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RESUMO






Com o objetivo de avaliar a fibrose hepética na esquistossomose mansoni foram
medidos os nfveis séricos de coldgeno tipo IV e de laminina, principais componentes da
membrana basal. Foram estudados 82 individuos, sendo 64 pacientes portadores de
esquistossomose mansoni ¢ 18 individuos normais, como controle. As diferentes formas
clinicas de esquistossomose encontradas foram 18 pacientes com forma intestinal, 17 com
forma hepatointestinal, 12 com forma hepatoesplénica compensada e 17 com forma
hepatoesplénica descompensada.

Em todos os pacientes foram realizados testes de fungo hepitica, sorologia para
virus de hepatite B ¢ C, endoscopia digestiva e ulira-sonografia de abdome , além de
determinagio sérica de coldgeno tipo IV ¢ laminina. A ultra-sonografia foi realizada
segundo o protocolo da Organizagio Mundial de Saide proposto para este fim. As
determinagbes de coldgeno tipe IV e de laminina foram realizadas através do metodo
imunoenzimético (EIA), tipo sanduiche, usando dois anticorpos monoclonais com os kits
Panassay IV — C e hLM, respectivamente.

Os valores médios de coldgeno tipo IV na esquistossomose foram de
92,34454,3Tng/ml, havendo um sumento do mesmo em todas as formas clinicas, sendo esta
elevagdo significante pas formas hepatointestinal e hepatoesplénica descompensada em
relagdo aos controles (p<0,05).

O valor médio de laminina foi de 367,30+112,64 ng/ml, havendo um aumento
em todas as formas clinicas, sendo este aumento significante nas formas hepatointestinal,
hepatoesplénica compensada e descompensada em relagdo aos controles (p<0,05).

Comsparando-se os valores obtidos nas diversas formas clinicas entre si, houve
um aumento significante entre as formas hepatoesplénica descompensada e intestinal, tanto
para a determinagfio de coligeno tipo IV, como para a laminina (p<0,05). Na forma
hepatoespiénica descompensada ndo houve diferenga significante quando comparados os
niveis médios de coldgeno tipo IV e laminina entre pacientes esplenectomizados e ndo
esplenectomizados (p>0,05). Ndo foi encontrada correlagho (p>0,05) enire os valores
médios de colsgeno tipo IV e laminina com o grau de espessamento periportal, detectado
por ultra-sonografia. '
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Os resultados mostram que existe um aumento de producfo de coldgeno tipo IV
¢ laminina na esquistossorpose, surgindo altos niveis desde as fases iniciais do
envolvimento hepético da doen¢a, sugerindo que a fibrose perissinusoidal e inclusive a
capilarizagiio de sinuséide podem ocorrer precocemente nesta doenca. Os resultados
também sugerem que os altos niveis de colageno tipe IV e lanunina encontrados estfio
relacionados a alteragdes do figado, sem que haja interferéncia do bago.




1. INTRODUCAO






A fibrose hepética representa um importante ¢ fregliente fen6meno nas doengas
crdnicas do figado. Seu estudo recebe atenclio especial pelo fato de ser encontrada em
doencas endémicas, como a esquistossomose mansoni (EM), na cirrose pds hepatite viral ¢
na doenga alcdolica do figado, além de outras; como também pelas dificuldades
encontradas até o momento na prevencio, remogio & prognostico do processo fibrético. E
caracterizada por um aumento progressivo na quantidade normal do tecido conjuntivo
hepético, que é formado pelo aumento na deposicio de componentes da matriz extracetular
(MEC) (Rojkind & Pérez - Tamayo, 1983; Bissel, 1990; Bissel ef al., 1990; Burt, 1993;
Clément et al., 1993).

Em principio, a fibrose hepatica ocorre em trés localizagBes: em torno dos
hepatdcitos, dos ductos biliares e no espago porta (Popper & Udenfriend, 1970).

A fibrose em torno de hepatdcitos e de ductos, encontrada na cirrose hepética,
forma septos que podem conectar espago porta com espago porta e veia central, com
formagdo de nédulos de regeneragdio. A capilarizacBo sinusoidal ocorre com freqiiéneia
caracterizada pela perda das fenestragbes da membrana basal, Jevando o citoplasma das
células adjacentes a se encaixarem, formando fortes jungdes. Ocorre também um aumento
de coldgeno tipo IV e laminina no espago de Disse, tornando-se este um espago denso e
extenso. A formagio dessa membrana continua impede a circulagdo sangiiinea no figado, a
junedo hepatocetular e as trocas sangiiineas. A conseqiiéncia de todo esse processo € uma
completa transformagdio da arquitetura hepética (Popper & Udeniriend, 1970; Andrade,
1991; Griffiths, Keir, Burt, 1991; Nakayama ef al., 1991; Gabrielli & Corrocher, 1991,
Martinez-Hernandez & Amenta, 1993b).

A fibrose portal, encontrada na EM, desenvolve-se como resultado da
interrupedo do fluxo sangiiineo intra - hepatico, tendo como principal consegiiéneia a
hipertensio portal pré - sinusoidal. Em geral, nfio ocorrem maiores distorgbes da arquitetura
Jobular do figado, advindos mmitos problemas da fibrose instalada (Coutinho, 1968;
Grimaud & Borojevic, 1977) ou pela ocorréncia concomitante de outros estados
patologicos como a desnutrigdo, as infeceGes virais que afetam o figado ¢ a alta incidéncia
de outras infestagBes parasitarias (Bolarin & Phil, 1991; Coutinho & Domingues, 1993},




A EM ¢ a mais importante doenga fibrética do figado, no mundo, afetando mais
de 100 milhBes de pessoas (Coutinho & Domingues, 1993). Uma vez iniciado o
envolvimento hepético, observa-se a existéncia de uma fase granulomatosa, e uma segunda
fase, fibrotica (Bolarin & Phil, 1991). Nessas fases ocorre um acimulo de componentes da
MEC (Grimaud ef al., 1987; El Meneza ot al., 1989; Bolarin & Phil, 1991), levando i
formagdo de um extenso tecido conjuntivo e reaglio sinusoidal (Canto, Sesso, De
Brito, 1977).

O tecido conjuntivo é formado por componentes de MEC que se encontram
distribuidos no figado, principalmente no espago porta, na membrana basal (MB) dos
vasos, nos sinusoides ¢ no espago de Disse (Martinez - Hernandez & Amenta, 1993a,
1993b). Esses componentes sfio sintetizados por células mesenquimais, encontradas no
espago perissinusoidal. Essas céiulas sfo conhecidas como lipécitos, células de Ito, ou
“stellate”™ (Friedman et al, 1992), sendo células com um citoplasma lipidico, tendo como
principal fungdo o estoque de vitamina A (Tsutsumi er al., 1988; Loréal et al., 1991;
Friedman et al., 1992; Jmior, Pfeifer, Andrade, 1993; Buxt, 1993). Apés estimulo
inflamatorio, essas células sdo capazes de se transformar em células semelhantes a
miofibroblastos, passando a sintetizar uma maior quantidade de componentes da MEC
(Friedman ef al, 1992; Andus & Holstege, 1994). Além das células de Ito, outros tipos de
células sfo produtoras de componentes da MEC no figado normat: as céhalas do ducto biliar
¢ as céhulas endoteliais (Clément er al., 1988; Burt, 1993), existindo ainda evidéncias de
que os hepat6eitos possam produzir alguns desses componentes (Tseng, Smuckler, Stern,
1983; Clément et al., 1986; Tsutsumi er al., 1988; Clément e al., 198%8; Burt, 1993;
Clément ef al., 1993; Léreal er gl., 1993).

O colégeno € o principal componente da MEC encontrado no processo
fibrético. Dos coldgenos, o procoldgeno HI tem sido o mais estudado afé o momento. O
colageno tipo IV e a laminina sfio encontrados em todas as MB dos vasos, nos sinuséides
hepéticos ¢ nos ductos biliares (Gabrielli & Corrocher, 1991).

Nas Gltimas décadas, varios estudos tém sido realizados visando conhecer
melhor os mecanismos envolvidos na fibrose hepatica, investigando componentes de MEC,

os mecanismos envolvidos na sintese ¢ degradagdo desses componentes ¢ o papel de
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citocinas. Vérios modelos experimentais {Tsukamoto, Matsuoka, French, 1990) tém sido
nsados nesses estudos, com muitos progressos em aspectes moleculares que sdo observados
na fibrose hepética. Com base nos achados desses estudos experimentais, 0s objetivos que
vém sendo explorados, usando modelos clinicos, sdo a procura de marcadores séricos para
detecclio de alteragSes no metabolismo dos componentes de MEC e a descoberta de drogas

que possam prevenir ¢ (ou) remover a fibrose,

O exame ideal para o diagnostico da fibrose hepética deveria ser eficiente, de
facil execucdio e ser bem tolerado pelos pacientes, além de baixo custo. Estudos tém sido
realizados & procura de um teste sérico ideal, investigando-se componentes da MEC,
citocinas e enzimas envolvidas na sintese ¢ degradagio dos componentes. O coldgeno tipo
I e seus produtos tém sido os mais estudados até o momento. O coldgeno tipo fIVea
laminina tém sido investigados em estudos sobre alteragdes em nivel de sinusoides
hepiticos, sendo que a laminina tem sido considerada como matcador de MB (Gabrielli &
Corrocher, 1991).

Baseados nesse principios, realizamos esse trabalho, usando como modelo
clinico de fibrose portal, pacientes portadores de EM, objetivando medir os niveis séricos
de coldgeno tipo IV e laminina, usando kits para realizagdo de exames por método
imunoenzimatico (EIA), além das provéveis correlagbes desses niveis séricos com a

evolugfio para fibrose ¢ a capilarizacio sinusoidal.

1.1, PATOGENIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

A esquistossomose mansoni ¢ a mais importante doenga fibrética do figado, no
mundo. No Brasil constitui-se em um dos mais relevantes problemas de satde piblica, em
razfio de sua presenca em extensas dreas do territério brasileiro, um grande ntmero de
doentes ¢ a existéncia de formas graves que evoluem com hipertensio portal { Coutinho,
1968: Andrade ef al., 1992; Coutinho & Domingues, 1993). Apés s¢ tornar adulto, o verme

feminino inicia sua oviposigio nos vasos mesentéricos do hospedeiro e alguns ovos sdo
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carreados pelo fluxo portal para dreas perissinusoidais, provocando reagles de
hipersensibilidade (Cowtinho & Domingues, 1993).

Em geral, classifica-se a doenga em fase aguda, que passa despercebida, ¢ fase
cronica. Nesta, a evoluglio clinica vai desde formas leves, com pacientes na sua maioria
assintomiticos, ou que apresentam manifestacdes gastrintestinais, (formas intestinal e
hepatointestinal), até infestacbes macigas, em virtude da alta carga parasitiria ou de
freqiientes reinfestagSes, que resultam na forma hepatoesplénica, com maior ou menor
gravidade. Nesta iiltima forma, aparecem a fibrose periportal, a obstrugdo intra-hepética da
porta ¢ a hipertensfio portal pré - sinusoidal, numa incidéncia menor que 5% do total de
infectados (Coutinho,1968; Coutinho & Domingues,1993). Assim, o equilibrio fisiologico
do figado na EM ¢ fragil e susceptivel & rdpida descompensacgo (Grimaud & Borojevic,
1577), havendo, entretanto, a possibilidade de regressio ou involugdio do guadro clinico,
espontancamente, ou induzida pelo tratamento da verminose (Andrade & Grimaud,1988;
Zwingenberger ef al., 1990; Kresina et al., 1994).

Em estudo realizado em humanos, El-Mohandes et al., (1987) através de
biépsia hepdtica, classificaram a fibrose periportal da EM em:

~ Fibrose hepatica esquistossomdética grau I - cortes efetuados mostram ovos de
Schistosoma mansoni, tendo em torno de si tecido gramulomatoso, que consiste de
linfocitos, eosindfilos ¢ histiéeitos. Observou-se ainda leve espessamento portal com
mfiltrado celular discreto.

- Fibrose hepitica esquistossomdtica grau II — os cortes mostram espessamento
do trato portal com fibrose e infiltrado celular moderado. Os ovos de Schistosoma mansoni
s#io envolvidos por granuloma fibrocelular e (ou) hiperplasia de células de Kupffer, com

pigmentagio.

- Fibrose hepética esquistossomética grau [II - intenso espessamento portal com
proliferacio da fibrose ¢ minimo infiltrado celular, ¢ poucas células com ovos de
Schistosoma ou pigmentacio,




Em outros estudos, realizados com ratos infestados por Schistosoma mansoni,
os achados histoldgicos do figado foram semelhantes. Além da formaglio dos granulomas,
verificaram-se tromboflebite portal, fibrose periportal e septal. Os granulomas formavam-se
em tormo dos ovos, durante a infecgfio. Na quarta semana apds a infegfio, os ovos maduros
foram vistos com o inicio de reacfo tecidual, infiltragfio, polimorfonucleares, fibroblastos ¢
deposicio de coligeno, sem sinais de lesdo hepatocitica. Apés seis a oito semanas da
infecclio, foi vista pecrose central em granulomas ocasionais, enquanto o centro do
granuloma ndo necrético estava preenchido por uma massa de histibeitos epitelidide,
circundado por um colar de céhulas, predominando linfécitos e céhulas plasméticas. Grandes
linfdcitos e linfoblastos estavam presentes em mimero pequeno. A inflamagfo do trato
portal foi mais proeminente na regific adjacente ao granuloma, predominando células
plasmiticas e linfocitos, apesar da presenga de wum moderado namero de
polimorforucieares. Apds 16 semanas, houve reduglio do granuloma ¢ observou-se um fine
e condensado feixe de coldgeno (Wyler ef al., 1981; Grimaud ef al., 1987; Bolarin & Phil,
1991). Observaram-se ainda células perissinusoidais acumuladas em grande ntmero, nos
granulomas periportais, por mecanismo ainda desconhecido (Yanior ef al., 1993).

No granuloma hepético, foram detectados por imunofluorescéncia, colageno
tipo III, na forma de procoligeno, o coligeno tipo I e a fibronectina, ao passo que o
coldgeno tipo IV e a laminina foram encontrados em pequena quantidade, nos vasos neo
formados, na periferia do granuloma (Parise ef al., 1985; ; Grimaud ef al., 1987; Andrade &
Grimand, 1988). Também foram detectados, na periferia, glicosaminoglicanos (Andrade ez
al., 1992; Silva, 1994), Nos granulomas colbnicos, o coldgeno tipo IV e a laminina foram
detectados, em quantidades minimas, talvez porque na lesio coldnica ndo ocorra
progressiva vascularizacgio (Grimaud ef al., 1987).

