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RESUMO

Introducdo: A glomerulopatia esquistossomotica tem sido descrita em cerca de 15% dos
pacientes com esquistossomose mansonica hepatoesplénica. O surgimento de edemas,
hipertensdo arterial sisttmica e/ou proteindria denunciam a presenca da doenca renal. N&o ha
estudos sobre o perfil de quimiocinas no soro e urina destes pacientes. Objetivo: No presente
estudo investigamos os valores de quimiocinas no soro e urina de pacientes com
esquistossomose hepatoesplénica com e sem lesdo renal com o objetivo de identificar um
padrdo sugestivo da lesdo renal esquistossomdtica. Metodologia: Este é um estudo
transversal observacional e comparativo realizado entre outubro de 2008 e julho de 2010 no
ambulatorio de doencas infecciosas da Faculdade de Medicina da UFMG, em Belo Horizonte,
Brasil. Cento e sessenta individuos, com mediana de idade de 40 anos, foram divididos em
cinco grupos: 1) sessenta e oito pacientes tinham esquistossomose hepatoesplénica sem lesdo
renal; 2) doze tinham esquistossomose hepatoesplénica com leséo renal; 3) vinte e sete tinham
esquistossomose hepatointestinal; 4) vinte e dois tinham glomerulopatia de etiologias
variadas; e 5) trinta e um individuos eram aparentemente saudaveis. Todos se submeteram a
anamnese e exame clinico. Os participantes do estudo com albuminaria >30mg em 24 horas
foram considerados como tendo doenca renal. Em oito pacientes do segundo grupo
confirmou-se o diagndstico da glomerulopatia pela biopsia renal. O diagndstico da
esquistossomose  hepatoesplénica  baseou-se em dados epidemioldgicos, clinicos,
parasitolégicos, e no ultrassom abdominal. O soro e uma amostra da urina de 24 horas dos
participantes foram armazenados a -80°C. Dosaram-se as quimiocinas MCP-1/CCL2, MIP-
1a/CCL3, IL-8/CXCLS, eotaxina/CCL11 e RANTES/CCL5 em amostras do soro e urina de
todos os participantes utilizando-se 0 método de ELISA e Kits comerciais. As informacGes
obtidas foram transferidas para o banco de dados EpiData 3.1 e analisados no programa SPSS.
Resultados: Os pacientes com esquistossomose hepatoesplénica e lesdo renal apresentaram o
seguinte perfil de quimiocinas: MIP-1a/CCL3 na urina >14,34pg/ml, MIP-1a/CCL3 no soro
>61,93pg/ml, 1L-8/CXLC8 sérica <1030,40pg/ml, eotaxina urinaria/CCL11 >26,73pg/ml e
MCP-1/CCL2 sérica >634,25pg/ml. Perfil semelhante foi encontrado nos pacientes com
glomerulopatia de outras etiologias, mas a MCP-1/CCL2 sérica era < 634,25pg/ml em todos
0s pacientes. Os pacientes com esquistossomose hepatoesplénica sem lesdo renal
apresentaram o seguinte perfil: MIP-1a/CCL3 na urina <14,34pg/ml; MCP-1/CCL2 sérica
<490,10pg/ml e RANTES <11.509,84pg/ml. Os participantes dos outros grupos apresentavam
perfil diferente dos apresentados acima. Conclusdo: O encontro de MCP-1/CCL2 sérica
>634,25pg/ml sugere a esquistossomose como causadora da lesdo renal.

Palavras-chave:esquistossomose mansénica, quimiocinas, proteinuria, glomerulonefrite.



ABSTRACT

Introduction: Renal involvement has been described in 15% of patients with hepatosplenic
schistosomiasis mansoni. Peripheral edema, systemic arterial hypertension and/or proteinuria
signal the presence of renal disease in such patients. There have been no studies on the profile
of chemokines in the serum and urine of patients with schistosomal glomerulopathy. Objetive:
We investigated the sera and urine levels of chemokines in patients with hepatosplenic
schistosomiasis, with and without renal disease, aiming at defining a profile which might
suggest kidney injury on the course of hepatosplenic schistosomiasis. Methodoly: This is a
cross-sectional study developed at the Outpatient Clinic of the Infectious and Parasitic
Diseases Unit, Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, in Brazil, between
October 2008 and July 2010. After informed consent, 160 volunteers with a median age of 40
years were enrolled in the study and divided into five groups: 1) sixty eight patients had
hepatosplenic schistosomiasis mansoni without renal disease; 2) twelve had hepatosplenic
schistosomiasis with renal disease; 3) twenty seven had hepatointestinal schistosomiasis; 4)
twenty two had glomerulopathy of varied causes, withou schistosomiasis; and 5) thirty one
were apparently healthy. All participants were submitted to clinical examination. Those with
microalbuminuria above 30mg in 24 hours were considered as having renal disease. In eight
patients with microalbuminuria and schistosomiais the presence of glomerulopathy was
confirmed by renal biopsy. Diagnosis of hepatosplenic schistosomiasis was established by the
association of epidemiological, clinical, parasitological and ultrasound data. From all
participants, sera samples and a small quantity of urine (taken from the 24 hour urine
collected) were obtained and stored at -800C. The sera and urine chemokines MCP-1/CCL2,
MIP-10/CCL3, IL-8/CXCLS8, eotaxin/CCL11 and RANTES/CCL5 were measured using an
ELISA test and commercial kits. Information obtained was transferred to a data bank
(EpiData 3.1) and analyzed in the SPSS software. Results: In patients with hepatosplenic
schistosomiasis and renal disease the following chemokine profile was found: MIP-1a in the
urine >14.3pg/ml, sera MIP-1a >61.9pg/ml, IL-8 in the sera <1,030pg/ml, eotaxin in the urine
>26.7pg/ml and sera MCP-1 >634pg/ml. A similar profile was observed in the group of
patients with glomerulopathy caused by other diseases (without schistosomiasis), except for
serum MCP-1 that was <634pg/ml. Patients with hepatosplenic schistosomiasis without renal
disease presented the following profile: MIP-1a in the urine <14.3pg/ml, serum MCP-1
<490pg/ml and RANTES <11,509pg/ml. The other groups presented different profiles.
Conclusion: In cases with serum MCP-1 >634pg/ml the diagnosis of schistosomal
glomerulopathy should be considered.

Key-words: schistosomiasis mansoni, chemokines, proteinuria, glomerulonephritis.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose afeta atualmente pelo menos 240 milhdes de pessoas em todo o mundo e
mais de 700 milhdes vivem em areas endémicas situadas nos chamados paises em
desenvolvimento, possuidores de modestos recursos para 0 controle efetivo da helmintiase.
Apenas na Africa Subsaariana sdo registradas 200 mil mortes anuais devidas & parasitose
(WHO, 2011).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) no Brasil em 2009 a populacédo
infectada pelo Schistossoma mansoni chegou a 6.780.683 pessoas. Isto reflete uma média
nacional de 0,07% da populagéo brasileira infectada por esse helminto e desse total foram
tratadas, naquele ano, 30.397 pessoas (WHO, 2011).

Quando né&o tratada a esquistossomose torna-se cronica, reduz a capacidade das pessoas para
o trabalho e, em alguns casos, as complicagdes podem ser graves e resultar em morte. O
envolvimento renal na esquistossomose mansdnica, considerado como uma dessas
complicacbes pode trazer uma evolugdo complexa da helmintiase, ampliando
substancialmente o custo socioecondmico da doenca. Em 1999, Barsoum afirmava que a
despeito de uma epidemiologia que preocupava e exigia acdes multiprofissionais no ambito
da saude publica, o impacto sobre a préatica nefrolégica das muitas parasitoses endémicas em
regides tropicais e subtropicais ndo era devidamente considerado. A0 que parece, 0 descaso
com as complicacBes renais advindas da esquistossomose, 12 anos apds essa constatacdo,

ainda é uma realidade.

