. Em geral, a anemia, leucopenia e
plaquetopenia em  combinagbes varidveis, ndio t8m repercussdes clinicas
(DOMINGUES e BARRETO, 2001; LAMBERTUCCI ¢ SERUFO, 2001). LACET et al.
(2003), estudando a pancitopenia em 48 pacientes portadores de esquistossomose
hepatoesplénica, encontraram uma pancitopenia em 52% desses pacientes, sendo a série
vermelha a mais comprometida (87%). Nesse mesmo estudo foi considerado como
alteragdo grave uma determinagio de hemoglobina abaixo de 7g/dL, uma contagem de
leucocitos abaixo de 1.000 e de plaquetas abaixo de 50.000. No presente estudo a
pancitopenia foi observada em 18/24 (75%) pacientes, observando-se alteraces graves da
contagem de plaquetas em 06 (25%) dos pacientes e na série vermelha, alteraces graves de

hemoglobina ocorreram em 05 (20,83%) pacientes.
Alteracdes histologicas

O diagnostico das alteragbes hepaticas em geral ¢ realizado por técnicas
morfologicas, tendo, no entanto, suas limitacdes, como refletir uma visdo estitica e ndo
dindmica do processo fibrotico, além de se tratar de um método invasivo de investigacdo
diagnostica (ROJKIND e PEREZ-TAMOYO, 1983, EL-MOHANDES et al, 1987,
ABDEL-WAHAD et al., 1989; WU, 1995).

O diagnostico histologico da fibrose periportal realiza-se através do estudo de
amostras de fragmento de biopsia hepatica em cunha ou por agulha. DIMMETTE (1955)
demonstrou em estudo em 183 pacientes portadores de esquistossomose mansoni, que a

biopsia em cunha nesse grupo de pacientes apresenta melhor definicio diagnéstica, pois o
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material colhido € mais superficial apresentando espacos portas de tamanho meédio e
grande. Assim, sugere ser essa a melhor técnica para retirada de amostras no lobo esquerdo,
durante a realizacio de cirurgia. Neste estudo, as amostras de tecidos hepaticos foram
retiradas através de bidpsia em cunha durante o ato operatério. Os achados obtidos sdo
semelhantes aos descritos na literatura, com extensas areas de fibrose nos espagos portais
(ANDRADE e FERRAZ, 1971), tendo sido observado ainda, am alguns casos, septos finos
se originando do espago porta, sem afetar a estrutura lobular (ANDRADE, 1991). Nodulos
de regeneragfio de diagnéstico histologico dificil com a cirrose podem ser vistos, porém
essas lesBes so atribuidas a focos cicatriciais pos-necroticos, secundarios a sangramentos
macigos (ANDRADE, 1967). Virios trabalhos tém demonstrado aspectos histologicos de
hepatite cronica na esquistossomose mansdnica (ANDRADE, 1967; LYRA et al., 1976;
ANDRADE et al., 1992; ANDRADE ¢ CHEEVER, 1995), ndo havendo sido encontrado
uma justificativa para essas alteracdes, enquanto que PEREIRA et al. (1994), estudando 50
casos de bidpsias em pacientes portadores de esquistossomose mansoni € com marcadores

virais negativos, ndo confirmaram os achados de hepatite cronica no seu material.

Quanto aos achados de fibrose periportal histologica, nossos dados mostram
uma predominincia de graduacio moderada e intensa em 19/20 (95%) dos pacientes, em
concordancia com ROCHA (1998), que observou fibrose portal moderada e intensa em

83,58% de seus casos.
Achados de ultra-sonografia

A ultra-sonografia tem sido extensivamente utilizada em pacientes com
esquistossomose  (ABDEL-LATIFet al, 1981; FATAAR et al, 1984;
ABDEL-WAHAD et al, 1989, ABDEL-WAHAD et al., 1990).