O tecido fibroso formado em 4rea septal e portal exibe densidade varidvel
(Bolarin & Phil, 1991; Andrade ef al., 1992). Além disso, no figado esquistossomético,
observaram - se hipertrofia dos sinuséides e hiperplasia de células de Kupfier ¢ de células
endoteliais. O espago perissinusoidal, que normahmente contém pouco coldgeno, exibe na
EM, finas tiras de microfibrilas de coligeno. Esse espago estd aumentado e elementos
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extracelulares foram observados em associagfio com tiras de coldgeno ou linha de matenial
granular (Canto et al., 1977; Grimaud & Borojevie, 1977).

A fibrose periportal, no estigio final da doenga, pode levar a um quadro
irreversivel, em virtude do alto grau de ligagSio entre as fibrilas de colageno, ¢ ao fato de
que, em granulomas velhos, a fibrose, descrita como placas em tom brancoe nacarado,
tipicas da EM (pipe-stem), oferece maior resisténcia & degradacio e remogdio do ecoldgeno.
No tecido fibroso, foram detectadas presencas de coligeno tipo I e procoldgeno I,
havendo wma predomindncia de colageno tipo 1. A proporgiio entre o coldgeno tipo I ¢ o
procoldgeno tipo III, gue no figado normal € em torno de 1, torna-se maior que 1 (El
Meneza et al., 1989; Andrade et al., 1992). O coldgeno tipo IV ¢ a laminina foram
encontrados em quantidades reduzidas no tecido fibroso, ao passo que oa MB de vasos e
ductos biliares, foram detectados em maior quantidade (Andrade ef al.,1992).

Na EM, nfio foi vista uma capilarizacéio de sinuséides hepéticos tipica, mas, em
algumas dreas, observou-se uma fina membrana descontinua, fazendo um agregado de
filamentos, sugerindo a capilarizagio. Acredita-se que, inicialmente ocorra um aumento do
nimero de células perissinusoidais, particularmente na regifio centrolobular. Fibras
reticulinicas sdo observadas ao longo de sinusdides e, mais tarde, detectadas através do
lébulo. Observou-se ainda que a obstrugfio de ramos portais é a principal causa da
hipertensfio portal e que a marcada reducfio no fluxo portal € compensada por um aumento
do fhixo arterial para o figado (Canto er al., 1977; Grimaud & Borojevic, 1977). Em um
dos trabalhos, os autores (Canto er al, 1977) concluiram gue uma progressiva reagiio
stmsoidal ocorre na EM, com fibrose perissinusoidal, sendo, portanto, adicionado um outro
elemento (presso sinusoidal) na patogenia da hipertensio portal pré ~ sinasoidal.

1.2. COMPONENTES DA MATRIZ EXTRACELULAR

Ja foram identificadas trés classes de macromoléculas entre os componentes da
MEC: colageno, glicoproteinas ¢ proteoglicanos ( Rojkind & Pérez-Tamayo, 1983; Burt,
1993; Martinez-Hernandez, 1993a). Atalmente essas classes sfo acrescidas de mais
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grupos, além dos ja citados: elastina ¢ fibras elasticas (Kleman, Giry-Lozinguez, Van der
Rest, 1995).

Coldgenos - O contetido de coldgeno total do figado varia em diferentes
espécies animais, E o maior constituinte da MEC, formando uma estrutura de sustentagio,
Até o momento sdo conhecidos del3 a 19 tipos de coldgenos, os quais sfo subdivididos no
minimo em quatro grupos, de acordo com sua capacidade para construir fibrilas: colageno
fibrilar, laminar (coldgeno em forma de lAminas), filamentar { em forma de contas) e
fibrilas - associadas (Bissel et al,, 1990; Martinez-Hernandez & Amenta, 1993a; Kleman ef
al., 1995). No homem, cada coligeno ¢ composto de cadeias de subunidades de
polipeptideos, diferindo na seqiiéncia de aminodcidos e pela presenca de wma hélice
triplice. Possuem regiSes precursoras especificas, que sio chamadas propeptideos, ¢
diferentes terminais, cophecidos como amino ¢ carbdxi terminais, que tém diferentes
efeitos no padrio de formacfio e no didimetro da fibrila. Essas regides sfo relativamente
volumosas, tendo um dominio globular (Bissel &7 4l., 1990).

Os coldgenos mais encontrados no figado s8o tipo L, II, IV e V. O coldgeno
tipo I forma ligagdes cruzadas com dissulfides, correspondendo & boa parte das fibras
reticulares dos tecidos. Forma fibras finas, estando presente como procoligeno, sendo
abundante em tecidos embriondrios e em tecidos moles como vasos, Utero, septo alveolar e
trato gastrointestinal, diminuindo com a idade (Rojkind & Pérez-Tamayo, 1983). O
colageno tipo IV possui um especializado sistema ultra - estrutural, sendo composto de
duas cadeias al ¢ a2. Foi o primeiro coldgeno a ser detectado na MB, sendo o principal
coligeno dessa membrana (Martinez-Hernandez & Amenta, 1993a; Levavasseur ef o,
1995). As suas moléculas juntam-se em uma cadeia flexivel do terminal amino, com
terminal carboxi, formando propeptideos. Essas cadeias protegem todes o0s outros
componentes da MB, incluindo laminina ¢ perlecano e, deste modo, estabilizam as
molécenlas (Levavasseur ef al., 1995). Em adicfo, tem sido demonstrado que muitas células
epiteliais ¢ mesenquimais podem interagir com coligeno tipo IV, provavelmente através de
receptores especificos, conhecidos como integrins, que sdo heterodimeros e pertencem a
classe de moléculas que produzem adesfo celular.
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As glicoproteinas - A fungdo dessas moléculas consiste em sua habilidade para
produzir atividade de ligacdo, interagindo com outros constituintes da matriz. durante 2
montagem e modelacio da MEC via receptores.

As principais glicoprotefnas sfo: laminina, entacting e fibronectina.

A laminina € uma glicoprotefna grande, constituida de irés subunidades em
forma de cruz. Sio formadas por quatro polipeptideos, chamades alfa, beta e gama (A, Bl,
B2 e v) (Bissel et al., 1990; Levavasseur ef al., 1995). A laminina € a mais abundante ¢
methor caracterizada glicoproteina nfio colageno da MB, tendo sido encontrada em todas as
membranas basais estudadas (Laurie, Leblond, Martin, 1982; Martinez-Hernandez &
Amenta, 1993a; Levavasseur ef al., 1995).

Entactina, também conhecida como nidogeno, tem uma molécula firme, néo
tendo interacfo com tiras de laminina. Fibropectina € uma proteina de alto peso molecular &
¢ produzida em vérias formas, sendo um tipo sohivel no plasma e outra insolivel (forma
ceiular). Possui muitos dominios estruturais, que podem ligar-se com muitas outras
macromoléculas ¢ células. Na regifio perissinusoidal pode estar associada ac coldgeno tipo
III ¢ estd ausente na matriz intersticial da drvore portal (Rojkind & Pérez-Tamayo, 1983;
Martinez-Hernandez & Amenta, 1993a).

Os proteoglicanos- s@o um grupo heterogénec de proteinas, contendo um
mimero variavel de glicosaminoglicano em cada cadeia, ligados por uma proteina
(Martinez-Hernandez & Amenta, 1993a; Silva, 1994). A classificagfio dos proteoglicanos &
baseada no dissacarideo predominante: sulfato de condroitina, sulfato dermatico , sulfato
queratinico, sulfato de heparano e 4cido hialurnico. Estfio presentes em todos as matrizes
de tecido conjuntivo, incluindo as matrizes intersticial e MB, onde interagem com coldgeno
e elastina, determinando algumas propriedades biomecdnicas dos tecidos (Bissel et al.,
1990; Silva, 1994). Sfio encontrados no granuloma esquistossomético.(Silva, 1994).

Introdugite £



1.3. DISTRIBUICAQO HEPATICA DE COMPONENTES DA MATRIZ
EXTRACELULAR

A distribuigfo bepética de componentes da MEC tem caracteristicas préprias,
nfio sendo uniformemente distribuidas dentro do figado. Consideram-se assim quatro
compartimentos: cépsula, espage porta, ldbulos e espago central (Martinez-Hernandez &
Amenta, 1993a).

a} Cépsula - A cépsula normal ¢ constituida de uma camada fina,
semitransparente, contendo tecido conjuntivo formado por fibras colégenas, reticulares ¢
elasticas em pequena quantidade. As fibras formam septos finos gue invadem o parénquima
hepético subcapsular, anastomosando - s¢ com 0s septos do espaco porta. Esse fato torna-se
proeminente nos estdgios precoces da doenga cronica do figado, podendo ser detectado
através de biépsia hepatica. A microscopia comum, observa-se a presenca de camada
simples de células mesoteliais ligadas 4 uma delicada MB, contendo laminina, entactina,
coldgeno tipo IV e perlecano. Abaixo dessa camada, existe uma matriz formada por tiras
cruzadas, contendo colageno tipo I, como sustentagfo primdria, além de fibras ¢ filamentos
de coldgeno tipo I, V, VI e fibronectina (Martinez-Hernandez & Amenta, 1993a).

b) Espago porta - Contém ducto biliar, artéria hepética ¢ ramo de veia porta
embebidos na MEC. O tecido conjuntivo do espago porta do figade mostra uma estrutura
formada por focos de finas fibras de coldgeno, ocasionalmente fibras elasticas, uma bem
definida MB e uma populacdo de células mesenguimais, como fibroblastos, mononucleares,
ete, (Martinez-Hernandez & Amenta, 1993a).

As células epiteliais do ducto biliar sdo separadas do parénquima que a circunda
por delicada MB. A artéria hepética e veia porta, como os vasos de mesmo calibre de outros
érodos, possuem MB que contém laminina, (local de maior deposigio de laminina),
coligeno tipo IV, e perlecano (Martinez-Hernandez & Amenta, 1993a). Além disso,
contém outros componentes da matriz, como coldgeno tipo I, I, V, VI, e fibronectina.
Tiras de fibras de coligeno do espago porta seguem-se de fibras similares no intersticio
lobular adjacente que, por sua vez, dfio seguimento a outros no espago central, formando
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dessa maneira um tecido de sustentacfio do lobulo do figado (Rojkind & Pérez-Tamayo,
1983; Martinez-Hernandez & Amenta, 1993a).

¢) Lobulos — S8o formados por sinusdide, espaco de Disse e hepatécitos. No
figado normal, o tecido conjuntivo intralobudar € formado por fibras reticulares, que
constituem uma rede firmemente entrelagada, em torno das células hepéticas (Martinez-
Hemandez & Amenta, 1993a).

- Sinusotides - Tém abundantes fenestracfes endoteliais, que sfio aberturas entre as células
sinusoidais. Possul wma MB descontinua, fazendo do sinusGide hepdtico o ideal para
facilitar a troca bidirecional de macromoléculas entre plasma e hepatécitos, sendo o figado
o tnico Orgdo epitelial que nfo impde barreiras entre o plasma e a superficie epitelial (Burt,
1993; Martinez-Hernandez & Amenta, 1993a). Estudo mostrou (Levavasseur ef ¢, 1993)
que o perlecano € o proteoglicano mais abundante na MB dos sinusdide, enquanto que
laminina, entactina e coligeno tipo IV sfo vistos por microscopia eletrdnica, como
pequenos depositos, ao longo dos sinuséides.

- Espago de Disse - Os componentes da matriz extracelilar identificados no espaco de
Disse normal foram: coldgeno tipo I, I, IV, V, VI, fbronectina, Jaminina e proteoglicanos,
sendo mais abundantes o coldgenc tipo Il e a fibronectinga (Martinez-Hernandez &
Amenta, 1993a).

-~ Hepatéeito ~ Maher & McGuire (1990), demonstraram que, na injuria e na fibrose
hepética, nfio ocorrem alteracOes na matriz extracelular dos hepatoeitos. No entanto, outros
autores identificaram a presencga de fibronectina e uma sinalizacio fraca de hibridizacio
para mRNA de procoldgeno I, nos hepatécitos de figado fibrético (Clément er al., 1986).
Clment et al., (1988) nfio encontraram laminina em hepatécitos de figado normal. Na
fibrose hepdtica, estes autores encontraram quantidades varidvels, usando microscopia

eletrénica.

d) Espago central - A veia central consiste de camadas endotelizis de MB
contendo laminina, coligeno tipo IV e periecano. Existem também fibras de coldgeno tipo
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L, O IV e abundante fibronectina. Essa matriz do espago central mistura-se com a matriz
do espaco de Disse (Martinez-Hernandez & Amenta, 1993a).

¢) Membrana Basal - conta com a presen¢a de componenies coldgenos tendo
sido demonstrado pela primeira vez, por métodos imunolégicos e de difracfio de raio X,
parecendo ter um modelo préprio, com o centro do complexo composto de colégeno tipo
IV e a periferia com glicoproteinas (laminina) e proteoglicanos (Laurie ef al., 1982; Bissel

et al., 1990; Levavasseur et al., 1995).

Os fatores que regulam a produgdo de MEC podem ser agrupados em sohiveis e
ndio soliveis. O fator mais insohivel é a propria MEC, a qual modula a estrutura ¢ a fungdio
dos lipocitos em cultivo. Entre os fatores soliveis, destacam-se as citocinas, que sdo
glicoproteinas essencialmente produzidas por células sangliineas ¢ também por estroma de
células epiteliais, tendo miltiplas fangdes, tais como modular o metabolismo intermedidrio
do figado e a reagdio de defesa do hospedeiro apés injiria e infecfo, desempenhando
também um papel na fibrogénese (Bissel ef al., 1990; Burt, 1993). Uma das citocinas mais
importantes, respomsavel pelo inicio da produgio de MEC, ¢ o TGFB (fator de
crescimento), liberado de céhulas inflamatdrias como neutrdfilos, macréfagos e linfécitos
(Castilla, Prieto, Fausto, 1991; Clément ef al., 1993; Hogemann & Domschke, 1993; Andus
& Holstege, 1994; Blazejewski et al., 1995).