A prevaléncia do envolvimento renal na esquistossomose mansonica ainda néo tem dimensdes
consensuais exatas na literatura disponivel e, no Brasil, 0s nimeros dessa medida estatistica
variam entre 4,5% a 15% (ANDRADE; QUEIROZ, 1968; BINA et al, 1985; BRITO, 1973;
DE BRITO et al, 1999; LEHMAN et .al, 1975; MARTINELLI; ROCHA, 1996; RABELLO
et al, 1993; ROCHA et al, 1976; SOBH et al, 1990; ZATZ.; ROMAO; NORONHA, 2003).
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A diversidade geogréfica, as mdltiplas caracteristicas étnicas e os diferentes critérios
diagndsticos sdo possiveis fatores que justificam uma inconstancia numérica nos dados
relativos a prevaléncia de acometimento renal na esquistossomose mansénica. Em recente
publicacdo, Rodrigues e colaboradores (2010) registram uma prevaléncia de 12,7% de
acometimento renal em 63 pacientes portadores da forma hepatoesplénica da esquistossomose
atendidos em ambulatério em Belo Horizonte- MG. Esses resultados mostram que a lesdo
renal associada a esquistossomose permanece como importante problema de satde publica no

Brasil.

Seguindo as tendéncias contemporaneas da nefrologia, afirma-se que independente dos
valores exatos da prevaléncia, é imprescindivel que se identifiguem métodos de deteccédo
precoce da lesdo renal em busca de uma intervencgdo também precoce que evite ou, no minino,

retarde a instalagdo da doenga renal cronica terminal (HAWKINS, 2011).

Nos ultimos anos, estudos foram realizados buscando precisamente reconhecer 0s
mecanismos capazes de desvelarem o acometimento renal o mais cedo possivel. A alteracdo
no perfil de citocinas e quimiocinas em pacientes com les&o renal, de causas variadas, pode
contribuir para o surgimento da proteiniria e posterior lesdo glomerular de amplo espectro
(ARAYA etal., 2006; GARIN, 2000; VAIDYA et al, 2011).

Nesse contexto, varios autores tém dedicado seus estudos ao conhecimento do papel das
citocinas/quimiocinas séricas e urinarias na lesdo do parénquima renal. Algumas citocinas, em
especial as quimiocinas, tém recebido destaque nas publicacdes atuais. Dentre elas, a MCP-
1/CCL2 e RANTES/CCL5, mostraram-se presentes em grande quantidade em rins de
pacientes portadores de doencgas glomerulares progressivas, rejei¢des a transplantes e nefrites
intersticiais ou mesmo niveis aumentados em vigéncia da proteindria (ARAYA et al, 2006;
SEGERER, 2003). A IL-8/CXCLS8 foi observada em niveis séricos e urinarios aumentados
durante episodios de recidiva da sindrome nefrotica (CHO et al, 2003; VAN DEN BERG;
WEENING, 2004).
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No que se refere & glomerulopatia esquistossomoética os trabalhos que caracterizam o
comprometimento renal sdo escassos. Talvez isso ocorra porque ainda resta a duvida,
conforme enfatizado por Correia e colaboradores (1997), sobre o desaparecimento da
glomerulopatia da esquistossomose mansdnica em fungdo da quimioterapia em massa para
tratamento dessa helmintiase e consequente controle da forma hepatoesplénica da
esquistossomose (CORREIA; MARTINELLI; ROCHA, 1997). Porém, na prética diaria no
ambulatorio Centro de Treinamento e Referéncia de doencas infecciosas do Orestes Diniz da
Universidade Federal de Minas Gerais (CTR/UFMG) acompanhamos atualmente 120
pacientes portadores de esquistossomose hepatoesplénica. O acometimento renal na
esquistossomose, a nosso ver, ainda é negligenciado e ndo h& definicdo até o presente
momento de marcadores laboratoriais capazes de identificar a glomerulopatia desencadeada

pela esquistossomose, principalmente na fase subclinica da doenca.

O presente estudo teve como objetivo identificar perfil das quimiocinas na urina e no soro de
pacientes com a glomerulopatia da esquistossomose mansonica hepatoesplénica com a
finalidade de identificar marcadores precoces da lesdo renal em pacientes com a
simultaneidade da lesdo renal e esquistossomose hepatoesplénica. Foi realizado no
ambulatério Orestes Diniz da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais, centro de referéncia para tratamento de doencas infecto-contagiosas e parasitarias no
estado de Minas Gerais. As quimiocinas IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, MIP-1a/CCL3,
RANTES/CCL5 e eotaxina/CCL11, dos pacientes portadores da forma hepatoesplénica da
esquistossomose com e sem lesdo renal foram estudados. Os integrantes desse estudo sé&o
originarios, na sua grande maioria, de zonas endémicas que abrangem as regides do centro,

norte e nordeste do estado de Minas Gerais.
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1.1 Objetivos da pesquisa:

1.1.2 Objetivo geral:

Definir o perfil de quimiocinas na urina e no soro de pacientes com a glomerulopatia

da esquistossomose mansénica hepatoesplénica.

1.1.3 Objetivos especificos:

1. Mensurar os niveis das quimiocinas IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, MIP-1a/CCL3,
eotaxina/CCL11 e RANTES/CCL5 em amostras do soro e da urina de pacientes com

esquistossomose hepatoesplénica e lesdo renal (grupo EHE c/LR).

2. Mensurar 0s niveis séricos e urinarios das mesmas quimiocinas dos pacientes com
esquistossomose hepatoesplénica sem lesdo renal (grupo EHE s/LR), com esquistossomose
hepatointestinal (grupo HI), com glomerulopatias de varias etiologias (grupo GN s/E) e em

individuos voluntarios aparentemente saudaveis (grupo VS).

3. Comparar 0s niveis séricos e urinarios das mesmas quimiocinas entre 0s cinco grupos.

HipoOtese — Pacientes com glomerulopatia esquistossomotica possuem um perfil de

guimiocinas sérico e urindrio especifico que caracteriza precocemente a lesdo renal?
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REVISAO DA LITERATURA

2.1 InfeccBes pelo Schistosoma mansoni

A infeccdo do hospedeiro humano ocorre pela penetracdo da cercaria do S. mansoni na pele
intacta quando 0 mesmo estd em contato com aguas contaminadas (FIG. 1). A partir desse
momento o parasita sofre rapidamente uma série de alteracdes na sua estrutura morfoldgica,
bioquimica e antigénica e se transforma em esquistossomulo. Apds cerca de trés dias no
tecido subcutaneo, o esquistossdmulo entra na circula¢do sanguinea e linfatica, alcancando o
coracdo e os pulmdes. Através dos capilares pulmonares chega ao coracao esquerdo e entdo a
circulacdo sistémica, alojando-se nas artérias mesentéricas, esplénicas e sistema porta
hepéatico onde, entre uma e quatro semanas, se torna verme adulto, com 1 a 2 cm de
comprimento. As formas adultas migram contra a circulacdo portal e entram também nas
vénulas mesentéricas do cdlon, permanecendo nestes locais por longos anos e, por vezes, sem
produzir lesdo de grande impacto (FUNASA, 2001; NEVES, 1991; STAVITSKY, 2004)

Casal de verme
adulto

— e

FIGURA 1 - Ciclo de vida do Schistosoma mansoni
Fonte: José Roberto Lambertucci
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Os adultos vivem em copula permanente fixados a parede dos vasos sanguineos e ap6s um a
trés meses iniciam a ovoposi¢do (FIG. 2). Os ovos espiculados tipicos do S. mansoni
atravessam a parede dos vasos entram nos tecidos e, quando perfuram a estrutura da parede
colbnica, aparecem nas fezes (FUNASA, 2001; NEVES, 1991). Os ovos contém formas
larvérias imaturas de miracidios (fémea ou macho), que séo liberadas na agua quando a casca
se rompe cedendo a pressdao osmatica. Os miracidios penetram no caramujo, hospedeiro
intermediario, Biomphalaria sp no caso do S. mansoni, onde se reproduzem assexuadamente.
Entre trés e cinco semanas surgem 0s esporocistos e entdo as cercarias, que penetram no
hospedeiro final (0o homem), fechando o ciclo de vida (FUNASA, 2001; NEVES, 1991;
STAVITSKY, 2004).