Seguindo protocolo da Organizagio Mundial de Saude (WHO, 1996),
observamos um aumento do espessamento periportal ao ultra-som, em todos os pacientes.
Estes achados foram comparados com os dados de fibrose periportal detectados no exame
histopatologico, havendo sido observado uma correlagdo positiva entre os dois métodos, o
que mais uma vez demonstra a eficacia do ultra-som para ¢ diagnéstico da fibrose na
esquistossomose. Entretanto, nossos resultados estdo em discordincia com as observagdes

de FERRAZ et al., (2003), em estudo sobre a influéncia da fibrose periportal no seguimento
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tardio de pacientes submetidos a tratamento cirirgico da hipertensio portal
esquistossomotica. Os autores realizaram biopsia em cunha durante o ato operatério e ndo
encontraram nenhuma correlagdio entre graus de fibrose histologica com graus de
espessamento periportal 4 ultra-sonografia, em discordincia com nossos resultados.
GAUGIIN et al. (2002) comparando achados de espessamento periportal 4 ultra-sonografia
com presenga de fibrose 4 histologia de 38 casos de pacientes portadores de schistosomiasis
japonica, observaram que a ultra-sonografia nfio tinha a mesma acuracia da histologia para
distinguir fibrose portal da fibrose complicada com hepatite cronica, nio encontrando
correlacdo entre os dois métodos. Por fim, RAVERA et al. (1996) investigando provaveis
correlagbes entre achados de ultra-sonografia e presenca de varizes esofigicas a endoscopia
digestiva, em pacientes portadores de esqusitossomose na Africa, encontraram uma
cotrelagdo positiva entre grau de fibrose periportal & ultra-sonografia, didmetro de veia

porta e presenca de varizes esofagicas.

Outros achados ultrassonograficos freqlientes em nossos pacientes foram:
aumento do lobo esquerdo e a diminuigdo do lobo direito em 22/23 (95,6%) dos pacientes.
A esplenomegalia foi observada em todos os pacientes, enquanto que o espessamento da
parede da vesicula biliar foi detectado em 19/23 (82,6%) e o aumento do didmetro da veia
porta em 14/23 (60,9%) dos casos. Esses achados, junto com o aumento do espessamento
periportal, caracterizam a forma hepatoesplénica da doenca, do ponto de vista da ultra-
sonografia e  estdo  concordantes com o  demonstrado  anteriormente
(CERRI et al,, 1984; DOMINGUES et al., 1993).

A deteccio pela ultra-sonografia de liquido livre na cavidade peritoneal
revelando ascite, foi encontrado em cinco (21,7%) pacientes, nfo sendo, portanto um
achado freqiiente em pacientes portadores de esquistossomose mansoni. STRAUSS e
LACET (1986) demonstraram que a descompensacio clinica pela ascite, semelhante aos
CIITOticos ocorre apenas em pequeno numero de pacientes, podendo ocorrer apos episodios
de hemorragia digestiva. Para KOSHY et al. (1993), na presenca de ascite, deve-se
suspeitar de associa¢io da esquistossomose com virus da hepatite C. PUGLIESE (1996),
estudando pacientes portadores de esquistossomose submetidos a esplenectomia, encontrou
uma relagdo entre a gravidade dos episodios de hemorragia digestiva prévia com a

ocorréncia de ascite no pas-operatdrio desses pacientes,
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Nossos resultados demonstram, portanto, que o ultra-som é um método
adequado para o diagnostico de fibrose hepatica na forma hepatoesplénica da EM, quando
importantes alteracdes estdo estabelecidas, confirmando os achados de outros autores
(DOMINGUES et al,, 1993; THOMAS et al,, 1997). No entanto, existem restrigdes ao
metodo, como relatado por GUAGIIIN et al, (2002) que nio consideraram a
ultra—sonografia util para distinguir a fibrose hepatica secundaria a esquistossomose
daquela complicada por cirrose. Uma outra dificuldade encontrada por
DOEHRING-SCHWERDTFEGER et al., (1992), refere-se ao fato de a ultra—sonografia
nZo ser um método quantitativo, além de ser examinador-dependente, tendo encontrado um

indice de acerto entre dois examinadores de apenas 77,5%.
Marcadores séricos de fibrose