A degradacio de colégeno provavelmente ndo é mediada por uma simples
enzima hidrolitica ¢ sim por proteinases especificas, muitas das quais t€m sido
caracterizadas como enzimas purificadas e (ou) clonadas pelo DNA (Rojkind & Pérez-
Tamayo, 1983; Bissel ez al., 1990; Burt, 1993; Murawaki ef al., 1993; Arthur, 1994). As
proteinases mais conhecidas sdo a metaloproteinase, as proteases séricas, a plasming, 0s
neutréfilos e a proteinase I (Bissel ef al., 1990; Arthur, 1994).

O grupo de metaloproteinase é o maior (Bissel et al., 1990) e encontra-se sob
uma forma ativa e uma forma latente, acreditando-se que seja produzido em hepatocitos ¢
células sinusoidais. Divide-se em trés subgrupos: a colagenase intersticial, a qual degrada o
coligeno tipo I, II e III, a colagenase tipo IV, a qual degrada a membrana basal e a
estromelisina (Burt, 1993; Arthur, 1994).
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Os mais importantes inibidores de metaloproteinase sdo o TIMPS, TIMP1 ¢
TIMPZ, ¢ as proteinases como a o2 macroglobulina { Burt, 1993; Murawaki er al,, 1993;
Arthur, 1994). Os TIMPS sfo asialoglicoproteinas, ¢ tém um importante papel na
modulagdo da atividade de metaloproteinases como inibidores. Van Gool ez ol (1991)
demonstraram a presenga de a2 macroglobulina no granuloma esguistossomdtico,
sugerindo que poderia acelerar a deposiciio de coligeno, provavelmente em virtude da
inibigdo de colagenase. A microscopia imunoeletrdnica observaram — se que TIMP (Arthur,
1994) e a2 macroglobulina (Andus et al., 1987) sfo produzidos por céhilas de Ito.

A correta regulagio da produgio e a montagem de macromoléculas
extracelulares sdo essenciais para a fungdo tecidual. As anormalidades na deposicio ou na
estrutura dos constituintes de MEC levam a conhecido niimero de estados patoldgicos,
entre eles, g fibrose hepédtica (Bissel ef al, 1990; Arthur, 1994). Em situagles
fisiopatolGgicas, tais como gravidez, regeneragfo hepdtica apds hepatectomia, ou
crescimento do rim apos nefrectomia unilateral, a proporgiio entre células e MEC esta
alterada, porém, ap6s o término do processo, a proporgdio volta a normalizar. Bm condigSes
patolégicas, ocorrem alteragbes irreversiveis nessas proporcBes (Martinez-Hernandez &
Armenta, 1993b).

Os componentes da MEC, ou seus metabolitos, aparecem no sangue quando sio
super ativados ou degradados, tanto na injlria aguda como na injiria cronica do figado. Os
fatores que influenciam o nivel sangiliineo de componentes da MEC sfio o volume do
figado, a atividade de fibrogénese, a quantidade de tecido fibroso acumulado e o grau de
capilarizacio de sinusdide. Deste modo, alguns componentes da MEC sio liberados para o
sangue no estagio agudo da doenga, ouiros em estigios crdnicos, oulras em ambos
(Tanikawa, 1994). Com base em observagBes in vitro, sugeriu - se que o caminho para
ativag@o de células perissinusoidais envolve ativagio de células de Kupffer que, por sua vez
secretam citocinas, as quais mediam a resposta das células perissinusoidais. Observou —se
que na injaria aguda a expansdo da populacBo de mondcitos (macréfago ED1-positivo)
precede a populacdo de células perissinusoidais e ambos os tipos de células acumulam em
areas de necrose (Burt, 1993; Hogemann & Domschke, 1993).
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O actmmle excessivo de tecido conjuntivo resulta, portantp, de um
desequilibrio entre deposi¢io e remocfo de coldgeno e de outras macromoléculas, tais
como glicosaminoglicano e glicoproteinas. A deposicfo excessiva pode ser decorrente de
trés processos: a) aumento da sintese; b) diminuigdo da degradagio; ¢) combinagio dos dois
processos, simultaneamente ou sucessivamente ( Rojkind & Pérez-Tamayo, 1983; Clément
et al., 1993; Burt, 1993).

14, DIAGNOSTICO DA FIBROSE HEPATICA E DETECCAO DE
COMPONENTES DA MEC

O estagio e a atividade do processo fibrotico podem ser avaliados e
determinados por vérias técmicas. O diagnGstico da fibrose hepatica € essencialmente
realizado por técnicas morfologicas. Através da bidpsia podem ser examinados a
arquitetura lobular, grau de dano do hepatdcito, infiltrado inflamatorio, deposicio de
fibrose, regeneracio ¢ formagiio de nédulos. Pode também ser mostrada uma estimativa
semi quantitativa da fibrose, por coloragio, para observagdo de coldgeno (Rojkind & Pérez-
Tamayo, 1983; Wu, 1995). Entretanto, existem limitagdes para esse método - erro na leitura
da JAmina, na qual é comum encontrar parénquima normal entre reas de fibrose portal, o
material colhido pode ser insuficiente; é um método invasivo, que ndio pode ser realizado
em pacientes com alteragdes de coagulagfio e deve ser realizado em ambiente hospitalar,
além de refletir uma viséo estdtica e nfio dindmica do processo fibrético (Rojkind & Pérez-
Tamayvo, 1983; El-Mohandes ef al., 1987, Abdel-Wahad er al., 1989).

Alguns métodos de imagem tém sido usados para o estudo de fibrose hepatica.
Dentre eles o ultra-som tem se tornado importante referéncia no diagnéstico da fibrose
hepética na EM, tendo a vantagem de ser um método nfio invasivo, que pode ser realizado
em grande nimero de pessoas, a um baixo custo. A confirmagdo da fibrose ocorre pela
presenga de critérios como o espessamento periportal, a fibrose da parede da vesicula biliar,
a hipertrofia do lobo esquerdo, a esplenomegalia ¢ 0 aumento do didmetro da veia porta,
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Por fim, pode ser feita uma classificacfio do grau da fibrose (Abdel-Latif, Abdel-Wahad,
El-Kady, 1981; Fataar ¢t al., 1984; Cerri, Alves, Magalhfies, 1984; Abdel-Wahad ez of,,
1989; Abdel-Wahad er af., 1990; Domingues ef al., 1993).

A determinag8o de componentes da MEC pode ser feita por vérias técnicas:

Técnicas imunohistoquimicas - A preparagiio e purificagio de virios
componentes da MEC e produgio de anticorpos especificos tornaram possiveis a detecgio
dos componentes da MEC no figado normal, como também o aumento e alteracBes na
composi¢do desses componentes, nos processos fibrdticos {Grimaud & Borojevic, 1977;
Clément ef al., 1988; Wu & Danielsson, 1994),

Sintese dindmica do colageno - a determinagfio da hidroxiprolina hepdtica, que
¢ uma enzima ativadora de células de Hio, oferece um indicador do estimmlo da sintese do
colageno total no figado, baseado na constituigio especifica do aminoécido na molécula do
coldgeno e € largamente usado para calibragiio de marcadores sérico da fibrose e avaliacio
de agentes antifibréticos (Rwaurt ef al, 1989; Sakaida et al, 1996). A técnica para
determinacfo de hidroxiprolina é estivel e pode detectar niveis em nanogramas no tecido,
entretanto, requer uma certa quantidade de tecido bepdtico, que nem sempre é possivel de
ser adquirida por biépsia hepitica. Outra limitagio do método é que sio obtidas
informacGes sobre o coligeno total, ¢ nfio mostra quais tipos aumentam (Gabrielli &
Corrocher, 1991; Okuno ef al., 1991; Wy, 1995},

Hibridizac8o molecular —~ As téenicas mais freqlientemente wutilizadas sfo a
transcrigio guantitativa (mRNA), de genes, (Wu, 1995) e a hibridizacfio in sitw (ISH)
(Milani ef al., 1995), para detecglio de transcricdes de varios genes de componentes de
MEC.

Marcadores de fibrogénese hepatica em fluidos humanos - os marcadores
podem ser medidos em fluidos séricos, urina, e em material de bidpsia hepatica. Podem ser
mexdidos produtos da sintese do coldgeno, produtos da degradagfio, enzimas que participam
na sintese ¢ na degradacio de colageno, glicoproteinas e suas subunidades e proteoglicanos.
Os métodos séo classificados em RIA (radioimunoensaio); EIA (exame imunoenziméatico);
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analises bioquimicas ( enzimatico) e imunoeletroforese, com variagSes na especificidade,
custos e aplicabilidade clinica (Wu, 1995).

Um exame sérico ideal deveria medir o processo dinfimico da fibrogénese,
fibrdlise e refletir o grau de fibrose existente. Além disso, deveria ser 6rgdo - especifico e
ser facil de executar, com baixo custo. Entretanto, problemas vém sendo detectados nos
gstudos com esses exames, como fambém com os antigenos usados, que mostram
heterogeneidade na molécula ¢ nfo sfio Orglos - especificos. Outra dificuldade € que
componentes da MEC aumentam durante a fase de crescimento e apds muitas cirurgias.
Recentemente vérios estudos 1ém sido feitos para tentar relacionar marcadores de fibrose
com lesGes histoldgicas do figado, principalmente na cirrose hepética aleoolica ou viral,
havendo ainda poucos estudos com a EM (Schuppan ef al., 1995).

1.5. MARCADORES SERICOS DE FIBROSE HEPATICA

- Procoldgeno I (PIINP)- existem exames usando método RIA. Os
anticorpos para PIINP sio extraidos de pele bovina e tém reacfio cruzada contra PIIINP em
humanos e ratos, sendo um exame largamente usado em estudos experimentais e
investigagdes clinicas e para avaliar eficdcia terapéutica de anifibréticos (Galambos,
Collins, Galambos, 1985; Zwingenberger ef al., 1988a; Schmppan, 1991; Jiang ef ai., 1992;
Floreani et al., 1994; Schuppan et al., 1995). Os niveis séricos estdo mais elevados em
doenca hepética ativa {(hepatite crénica ativa e citrose ativa), que em doenga inativa como
hepatite persistente ou cirrose inativa. Na hepatite ¢rbnica ativa, o aumento de PIIINP nfo
mostrou diferencas significantes em pacientes com ou sem cifrose, ao passo que os niveis
foram préximos do normal em pacientes com cirrose ¢ pouca atividade histologica.
Conclufram os autores que, pela correlagio existente entre atividade histolégica ¢
fibrogénese, pode-se referir ao PIINP como marcador de fibrogénese, ou seja, de atividade
de doenca (Galambos et al., 1985; Gabrielli ef ol., 1989; Trinchet et al., 1991, Trinchet,
1995). Também encontra-se elevado em pacientes portadores da forma hepatoesplénica da
FEM (El-Mohandes et al,, 1987; Zwingenberger ¢f al., 1988a; Zwingenberger et al., 1988b;
Mincis ef al., 1990).
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- Propeptideo do coldgeno tipo I (PICP) - Teoricamente esse peptideo deveria
refletir mais fielmente a fibrose, pois é completamente removido das fibras quando é
secretado para o espago extracelular, enquanto que com o PIHINP essa remogdio é
incompleta. Entretanto estudos t8m demonstrado que o PICP é menos especifico que
PIINP, nfio s¢ conhecendo as razdes para isso. Os niveis séricos encontram-se mais
elevados em pacientes com cirrose, tendo sido relacionado com *score” de fibrose
{Schuppan, 1991; Trinchet ef af., 1991; Wu, 1995).

- Colageno tipo IV- Exames de RIA e EIA encontram-se disponiveis, com
produclio de anticorpos monoclonais especificos (Sakai ef al., 1982; Yokoya et al., 1992).
Os niveis séricos desse coligeno sfo elevados em todas as injirias alcodlicas do figade
(Niemela er al., 1990). Na infe¢o por virus da hepatite, niveis de coldgeno tipo IV sdo
valorizados ua diferenciacdo entre hepatite cronica persistente e ativa, pois pacientes com
hepatite crinica persistente tém coldgeno tipo IV normal (Tanikawa, 1994). Os peptideos
do procolageno tipo IV, conhecidos como dominioc 7S-colageno IV (PIVNP) ¢ o dominio
dimérico do terminal carboxi (PIVCP) também podem ser determinados. Como nfo sfio
removidos por peptidases durante formacio da estrutura para membrana basal, servem
como ligagho entre outros componentes e como resultam da degradaciio de coldgeno tipo
IV podem indicar fibrolise. Entretanto, uma vez aumentada, a fibrélise é acompanhada de
uma maior sinfese de coligeno. Muitos estudos clinicos tém demonstrado que pacientes
com hepatite cronica ativa, cirrose ativa, doenga alcéolica crénica apresentam elevagio
significativa de PIVNP e PIVCP (Wu, 1995). Pacientes com cirrose apresentam niveis mais
altos que em pacientes com hepatite cronica ativa e também tém sido mostrados para
avaliar progressdo e severidade de doenga alcOolica cromica (Hayasaka er al., 1990;
Schuppan, 1991). Em trabalho realizado comparando a concentragfio sérica de 7S coldgeno
(PIVNP) e PIIIP, observou-se que concentragBes de 7S coldgeno aumentam com a
severidade da doenga, ao passo que concentragdes de PIIIP e propil hidroxilase elevaram-se
todo o tempo. Também foi encontrada cormrelagio significante entre o grau de fibrose e 78
coldgeno (Yamada ef al., 1992). Em outro estudo, Murawaki et al. (1996) concluiram que,
tanto 75 coligeno, como coligeno tipo IV, tém a mesma utilidade para avaliar fibrose

hepética, comparando exames para 78 por RIA ¢ para coldgeno tipo IV por EIA.
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- Colageno VI - Pode ser medido por RIA e EIA. Existem poucos estudos
avaliando o significado clinico de CVI em pacientes com doenga crénica do figado. Um
estudo preliminar mostra que pdo existe correlagBio entre os niveis de CVI & outros
marcadores. Ndo encontra-se elevada no estigio inicial da esquistossomose, mas estd
marcadamente aumentado no estagio final da doenca (Schuppan ef al., 1995).