_Femea Qg

FIGURA 2 - Par de vermes adultos em cépula permanente.
Fonte: Barsoum (1999).

2.2 Imunobiologia da esquistossomose mansonica

A interacdo entre celulas linfoides do hospedeiro e produtos antigénicos do helminto, ao
longo dos estagios de sua evolucdo natural, modula a histopatologia e a expressao clinica da
infeccdo humana pelo S. mansoni. Mesmo com as manifestaces clinicas bem descritas na
literatura, os mecanismos imunolégicos envolvidos no desenvolvimento dessa patologia ainda
ndo estdo totalmente esclarecidos. Sabe-se que ao longo do seu ciclo de vida no homem, o par

de S. mansoni produz aproximadamente 100 moléculas antigénicas, a maior parte
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caracterizada, codificada, sequenciada e preparada por técnicas de recombinagao
(BARSOUM, 2004). Os antigenos proteoglicanos do intestino do verme sdo: antigeno

catddico circulante (CCA) e o antigeno anodico circulante (CAA).

A resposta de defesa imediata da qual participam células fagocitarias do sistema imune inato
(neutrdfilos, macrdfagos, células dendriticas) € estimulada ao contato inicial do sistema imune
do hospedeiro com S.mansoni. A partir deste evento inicial, geralmente ineficaz para a
eliminacdo do patgeno invasor, surge uma resposta adaptativa, complexa, caracterizada pela
especificidade antigénica e pela aquisicdo de uma memoria imunoldgica (ABBAS;
LICHTMAN, 2005). Stavitsky (2004) mostrou que a capacidade de reconhecimento
antigénico, a amplitude da producdo consequente de anticorpos e do desenvolvimento de

subgrupos de células T CD 4" (cluster of diferentiation) sdo geneticamente controlados.

A historia natural da parasitose, em especial no Brasil, pode ser descrita por uma fase aguda
trés a nove semanas apos a primo-exposicdo do homem a cercaria, identificada também como
“febre toxémica”, similar a sindrome da doenga do soro. Caracteriza-se por febre, prostragéo,
anorexia, nauseas, vomitos, diarreia e perda de peso, cefaleia, tosse seca, graus variados de

hepatoesplenomegalia, leucocitose e eosinofilia (MARTINS-FILHO et al, 1999).

A evolucdo da infeccdo para cronicidade ndo é um processo homogéneo e duas formas
clinicas distintas sdo observadas. A primeira, forma dita hepatointestinal, predominante nas
regibes endémicas, oligossintomatica, que parece surgir apds quiescéncia dos mecanismos
imunolégicos e sindrome clinica, de intensidade variavel, compde-se de adinamia, fadiga
crénica, dor abdominal difusa e diarreia intermitente; a segunda, a forma crénica
hepatoesplénica, mais grave e sintomatica, caracteriza-se pelo crescimento de figado e bago
em graus variados, fibrose periportal, hipertensdo porta e varizes gastroesofagianas
(FUNASA, 2001; LAMBERTUCCI et al, 2000; NASH, 1991). Ao observar a diversidade
clinica da infeccéo, ndo é dificil supor que a resposta imune do hospedeiro seja também
plural, propria e caracteristica do infectado. Uma das primeiras observacdes publicadas a esse

respeito foi de Martins-Filho et al (1999). Avaliando in vitro a reatividade de linfocitos T e B
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do sangue periférico obtido de pacientes que expressavam as diversas formas clinicas da
doenca, quando estimulados por antigenos sollveis do ovo (SEA), observaram importante
heterogeneidade. Comparados aos controles ndo infectados, em estudos in vivo, 0 numero de
células T CD3" circulante foi menor nos pacientes na fase aguda e cronica hepatoesplénica.
Uma outra analise dos subgrupos de células T mostrou reducdo expressiva da populacdo T
CD4" em todas as fases da doenca, contudo, apenas os portadores da forma hepatoesplénica
tinham também ndmero reduzido de células circulantes CD8™ Todos os pacientes infectados,
particularmente os da forma crénica hepatoesplénica, apresentaram expressivo aumento de
células B CD19" quando comparados aos controles. Esses achados confirmaram a diversidade
clinica da infecgdo, propria e caracteristica do infectado.

A ativacdo das células T estimulada por antigenos € dependente da interacdo de seus
receptores (RCT - receptores de células T) com peptideos MHC (complexo de
histocompatibilidade) presentes na superficie das células apresentadoras de antigenos e da
participacdo de pelo menos um sinal coestimulatério produzido pela interacdo de outras
moléculas presentes na membrana de ambas as células. A interacdo CD28/B7 é considerada a
principal coestimulagdo na ativacdo priméria do linfocito T. A expressdo de CD28 na
superficie das células CD4" e CD8" foi analisada por Weir e Stewart (2002) para, assim,
dimensionar a capacidade funcional dessas células. Ainda que os niveis absolutos de
CD4'CD28" estivessem ligeiramente reduzidos em todas as formas clinicas da doenca, a
relagdo CD4'CD28"/CD4" nio se alterou, sugerindo capacidade funcional preservada dessa
subpopulacdo de células (WEIR; STEWART; 2002). A analise da expressdo de CD28 na
superficie das células CD8" surpreendeu os autores, uma vez que 0 grau de ativacio
encontrado ndo foi o esperado em infecgbes helminticas extracelulares. Tanto a expressdo de
CD28 como a capacidade funcional dessas células ndo foram as mesmas em todos os
subgrupos de pacientes. Pacientes portadores da forma cronica hepatoesplénica mostraram
niveis reduzidos de CD8'CD28" bem como baixa relagdo CD8'CD28'/CD8" (WEIR;
STEWART, 2002). Esses achados sugerem uma atividade funcional defeituosa das células
CD8" nesse subgrupo de pacientes, fato explicado pelos autores como a falta de eventos
imunomoduladores observados na forma hepatoesplénica da esquistossomose mansonica. Em
suma, nesse trabalho, preconizou-se que o nivel das células CD4" ativadas pode se

correlacionar com as formas ativas e sintomaticas da esquistossomose (febre toxémica e



26

forma cronica hepatoesplénica). O surgimento de uma forma crénica menos agressiva, estavel
e oligossintomatica esta associada a niveis reduzidos de CD4"CD28". Os muitos estados de
ativacdo da subpopulacdo de CD4" podem também ser consequéncia das diferentes reacoes
das células CD8" a estimulagdo antigénica, variando sua a¢cdo moduladora na ativacio CD4" e
proporcionando o surgimento de formas clinicas diversas (WEIR; STEWART, 2002). O
conhecimento atual mais abrangente da resposta imune permite um delineamento ainda mais
detalnado da interacdo do sistema imunoldgico do homem com o0s antigenos
esquistossomoticos. E nessa interacdo finamente equilibrada que repousa a possibilidade de
uma longa sobrevida do hospedeiro, interessando aqui 0 homem, persistentemente infectado
(Mac DONALD; ARAUJO; PEARCE, 2002).