Um exame sérico ideal deve medir o processo dindmico da fibrogénese, a
degradagio da fibrose e refletir o grau de fibrose existente. Além disso, deve ser 6rgdo -
especifico e ser facil de executar, com baixo custo (SCHUPPAN et al., 1995). Atualmente
dois métodos estdio disponiveis (imunoenzimatico e radioimunoenasio), sendo o EIA
(exame imunoenzimatico) considerado de facil aplicabilidade e reprodutibilidade
(OBATA et al, 1989). Um dos problemas, no entanto, tem sido o custo para realizagio do
exame, como também com os antigenos usados, que mostram heterogeneidade na molécula,
ndo sendo orgios—especificos (SCHUPPAN et al., 1995).

Nas dltimas décadas tem crescido o interesse na investigacio de marcadores
séricos de fibrose em doencas crénicas do figado, sendo estes atualmente aceitos como
Gteis para avaliar fibrose hepatica e por refletir a deposigio e degradagio da MEC
(CHOSSEGROS, 1995; SUOU et al., 1996; RYHANEN et al, 1996; CHEN et al., 2002;
BOEKER et al., 2002). NAJGAARD et al. (2003) estudando os efeitos da terapia antiviral
nos marcadores séricos, observou que uma boa resposta ao tratamento antiviral é
acompanhada de uma diminui¢o de marcadores séricos, apesar de nio refletir atividade de

doenga.

A elevagio de colageno tipo IV e de laminina tém sido associadas com a
presenca de capilarizagio da membrana sinusoidal e o exame para deteccio desses

marcadores, por método EIA, foi considerado de facil aplicabilidade, simples execugdo e
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boa sensibilidade (YOKOYA et al, 1992). MURAWAKI et al. (1993) examinando o
significado clinico dos niveis séricos de TIMP-1, sugeriram que a medida de concentragdes

séricas para detecgdo de TIMP-1 ¢ util na deteccio da fibrose hepatica.

No particular caso da esquistossomone mansoni o uso clinico de marcadores
séricos de fibrose ainda ndo tem sido muito explorado. Estudo prévio em humanos
considerou a determinagdo de marcadores séricos util para monitorar a reversibilidade da
fibrose apés tratamento da infestagio (STONE, 2000). TAKAHASHI et al. (1980),
demonstraram um aumento simultineo na sintese de colageno e colagenases no figado de
ratos infectados por Schistosoma mansoni, tendo esse fato sido confirmado em outro estudo
(EMONARD e GRIMAUD, 1989).

No presente estudo, todos os pacientes apresentaram niveis séricos de colageno
tipo IV significativamente elevados, em relagdo aos controles, estando de acordo com
trabalhos prévios (KARDOFF et al, 1999, STONE, 2000; CHEN et al, 2002).
GUANGIIN et al. (2002) também observaram niveis elevados de colageno tipo IV e outros
marcadores séricos de fibrose em 38 pacientes com Esquistossomose japdnica, apesar de

ndo diferenciar pacientes de esquistossomose com e sem cirrose hepética.

Também observamos uma elevagio dos niveis séricos de TIMP-1 em nossos
pacientes, em relagdo aos valores de normalidade. No limite do nosso conhecimento, ndo
encontramos estudos sobre a determina¢do sérica de TIMP-1 na esquistossomose mansoni.
Os estudos existentes mostram expressio aumentada de TIMP-1 em figado de pacientes
com esquistossomose (GOMEZ et al, 1999) e em estudos com ratos
(VAILLANT et al., 2001; SINGH et al, 2004) enquanto que a atividade de MMP ¢ seus
inibidores (TIMPs) foi demonstrada em granulomas em formacio no figado de ratos
infectados (BIEMPICA et al., 1983).