- Laminina - Aparentemente, a deposicio de laminina no espago de Disse é o
principal contribuinte para a capilarizagfio, expandindo-se até o trato portal, contribuindo
para aumentar a pressio portal e diminuir a fungdo hepdtica. O kit de EIA para aplicacio
clinica possui anticorpo contra determinados antigenos de fragmentos de laminina de
placenta humana. Um alto nivel sérico tem sido relacionado, em alguns estudos com fibrose
hepatica, sendo encontrados aumentos de laminina em pacientes com fibrose hepética e
cirrose, cormrelacionando-se provavelmente com a extens@o da fibrose do figado (Fujimoto
et al., 1990; Yokoya et al., 1992; Tanikawa, 1994). Em outros estudos foi assinalada uma
correlagdo entre niveis séricos de laminina e hipertensfo portal (Gressner, Tittor, Kropf,
198%; Parise & Rosa, 1992; Kondo er al, 1995). Para avaliar a relagdio entre os niveis
séricos de laminina e hipertens3o portal, Parise & Rosa (1992), mediram a pressfio da veia
esplénica, tendo encontrado uma possivel correlagfio entre o nivel de laminina ¢ a pressio
esplénica. O autor sugere que essa correlagio pode ser explicada em virtude de um aumento
da deposicio de MB, secunddria 3 hipertensdo portal pré - sinusoidal, encontrada na
esquistossomose. Por essa razio, a presenca de hipertensdio portal deve ser considerada
guardo da interpretagfio de valores de laminina em pacientes com fibrose hepitica e cirrose.

Pode também ser medido o maior fragmento da laminina {pl), que se encontra
elevado em doengas crOnicas do figado e correlaciona-se com gradiente de pressdo portal
(Schuppan ef al., 1995). Numa revisdo realizada por Trinchet (1995), observou-se que a
laminina e coligeno tipe IV seriam marcadores de MB, elevando-se em pacientes com

cirrose e que se correlacionavam com “score” de fibrose.

- Undulina - Estudos preliminares mostram que pacientes com doenga
hepética crémica tém niveis aumentados de undulina, mas ndo foi encontrada correlagdo
com outros marcadores (Wu & Danielsson, 1994; Schuppan et al., 1995). Na EM foram
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encontrados niveis elevados de undulina em todas as formas clinicas, tanto na fase inicial,
como na forma avangada de comprometimento hepatico (Shahin ef al., 1995).

- Acido hialurénico - E um glicosaminoglicanos e pode ser determinado por
RIA. Niveis aumentados podem ser considerados como fator preditivo de cirrose e de
progressio da doenca na cirrose biliar primdria. Também propds — se que niveis de acido
hialurdnico refletem fibrogénese ativa ¢ correlacionam-se com funcfo hepatica. Na cirrose
alcoolica, niveis de dcido hialurnico estdo aumentados em pacientes Child C, podendo
sugerir uma correlagio com grau de fibrose (Parés ef al., 1996). A concentragfo sérica de
dcido hialurbnico depende da excrecfio hepatica e renal. Na cirrose, ambas as excregfes
estdo reduzidas e a vida média do acido hialurdnico estd aumentado na faléncia hepatica
(Schuppan ef 4l., 1995). Como a laminina, parece ter também uma correlac@o com pressio
de veia porta e pode ser um fator preditive de hipertensio portal na cirrose (Gressner ef ai.,
1988).

- Fibronectina — disponivel por RIA, sendo considerada proteina chave para
estadiamento precoce de fibrose hepatica (Ballardini ez al., 1985; Miao ef al., 1993).

A avaliacio da sensibilidade, especificidade, valores preditivos negativos e
positivos, devem ser estabelecidos, antes de marcadores séricos serem usados na clinica
diaria. Até o momento, os estudos mostram que o valor diagnodstico desses marcadores tém
sido baixo, refletindo a grande variagiio nos niveis séricos de diferentes grupos histoldgicos.

Em nosso estudo, através de meétodo imunoenzimatico sanduiche, usando
anticorpos monoclonais, objetivamos determinar os niveis séricos de coldgeno tipo IV ¢

laminina em pacientes portadores de EM, como modelo clinico de fibrose periportal.
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2. OBJETIVOS



1. Determinar os nivels séricos de coligeno tipo IV nas diversas formas

clinicas de esquistossomose mansoni.

2. Determinar os niveis séricos de laminina nas diversas formas clinicas de

eSquIstoSSOmOse mansoni,

3. Comparar os niveis séricos de coldgeno tipo IV ¢ laminina nas diversas

formas clinicas de esquistossomose mansoni.

4. Correlacionar os niveis séricos de coldgeno tipo IV ¢ laminina com achados
de ultra-sonografia, realizada conforme protocolo da Organizagfio Mundial de Saide em

pacientes portadores de esquistossomose mansoni.

5. Correlacionar niveis séricos de coldgeno tipo IV com os niveis séricos de

laminina, em pacientes portadores de esquistossomose mansoni.
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3. CASUISTICA E
METODOS



Foram avaliados individuos atendidos no Ambulatorio de Doencas do Figado
no Hospital da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas
(FCM — UNICAMP), no Centro de Safide de Barfio Geraldo e no Centro de Saude Santa
Manica, em Campinag — SP, entre abril de 1996 e julho de 1997,

Todos os pacientes foram submetidos a coleta de dados epidemiolégicos e
seguiramn um protocolo que incluia a realizaglio de determinagbes séricas de
aminotransferase da alanina (ALT), aminotransferase do aspartato (AST), bilirrubinas
totais ¢ fraches, gamaglutamil transpeptidase (GGT), eletroforese de protefnas, glicose,
fosfatase alcalina, RNI, contagem de plaquetas, hemograma, sorologia para HIV, HbsAg,
antiHbs e antiFICV; parasitoldgico de fezes; endoscopia digestiva alta, ultra-sonografia de
abdome, determinagfio de coldgeno tipo IV e de laminina.

Os individuos controles foram submetidos A coleta de dados epidemiologicos e
exames que inclufram a realizacfio de parasitologico de fezes; sorologia para virus B e C,
ultra-sonografia de figado, determinagfo de coldgeno tipo IV e laminina.

3.1 CRITERIOS DE INCLUSAQ

Idade entre 12 ¢ 70 anos;

$

Ambos oS sexos;

Pacientes com epidemiologia positiva para EM;

Pacientes com um ou mais exames positivos para EM: parasitolégico de

fezes, bidpsia retal, ultra-sonografia de figado, biépsia hepatica;

- Relato confidvel de tratamento anterior da infestacdio e (ou) de suas
complicagBes {clinico ou cirargico).
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3.2. CRITERIOS DE EXCLUSAO
- Hepatite cronica viral;
- Qutras doengas infecciosas que afetam o figado;
-~ Etilismo crOnico;
- (ravidez;
- Antecedentes de uso abusivo de drogas;
- Anti HIV positivo;
-~ Abandono do protocolo.

Para inchusfio no estudo, foram selecionados 64 pacientes, com média de idade
de 39,11:£14,79 anos, minima de 14 e maxima de 70 anos, sendo 33 do sexo feminino ¢ 31
do sexo masculino, pomtadores das formas clinicas imtestinal, hepatointestinal e
hepatoesplénica da EM, e 18 individuos normais, como controles. com média de idade de
37,61+£10,42 anos, sendo 7 do sexo masculino ¢ 11 do sexo feminino. Esses individuos
normais foram pareados por sexo e idade, nfio tinham histéria anterior de infestacfio por
Schistosoma mansont e de alcoolismo, ¢ nfio apresentavam sinais clinicos e laboratoriais de
EM.

3.3. CRITERIOS PARA DIAGNOSTICO DE ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

Os pacientes foram classificados de acordo com a forma clinica da doenga,
apresentada na ocasifio da realizacdo do questiondrio clinico, sendo usado os critérios
adotados por Coutinho (1968) e Coutinho & Domingues (1993):

a) Forma imtestinal - pacientes com protoparasitolégico positivo para

Schistosoma mansoni ¢ auséncia de hepatoesplenomegalia ao exame fisico;
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b) Forma hepatointestinal - pacientes com protoparasitologico positivo para
Schistosoma mansoni e presenca de hepatomegalia ao exame fisico;

¢) Forma hepatoesplénica - pacientes com epidemiologia positiva para EM ¢
hepatoesplenomegalia ao exame clinico.

s Forma hepatoesplénica compensada — pacientes que nio apresentaram até o
momento da avaliacio nenhum episodio de descompensacéo.

s Forma hepatoesplénica descompensada — pacientes que tinham apresentado
pelo menos um episédie de descompensagdio por ictericia, ascite ou hemorragia digestiva.

3.4, DISTRIBUICAO DOS PACIENTES POR FORMA CLINICA

ay Forma intestinal (FI) - 18 pacientes, 10 do sexo masculino ¢ 8 do sexo

feminino, com idade média de 27,71 + 6,56anos.

b) Forma hepatointestinal (HI) - 17 pacientes, 6 do sexo masculino e 11 do sexo
feminino, com idade média de 41,82 + 16,13 anos,

¢) Forma hepatoesplénica compensada (HEC) - 12 pacientes, 4 do sexo
masculino e § do sexo feminino, com idade média de 45,92 + 15,96 anos,

d) Forma hepatoesplénica descompensada (HED) - 17 pacientes, 13 do sexo
masculino e 4 do sexo feminino, com idade média de 43,71 + 13,05 anos. Desses pacientes,

5 haviam sido submetidos 4 esplenectomia.

Esse trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica do Hospital Universitario
da Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP.
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3.5. EXAMES LABORATORIAIS

As determinagdes de GGT, da fosfatase alcaling, da ALT, da AST, da
bilirrubina direta, da uréia, da creatinina e da albumina, foram realizadas, simultancamente,
em todos os pacientes no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Universitirio da
Faculdade de Cifncias Médicas da UNICAMP ¢ foram avaliadas pelo método
colorimétrico direto amtomatizado, utilizando kit comercial.

A contagem de leucocitos, plaguetas ¢ hemoglobina foi realizada
simultaneamente em todos os pacientes, no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital
Universitario da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP e foram realizados por
método automatizado, utilizando kit comercial.

O RNI foi realizado, simultanecamente, em todos os pacientes no Hemoeentro
do Hospital Universitéric da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, e foi
determinado pelo método Quick modificado, utilizando kit comercial

A sorologia para HIV (ELISA) foi realizada, simultaneamente, em todos os
pacientes e controles no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Univessitirio da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, utilizando kit comercial.

Os marcadores soroldgicos para os virus B (HbsAg e antiHBc) e C (anti HCV)
da hepatite foram realizados em todos o8 pacientes e coniroles, simultaneamente, 10
Laboratério de Hepatologia do (astrocentro, por meic de método imunoenzimético,
utilizando kits comerciais.

Os resultados estdo expressos em média com desvio padriio.

3.6. ENDOSCOPIA DIGESTIVA ALTA

Foram realizadas endoscopias digestiva alta em 8 pacientes portadores da forma
clinica hepatointestinal, 11 da forma clinica hepatoesplénica compensada ¢ 17 da forma
clinica hepatoesplénica descompensada, quando indicado, usando classificagdo de acordo
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com o calibre de varizes, em aparelho de video endoscopia Olympus no Servigo de
Endoscopia Digestiva do Gastrocentro:

Fo - auséneia de varizes;
F1 - varizes de pequeno calibre;
F2 - varizes de médio calibre;

F3 - varizes de grosso calibre.

3.7. ULTRA-SONOGRAFIA DE ABDOME SUPERIOR

A ultra-sonografia de abdome superior foi realizada em todos os pacientes ¢
controles, no servigo de Ulira-sonografia do Gastrocentro, seguindo protocolo adotado pela
World Health Organization (1991), utilizando aparelho Toshiba Medical Systems
Diagnostic Ultrasounds, Modelo SSA - 250 A (20730-116EC), com transdutor
linear/convexo de 3,75 Mhz. Com base nos achados de ultra~sonografia, foi realizado
estadiamento da doenga (Tabelal).

A - Posigiio para exame do figado: (Anexo 1)
longitudinal
{ransverso
subcostal transhepética
obliqua
vertical direita

vertical esquerda
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B - Superficie do figado - Visto por via subcostal, na margem posterior.
superficie lisa
superficie levemente irregular
superficie grosseiramente rregular

C ~ Tamanho do lobo esquerdo - O comprimento do alto do Iobo esquerdo até a
margera caudal fo1 medido na posigfio longitudinal, com o transdutor posicionado acima da
aorta.

menor ou igual a 70 mm - tamanho normal
maior que 70 mm - tamanho aumentado
D - Tamanho do lobo direito - Medido na linha axilar média direita.
maior que 140 mm - tamanho normal
igual ou menor que 140 mm - tamanho diminuido

E - Ecogenicidade periportal - O espessamento em ramos portais deve ser
medido da camada externa do vaso para a regifio externa do espessamento. Considera-se
como medida final, 8 média de trés ramos periféricos da veia porta, ertre o primeiro o
terceiro nivel da porta. Os resultados da medida do espessamento periportal foram
expressos em média e desvio padrio. Medida final:

grau 0 até 3 mm - ecogenicidade preservada (fig. 1)
gran [ entre 3-5 mm - ecogenicidade aumentada + (fig. 2)
grau Il entre 5-7 mm - ecogenicidade aumentada ++ (fig. 3)

grau I acima de 7 mm - ecogenicidade aumentada +++ (fig.4)
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FIGURA 1: Espessamento periportal grau 0, detectado através de ultra-sonografia em

pacientes portadores de esquistossomose mansoni.
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FIGURA 2: Espessamento periportal grau I, detectado através de ultra-sonografia em

pacientes portadores de esquistossomose mansoni.

Casulstica e Métodos



: CRABDMIZ4 1187
TROCEHTRO - UHICAMP 14 06:53

c3. 7S
18HZ

VEIA PORTA
= ESaUERDA

FIGURA 3: Espessamento periportal grau I, detectado através de ultra-sonografia em

pacientes portadores de esquistossomose mansoni.
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FIGURA 4: Espessamento periportal grau III, detectado através de ultra-sonografia em

pacientes portadores de esquistossomose mansoni.
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F - Didmetro de veia porta - O didmetro entre camada intima - intima da veia
porta deve ser medido entre a porta hepética e sua bifurcagdo.

menor ou igual a 12 mm - didmetro normal
acima de 12 mm - didmetro aumentado

G - Presenca de colaterais — Observa-se a presenga das veias coronArias,

periumbilical e (ou) géstricas curtas, visiveis ao ultra-som .Considera-se:
colaterais ausentes
presenca duvidosa
colaterais presentes

H - Tamanho do bago - O comprimento do bago ¢ tomado no sentido
longitudinal, polo a polo. O valor normal néo deve exceder 120 mm na linha axilar média
esquerda.