A infeccdo esquistossomética nos camundongos difere em alguns aspectos da observada em
humanos e primatas, especialmente no nimero de vermes por unidade de peso corporal e na
distribuicdo da deposicdo do ovo entre a circulacdo hepatica e mesentérica. Porém, a
caracteristica inflamacéo granulomatosa da infeccao, sua composicao celular e sua modulacéo
imunolégica sdo comuns a todas as espécies, fato que confere relevancia necessaria aos
resultados obtidos nos experimentos em camundongos (FALLON et al, 2000; HOUBA,
1979). Reiterando, a atividade imune inicial tem como alvo antigenos do tegumento da
cercaria e caracteriza-se pela estimulacdo da acdo fagocitaria das células dendriticas da pele,
pela formacdo de espécies reativas de oxigénio e pela producdo de lisozimas. O surgimento
subsequente dos esquistossomulos amplia sistemicamente as reacOes inespecificas préprias da
imunidade inata, que incluem particularmente a ativacdo de mondcitos fagocitarios, das
células T natural Kkiller e a ativacdo do sistema de complemento (BARSOUM, 2004). Os
antigenos envolvidos nessa reacdo inicial sdo um grupo de proteinas e glicoproteinas que,
embora pouco relevantes na producdo da doenca final, tém importancia fundamental no
desenvolvimento da imunidade a reinfeccdo. Esse contato inicial elimina algo em torno de
90% da carga parasitaria (BARSOUM, 2004). Os trabalhos de Wahl e colegas (1997), Sher;
Mclintyre; Von Lichtenberg (1977) e CHEEVER et al (1994), também utilizando um
hospedeiro permissivo do S. mansoni, o camundongo, definiram com propriedade outros
aspectos relevantes da imunopatogenia da doenca. A transformacdo do esquistossomulo em
verme adulto cumpre o dever final do parasita e sinaliza o inicio da ovoposi¢cdo. O ovo

surgido é capaz de liberar sinais quimiotaticos que recrutam e ativam leucdcitos,
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particularmente macrofagos (WINN; CHEEVER, 1995). Lukacs, et al (1994) sugeriram que
a amplificacdo da resposta inflamatdria pode ser mediada a partir da fixacdo de macréfagos na
superficie do endotélio vascular. Produtos macrofagicos da reacdo inflamatdria inicial,
particularmente fator de necrose tumoral alfa (TNFa), ativam as células endoteliais que
passam a expressar, de forma exuberante, moléculas de adeséao intercelular (ICAM-1). Essas
moléculas se ligam as integrinas presentes na superficie de células dendriticas, neutrofilos,
macrofagos e aos receptores associados a funcéo do linfocito (LFA-1) (YANG, et al, 2005).
Fixadas, estas celulas passam a liberar grande quantidade de citocinas quimiotaticas e
préinflamatérias, as interleucinas IL-12, IL-1p e IL-6, capazes de atrair um nimero crescente
de outras tantas células que se comprometem com a resposta inflamatéria. Linfécitos CD4
precursores (Th0) sdo quimioatraidos e se acumulam no sitio inflamado e, ativados também
pelo SEA, liberam proteina quimioatraente de mondcito 1 (MCP-1/CCL2), proteina
inflamato6ria do macréfago 1 alfa (MIP-10/ CCL3) e interferon alfa (IFNa). Assim atraidos e
fixados, os macrofagos e as células dendriticas apresentadoras de antigenos, ativados,
disparam uma sequéncia de fendmenos imunoldgicos especificos, culminando com a ativagédo
e diferenciacdo de células T CD4+ (células T efetoras). Dessa forma, a imunidade adaptativa
se soma a imunidade inata para a erradicacdo do patdgeno. Tal sequéncia ocorre em duas
etapas distintas: uma fase precoce Thl e uma tardia, quando predominam células Th2 (FIG.
3).

Células dendriticas plasmocitoides
IL12

| STAT 4
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Eosinofilo —» IL-4—» IL -4R
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FIGURA 3 - Diferenciagdo Thl e Th2.
Fonte: Weaver et al (2007).
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A diferenciacdo inicial da célula ThO precursora, no subgrupo especifico Thl, é logo
suprimida e redirecionada para o subgrupo Th2 (WINN; CHEEVER, 1995). Esse fenémeno é
condicionado por varios fatores do hospedeiro (FLORES VILANNUEVA et al, 1994,
KAPLAN et al, 1998), mas também por estimulos proprios do ovo (BAUMGART, et al,
2006; HESSE et al, 2004; OKANO et al, 2001), e caracteriza-se pela expresséo particular de
IL-4, IL-5, IL10 e IL-13. Essas citocinas tém fun¢6es peculiares na histdria natural da doenga:
IL-4 e IL-13 estdo implicadas na formacéo do granuloma, IL-13 estimula fortemente a fibrose
tecidual e IL-5 é sempre necessaria para o recrutamento amplo de eosindfilos. A diferenciacédo
Th2, caracteristica das infec¢des helminticas, resulta também, como visto, de estimulos do
proprio patdgeno e sua expressdo final é regulada pela IL-10 (FLORES VILLANUEVA et al,
1994; HESSE et al, 2004).

Estudos mais atualizados sobre a IL-10 mostram sua origem multipla: células préprias da
imunidade inata e células T reguladoras (T regs) identificadas como CD4+ CD25+ (HESSE
et al, 2004). Existem fortes evidéncias, obtidas em modelos de camundongos infectados pelo
S. mansoni, de um efeito direto das células T regs de ocorréncia natural (T CD4+ Foxp3+)
sobre as células T CD4+, limitando a producdo de citocinas efetoras (BAUMGART et al,
2006) e, consequentemente, freando a atividade inflamatoria.

Em suma, propde-se que a infecgdo do hospedeiro pelo S. mansoni resulte na deposicéo de
0VOS Nno sistema porta e seu aprisionamento subsequente nos espagos perisinusoidais do
parénquima hepatico. A partir de entdo, 0s ovos passam a secretar, através de microporos da
casca e de forma continuada, antigenos solUveis que engendram uma estimulacdo imune
persistente, anunciada pelo recrutamento de leucdcitos e ativacdo de resposta inflamatdria
complexa. Nesse momento, as substancias mais imunogénicas sdo um peptideo denominado
Sm p40, que induz resposta Thl predominante, e dois outros, descritos mais recentemente, Sm
fosfoenolpiruvato (Sm-PEPCK) e a thioredoxina peroxidase-1 (Sm-Tpx-1), que induzem
resposta dual, contudo, assimétrica Th1/Th2 (BARSOUM, 2004).
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A eliminagdo antigénica é caracteristicamente lenta, demandando resposta imune persistente,
cuja evolugdo culmina com a formacdo do granuloma caracteristico. Essa inflamacéo
sustentada, que tem como sequela a fibrose periportal, é regulada por citocinas expressadas
por células linféides do subgrupo Th2 predominante (WINN; CHEEVER, 1995). Os varios
ensaios que buscam inibir a atividade das muitas citocinas presentes no sitio inflamado, a
partir de anticorpos especificos ou da delecdo génica em modelos animais, mostram que €

possivel influenciar profundamente a formacéo do granuloma.

A expressdo Th2 predominante € bastante caracteristica de parasitas extracelulares,
contrapondo-se a expressdao Thl de patogenos intracelulares. Definitivamente implicada na
imunopatogenia da infeccdo pelo S. mansoni é crucial para a reducdo da gravidade do

processo infeccioso agudo e para a sobrevivéncia do infectado (HESSE et al, 2004).

O abrandamento da fase aguda e o desenvolvimento de uma forma crdnica menos agressiva
(forma cronica intestinal) sdo consequéncias da reducdo na atividade celular inflamatdria,
provavelmente também efetuada pelo préprio helminto por meio de glicoconjugados
especificos, como a Lacto-N- neotetraose (TERRAZAS et al, 2001).

A habilidade do S. mansoni por meio desses oligossacarideos conjugados em aumentar
rapidamente essa subpopulacéo de células supressoras pode ser um dos mecanismos utilizados
por esse helminto para modular a resposta do hospedeiro e induzir certa anergia imunoldgica.
Agindo sobre os macréfagos, tais conjugados estimulam a producdo de IL-10, peptideo
regulador da intensidade da resposta Th2, minimizando a imunoatividade e suprimindo a
expressdao de quadros alérgicos secundarios a producdo de imunoglobulina E (IgE)
(ATOCHINA et al, 2001).