Nossos resultados mostram, portanto, que em pacientes esquistossomoticos na

forma hepatoesplénica, os dois marcadores séricos de fibrose estio elevados.

Entretanto, ndo pudemos estabelecer uma relacio entre esses niveis séricos
aumentados e o estigio da fibrose. TAO et al. (2003) analisaram em recente trabalho

possiveis correlagSes entre a fibrose e niveis séricos de marcadores, sugerindo que o indice

Discussdo

114




de fibrose pode ser influenciado pelo grau de inflamagio. Em casos com severa fibrose
hepatica devida EM e com nenhuma inflama¢io ou descompensacio da func¢io hepatica,
marcadores séricos poderiam nio se correlacionar com o estagio da fibrose. Além disso, os
marcadores de fibrose nfio representariam fibrose estabelecida, mas refletiriam um processo

dindmico do metabolismo anormal da MEC.

Na tentativa de melhor entender as correlagdes entre os diversos métodos para o
diagndstico da fibrose periportal, foram realizados estudos de correlagio entre as variaveis
dos métodos analisados. Semelhante aos achados de SHIMAHARA (2002), os niveis
séricos de colageno tipo IV, ndo se correlacionaram com contagem de células do sangue e
exames laboratoriais de funcdo hepatica. Resultados semelhantes foram observados com

niveis séricos de TIMP-1, também confirmando estudo prévio (BOEKER et al. 2002).

Ao acompanharmos a evolugio dos niveis séricos de colageno tipo IV apods
esplenectomia, observou-se que a diferenca entre 0s niveis do pré e pos — operatorio tardio
(apos 60° dia) foi significantemente correlacionados com diminui¢io de contagem de
plaquetas. Esse resultado sugere que em pacientes com baixa contagem de plaquetas os
niveis de colageno tipo IV podem estar elevados, refletindo um agravamento da

fibrogénese.

Em relagfo a evolucio do TIMP-1, observou-se que a diferenga entre os niveis
séricos do pré e pos — operatorio tardio esteve correlacionado com um aumento de fosfatase
alcalina. Esse resultado sugere que podemos encontrar elevados niveis de TIMP-1 em
pacientes com aumento dos niveis séricos de fosfatase alcalina, talvez refletindo uma
gravidade maior da doenga, com a deteccdo de alteragdes ductulares. Estes dados ndo foram

analisados por outros autores onde pudéssemos comparar os resultados.

KARDOFF et al. (1999}, encontraram uma significante correlagdo entre um
peptideo de colageno IV e os achados de ultra—sonografia, que sdo o espessamento
periportal, esplenomegalia, dilatagio de veia porta e presenca de colaterais em hilo
hepatoesplénico. Nossos resultados ndo confirmaram estas observagdes, uma vez que ndo
foi encontrada nenhuma correlagio entre pardmetros de ultra-sonografia ¢ niveis séricos de
colageno IV e TIMP-1.
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O papel do bago na fibrose hepatica

Alguns aspectos nos mecanismos do processo de fibrose portal e suas
conseqiéncias ainda nfio sio totalmente conhecidos. Neste sentido, a contribuigio do bago
nos mecanismos imunes e na patogénese da fibrose hepatica na esquistossomose, ainda nio
estd totalmente esclarecida (MATINS-FILHO et al, 1998, AKAHOSHI et al, 2002). A
maioria dos trabalhos se restringe a descrever a celularidade do bago
(GARCIA et al., 1986), enquanto que os mecanismos de ativago de células, a dinimica das
alteragdes da MEC no bago e sua influéncia na fibrogénese do figado vém despertando
interesses mais recentemente (ANDRADE et al., 1998; FREITAS et al., 1999; AKAROSHI
et al. 2002). ANDRADE et al. (1998) concluiram que o bago tem um papel no
desenvolvimento da fibrose hepatica, mas outros fatores também teriam influencia,

incluindo a biologia da MEC e outros.