I - Presenca de ascite - Observagdo de liquido livre na cavidade abdominal.

Considera - se:
ausente- quando nio existe liquido livre
presenca duvidosa
presente - quando existe liquido livre

J - Parede da vesicula biliar - A vesicula biliar pode ser demonstrada na posi¢&o
longitudinal. Considera-se o espessamento da parede posterior como:

normal - se a espessura for menor que 5 mm
anormal - se a espessura da parede for igual ou maior que 5 mm

K - Parénquima hepético - Lesdes ecogénicas podem ser vistas no parénquima

hepético, nfo relacionadas com veia portal ou ramos. Considera-se:
ausente - quando nfo sdo observadas alteragdes do parénquima

presente - quando sdo observadas lesSes ecogénicas no parénquima
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Tabela 1: Estadiamento da esquistossomose mansoni baseado em achados de ultra-

sonografia
ESTADIAMENTO
PARAMETROS 0 I 1I I
Espessamento periportal - ot A bt
s et e L e e s
Aumento do tamanho do lobo esquerdo do figado - +/- +/-

Diminui¢io do tamanho do lobo direito do figado - o wmmmm
Aumento do didmetro da veia porta - - + +
e e e o o .
Presenca de ascite I . i =4
Espessamento da parede da vesicula biliar - - - -

(-) ndo existem alteragdes patologicas; (+/-) pode ou ndo existirem alteragdes patologicas; (+/++/+++) existem
alteragfes patolégicas

Estadiamento 0 doenga inexistente; I pode ou ndo existir doenga; I doenga presente; Il doenca em fase
avangada

3.8. DETERMINACAO DE COLAGENO TIPO IV

A concentra¢do sérica de colageno tipo IV foi determinada em todos os
pacientes e controles, no Laboratério de Hepatologia do Gastrocentro. O método utilizado
foi imunoenzimético (EIA) usando dois anticorpos monoclonais. O antigeno reage
simultaneamente com o anticorpo ligado & pérola e o anticorpo enzimatico, contra
diferentes situs antigénicos da mesma molécula de coldgeno tipo IV, resultando numa
molécula que fica em um “sanduiche” de anticorpos. Apds remogdo do anticorpo da pérola,
a solu¢do ¢é incubada com um substrato enzimatico resultando no desenvolvimento de cor.
A atividade de peroxidase € proporcional & quantidade de antigeno e a concentragdo de
colageno tipo IV pode ser determinada a partir da curva padréo.
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a) Preparo do plasma - Ap6s jejum de 6 horas, as amostras de sangue foram
coletadas a vacuo, centrifugadas e o soro armazenado a -20°C.

b) Preparo de reagentes:

I- A solugdo padrdo de 2000ng/ml, foi diluida de forma seriada, até atingir
concentragdes de 1000, 500, 250, 125, 62, 31, 16 e Ong/ml;

2- Soluc¢do colorimétrica — a partir da diluigdo de 500ul de solugéo solvente ao

substrato cromégeno;

3 - Solug#o para lavagem — a partir da dilui¢éo do concentrado com 1,8 litros de
agua deionizada.

¢) Execugdo do exame:

1° reagdo: imunorreacdo

E adicionado em cada tubo:

1 - 50ul de solugéo do padrdo diluido para realiza¢do da curva,
2 - 50ul da amostra;

3 - 300ul da solugdo de anticorpo enzimatico;

4 - pérolas sensibilizadas com o anticorpo;

5 - A seguir incubar os tubos a temperatura ambiente por 60 minutos e lavar por
3 vezes com solucdo apropriada;

2? reacdo: enzimatica
6 - 300u1 da solugdo colorimétrica;
7 - Incubar a 10-30°C por 30 minutos, com os tubos parados, sem agitar;

8 - Interrompido a reagdo enzimatica com solugdo 1IN H2804;
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d) Espectofotometria: feito leitura da absorbancia em 450nm de comprimento
de onda, para solucéo padrio e amostras, utilizando agua deionizada como branco.

e) Célculo: 1 - Feita curva padrio utilizando valores de absorbancia
encontrados nas respectivas dilui¢des da solucdo padrio (Tabela 2 e Figura 5)

Tabela 2: Valores da curva padrdo de colageno tipo IV

CURVA PADRAO DE COLAGENO TIPO IV

CONCENTRACAO DENSIDADE
Ong/ml 0.064
16ng/ml 0.060
3Ing/ml 0.086

— -

125ng/ml 0.185
e <o i gy
500ng/ml 0.594
1000ng/ml 1.007

Casuistica e Métodos 34



Figura 5: Curva padrao de colageno tipo IV.

2 - O calculo da concentragdo de colageno tipo IV nas amostras se consegue
plotando o valor de absorbdncia encontrado para cada amostra na curva padrdo e

observando-se o valor de concentragdo correspondente.

3.9. DETERMINACAO DE LAMININA

A concentragio sérica de laminina foi determinada em todos os pacientes e
controles, no Laboratorio de Hepatologia do Gastrocentro. O método utilizado foi
imunoenzimatico (EIA) usando dois anticorpos monoclonais. O antigeno reage
simultaneamente com o anticorpo ligado a pérola e o anticorpo enzimatico contra diferentes
situs antigénicos da mesma molécula de laminina, resultando numa molécula que fica em
um “sanduiche” de anticorpos. Apos remogao do anticorpo da pérola, a solugio ¢ incubada
com um substrato enzimatico resultando no desenvolvimento de cor. A atividade de
peroxidase é proporcional a quantidade de antigeno e a concentragdo de laminina pode ser

determinada a partir da curva padréo.
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a) Preparo do plasma - Apods jejum de 6 horas, as amostras de sangue foram

coletadas a vacuo, centrifugadas e o soro armazenado a -20°C.
b) Preparacdo de reagentes:
I - Solugdo padrdo - adicionado 500ul da solugéo tampdo ao padrio hLM;

2 - Solug@o padrdo para curva padrdo — Diluido a solu¢do padrio(1) de forma

seriada até concentragdes de 1920, 960, 480, 240, 120, 60e Ong/ml;

3 - Solugdo anticorpo enzimdtico - diluido o concentrado com solugdo tampio

numa proporg¢do de 1:35;

4 - Solugdo colorimétrica - adicionar 12ml de solugdo substrato no reagente

cromogeno;

5 - Solugdo para lavagem - diluir 100ml da solu¢io concentrada com 900ml de

agua deionizada;
¢) Execugdo do exame:

_1? reacdo: imunorreacio

1 - 20l da solugdo para curva padrio;

2 - 20l das amostras;

3 - 300ul da solugdo de anticorpo enzimatico em cada tubo;
4 - pérolas sensibilizadas com anticorpo especifico;

5 — A seguir incubar a 37°C por 60 minutos e lavar por 3 vezes com solugdo

apropriada;

2% reagdo: enzimatica

E adicionado a cada tubo:
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6 - 300pl da solugdo colorimétrica;
7 - Incubado a 37°C por 30 minutos;
8 - Interrompido a reagdo enzimatica com solugdo 1N H2S04;

d) Espectofotometria: Feito leitura da absorbancia em 492nm de comprimento

de onda, para solug¢@o padrao e amostras, utilizando agua deionizada como branco.

e) Célculo:

1 - Feita curva padrdo utilizando valores de absorbancia encontrados nas

respectivas diluigoes da solugdo padrdo (Tabela 3 e Figura 6).

Tabela 3: Valores da curva padrdo de laminina

CURVA PADRAO DE LAMININA

CONCENTRACAO DENSIDADE

Ong/ml 0.033
60ng/ml 0.058
120ng/ml 0.099
240ng/ml 0.192
480ng/ml 0.434
960ng/ml 0.782
1920ng/ml 1.484
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Figura 6: Curva padrio de laminina

2 - O calculo da concentragio de laminina nas amostras se consegue plotando o
valor de absorbancia encontrado para cada amostra na curva padrio e observando-se o

valor de concentragdo correspondente .

3.10. ANALISE ESTATISTICA
3.10.1. Comparag¢io multipla:

Para o estudo de comparagdes multiplas entre os grupos foi utilizado método

ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (Conover, 1971).

Para comparar média entre grupo controle e grupo total da doenga e entre média

de pacientes com e sem esplenectomia foi utilizado o teste de Wilcoxon (Conover, 1971).
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3.10.2. Coeficiente de correlacgio linear:

Para avaliar correlagdes entre determinagdo do colageno tipo IV e da laminina e
espessamento periportal ao ultra-som, foi utilizado o coeficiente linear de Pearson
(Conover, 1971; Flecher, Flecher, Wagner, 1989).

3.10.3. Ponto de corte:

Para estabelecer o ponto de corte, foi usado método ‘“Receiver Operating
Curve” (ROC), calculando-se a sensibilidade e especificidade para cada valor do teste. A
partir desses valores foi construida uma curva, plotando a sensibilidade contra a
especificidade (1- especificidade) de cada valor. O valor do ponto de corte € o ponto onde a
declividade da curva ¢ igual a4 1. (Milman & Albeck, 1995).

Neste trabalho foi considerado estatisticamente significante o valor de p<0,05.
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4.1. EXAMES LABORATORIAIS

Todos os pacientes e controles apresentaram marcadores para virus B ¢ C

negativos, como também testes ELISA para HIV negativos.

Os exames laboratoriais, realizados para avaliagio da fungfio hepética foram:
ALT e AST, GGT, fosfatase alcalina (FA), bilirrubina direta (BD), albumina (ALB), uréia,
creatinina (CREAT), contagem de plaquetas (PLQ), hemoglobina (Hgb), leucdcitos
(LEUC) ¢ RNIL, gue apresentaram discretas alteragbes na forma HEC ¢ HED. (Tabela
4,5,6,7)

TABELA 4: Resultados de aminotransferase da alanina (ALT) ¢ do aspartato (AST),
contagem de plaquetas (PLQ) e de leucdcitos (LEUC), em pacientes portadores de

esquistossomose mansoni

T

4‘5?%2948 o

- PI forma mmtm . i al, }I[ | forma hepatomm' , HEC .form' " a..ﬁepamesplémca compensada. : HED.. i) .fema
hepatoegplénica descompensada
a Normal = até 370/L; b Normal = até 40U/L; ¢ Normal = 200000 a 300000; d Normal = 5000 a 8000




TABELA 3: Resultados de uréia e creatinina (CREAT) em pacientes portadores.de

esquistossomose mansont

FI forma intestinal; T forma hepatomtestinal, AEC forma hepatoesplénica compensada; HED forma
hepatoesplénica descompensada
a Normal = 15 a 35mg/dL; b Normal = 0,51 1,2mpg/dl

TABELA 6: Resultados de gamaglutamil transpeptidase (GGT), fosfatase alcalina (FA) e

albumina (ALB), em pacientes portadores de esquistossomose mansoni

hepatoesplénica descompensada
2 Normal = mulber 7 a 32 homem 18 a 50U/L; b Normal = mulher 80 2 306 bomem 635 a 386U/L; ¢ Nomal =

3,52 5,0g/dL
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TABELA 7: Resultados de bilirrubina direta (BD), RNI ¢ hemoglobina (Hbg) em pacientes
portadores de esquistossomose mansoni

Fl forma intestinal; HI forma hepatointestinal; HEC forma hepatoesplénica compmsada, HED fofnia
hepatoesplénica descompensada
& Normal = 0,1 2 0,4mg/dl; b Normal = até 1,20; ¢ Normal 12,5 2 15,5g/dL

4.2. ENDOSCOPIA DIGESTIVA

Dos oito pacientes com a forma HI da EM, cinco nfio apresentaram varizes de
esbfago, dois tinham varizes grau 1 e um paciente tinha varizes gran 2. Dos 11 pacientes
com a forma HEC, trés nfio apresentaram varizes de esdfago, dois apresentaram varizes
grau 1, dois apresentaram varizes grau 2 e quatro varizes gran 3. Os 17 pacientes com 2
forma HED tinham varizes de esdfago, sendo que trés tinham varizes grau I, sete grau l e
sete grau Il (Tabela 8).
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TABELA 8: Resultados do grau de varizes esofigicas em pacientes portadores de

esquistossomose mansoni

T Torma hepatowmtestinal: HEC  forms hepatoesplémica compensads; HED forma hepatoesplénica
descompensada

4.3. RESULTADOS DE ULTRA-SONOGRAFIA

Os resultados de ultra-sonografia mostram uma diminuigfo no tamanho do lobo
direito em 12 pacientes na FI ¢ HI, em 11 pacientes da forma HEC ¢ em 16 da forma HED,
O lobo esquerdo esteve aumentado de tamanho em 12 pacientes da FI, 14 da HI, sete da
HEC ¢ 15 da HED. (Tabela 10}

Em relacfio ao espessamento periportal, encontramos wma média de valores, nas
formas FI e Hi ainda dentro do normal (até 3mm), sendo que na forma hepatoesplénica a
média de valores do espessamento periportal esteve aumentado ¢ na forma HEC a média foi
de 4,17mm ¢ na HED 4,5mum (Tabela 9).

O diimetro da veia porta foi aumentado, principalmente na forma
hepatoesplénica, como também a presenca de veias colaterais (Tabela 10).

Em relac¢iio ao tamanho do bago, na forma HI encontramos dois pacientes com
aumentc do tamanho do baco, apesar de nfip ter sido detectado, no exame fisico,
esplenomegaiia. Na forma hepatoespiénica, todos os pacientes apresentaram aumento do
tamanho do bago, sendo gue cinco pacientes j4 baviam sido submetidos & esplenectomia
(Tabela 10).




O espessamento da parede da vesicula biliar, irregularidade da superficie
hepética ¢ alteragdes no parénquima hepético, foram os achados mais freqiientes na forma
hepatoesplénica da doenca (Tabela 10).

A ascite foi detectada em cinco pacientes portadores da forma HED
{Tabela 10).

O estadiamento da EM através de achados de ultra-sonografia mostrou que na
F1, 16 pacientes tinham estadiamento grau 0 ¢ dois grau I. Na forma HI, dez pacientes
tinham estadiamento grau 0, cinco grau I ¢ dois grau II. Na forma HEC, um paciente tinha
estadiamento grau O e onze grau II, e na forma HED, um paciente tinha estadiamento grau
0, dez grau Il e seis grau IIT (Tabela 11).