Os linfdcitos B também s&o ativados em duas fases ou etapas distintas, criando dois perfis
diferentes de anticorpos associados a infec¢do esquistossomética. Inicialmente, hd predominio

de anticorpos com alta capacidade de fixar complemento e nesse momento tem particular
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importancia a imunoglobulina E (IgE), necessaria para a citotoxicidade mediada por célula
dependente de anticorpo, com a participacdo também decisiva de eosinofilos. As
imunoglobulinas G, Ig G1 e 1gG3 sdo também importantes nesta fase, pois, com alta afinidade
pelas proteinas do complemento, catalisam a citotoxicidade dependente de complemento e
anticorpo, mediada por neutrdfilos. A ativacdo do sistema de complemento se da nesse
momento pela via alternativa, na perspectiva de uma resposta inata a toxina do parasita
(BARSOUM, 1999). Numa segunda etapa passam a predominar anticorpos com pobre

afinidade pelas proteinas do sistema de complemento.

2.3 Nefropatia da esquistossomose mansonica

2.3.1 Aspectos epidemioldgicos

A relacdo entre a infeccdo pelo Schistosoma mansoni e a glomerulopatia foi descrita ha
poucas décadas, com os trabalhos pioneiros de Piraja da Silva, na Bahia em 1908. Naquela
época, Piraja alertou para a presenca de alteracdes na urinalise em alguns pacientes portadores
de esquistossomose mansonica, identificando proteindria em cinco de 20 pacientes infectados
(apud MARTINELLI; SILVEIRA; ROCHA, 2006).

Somente em 1942, quando Rodriguez (apud MARTINELLI; SILVEIRA; ROCHA, 2006)
avaliou, de maneira minuciosa, as alteracbes na composi¢do urinaria e na funcéo renal dos
pacientes infectados, uma relacdo entre parasitose e envolvimento renal foi salientada de
modo mais significativo. Os mediadores da lesdo renal foram denominados por ele e, mais
tarde, por Gelfand (1963) de “fatores toxicos”, referindo-se a possiveis toxinas produzidas

pelo S. mansoni.

Vinte anos apés estes achados, Lopez (1964), em Minas Gerais, demonstrou em dados de seu
estudo com pacientes hospitalizados, portadores da forma hepatoesplénica da doenca que:

26,7% apresentaram alteracBes urinarias caracterizadas por proteindria, hematdria e
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cilindrdria, sendo que tais alteracdes foram observadas em apenas em 3,8% dos portadores da
forma hepatointestinal. O resultado das bidpsias renais de 16 destes pacientes mostrou que em
seis deles havia acometimento glomerular mesangial e intersticial. O inusitado da observacéo
foi que os achados se referiam a pacientes sem historia pregressa de nefropatia. Um ano
depois, 1965, Machado, em Pernambuco, descreveu expressiva proteiniria em pacientes
esquistossomoticos também sem nenhum sinal ou manifestacdo clinica de doenga renal ou
hipertensiva. Um achado de destaque nesse estudo foi a primeira referéncia a possivel

presenca de anticorpos relacionados ao S. mansoni.

Andrade e Queiroz (1968) em estudos de necropsia descreveram achados histopatologicos
sistematizados da doenca renal esquistossomotica. Relataram lesdo glomerular caracterizada
por espessamento focal da membrana basal e proliferacdo do mesangio. De Brito et al (1969),
em bidpsias renais de pacientes com esquistossomose hepatoesplénica sem sinais clinicos de
doenca renal que se submeteram a esplenectomia, enfatizou, a microscopia eletrénica (ME),
alteracdes mesangiais (hiperplasia e hipertrofia) e depositos eletrondensos ha membrana basal
glomerular. A possibilidade de envolvimento renal subclinico na esquistossomose mansonica
hepatoesplénica foi reforcada por Silva et al (1970) quando ao analisar amostras de bidpsias
renais de oito pacientes que também ndo apresentavam qualquer manifestacdo clinica de
nefropatia, percebeu depdsitos eletrondensos na membrana basal glomerular bem como
imunofluorescéncia direta positiva para 1gG e IgM. De Brito, Gunji e Camargo (1970) ao
analisar material de biopsia renal obtido de 11 pacientes com sinais evidentes de
acometimento renal (sindrome nefrotica, hipertensdo arterial e diminuicdo do ritmo de
filtracdo glomerular), identificaram, a microscopia Optica, um processo inflamatorio e
proliferativo do tufo glomerular e a microscopia eletrénica confirmaram os achados anteriores
de depdsitos eletrondensos na espessura da membrana basal glomerular. A
imunofluorescéncia direta mostrou depositos de imunoglobulinas e fragdes do complemento

no mesangio e ao longo da parede capilar glomerular.

Seis anos mais tarde, Rocha, Cruz e Brito (1976) realizaram bidpsias em dois grupos de
pacientes portadores de esquistossomose mansénica hepatoesplénica: o primeiro grupo

formado por 10 doentes com evidéncias laboratoriais de envolvimento renal e um segundo
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grupo, com 15 pacientes, sem qualquer sinal clinico-laboratorial de lesdo renal. O primeiro
grupo foi caracterizado pela presenca de glomerulonefrite membranoproliferativa e o segundo
pela ocorréncia menos frequente, mas presente, de glomerulonefrite na forma mesangio-

proliferativa.

Outros estudos se seguiram sugerindo de forma pouco precisa a ocorréncia de véarias formas
histologicas de glomerulopatias atribuidas a esquistossomose mansonica hepatoesplénica.
Uma analise de prevaléncia das diferentes lesdes renais foi primeiro publicada por Andrade,
Andrade e Sadigursky (1971), apds revisdao de amostras de tecido renal obtidas de 80
necropsias (TAB. 1).

TABELA 1 - Prevaléncia dos varios aspectos histopatoldgicos em biopsias renais de

portadores de esquistossomose mansonica hepatoesplénica

GN mesangio-proliferativa leve 46,3%
GN mesangio-proliferativa com nitida expansao do mesangio 36,3%
GN proliferativa difusa lobular 10,0%
Sem referéncias especificas 7,4%

Fonte: Andrade, Andrade e Sadigutsky (1971).

Queiroz, Brito e Martinelli em 1973, estudando tecido renal obtido de portadores de
esquistossomose mansdnica hepatoesplénica com sindrome nefrdtica, descreveram a

prevaléncia de glomerulopatias incluindo dados de revisdo da literatura (TAB. 2).

TABELA 2 - Prevaléncia dos varios aspectos histopatoldgicos em

bidpsias renais de portadores de esquistossomose mansdnica hepatoesplénica

GN membrano-proliferativa 73,0%
Glomerulosclerose focal e segmentar 20,0%
Nefropatia membranosa 6,7%

Fonte: Queiroz, Brito e Martinelli (1973).



2.3.2 Imunopatogénese da les@o glomerular em pacientes esquistossomaticos

Os mecanismos imunoldgicos da lesdo glomerular que acompanham principalmente as formas
hepatoesplénicas da esquistossomose mansonica estdo bem estabelecidos. H4 um consenso
desde os trabalhos originais de De Brito et al (1969), de que essas nefropatias tém sido
consideradas glomerulonefrites desencadeadas pelo deposito de imunocomplexos no
mesangio e nas alcas capilares glomerulares, ocasionando o processo inflamatério crénico
(ANDRADE; ROCHA, 1979; BARSOUM, 1993). A possibilidade da formac&o in situ de
imunocomplexos, quando os anticorpos circulantes se ligam a antigenos “plantados”
passivamente nos glomérulos, também é considerada. Trata-se, pois, de uma agressao tissular
mediada fundamentalmente pela resposta imune humoral (FIG.4) Conforme ja descrito no
item imunologia da esquistossomose mansonica, durante seu ciclo de vida no homem, o

parasita produz grande quantidade de moléculas antigénicas envolvidas

imunopatogenia da infecgdo e com a imunidade suscitada. (BARSOUM, 1993).