O papel do bago e sua retirada cimirgica tem sido foco de interesse. Estudo
prévio mostrou que a esplenectomia melhora a resposta imune e aumenta a proporgéo CD4:
CD8 (KHALIL et al, 1998). Em outro estudo foi sugerido que a esplenectomia poderia ter
um papel preventivo contra a fibrose hepatica em ratos (CHEN et al, 1998). Em um modelo
experimental, a esplenectomia resultou em modificar o tamanho ¢ o tipo do granuloma
periovular no figado, especialmente quando a reacdo em torno dos ovos era intensa
(HOOD et al, 1980; ARRUDA et al, 1993).

Outro foco de atengdo tem sido a importincia do bago no tratamento cinirgico
para a hipertensgo portal esquistossomotica com antecedentes de hemorragia digestiva, que
vem passando por modificagSes ao longo do tempo. Uma das primeiras condutas para
tratamento da hipertenséo portal foi descrito por ROWNTREE et al. (1929) ligando a veia
gastrica esquerda. Virias outras técnicas foram tentadas posteriormente, até que a partir da
década de 80, os procedimentos utilizados foram a esplenectomia com procedimentos de
desconexdo ou as derivagbes seletivas (CHAIB et al, 1983; EZZAT et al,, 1986). A
esplenectomia isolada ¢ um procedimento contra-indicado ha muito tempo, por apresentar

taxa de ressangramento superior a 50% (ALVES e REBOUCAS, 1964).
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Atualmente o tratamento recomendado tem sido a esplenectomia com
desconexdo azigo-portal, nfio havendo consenso sobre a real eficicia quanto as recidivas
hemorragicas (STRAUSS, 1989; POLLARA, 1992; RAJA et al., 1994). A associagio desse
método com a escleroterapia endoscopica poés-operatdrio apresenta bons resultados
(SAKALI et al, 1990; PUGLIESE, 1996), constituindo-se em um método eficaz para evitar
recidivas de hemorragia no pés—operatorio (PUGLIESE, 1996, FERRAZ et al., 2001),
apesar de que a utilizaclio da escleroterapia isolada no tratamento da hipertensio portal
esquistossomoética  mostrar  elevados  indices de  recidiva  hemorragica
{(SAKAL 1990; CORDEIRQO, 1990).

Na tentativa de entender a importincia do bago na fibrogénese hepatica,
estudamos o comportamento de marcadores séricos de fibrose antes e apds pacientes
portadores de esquistossomose mansoni serem submetidos & esplenectomia, tendo sido
observado que dois dias apds a esplenectomia houve diminui¢io significante de niveis
séricos de TIMP-1 e colageno tipo IV em todos os pacientes, persistindo essa diminuigiio

até 60 dias de pos - operatorio.

Os inibidores de proteases (TIMP-1) promovem fibrose hepatica através da
estimulacdio de células estelares (YOSHIJI et al, 2000) e por atenuar a resolugfio
espontdnea da fibrose hepética, reduzindo a atividade de MMP e suprimindo a apoptose de
células estelares (YOSHIJI et al., 2002). A sua diminui¢3o apos esplenectomia nos leva a

sugerlr ser o bago um fator estimulador da fibrogénese hepatica.

Estudos morfolégicos em bagos de EM tém mostrado achados histopatologicos
de esplenomegalia congestiva, similar ao associado com outras causas de hipertensio portal
(MOSCHOWITZ, 1948; ANDRADE ¢ ANDRADE, 1965). A fibrose tem somente uma
distribui¢do focal (BOROJEVIC ¢ GRIMAUD, 1980; FREITAS et al., 1999), apesar de ter
sido observado a deposigiio de colageno tipo I, III € IV ¢ fibronectina em 4reas da polpa
vermelha do bago em pacientes com a forma hepatoesplénica da EM. Nao existem estudos

mostrando a expressio de TIMP-1 no bago.