TABELA 9 ~ Resultados das medidas de espessamernto periportal em pacientes portadores

de esquistossomose mansoni

F1 forma imtestinal; Ml forma hepatomtestinal; HEC Torma hepata&ep]émm compensada, HED forma
hepatoesplénica descompensada




Tabela 18 - Resultados de ultra-sonografia em pacientes portadores de esquistossomose

mansont

Fl fcrma intestinal; HI forma heparamtﬁstmal, HEC ﬁ:;rma. hepatoesplemca mmpensada HED ﬁera
hepatcmplemca descompensada
* pacientes submetidos A esplenectomia ** pacientes submetidos 3 colecistectomia




Tabela 11: Estadiamento da esquistossomose mansoni através de ultra-sonografia em
relacio & forma clinica.

FT Torma intestmal: H forma hepatomtesinal; HEC forma hepatoesplénica compensadz; HED forma
hepatoesplénica descompensada

4.4. ANALISE DE COLAGENO TIPO IV

A média de valores da concentragdo de coldgeno tipoc IV, em pacientes
portadores de EM, foi de 92,34+ 54,37ng/mi (maximo de 325,42 ¢ minimo de 35,12ng/ml).
Essa média nas formas clinicas foi de; FI 82,68+ 51,23ng/ml (méximo de 272,53 ¢ minimo
de 36.82ng/ml; HI 107,74470,%91ng/ml (maximo de 325,42 e minimo de 35,69ng/ml); HEC
86,59-+42,03ng/m! (maximo de 180,81 e minimo de 35,12ng/ml); HED 135,15+60,86ng/ml
(méximo de 284,38 ¢ minimo de 57,75ng/mi). Em pacientes submetidos 3 esplenectomia a
média foi de 117,59+21,92ng/ml (miximo de 143,54 e minimo de 85,86ng/ml). Nos
individuos normais, controles, a média de valores foi de 57.18+18.04ng/ml (madximo de
111,52 e minimo de 35,67ng/ml) (Tabela 12} .
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TABELA 12: Resultados da determinacio de coldgeno tipo IV em controles e em pacientes

portadores de esquistossomose mansoni

FI fomla Tntestmal H1forma hepatuiritestinal HEC  forma hepatoesplénica compensada HED forma
hepatoesplénica descompensada
* pacientes submetidos 4 esplenectomia




4.5. ANALISE DE LAMININA

A média de vakres de laminina em pacientes portadores de EM foi de
367,30+112,64ng/ml (maximo de 951,16 ¢ minimo de 188,16ng/ml). Em relacfio a forma
clinica, os valores médios foram de: FI 326,42+79,85ng/ml (maximo de 452,99 ¢ minimo
de 188,16ng/ml); HI foi de 373,44194,0lng/ml (méximo de 610,50 e minimo de
214,77ng/ml); HEC 437,90+184,86ng/ml (méximo de 951,16 ¢ minimo de 299,05ng/ml);
HED 436,73+ 69,48ng/ml (méximo de 567,47 ¢ minimo de 317,53ng/ml). Em pacientes
submetidos & esplenectomia foi de 447,70+74,98ng/ml (maximo de 544,74 e minimo de
376,93ng/ml). Nos individuos normais, controles, a média de valores foi
289.74+50,91ng/ml (méximo de 415,50 ¢ minimo de 284,93ng/ml). (Tabelal3)
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TABELA 13: Resultados da determinagdo de laminina em controles e em pacientes

portadores de esquistossomose mansond

Fi.fcrma mntestimai HI forma hepatbmtestinél HEC forma hepatoespiéniea compensada HED forms
hepatoesplénica descompensada
* pacientes submetidos 4 esplenectomia




4.6. COMPARACOES MULTIPLAS
4.6.1. Comparaciio enire medidas do espessamento periportal

A média de medidas do espessamento periportal esteve anmentada em todas as
formas clinicas, sendo considerado significante (p<0,05), nas formas HEC e HED, em
relacio aos confroles. Comparando as médias entre formas clinicas, o aumento foi
significante (p<0,05) entre HEC e Fl, entre HED ¢ Fl ¢ entre HED ¢ HL (Tabela 14)

TABELA 14: Comparagio entre médias de medidas do espessamento periportal em

pacientes portadores de esquistossomose mansoni

..FI forma intestinal; HI forma hepatointestinal; HEC forma .hepat'o'esp}énica compensada; HED forma
hepatoesplénica descompensada
* significante
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4.6.2. Comparagdo entre médias de valores de coldgeno tipo IV

A média dos valores de coligeno tipo IV foi clevada significantemente
(p<0,0001) na EM, quando comparada com controles. Em relago & forma clinica, observa-
se aumento e todas as formas clinicas, sendo estatisticamente significante nas formas HI,
HED e HED com esplenectomia (p<0,05), em relagfo aos controles. (Tabela 15).

Quando se compararam as médias das diversas formas clinicas, encontrou - se
uma diferenca estatistica entre a forma FI ¢ HED (p<0,05). (Tabela 16)

A comparagic entre médias de valores nas formas HED e HED com
esplenectomia nfio mostrou diferenca estatistica (p=0,7919). ( Tabela 16)

TABELA 15:; Comparagfio entre médias dos valores de coldgeno tipo IV na

esquistossomose mansoni e e suas formas clinicas, em relagBo aos controles

FI forma intestinal; HI forma hepatointestinal; HEC Toroma héiaéito&splénica compen;éda,; HED forma
hepatoesplénica descompensada
* Significante




TABELA 16: Comparagio entre médias dos valores de colageno tipo IV nas diversas

formas clinicas da esquistossomose mansoni

S e T T Tepatomiestinal; TEC Torma hepatossplénica compensads; HED Torma
hepatoesplénica descompensada
* significanie.

4.6.3. Comparaciio entre as médias de valores de laminina

Foram realizadas comparagbes entre médias dos valores de lamining, que
estiveram elevadas significantemente, quando comparadas com controles, na EM
(p<0,0001). Em relagdo as formas clinicas, houve um aumento em todas elas, sendo
estatisticamente significante nas formas HI, HEC, HED ¢ HED com esplenectomia
(1<0,05), em relagio ao controle. (Tabela 17).

Quando se compararam as médias das diversas formas clinicas, encontrou-se
uma diferenga estatistica entre 2 forma HI ¢ HED (p<0,05). (Tabela 18)

A comparagio das médias dos valores obtidos pas formas HED ¢ HED com
esplenectomia revelou resultados sem diferenca estatisticamente significante (p=0,9999).
(Tabela 18)
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TABELA 17: Comparaciic entre médias de valores de laminina na esquistossomose

mansoni e em suas formas clinicas, em relagfio aos controles

FI Torma micstinal: HI forma hepatointestinal: HEC Iorma hepatocsplamica compensada; HED forma
hepatoesplénica descompensada
* Significante
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TABELA 18: Comparag%o entre médias de valores de laminina nas diversas formas

clinicas da esquistossomose maasoni

T Tl T T hepatomiestnal; FEC Torma hepatoosplénica compensads; WED forma
hepatoesplénica descompensada
* gignificante.

4.7. ANALISE DE CORRELACAO LINEAR:

Foram realizadas correlagbes entre medidas de espessamento periportal ao
altra-som e média de valores de coligeno tipo IV e laminina e entre média de valores de
laminina e média de valores de colageno tipo IV, nas diversas formas clinicas da EM.

4.7.1. Correlacio entre espessamento periportal e determinagdio de coldgeno tipo IV

Nio foi encontrada correlaglo positiva enfre medidas de espessamento
periportal ao ultra-som ¢ as médias de valores de coldgeno tipo IV nas diversas formas
clinicas da EM (p>0,05). (Tabela 19). (Figuras 7,8,9,10)




TABELA. 19- Correlacio entre medidas de espessamento periportal e médias de valores de

colageno tipo IV em pacientes portadores de esquistossomose mansoni.

FI forma imtestinal; formahepaiomtestmal HEC forma hepatoesplénica compensada, HED forma
hepatoesplénica descompensada

'FIGURA 7 - Dispersio do espessamento periportal em relagdo 3 média de valores de

colageno tipo IV em pacientes portadores da forma intestinal da esquistossomose mansoni
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FIGURA 8 - Dispersio do espessamento periportal em relagdo 4 média de valores de
colageno tipo IV em pacientes portadores da forma hepatointestinal da esquistossomose

manson

FIGURA 9 - Dispersiio do espessamento periportal em relagdo 2 média de valores de
colageno tipo IV em pacientes portadores da forma hepatoesplénica compensada da

esquistossomose mansoni
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FIGURA 10 - Dispers8o do espessamento periportal em relagdo § média de valores de
colageno tipo IV em pacientes portadores da forma hepatoesplénica descompensada da

€Squistossomose mansoni

4.7.2. Correlagiio entre espessamento periportal e determinacio de laminina

Nio foi encontrada correlagdo positiva entre medidas de espessamento
periportal ao ultra-som e as médias dos valores de laminina, nas diversas formas clinicas de
EM (p<0,05) (Tabela 20). (Figuras11,12,13,14)
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TABELA 20 - Correlaciio entre medidas de espessamento periportal ¢ médias de valores de

laminina em pacientes portadores de esquistossomose mansoni.

¥l forma intestinal, FHI forma hepatointe: : HE forma hepatoesplcmca oompensada HED forma

hepatoesplénica descompensada

FIGURA 11 - Dispersiio do espessamento periportal em relag8o & média de valores de

laminina em pacientes portadores da forme intestinal da esquistossomose mansont
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FIGURA 12 - Dispersio do espessamento periportal em relagiio 3 média de valores de

laminina em pacientes portadores da forma hepatointestinal da esquistossomose mansoni
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FIGURA 13 - Dispersiio do eéﬁessaﬁiéift'o pmportalemrelagéo 2 média de valores de
laminina em pacientes portadores da forma hepatoespiénica compensada da

esquistossomose mansoni

FIGURA 14 — Dispersio do espessamento periportal em relago 4 média de valores de

laminina em pacientes portadores da forma hepatoesplénica descompensada da

£SQUISIOSSOMOose mansoni
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4.7.3. Correlaciio entre coligeno tipo IV ¢ laminina

Foi encontrada uma correlagio positiva entre a média de valores de colageno
tipo IV e a média de valores de laminina na EM (p<0,0001). Em relacfo as formas clinicas
da doenga e controles, foi encontrada uma correlagfio positiva nas formas HI ¢ HED
(p<0,05) (Tabela 21) (Figuras 15,16,17,18,19,20).

TABELA 21: Correlagio entre média de valores de coldgeno tipo IV e média de valores de
laminina em pacientes portadores de esquistossomose mansoni ¢ em suas formas clinicas

R T hepatom e T lémca —
hepatoesplénica descompensada
* significante




FIGURA 15: Dispersio da concentracio de colageno tipo IV em relagdo a concentragdo

de laminina em pacientes portadores de esquistossomose mansoni

FIGURA. 16: Dispersio da concentragio de coldgeno tipo IV em relagfo a concentragdo de

jaminina em pacientes portadores da forma intestinal da esquistossomose mansoni
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FIGURA 17: Dispersiic da concentragio de colageno tipo IV em relagio 4 concentragio de

laminina em pacientes portadores da forma hepatointestinal da esquistossomose mansoni

FIGURA 18: Dispersio da concentragfio de colageno tipo IV em relaglo a concentraglo
de laminina em pacientes portadores da forma hepatoesplénica compensada da

esquistossomose mansoni
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FIGURA 19: Dispersdo da concentragdo de coldgeno tipe IV em relago a concentragio de
lamining em pacientes portadores da forma hepatoesplénica descompensada da

esquistossomose mansoni
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Figura 20: Dispersdo da concentracio de colageno tipo IV em relacio 3 concentragio de

laminina em controles
4.8. PONTO DE CORTE
4.8.1. Ponto de corte para colageno tipe IV

Foi considerado ideal o ponto de corte no valor de 65,13ng/ml para colageno
tipo IV, atingindo para esse ponto, sensibilidade de 82% e especificidade de 70%.
{Tabela 22)
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TABELA 22: Ponto de corte para coldgeno tipo IV

4.8.2. Ponto de corte para laminina

Foi considerado ideal o ponto de corte no valor de 333,57ng/ml para laminina,
atingindo para esse ponto, uma sensibilidade de 65.6% e especificidade de 59.6%.
(Tabela 23)

TABELA 23: Ponto de corte para laminina

. CLASSIFICACAO




5. DISCUSSAO



A EM ainda € um problema de satide piiblica no Brasil, constituindo-se em uma
doenca que se expressa desde formas mais simples (forma intestinal ¢ hepatointestinal) até
formas mais graves da doenga (hepatoesplénica), com instalagiio de fibrose periportal e
hipertensio portal (Coutinho, 1968; Raia, Mies, Macedo, 1985; Coutinho & Domingues,
1993). A fibrose periportal vem sendo adicionadas outras alteracdes na patologia da EM,
como a progressiva reagfio perissinusoidal com fibrose (Canto ef al., 1977) e modificagdes
no espago de Disse, levando a alteragdes do 16bulo hepético (Grimaud & Borojevic, 1977).
Por esses aspectos, 2 EM € considerada a doenga fibrética mais fregiiente no mundo
(Coutinho & Domingues, 1993).

Por outro lado, varios estudos vém sendo realizados, objetivando determinar o
papel de componemtes da MEC npas doengas hepiticas crénicas, que evoluem com
progressiva fibrose, colagenizagio e capilarizagfio sinusoidal. Na EM, alguns estudos
demonstraram 2 existéncia de células de Tto (Jimior ef al, 1993) ¢ a presenca de
componentes da MEC, em torno do granuloma, da fibrose periportal e dos sinuséides,
havendo sido comprovada a presenga de coldgeno I e III em localizag@o periportal ¢
colageno tipo IV ¢ laminina como componentes da MB (Parise er al., 1985; Grimaud er al,
1987; Andrade ef qgl, 1992). Faltam, no entanto, determinar a imporfincia desses |
componentes na EM e a correlagiio clinica com as vdrias alteragbes histolégicas gue

ocorrem na doenga.

Em geral reconhece - s¢ que o parasito pfio produz graves distorgdes na
arquitetura lobular do figado, apesar das alteragGes histopatolégicas conhecidas (Grimaud
& Borojevie, 1977), o que confirmamos com os resultados de exames para avaliagio da
fungiio hepdtica, que se mostraram dentro dos padrdes de normalidade, salvo discretas
alteragdes de aminotransferases, GGT, albumina ¢ bilirubina. Esses achados foram
semethantes aos encontrados por Parise & Rosa, (1992).