Resposta imune
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IgM
Ig A /

IL-6; IL - 10

Vermes adultos alojados na veia porta

Antigenos intestinais regurgitados
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Comblemento
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macrdéfagos hepaticos e das
células de Kupffer
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Depositos Glomerulares

FIGURA 4 - Esquema da formagéao de imunocomplexos e da deposigéo glomerular.

Nash, Prescott e Neva (1974) e Nash (1974) sugeriram, originalmente, a importancia de

antigenos provenientes do tubo digestivo do verme adulto, regurgitados pelo parasita na

Fonte: Barsoum (1999).
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génese da nefropatia. Corroborando os autores acima citados e edificando a informagéo
inicialmente sugerida, Hoshino-Shimizu et al (1977), Moriearty e Brito (1977), Deelder et al
(1980), Sobh et al (1987) e De Brito (1999) eluiram os antigenos diretamente dos glomérulos
acometidos: antigeno anodico circulante (CAA) e antigeno catodico circulante (CCA). Sobh
et al. (1988a) descreveram também esses antigenos encontrados em 65,4% dos pacientes que
manifestavam o acometimento glomerular através de proteindria nefrotica, refletindo
possivelmente quadros histoldgicos mais graves, e em 43,7% dos pacientes nao-nefroticos.
Naqueles que ja apresentavam algum grau de insuficiéncia renal, a demonstracdo de tais

antigenos também foi muito mais comum: 63,4%.

No tecido renal predominam os antigenos catodicos circulantes/CCA atraidos e fixados talvez
pela camada polianidnica, de heparan sulfato e &cido sidlico, moléculas constitutivas dos
elementos formadores da parede capilar. Oriundos da circulagdo ou formados in situ, os
imunocomplexos ddo origem a uma reacdo inflamatéria que culmina na desorganizacdo da
estrutura glomerular determinante da proteinuria, hematdria e da perda da fungdo excretora
(DEELDER et al, 1980; SOBH et al, 1987; SOBH et al, 1988a).

Relacdo entre o grau de fibrose hepatica e a intensidade da lesdo glomerular foi observada por
Barsoum et al (1988). Os autores avaliaram a funcdo dos macréfagos hepaticos, utilizando-se
de uma técnica especifica de depuracdo de tecnécio 99 e obtiveram boa correlacdo entre o
grau de disfuncdo fagocitaria e a intensidade da proteinlria e da proliferacdo de células

mesangiais.

A maior prevaléncia da nefropatia nas formas hepatoesplénicas pode estar relacionada com a
hipertensdo portal e a circulagdo colateral no sistema porta em decorréncia do grau de
envolvimento hepéatico. Van Marck, Deelder e Gigase (1977), observaram que em
camundongos infectados pelo S. mansoni, ao induzir circulagido colateral porta-sistémica
através da ligadura parcial da veia porta, os depdsitos mesangiais de imunoglobulinas M, A,
G e de C3 aumentaram substancialmente. Concluiram que a circulagdo colateral porta-

sistémica, facilitando a diversificacdo de imunocomplexos do sistema fagocitario hepético, é
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um importante fator na génese da glomerulopatia associada, pois, dessa forma, o acesso do

material antigénico a circulaco sistémica e ao glomeérulo seria bastante facilitado.

O mesmo fendbmeno poderia explicar a ocorréncia ocasional de leséo glomerular nas formas
hepatointestinais, uma vez que Homeida et al (1988), por meio da ultrassonografia
convencional, demonstraram hipertensao portal e colaterais porta sisttmicas em pacientes sem

esplenomegalia e figado pouco ou nada aumentado.

Uma resposta imune humoral, caracterizada predominantemente pela maior expressao de
imunoglobulina M dirigida contra marcadores intestinais (IgM antigliadina), é fendmeno ja
bem descrito. Barsoum et al (1996), contudo, referiram maior e significativa prevaléncia de
imunocomplexos formados por IgA durante o desenvolvimento da fase cronica da doenga, em
especial da forma hepatoesplénica. Essa situacdo pode ser devida a reacdo imune aos
antigenos alimentares ndo devidamente fagocitados pelos macréfagos da mucosa, inibidos por
antigenos parasitarios. Num estudo envolvendo populacdes da Africa, regifo de baixa
prevaléncia de nefropatia primaria por IgA, os niveis aumentados de IgA, IgA-antigliadina e
antiDNA ganharam mais significado. Os autores salientam ndo apenas uma producao
preferencial de IgA por células B comprometidas, num movimento induzido por IL-6 e IL-10
anotado por Burdin et al (1995), mas também um real incremento na producdo dessa
imunoglobulina por linfécitos da mucosa intestinal. Uma depuragdo hepética ineficiente dos
imunocomplexos formados, envolvendo tanto imunoglobulinas M, G e predominantemente A,

como proposto, permite, entdo, deposicdo glomerular e o agravamento da reacdo inflamatodria.

Contudo, tanto o desenvolvimento da forma hepatoesplénica da esquistossomose como as
complicagbes que tém sido enfatizadas, incluindo o acometimento renal, sdo também
influenciados por fatores raciais e genéticos que modificam ou modulam a resposta
imunologica do hospedeiro, predispondo-o ou ndo as complicagdes (LAMBERTUCCI et al,
2008; NUSSENZVEIG, 2002).
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Uma vez definida e ap6s as primeiras manifestacGes clinicas, a doenca renal adquire carater
progressivo autbnomo, geralmente conduzindo o paciente para a insuficiéncia renal cronica,
quando ndo para a morte (BARSOUM, 1999; MARTINELLI; SILVEIRA; ROCHA, 2006).

Os achados histoldgicos tém sido avaliados de modo sistematizado e varios padrdes de
envolvimento renal sédo relatados, especialmente nas formas hepatoesplénicas, possivelmente
produto da gravidade da doenca parasitaria e da capacidade do hospedeiro de reagir a ela
(ANDRADE; ROCHA, 1979; QUEIROZ; BRITO; MARTINELLI, 1973).

A deposicdo de imunocomplexos especificos, limitada primariamente a area mesangial, da
ensejo as formas chamadas “mesangio-proliferativas”. Sua expressao clinica € mais discreta e
seu curso, admitem alguns, € autolimitado. O acometimento mais difuso do glomérulo, com
deposicdo mais extensa e intensa de imunocomplexos envolvendo ndo somente 0 mesangio,
mas também a parede capilar e especificamente sua face subendotelial, além de promover
forte reacdo exsudativa, estimula a proliferacdo das células residentes, em particular as células
mesangiais. Um construto teérico da patogenia dessa lesdo glomerular, a partir dos dados
obtidos nos estudos histopatoldgicos de bidpsias renais, permite propor que essas células,
assim ativadas, lancem prolongamentos citoplasmaticos ao longo da parede capilar, fato que
estimula poddcitos e endotélio a sintese de novos constituintes da membrana basal. Espessada
e englobando agora residuos de células mesangiais, a membrana basal, ao ser tingida por
corante exclusivo - a prata metenamina -, da a parede capilar um aspecto duplicado. Essa
forma mais grave de acometimento caracteriza a “Glomerulonefrite membrano-proliferativa
tipo 1”7 (FIG. 5) (ANDRADE; ROCHA, 1979; BARSOUM, 1993; 1999; MARTINELLI,
SILVEIRA; ROCHA, 2006). De Brito, Gunji e Camargo (1970) documentaram a
transformacdo da glomerulonefrite mesangio-proliferativa em membrano-proliferativa em
pacientes rebiopsiados num intervalo de sete anos. Chama a atencdo na literatura a
importancia que se da a uma terceira forma de glomerulopatia: a “glomeruloesclerose
segmentar e focal” (GESF). Tanto nas formas primarias como nas secundarias a
esquistossomose mansonica ou as varias outras doencas, individuos da raga negra sao 0s mais
acometidos. Do ponto de vista anatomopatoldgico, as alteracdes observadas séo idénticas as
da GESF idiopatica ou primaria (HOUBA, 1979; NUSSENZVEIG; DE BRITO, 2002;
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NUSSENZVEIG et al, 2002). A luz do conhecimento atual da fisiopatologia da GESF, pode-
se sugerir que essa lesdo é uma consequéncia da redugdo do numero total de néfrons,
destruidos pela inflamacdo prévia, persistente, que gerou os tipos histoldgicos descritos.
Submetidos a mudancas hemodindmicas importantes que resultam no aumento da hipertensao
intracapilar glomerular, os néfrons remanescentes sofrem um processo de esclerose

progressiva (ZATZ; FUGIHARA, 2006). A resolugdo de processos inflamatorios e

proliferativos glomerulares, proprios da agresséo inicial, pode ainda se processar a partir de
cicatrizes segmentares (ZATZ; FUGIHARA, 2006).