Uma explicagfio que teriamos para que a remogdo do bago tivesse levado a
reducdo dos marcadores séricos poderia ser a diminui¢io da expressio de TIMP-1 e

colageno tipo IV no tecido hepatico e de sua deposicio, confirmando assim uma possivel
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influéncia do bago no processo da fibrose hepatica. Em trabathos anteriores com ratos
esplenectomizados, (ARRUDA et al., 1993; ANDRADE et al., 1998) sugeriram que o bago
teria um papel no processo de fibrose hepitica, € que a esplenectomia poderia retardar ou
até prevenir em certo grau, o desenvolvimento da mesma, tendo sido sugerido que fatores
humorais originarios do bago poderiam ter um envolvimento na fibrose mencionada.
Trabalho experimental com ratos onde foi induzida cirrose hepética com esplenomegalia
(AKAHOSHI et al,, 2002), demonstrou que macrofagos do bago produzem citocinas e
TGF-B1. Estas substincias poderiam aumentar o processo inflamatério do figado com
conseqiiente envolvimento no processo de fibrose hepatica, j4 que TGF-B1 tem sido
mostrado como um dos responséveis pela ativagio de células estelares em miofibroblastos,

produzindo componentes da MEC.

Estudos tém sugerido que a diminui¢do da expressdo de TIMP-1 esta associada
com a reabsor¢do do tecido fibroso (UENO et al., 1996; TSUTSUMI et al., 1996; SINGH
et al, 2004). Em trabalho realizado com ratos, em que a fibrose foi induzida por
tetracloreto de carbono, a diminuigdo de TIMP-1 também foi associada com resoluciio de
fibrose (IREDALE et al, 1998). Em relagio 4 esquistossomose, estudos prévios em
humanos portadores da forma hepatoesplénica observaram reducio da fibrose apos
tratamento medicamentoso, com parcial ou total reducio da fibrose em dois a trés anos
(BINA e PRATA, 1983, MOHAMED-ALI et al, 1991; ANDRADE et al, 1992). O
desenho do presente estudo nfo nos permite avaliar, portanto, se a diminui¢io do TIMP-1

associou-se 3 diminui¢3o da fibrose em nossos pacientes.

Em conclusfo, nossos achados mostram que os niveis séricos de colageno tipo
IV e TIMP-1 no pré-operatério de pacientes portadores de esquistossomose foram
significativamente mais elevados quando comparados com o pos—operatorio imediato e
tardio. Esses resultados revelam que niveis séricos de colageno tipo IV e TIMP-1 diminuem
com esplenectomia sugerindo que estas alteracdes podem significar uma contribuigio para
o processo de resolugdo da fibrose. Em adi¢io, concluimos que o papel do bago na
patogénese da fibrose parece estar relacionado com a dinidmica da matriz extracelular e de
sua degradag@o. Desta forma, o presente estudo acrescenta informagdes que poderdo ser
aprofundadas em estudos posteriores para avaliar a real importancia do papel do bago na

fibrose hepatica.

Discusséo
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. Os niveis séricos de colageno tipo IV em pacientes portadores da forma
hepatoesplénica da esquistossomose mansoni foram elevados em todos os

pacientes avaliados antes de serem submetidos 2 esplenectomia,

. Os niveis séricos de TIMP-1 em pacientes portadores da forma
hepatoesplénica da esquistossomose mansoni foram elevados na maioria dos

pacientes avaliados antes de serem submetidos 4 esplenectomia.

. Apds esplenectomia houve diminuig3o significante dos niveis séricos de
colageno tipo IV tanto no poés-operatorio imediato quanto no pos-operatorio

tardio, em relacio aos valores do pré-operatorio.