O diagndstico das alteragBes hepdticas em geral € realizado por técnicas
morfolégicas, tendo, no entanto, suas liritagdes (Abdel-Wahad er al., 1989%; Wu, 1995).

Os métodos de imagem vém sg¢ torpando referéncia para o diagnostico das

doengas hepaticas crénicas. Desses exames, o ulfra-som tornou - se uma referéncia para o
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diagnéstico da fibrose hepitica na EM (Abdel-Latif ef al.,, 1981,; Cerri et al,, 1984; Fataar
et al, 1984; Abdel-Wahad er al, 1989, Abdel-Wahad ef al, 1990; Domingues ef al,
1993;). Em 1991 a WHO (World Health Organization) padronizou um protecolo para
realizacdo de ultra-sonografia na EM, que foi usado em nosso trabalho. Nossos resultados
mostraram aumento do espessamento. periportal ao ultra-som em todas as formas da doenga
esquistossomGtica. Apesar disto, as medidas do aumento do espessamento periportal nas
formas FI e HI, nfio foram significantes em relago aos controles. Na forms
hepatoesplénica, tanto compensada como descompensada houve um aumento significante,
nio havendo, no entanto, diferenca entre as formas hepatoesplénica compensada ¢
descompensada.

O aumento do lobo esquerdo e a diminuic3o do lobo direfto foram um achado
freqiiente em todas as formas da doenga, inclusive a intestinal. A esplenomegalia foi
confirmada ao ultra-som em todos os pacientes com a forma hepatoesplénica da doenga.
Entretanto, em dois pacientes com a forma HI o ultra-som mostrou aumento do tamanho do
bago, apesar de nfio ter sido palpado ac exame fisico.

O espessamento da parede da vesicula biliar (VB) foi um achado mais fregiiente
na forma hepatoesplénica da doenga como j4 demonstrado anteriormente (Cerri et al,
1984).

A detecgfio de liquido livre na cavidade peritoneal foi encontrado em cinco
pacientes com a forma HED, revelando ascite. Vale a pena lembrar gue nenhim destes
pacientes era portador de outra doenga hepatica cronica que nfio a EM.

Esses achados sugerem ser o ultra-som um método adequado para o diagndstico
de fibrose hepética na forma hepatoesplénica da EM, avaliando a existéncia, ou nfo, de
envolvimento hepdtico desde as formas iniciais da doenca. Esses resultados sfio
semethantes aos de outros estudos, em que se utilizam outros métodos de avaliagio (Abdel-
Latifer al., 1981,; Cerri ef al, 1984; Fataar et al., 1984; Abdel-Wahad er al., 1989, Abdel-
Wahad ef al., 1990 Domingues ef al., 1993).
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() colageno tipo IV e seus peptideos estiveram aumentados em vérios estudos,
utilizando método RIA e EIA, em vérias doengas hepaticas cronicas, em especial na doenca
hepatica alcodlica (Hayasaka ef al, 1990; Niemela et al, 1990; Tsutsumi et al, 1993;
Murawaki ef al., 1994; Chossegros, 1995; Suou et al, 1996; Ryhanen er al, 1996). No
nosso estudo, os niveis séricos de colfgeno tipo IV, em pacientes portadores de EM,
encontraram-se elevados quando comparados com controles (p<0,0001).

Em relagio as varias formas clinicas, os valores de determinagéo de colageno
tipo 1V, foram elevados em todas elas, sendo estatisticamente significantes nas formas HI e
HED (p<0,05), ou seja, numa fase ainda inicial da doenca e na fase tardia, onde j4 ocorrem
alteraches importantes, secunddrias a fibrose periportal instalada. Shahin er al., (1992),
comparando as determinagBes de vérios marcadores, sugeriram que o procolageno IV, que
é um peptideo do coldgeno tipo IV, aumentasse na fase tardia da EM e na fase inicial da
doenca alcbolica. Com esses resultados, sugeriram que o colageno tipo IV fosse um
marcador para progressio de fibrose. Nés observamos uma diferenga significante, quando
comparados os valores de determinagio nas formas HED ¢ Fl, o que poderia reforcar a
idéia de o coldgeno tipe IV ser considerado um marcador para progressio de doenga. No
entanto, .a comparagio entre nossos resultados ¢ o trabaltho de Shahin er al., (1992) fica
dificil pelo fato de que ele estudou um peptideo do coldgeno tipo IV, utilizando um método
de radioimunoensaio e pelas diferengas na classificacfio da forma clinica. Esse estudo
classificou os pacientes em uma forma clinica simples, sem envolvimento hepético, em
uma forma hepatoesplénica corpensada e em uma hepatoesplénica: descompensada. Nos
usamos uma classificacio clinica da doenga, considerando a forma intestinal como forma
simples da doenga, a forma hepatointestinal com envolvimento hepético (hepatomegalia),
mas sem esplenomegalia clinica, ficando, nesse grupo mesmo, 0s pacientes que viessem a
apresentar aumento do tamanho do bago detectado no ultra-som. Consideramos ainda uma
forma hepatoesplénica quando detectada a presenga de hepatoesplenomegalia, a0 exame
fisico. Portanto, essas diferencas entre as formas de classificaglio da doenga talvez esteja
contribuindo para resultados com diferentes dados.

Tsutsumi ef al., (1993), usando o mesmo método usado no nosso estudo,

mediram o contetido de coldgeno tipo IV no tecido hepdtico e os niveis séricos, em
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pacientes portadores de doenga hepatica crbnica, encontrando um aumento significante de
coligeno tipo IV e uma correlagfio posttiva entre o contetido tecidual € os niveis séricos.
Em outro estudo, Ueno et al., (1992), estudaram o contetido tecidual e mediram niveis
séricos de coldgeno tipo IV em pacientes com vérias doengas hepaticas: hepatite aguda
viral, hepatite crnica e doenga hepética alcoélica, usando metodos imunoenzimaticos
(EIA) com dois anticorpos monoclonais. Encontraram aumento significante desse
componente, principalmente na doenca hepitica alcodlica, sendo que nos pacientes com
¢irrose alcodlica o aumento fol ainda maior que nos outros grupos. Os autores concluiram

que o coldgeno tipo IV pode ser um sensfvel marcador para fibrose ativa.

Em nosso estudo, avaliaros uma possivel correlagio entre colageno tipo IVea
fibrose hepatica, detectada ao ultra-sorg, através das medidas de espessamenio periportal O
ultra~-som mostrou que essas medidas sdo estatisticamente significantes, na forma clinica
hepatoespiénica, além de permitirem a realizaciio de um estadiamento da fibrose hepdtica
na EM. Nossos resultadeos mostraram nfo existir correlaciio positiva entre as medidas de
espessarento portal, ¢ a determinagfo sérica de colageno tipo 1V, em nephuma das formas
clinicas estudadas. Como os valores de coldgeno tipo IV foram elevados, podemos sugerir,
que estes aumentos podem ndo ser considerados em virtude do processo fibrotico que se
instala na doenga esquistossomotica,

Procuramos ainda comparar as médias de valores de determinacfio de coligeno
tipo IV, de pacientes portadores da forma HED, que haviam sido submetidos a
esplenectomia. Os valores de determinacio de coldgeno tipo IV, em pacientes
esplenectomizados, foram semelhantes aos de pacientes ndo esplenectomizados, nfo
havendo uma diferenca estatisticamente significante (p=0,7919). Esse fato nos faz sugerir
que apesar das alteragbes encontradas no bago de pacientes portadores da EM, nfo devem
ocorrer udangas importantes na membrana basal esplénica, nfio havendo provavelmente
sumento na deposiciio de coldgeno tipo IV no bago.

Com os resultados encontrados, em relago ao coldgeno tipo IV, podemos
sugerir que o colageno tipo IV pode ser considerado um marcador que reflete alteragbes de
membrana basal, podendo isto significar que, na EM, ocorre uma reagfio sinusoidal, desde a
fase inicial da doenca. Ha inclusive a possibilidade de o colageno tipo IV ser considerado
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um marcador para progressdo de doenga, ja que no presente estudo, houve uma diferenga
significante entre forma HED e HI, quando comparadas as médias de valores nessas formas
clinicas. Como existern poucos trabalhos na literatura sobre coligeno tipo IV, na EM,
ficamos sem parimetro para mais diseussies de nossos dados.

O ponto de corte encontrado para coldgeno tipo IV foi de 65,13ng/ml, atingindo
com esse corte uma sensibilidade de 82% ¢ especificidade de 70%.

Em relagfio 4 laminina, os resultados foram semelhantes ao coldgeno tipo IV em
alguns aspectos. Os niveis séricos estfio elevados estatisticamente na EM (0,0001), se
comparados aos coniroles. Os niveis de laminina, usando métodos RIA ¢ EIA, aumentam
em varias doencas hepdticas crbnicas, como doenga hepética aledolica, hepatite, cirrose
hepética, como jé demonstrado na literatura (Tseng er al., 1983; Kropf, Gressner, Negwer,
1988: Annoni et al., 1989; Misaki er al, 1990; Niemela ef al, 1990; Lotterer et al,, 1992;
Collazos, Diaz, Genolla, 1993; Tsutsumi ef al, 1993; Tsutsumi ef al., 1995).

Encontramos elevaciio na média dos valores de determinagio de laminina em
todas as formas clinicas da EM, sendo um aumento significante nas formas HI, HEC e
HED (p<0,03), existindo uma diferenca em relagio ao coldgeno tipo IV, que ndo mostrou
aumento significante na forma HEC. Parise & Rosa (1992), encontraram niveis
significantemente elevados de laminina em pacientes portadores de EM, na forma Hl e
hepatoesplénica, em concorddncia com nosso estudo, utiizando um método de

radiolmunoensaio.

Comparando a média de valores de determinagio de laminina nas formas
clinicas, houve uma diferenca significante entre as formas HED e 1 (p<9,05), sugerindo um
aumento progressivo na doenga, semethante ao encontrado para o coldgeno tipo IV. Parise
& Rosa (1992), encontraram uma diferenga significante entre as forma hepatointestinal e
intestinal, o que nfic encontramos em nosso estudo. Podemos sugerir que as médias dos
valores de determinacio de coldgeno tipo IV ¢ laminina aumentam com a progressio da
doenga, desde uma fase precoce, sem envolvimento hepético, & forma mais grave da
doenca, que ¢ a forma HED, com alterages importantes no figado, inclusive aparecimento
de complicagGes como hipertensfio portal.
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Na forma HED, nfo houve diferenca entre médias de valores na determinac8o
de laminina em pacientes com esplenectomia e pacientes ndo esplenectomizados
(p=0,9999), estando em concordincia com os resuitados para coldgeno tipo IV, Borojevic
& Grimaud (1980) demonstraram a existéneia de alteragBes de MB no figado e bago de
portadores de EM. Posteriormente Parise & Rosa (1992), concluiram em seu trabalho que
alteracdes de laminina, na EM poderiam aparecer secunddrias as alteragles da MB do
figado e do bago. Nossos resultados estdio em discordincia com esses achados, sugerindo
gue ¢ aumento desses componentes (Jaminina € colageno tipo IV) deve-se as alteractes
relacionadas 2 MB do figado, sem interferéncia de possiveis alteragGes de MB do bago.
Esses dados também faz-nos sugerir serem a laminina e o coldgeno tipo IV marcadores
especificos para doencas hepéticas.

Também ndo foi encontrada uma correlagio positiva entre medidas de
espessamento periportal € média de valores de determinacfio de laminina, em nenhuma
forma clinica da EM, semelhante aos resultados obtidos com colégeno tipo- IV, ndo
havendo, portanto, uma relacdo direta entre aumentos de laminina e coldgeno tipo IV ¢

fibrose hepatica.

) pomic de corte enconirado para laminina foi de 333,57ng/mi, com
sensibilidade de 65.6% e especificidade de 59,6%.

Ao analisarmos a correlacfio entre média de valores de coldgeno tipo IV ¢
média de valores de laminina, encontramos uma correlagio positiva nas formas clinicas FI
¢ HED (p<0,05). Esses dados vém confirmar os achados de valores nfo significantes de
colageno tipo IV na forma HEC, quando sé foi detectado aumento de laminina. Por outro
lado, como encontramos um aumento significante quando comparamos as médias de
valores entre forma HED e FI, podemos sugerir que os aumentos de coldgeno tipo IV ¢
laminina s80 progressivos, estando elevados na fase inicial e final da doenga. Diferenciam-
se na forma HEC, quando apenas a laminina estd aumentada e os niveis plasmdticos de
coldgeno tipo IV retornam a valores mais baixos. Existem poucos trabalbos na literatura
avaliando provaveis correlagfes entre coldgeno tipo IV ¢ laminina. Tsutsumi ef al,, (1995)
mostraram uma correlacfio entre coldgeno tipo IV e laminina na fase inicial, em estudo
realizado em pacientes com doenca hepética alcodlica. Essa correlacdio diminniu com a
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progressdio da fibrose, indicando assim que a sintese inicial de componentes de MEC ma
injiria hepética pode ser mais acentuada para colageno tipo IV ¢ laminina, ¢ com a
progressdo da doenga essa sintese pode muxdar de intensidade. Em relagio & EM,
encontramos uma correlagiio entre coligeno tipo IV e laminina semethante a0 trabalho de
Tsutsumi ef al., (1995). No entanto, questionamos se essa diferenca ndo seria devido a
dificuldades com a classificago clinica da doenga, ou se a laminina estaria aumentada
desde o inicio da doenga, persistindo, assim, durante toda a evolugSo da injiria hepética. Ja
o coldgeno tipo IV estaria aumentado no inicio do envolvimento hepético, depois haveria
uma queda na conceniragdo sérica e voltaria a aumentar na fase final da doenga, ja com
alteragBes importantes. Levando em conta o fato de que ambos 530 componentes da MB,
poderiamos, ento, sugerir que tém wm ciclo diferente, e, portanto, aparecem na circulaglio

sangiiinea em periodos diferentes.