FIGURA 5 - Glomerulonefrite membrano-proliferativa tipo I(hematoxilina-eosina e prata).
A: Intensa proliferacdo de células mesangiais, expansdo da matriz extracelular.

B: Duplo contorno da parede capilar.

Fonte: CTR/DIP SN/FMTM (2008).

Comum a uma série de doencas imunomediadas, a deposi¢cdo de imunocomplexos estimula a
proliferacdo de células mesangiais, determinando aumento no volume do tufo glomerular
(glomerulonefrite mesangio-proliferativa). Ativadas, essas células sdo capazes de expressar 0
fator transformador do crescimento beta (TGF-B) — (MARTINELLI; SILVEIRA; ROCHA,
2006), forte indutor da fibrogénese e possivel responsavel pela transdiferenciacdo
miofibroblastica desse mesmo tipo celular. Essa mudanga fenotipica € anunciada, imuno-
histoquimicamente, pela expressdo de alfa actina do citoesqueleto de célula muscular lisa
(aSMA), considerada forte marcador de ativagao fibroblastica.

Dessa forma, a producdo de colageno intensifica-se e as lesdes celulares proliferativas

observadas no glomérulo d&o lugar a lesGes escleroticas. El-Koraie et al (2002), compararam
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pacientes portadores de nefropatia esquistossomotica com portadores de nefropatias de outras
etiologias, mas de caracteristicas similares. Observaram que 0s primeiros exibiam mais
atividade fenotipica miofibroblastica (aSMA), mais expressao de marcadores de lesdo celular
(vimentina) e mais atividade proliferativa de células intersticiais e do epitélio tubular, das
células inflamatorias quimioatraidas e de miofibroblastos (relacdo de antigenos nucleares de
células em proliferacdo e marcadores de apoptose). Os miofibroblastos estdo diretamente
envolvidos na producdo de coldgeno e na formacdo de esclerose glomerular em diferentes
exemplos de nefropatias progressivas, como a diabética, a obstrutiva, a mediada por
imunocomplexos, etc. Sdo grupos heterogéneos de células que expressam actina, vimentina e
desmina, isolada ou associadamente. O papel dos miofibroblastos na génese da esclerose
glomerular é consistente com sua acdo bem documentada em outras situacfes associadas a
fibrose, como a cirrose hepatica, a fibrose pulmonar e a cicatrizacdo de feridas (EL-KORAIE
et al, 2002). Sua presenca mais frequente na nefropatia esquistossomotica pode justificar a
ocorréncia de glomerulosclerose num momento precoce da lesdo renal, quando ainda estdo
presentes antigenos do S. mansoni e imunocomplexos depositados. Essa concomitancia é
sugestiva, para alguns autores, da relacdo direta de causalidade entre os antigenos do parasita

e as lesdes glomeruloesclerdticas do hospedeiro.

Numa tentativa de ordenar os achados histopatoldgicos nos estudos de doenca renal, a
Associacdo Africana de Nefrologia propés, em 1992, um sistema de classificacdo conhecido
como AFRAN (acrénimo para African Association of Nephrology) — (BARSOUM, 1993).
Sao propostas cinco classes histoldgicas da lesdo glomerular associadas a esquistossomose,
sendo que alguns pacientes podem apresentar variacdes entre essas classes ao longo do tempo,
dependendo, sobretudo, das alteracdes na doenca de base e das comorbidades associadas.

Classe I: Glomerulonefrite mesangio-proliferativa, resultante da deposicdo de

antigenos/anticorpos relacionados.

Classe I1: Glomerulonefrite exsudativa. Primeiro descrita por Lambertucci (1984) acomete
especificamente pacientes portadores de esquistossomose mansonica e salmonelose associada.
Essa entidade foi considerada pelo autor, em publicagdes posteriores, distinta daquela descrita
nos pacientes esquistossomoticos puros (LAMBERTUCCI et al, 1987; LAMBERTUCCI,
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1988). Em todos os casos estudados, além da infiltragdo de neutréfilos e macréfagos, havia
deposicdo de proteinas do sistema de complemento e imunocomplexos no mesangio e ao
longo da parede capilar glomerular. Antigenos de S. dublin e S. typhimurium foram
encontrados nos depositos eletrondensos. Apds tratamento com cloranfenicol, as alteracGes
imunopatoldgicas e as manifestagdes clinicolaboratoriais da glomerulopatia desapareceram a
despeito da permanente infeccdo pelo S. mansoni. Esses achados sugeriram efeito direto da

Salmonella na patogenia da glomerulonefrite observada nesses pacientes.

Classe I11: Glomerulonefrite membrano-proliferativa tipo |.

Classe 1V: lesbes de esclerose glomerular. A ocorréncia de glomerulosclerose segmentar e
focal como evento primario na esquistossomose mansénica hepatoesplénica é disputada. As
classes Il e IV constituem a maioria das lesdes renais observadas na esquistossomose
mansénica complicada por doenca hepética. Depdsitos de IgA sdo frequentemente verificados
nos glomérulos e no intersticio peritubular, como salientado por Barsoum et al (1996),
contudo, a relevancia desse achado é discutivel.

Classe V: amiloidose renal - a primeira sugestdo da ocorréncia de depdsito amiloide no
parénquima renal de animais infectados com S. mansoni veio dos estudos de Sobh et al (1991)
com modelos de hamsters. Nesses animais 0s autores constataram relacdo direta entre esse
padrdo histoldgico, a carga parasitaria, o grau de fibrose hepatica e a duracdo da doenca.

Barsoum (1999) preconiza que a amiloidose renal que se estabelece no glomérulo renal é
consequéncia da imunossupressdo relativa induzida por produtos parasitarios agindo sobre
macrofagos. Se de um lado a imunoestimulacdo ativa a expressdo de proteina sérica AA
(SAA), via IL-1 e IL-6, pelo hepatdcito, a imunossupressao relativa inibe a atividade
fagocitaria dos macrdfagos, permitindo o acumulo, a deposicao e a adesdo dessas proteinas na

matriz extracelular, particularmente no ambiente do glomérulo renal.
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Uma sexta classe histoldgica tem sido aventada para contemplar a associagdo da
esquistossomose com infecgdo pelo virus da hepatite C. Essa proposi¢do ndo é consensual e
hd duvidas da especificidade das lesdes glomerulares correlacionadas a essas infeccdes
associadas (BARSOUM, 2004; MARTINELLI; SILVEIRA; ROCHA, 2006;
NUSSENZVEIG; DE BRITO, 2002).

A imunofluorescéncia direta mostra graus variaveis de depositos de IgG, C3, IgM, e C1q. O
sistema do complemento é ativado na sua via classica e o processo inflamatorio glomerular se
completa com o recrutamento de células imunologicamente competentes (MARTINELLI;
SILVEIRA; ROCHA, 2006; SOBH, et al, 1987).