. Apos esplenectomia houve diminuigiio significante dos niveis séricos de
TIMP-1 tanto no pds-operatorio imediato quanto no pos-operatorio tardio,

em relacdo aos valores do pré-operatério.

. A diferenga entre os niveis do pré e pos — operatorio tardio de colageno tipo
IV foram significantemente correlacionados com diminuigdo de contagem
de plaquetas, o que pode sugerir que niveis de colageno tipo TV podem estar

muito elevados em pacientes com baixa contagem de plaquetas.

. A diferenca entre os niveis séricos do pré e pos — operatorio tardio esteve
correlacionado com um aumento de fosfatase alcalina, sugerindo que
podemos encontrar altos niveis de TIMP-1 em pacientes com niveis
elevados de fosfatase alcalina, provavelmente refletindo alteragdes

canaliculares da fase tardia da doenca.

. Foi observada uma correlagdo significante entre as alteragdes histologicas de
fibrose portal € os achados de ultra-sonografia de espessamento periportal,
ndo sendo observada nenhuma correlagio entre esses achados e niveis

séricos de colageno tipo IV e TIMP-1.

. Finalmente, os resultados sugerem que os niveis séricos diminuidos de
colageno tipo IV e TIMP-1 em resposta a esplenectomia podem refletir uma
contribuicdo do bago para a fibrogénese hepédtica na esquistossomose

mansonica.

Conclusdes
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Critérios para o diagnostico de esquistossomose mansoni

FORMA CLINICA CRITERIOS
Forma intestinal Pacientes com protoparasitologico positivo para Schistosoma
manseni e anséncia de hepatoesplenomegalia ao exame fisico
Forma hepatointestinal Pacientes com protoparasitologico positivo para Schistosoma

mansoni ¢ presenca de hepatomegalia ao exame fisico

Forma hepatoesplénica compensada

Pacientes com epidemiologia positiva pama EM e
hepatoesplenomegatian a0 exame clinicc e que nio
apresentaram até¢ o momento da avaliagio nenhum episodio
de descompensacio.

Forma hepatoespiénica descompensada

Pacientes com epidemiologia positiva para EM e gue tinham
apresentado pelo menos um episddio de descompensa¢io por
ictericia, ascite on hemorragia digestiva.

Anexe !
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Relacio por sexo e idade em pacientes portadores de esquistossomose mansoni na

forma hepatoesplénica

PACIENTES IDADE SEXO
1 18 F
2 37 M
3 24 F
4 53 M
5 14 M
6 19 M
7 43 F
8 22 M
g 32 F
10 52 M
11 51 M
12 42 M
13 53 F
14 43 M
15 24 M
16 34 M
17 23 M
18 42 M
19 24 M
20 43 F
21 30 M
22 61 M
23 50 M
24 47 F

Anexo 2
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Resultados de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
gamaglutamil transpeptidase (GGT), fosfatase alcalina (FA) e bilirrubina direta (BD),

em pacientes portadores de esquistossomose mansoni, forma hepatoesplénica

AST ALT GGT FA BD
30 17 16 138 0,21
38 20 63 506 0,21
30 31 52 141 0,73
34 22 22 60 0,32
24 12 12 183 0,27
122 89 28 146 0,23
31 24 25 134 0,19
33 31 34 116 0,25
37 31 21 46 0,21
124 91 94 147 0.50
61 80 67 131 0,20
60 52 108 52 0,66
25 22 28 72 1,29
40 38 97 156 0,10
51 47 14 73 0,21
41 47 83 62 0.38
30 22 69 104 0.29
48 28 100 120 2,16
34 31 69 72 0,12
32 27 50 87 0,32
21 17 22 28 0,70
28 34 212 208 0.16
i6 28 17 49 0,22
19 31 23 84 0,21
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Resultados de hemoglobina (HGB), albumina, leucécitos, plaquetas e RNI em