Assim, acreditamos que 08 resultados demonstrados em nosso estudo sugerem
que, apesar de coldgeno tipo IV ¢ laminina ndo terem correlacio direta com a fibrose
hepética, sfio importantes componentes No Processo de formagiio dessa fibrose, podendo
considerd-los marcadores de alteragbes de MB no fgado, e que provaveimente tém relagdo

com a progressio da doenga.
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6. CONCLUSAO




1- Os niveis séricos de coligeno tipo IV foram elevados em todas as formas
clinicas da esquistossomose mansoni, sendo estatisticamente significantes nas formas
hepatointestinal ¢ hepatoesplénica descompensada, ou seja, numa fase ainda inicial da
doenga ¢ na fase tardia, onde j& ocorrem alteragdes importantes, secundarias & fibrose
periportal instalada.

2- Os niveis séricos de laminina foram elevados em todas as formas clinicas da
esquistossomose mansoni, sendo considerados significantes os aumentos nas formas
hepatointestinal, hepatoesplénica compensada e descompensada, sugerindo que a laminina
aumenta sua deposicio desde uma fase inicial de envolvimento hepatico, persiste durante a

progressao da doenga, até a fase final da evolugio.

3- Em relacfio 2 ultra-sonografia, nosso estudo mostrou ser este um método
eficaz para detecclo de fibrose hepatica na forma mais avancada da esquistossomose

mansoni, quando o espessamento periportal é detectavel no ultra-som.

4- Nio fol encontrada correlagiio positiva entre achados de espessamento
periportal, no ultra-som, ¢ niveis séncos de colageno tipo IV ¢ laminina, nas diversas

formas clinicas da esquistossomose mansoni.

5- Os aumentos nos nivels séricos de colageno tipo IV e lamunina na
esquistossomose mansoni, desde a fase mais precoce da doenca, pode ser considerado
importante marcador de alteragiio de membrana basal, sugerindo que a fibrose
perissinusoidal e a capilarizaciio sinusoidal podem ocorrer precocemente na

ESQUISLOSSOMOse MAansom.

6- Os resultados sugerem ainda que, as alteragGes de colageno tipo IV e
laminina correspendem a alteragBes hepaticas, n#o havendo envolvimento do bago, pelo
fato de ndo haver diferengas significantes entre os niveis séricos de colageno tipo IV e
laminina em pacientes portadores da forma hepatoesplénica descompensada,

esplenectomizados ou nfo.
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7- Por fim, foi encontrada uma correlagio positiva entre os niveis séricos de
colageno tipo IV ¢ de laminina na esquistossomose mansoni. Em relagio as formas clinicas,
encontramos uma correlagio positiva entre os niveis séricos de coligeno tipo IV ¢ de
laminina nas formas intestinal e hepatoesplénica descompensada. Esses resultados sugerem
gue ocorre um aumento da sintese de componentes de matriz extracelular na injlria
hepética, sendo que o colageno tipo IV ¢ a laminina aumentam desde a fase inicial da
doenga. Com a progressio, essa sintese pode diversificar de intensidade quanto ao coligeno
tipo TV, mantendo-se a sintese acentuada de laminina, voltando na fase de descompensagio

a0 aumento da sintese de colageno tipo IV, além da laminina.
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7. SUMMARY



The aim of this study was to evaluate liver fibrosis in schistosomiasis mansoni,

measuring seram levels of type IV collagen and laminin, components of the basal

membrane, Eighty-two individuals were studied, 64 of them presenting schistosomiasis and °

18 as normal controls. In schistosomiasis, 18 patients the presented intestinal form, 17

hepatointestinal, 12 compensated hepatosplenic and 17 uncompensated hepatosplenic form,

All patients carried out liver fumction tests, hepatitis B and hepatitis C serum
markers, endoscopy and ultrasonography. The ultrasonography method was performed
according to the World Health Organization protocol. Type IV collagen and laminin serum
concentrations were determined by a sandwich enzyme immunoassay, using panassay 1V -
C and hLM kits respectively, with two monoclonal antibodies.

The mean serum type IV collagen in schistosomiasis patients was
92.34+54.37ng/ml, being high in all clinical forms. There was a significant increase in
hepatointestinal and uncompensated hepatosplenic forms, compared to controls (p<0.05).

The mean serum laminin was 367.30+112.64ng/ml again being high in all
clinical forms. A significant increase in hepatointestinal, compensated and uncompensated

hepatosplenic forms compared to controls took place (p<0.05).

A significant difference was observed in type IV collagen as well as in laminin
values when intestinal and uncompensated hepatosplenic forms were compared {(p<0.05).
There was no difference in type IV collagen and laminin serum levels between
esplenectomized and non - splenectomized patients in uncompensated hepatosplenic form
{p>0.05). No correlation was found between type IV collagen and laminin levels and the
periportal thickness, assessed by ultrasonography {(p>0.05).

These results show that there is an increase in the production of type v
collagen and laminin in schistosomiasis, during the initial stages of this liver disease. These
findings indicate that perisinusoidal fibrosis as well as sinusoidal capilarization may occur
in early illness, and also suggest that the high levels of type IV collagen and laminin are

related to liver alterations without any interference from the spleen.
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9. ANEXOS



Anexo 1.
Posicdes para exame do figado através de ulira-sonografia

Wia leugitudinal

Yia iransversa

Via ebliqua cem ¢ paciente
em decibite lataral esqoerds
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ANEXO. 2: Relagio por sexo e idade em controles ¢ pacientes portadores das formas
intestinal (FT), hepatointestinal (HI), hepatoesplénica compensada (HEC) e hepatoesplénica

descompensada (HED) da esquistossomose mansoni.
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ANEXO 3 : Resultados de aminotranferases da alanina {ALT) e do aspartato (AST),
gamaglutamil transpeptidase (GGT); fosfatase alcalina (FA), bilirrubina direta (BD) em

pacientes com a forma clinica intestinal da esquistossomose mansomn

.' Valores normais, AST até STUUL, éLTate 7 aSZhomem i('}"a 50, F

hotmest 65 2 306; BD até 1.0




ANEXO 4 : Resultados de aminotranferases da alanina (ALT) e do aspartato (AST),
gamaglutamil transpeptidase (GGT); fosfatase alcalina (FA), bilirrubina direta (BD) em

pacientes com a forma clinica hepatointestinal da esquistossomose mansoni

mom 10 2 50; FA mullier 80 3 306 bomern

v ores normais: AST éié 37; ALT até 40; GG
65a306; BD até 1,0
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ANEXQ §: Resultados de aminotranferases da alanina {(ALT) e do aspartato (AST),
gamaglutami! transpeptidase (GGT); fosfatase alcalina (FA), bilirrubina direta (BD) em

pacientes com 2 forma clinica hepatoesplénica compensada da esquistossomose mansoni

Zho 103 50 FAm 3{)

al€ 37, ALT até 40; GGT

ores nonmais;
653306, BDaté 1.0
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ANEXO 6: Resultados de aminotranferases da atanina (ALT) e do aspartato {AST),
gamaglutamil transpeptidase (GGT); fosfatase alcalina (FA), bilirrubina direta (BD) em
pacientes com a forma clinica hepatoesplénica descompensada da esquistossomose

mansoni

abe 3?; ALT 31640, GG’I' mulher 7 a 32 homein 0a SOFAmulher 80-a 306 homem

65 2 306, BD até 1.0
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ANEXO 7. Resultados de hemoglobina (Hbg), albumina (ALB), leucécitos (LEUC),

plaguetas (PL.AQ), RNI em pacientes com a forma clinica intestinal da esquistossomose

mansont.

Valores normais: Hbg mulber 12,5 3 14,5 bomem 14,5 a 16.5; alowmina 3.5 2 5,0; leucocitos 5000 a 8000;
PLAQ 200000 2 300000; RNI até 1,0
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ANEXOQ 8: Resultados de hemoglobina (Hbg), albumina (ALB), leucécitos (LEUC),
plaquetas (PLAQ), RNI em pacientes com a forma clinica hepatointestinal da

ESQUISLOSSOMOSE MANSOM,

Valores normais: Hbgmulher 1.2,5.3 145 h;::mmn
FLALG 200000 a 300000; RNI até 1,0
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ANEXO 9: Resultados de hemoglobina (Hbg), albumina (ALB), leucéeitos (LEUQC),
plaguetas (PLAQ), RNI em pacientes com a forma clinica hepatoesplénica compensada da

esquistossomose mansoni.

Valores nonmais; Hbg mulher 12,5 2 14,5 homem 14,52 16,3; albumma 23,.5.3. 5,0, Iéﬁcécitos 3000 a 8000,
PLAQ 200000 a 300000; RNI at¢ 1,0
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ANEXQO 10. Resultados de hemoglobina (Hbg), albumina (ALB), leucécitos (LEUC),
plaquetas (PLAQ), RNI em pacientes com a forma clinica hepatoesplénica descompensada

da esquistossomose mansoni.

"Valores normais. Hbg mulher 12,5 4 14,5 homem 14,5 8 16.5; albuming 3.3 2 5.0° 1eu
PLAQ 200000 2 300000; RN até 1.0
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ANEXO 11: Resultados de uréia e creatinina (CREAT) em pacientes portadores das formas
clinicas intestinal (FT), hepatointestinal (HI), hepatoesplénica compensada (HEC) ¢

hepatoesplénica descompensada (HED) da esquistossomose mansoni.

“ialores normais: uréia 25 a 35; creatimina 0,20 a 1,50
FI forma intestinal; FHI forma hepatointestinal; HEC forma hepatoesplénica compensada; HED forma

hepatoespiénica descompensada
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ANEXO 12: Resultados da medida de espessamento periportal através de ultra-sonografia,

realizada em pacientes portadores da forma clinica intestinal da esquistossomose mansont
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ANEXO 13: Resultados da medida de espessamento periportal através de ultra-sonografia

realizada em pacientes portadores da forma clinica hepatointestinal da esquistossomose

mansoni
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ANEXO 14: Resultados da medida de espessamento periportal através de ultra-sonografia

realizada em pacientes portadores da forma clinica hepatoesplénica compensada da

esquistossomose mansoni

Normal até Imm
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ANEXO 15: Resultados da medida de espessamento periportal através de ultra-sonografia
realizada em pacientes portadores da forma clinica hepatoesplénica descompensada da

esquistossomose mansoni

Mormal até 3mm
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ANEXO 16: Resultados de medida de lobo esquerdo (LE) e lobo direito (D) do figado,
didmetro de veia porta (DVP), medida do tamanho do bago (TB) ¢ medida da espessura da
parede da vesicula biliar (VB), através de ultra-sonografia, em pacientes portadores da

forma clinica intestinal da esquistossomose mansoni.

Normal: LE até 70mm; LD maior que 140mm_: DVP até 12mm; TBaté lzcmm, VB O éxe Smn e 1 igoal on
mator gue Smm

Anexos 110



ANEXO 17: Resultados de medida de lobo esquerdo (LE) e lobo direito (LD) do figado,
didmetro de veia porta (DVP), medida do tamanho do bage (TB) ¢ medida da espessura da
parede da vesicula biliar (VB), através de ultra-sonografia, em pacientes portadores da

forma clinica hepatointestinal da esquistossomose mansoni,

“ormal: LE até 70w LD maior que 140mm; DVP até 12mm; 1B até 120mmm; VB até Smm
* paciente colecistectomizada
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ANEXO 18: Resultados de medida de lobo esquerdo (L.E) e lobo direito (1.D) do figado,
didmetro de veia porta (DVP), medida do tamanho do bago (TB) e medida da espessura da

parede da vesicula biliar (VB), através de ultra-sonografia, em pacientes portadores da

forma clinica hepatoesplénica compensada da esquistossomose mansomni.

Normal: LE até 70mm; LD maior que 140mm; DVP até 12men; TB ité 120mm; VB até Smm
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ANEXO 19: Resultados de medida de lobo esquerdo (LE) ¢ lobo direito (LD} do figado,
didmetro de veia porta (DVP), medida do tamanho do bago (TB) e medida da espessura da
parede da vesicula biliar (VB), através de ultra-sonografia, em pacientes portadores da

forma clinica hepatoesplénica descompensada da esquistossomose mansoni,

Normat: LE até 70nmm; LD nraior que 140mm, DVE até [ 2o, TB.ét'é' lzﬁﬁnn_: VB ate S
* paciente esplencctomizado; *¥ paciente colecistectomizado

113

Anrexes



ANEXO 26: Resultados de nregularidade de superficie hepatica (SH), presenca de
colaterais (COL), presenca de ascite (ASC) e aspecto do parénquima hepatico (PH), através
de ultra-sonografia realizada em pacientes portadores da forma clinica intestinal da

esquistossomose mansont.

No e e P e mtmsa"mgmandade, COL 0 ausomte. T davidose, 3 presente;
ASCOausmte 1 duvidoso, 2 presente; PH 0 auséneia de lesSes, 1 presenca de lesBes
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ANEXO 21: Resultados de irregularidade de superficie hepética (SH), presenga de
solaterais (COL), presenca de ascite (ASC) e aspecto do parénquima hepatico (PH)}, através

de ultra-sonografia realizada em pacientes portadores da forma clinica hepatointestinal da

€SQUISIOSSOMOse mansoni.

~Novmal SFT0 remilar, 1 1ove irfegulandade, 3 intensa imegularidade; COL 0 ausente, 1 duvidoso, 2 prosemte,
ASC 0 ausente, 1 duvidoso, 2 presente; PH 0 auséncia de lesdes, 1 presenca de lesBes
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ANEXO 22: Resultados de irregularidade de superficie hepatica (§H), presenca de
colaterais (COL), presenca de ascite (ASC) e aspecto do parénquima hepatico (PH), através

de ultra-sonografia realizada em pacientes portadores da forma clinica hepatoesplénica

compensada da esquistossomose mansor.

Normal: $H O regular, 1 leve irregularidade, 2 fensa irregularidade; COL 0 ausente, 1 duvidoso, 2 presente:
ASC 0 aysente, 1 duvidoso, 2 presente; PH ¢ auséneia de lesdes, 1 presenca de Jesbes
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ANEXO 23: Resultados de irregularidade de snperficie hepatica (SH), presenca de
colaterais (COL), presenca de ascite {ASC) e aspecto do parénquima hepético (PH), através

de ultra-sonografia realizada em pacientes portadores da forma clinica hepatoesplénica

descompensada da esquistossomose mansoni.

om0 reaular, T Iove inegalanidads, 3 fniensa iegularidade; COL 0 ausents, | Gividoso, 2 presente;
ASC 0 ausente, 1 duvidoso, 2 presente; PH
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