pacientes portadores de esquistossomose mansoni, forma hepatoespiénica

HGB Albunmina Leuncécitos Plagunetas RNIE
9.40 3.9 1500 40000 1,30
8,90 3.8 1700 30000 1.30
10,7 3,9 2200 56000 L19
12,1 3,9 3700 108000 1,25
9,80 4.0 1700 110000 1,25
10,3 3,9 3250 169000 1,21
8,50 35 4500 85000 1,32
12,4 42 4400 150000 1,49
8,47 3.5 3400 152000 1,32
14,0 3,2 2980 89000 1,35
6.0 3,5 2590 36000 1,15
10,1 3,1 2720 38000
11,9 4.3 2710 68000 1,10
6,0 3.0 2000 86000 1,33
7.0 4,0 3800 63800 1,50
12,1 4.4 1620 86000 1.20
3,70 3,6 3000 50000 17
8,30 3,7 1360 47000 13
6,40 3,1 1540 78700 1.3

11,50 4,1 1740 54000 1.1
7,00 3,5 2400 99000 13

10,70 3,1 1800 58000 1,2
3,10 2000 93000 1,1
9,2 2,9 1700 55900 1,7
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157




Resultados de média de medida de espessamento periportal (EPP), diAmetro da veia
porta, tamanho de lobo esquerdo (LE), lobo direito (.LD) e baco em pacientes

portadores de esquistossontose mansoni, forma hepatoesplénica

EPP LE LD Veia porta Baco
35 82 90 11,3 160
35 77 118 84 120
4,5 86 92 13,0 166
4.6 100 120 12,0 164
3,7 39 120 14,0 21
4.1 82 87 12,0 162
5.1 82 107 14,0 164
57 101 93 10,0 186
3.4 91 121 8,0 189
3.6 80 108 11,0 134
53 72 120 13.0 168
5.3 124 120 13,7 159
5.6 82 93 15,0 150
89 78 91 15,0 240
3.5 88 110 13,0 200
4.0 86 120 17,0 220
4.6 113 108 13,0 300
5,7 108 92 14,0 190
3.6 121 72 9.4 146
53 70 100 12,0 162
4.6 88 113 126 157
6.6 94 94 13 132
7.1 103 96 13 180
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Resultados de média de niveis séricos de coligeno tipo IV em pacientes portadores de

esquistossomeose mansoni, forma hepatoesplénica, no pré e pos-operatério de

esplenectomia
PRE-OPERATORIO POS-OPERATORIO 1 POS-OPERATORIO 2
572,65 259,74 108,19
249,77 269,75 83,17
12,77 177,44
98,50 133,24 100,91
111,11 103,82 169,83
143,19 175,41 206,11
159,23 77,01 116,00
147,68 46,49 71,36
220,06 59,27 103,33
130,27 105,27
125,83 46,94
96,57 206,11 73,71
235,13 39,76 80,32
177,95 64,83 139,20
114,04 99,46
91,76 99,95 116,98
143,69 66,69 73,24
155,70 74,65 117,96
151,69 113,55
789,10 71.83
129,28 47,84 124,84
347,16 253,96
112,09 76,43 86,50
131,26 142,69 90,33
Anexc 6
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PRE-OPERATORIO POS-OPERATORIO 1 POS-OPERATORIO 2
195,23 196,44 75,74
2835,49 255,53 52,11
192,81 227,76
702,77 1525,20 97,37
2599,03 291,71 147,12
624,60 531,82 104,76
1901,11 205,02 87,58
585,99 13,53 21,57
325,34 36,99 029
513,65 242,14
881,57 288,86
589,80 294,57 3,33
262,33 29,97 62,33
913,36 126,21 97,37
582,18 632,44
163,66 209,99 501,08
1356,92 29,97 142,84
319,39 32,24 52,11
570,83 1,24
5178,57 63,85
116,26 2,48 104,76
90,21 168,19
44,61 3,80 158,07
Anexo 6
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