A manifestacdo clinica da doenca renal é variavel e assintomatica em até 35% dos casos,
segundo varios autores que trabalharam com material obtido durante cirurgia para
esplenectomia (BARSOUM, et al 1992; MARTINELLI; BRITO; ROCHA, 1980; ROCHA et
al, 1976 e SOBH et al, 1990).

A maioria dos pacientes, contudo, é vista com sindrome nefrotica. O diagndstico é assim
definido tardiamente, uma vez que a busca pela assisténcia médica se d& quando os individuos
observam o surgimento de edemas (ANDRADE; ROCHA, 1979; MARTINELLI; ROCHA,
1996; MARTINELLI; SILVEIRA; ROCHA, 2006). A hipertensdo é diagnosticada em até
40% dos pacientes a época do diagndstico da nefropatia e a hipocomplementenemia em mais
da metade deles (MARTINELLI; SILVEIRA; ROCHA, 2006). Nesse momento, resgata-se a
necessidade de estudos que propiciem diagnéstico precoce do acometimento renal da
esquistossomose a fim de se propor intervencGes renoprotetoras que visam proteger o

parénquima renal e amenizem a evolugdo da doenca para a cronicidade.
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2.3.2.1 Papel das citocinas na lesdo renal

No Diabete Melito, tem sido descrito que a infiltracdo de células do sistema imunoldgico, em
especial macréfagos, estd associada a progressdo da injuria glomerular (TUTTLE, 2005).
Sabe-se que essas células sdo atraidas para o local lesado por um processo de
retroalimentacdo em que citocinas/quimiocinas produzidas tanto por macréfagos quanto por
outras células do sistema imune sdo responsaveis pela movimentacdo dos leucdcitos para

locais de inflamacé&o tecidual a partir da circulacéo sanguinea (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Diante da evidéncia de producdo alterada de citocinas/quimiocinas na vigéncia de processos
inflamatorios tém sido propostos perfis especificos de citocinas e quimiocinas em pacientes
com acometimentos renais (FOUGERAY et al, 2011). Segundo Garin (2000) e Araya (2006)
em pacientes com sindrome nefrotica as oscilagbes dos niveis urinarios das quimiocinas

podem retratar a evolucdo da proteindria e lesdo Glomerular.

A despeito de um grande investimento no retardo da evolucdo da doenga renal com
intervencdes do tipo controle dos picos hiperglicémicos, controle da hipertensdo e utilizacdo
de inibidores da enzima conversora angiotensina, percebe-se aumento no nimero de pacientes
com nefropatia diabética (BROSIUS, 2003). Talvez por isso, essa é uma das patologias de

base mais estudadas no momento no concernente a perfil imunoldgico.

Ja em 1997, Wolf e colegas sugeriram que a angiotensina Il tem um importante papel no
recrutamento de mondcitos /macrofagos para o tecido renal induzido pelas quimiocinas
RANTES/CCL5 e MCP-1/CCL2, demonstrando possivel envolvimento dessas quimiocinas
com a resposta inflamatoria na lesdo renal diabética. No ano seguinte, 1998, e em 2003 essas
mesmas quimiocinas foram encontradas em quantidade elevada no rim de pacientes
portadores de doencas glomerulares progressivas, rejeicdo a transplantes e nefrite intersticial
em estudos realizados por Mukaida, Harada e Matsushima (1998) e Segerer (2003),

reforcando mais uma vez a teoria de que estdo diretamente envolvidas na lesédo glomerular.
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Amann; Tinzmann e Angelkort (2003) demonstraram que ao bloquearem o sistema renina
angiotensina, havia diminuicdo dos niveis de MCP-1/CCL2 urinéria e conseqiente melhora
da evolugcdo da nefropatia diabética. Em 2011, Urushihara e colegas demonstraram em
experimento animal que a aplicacdo de terapéutica combinada de inibicdo do receptor de
MCP-1/CCL2 e da inibigéo de receptores de angiotensina Il pode ser o caminho para redugéo

a lesdo renal nas nefrites.

No ano de 2000, em importante estudo desenvolvido por Wada e cols foram demonstrados
niveis de MCP-1/CCL2 urinarios significativamente aumentados em pacientes com
nefropatia diabética, além de correlacdo positiva para infiltracdo de macrofago no intersticio
renal, sugerindo nesse caso, que MCP-1/CCL2 também teria participacdo direta com o
recrutamento de macrofago para o tecido renal. Embora experimentos para avaliar a possivel
regulacdo do fluxo de células inflamatdrias para os rins em diabéticos estejam incompletos,
esses achados sugerem que a administracdo de anticorpos anti MCP-1/CCL2 poderia prevenir

a esclerose glomerular e fibrose intersticial.

Tuttle (2005), ap06s analisar dois importantes estudos desenvolvidos por Kelly e colaboradores
(2005) e Chow e colaboradores (2005), registra que a nefropatia diabética pode ser vista como
doenca inflamatdria que provoca desordem metabodlica e ainda que, intervir nesses processos
inflamatorios terapeuticamente (antioxidantes, inibidores de macréfagos entre outros) pode
ser a solugé@o para o controle efetivo da evolucdo da lesdo renal em pacientes portadores da
diabete.

Galkina e Ley (2006) contribuiram para a edificagdo do conceito da nefropatia diabética como
processo inflamatdrio. Relataram que macréfagos nos tecidos renais, células T e neutréfilos
produzindo vérias espécies reativas de oxigénio, citocinas pré-inflamatérias e fatores de
crescimento modulam a resposta imunologica local, além de aumentar a inflamagdo no
desenvolvimento da nefropatia diabética. Estes autores sugeriram ainda que as moléculas de
adesdo intercelular -1 (ICAM-1) e quimiocinas, em especial a MCP-1/CCL2, estdo

diretamente envolvidas com o processo de recrutamento de macrofagos nas lesdes renais
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inflamatorias. O acumulo dessas células no parénquima renal pode induzir a proteinuria e
proliferacdo mesangial durante o desenvolvimento da nefropatia diabética. Em estudos
anteriores, Okada e colaboradores (2003) ja haviam registrado melhora da injdria renal
diabética retratada pela diminuicdo da albumindria, da hipertrofia glomerular e da expanséo

da matriz mesangial quando observaram ratos com deficiéncia de ICAM-1.

Em 2008 trés trabalhos foram enfaticos na afirmacao da participacdo da quimiocina MCP-
1/CCL2 no processo inflamatério de leséo renal. No estudo de Ibrahim e Rashed (2008) foi
reportado aumento estatisticamente significativo de MCP-1/CCL2 urinaria de pacientes
portadores de nefropatia diabética (ND) que apresentavam micro e macroalbuminuria quando
comparado com os pacientes também portadores de ND, porém, com normoalbumindria, ou
ainda, quando comparados com controles saudaveis. Nesse estudo foi destaque o
envolvimento de MCP-1/CCL2 com a fisiopatologia da lesdo renal na ND em varios estagios
da doenca. Tesch (2008) sugeriu que a producdo de MCP-1/CCL2 pelos rins de pacientes
diabéticos bem como os niveis urinarios de MCP-1/CCL2 desses mesmos pacientes podem
ser utilizados para avaliar a inflamacgéo renal na doenca. Ainda nesse mesmo ano Wolkow e
colaboradores (2008) avaliaram a relacéo entre a diminuicdo da funcéo renal e a elevacao dos
niveis urinarios de IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, IL-6, IP-10 e MIP-1 §. Os resultados
mostraram que os niveis urinarios dos cinco mediadores inflamatorios estavam mais elevados
no grupo de pacientes que mostravam declinio da funcdo renal, sugerindo que o processo

inflamat6rio no rim contribui para progressao da nefropatia diabética.

Outra quimiocina de interesse no estudo da fisiopatologia das lesdes renais é a interleucina-8
(IL- 8/CXCL8), um peptideo produzido por células endoteliais e macréfagos, que tem a
funcdo de atrair neutrofilos e linfocitos para o tecido inflamado (QI et al, 2006; MUKAIDA,
HARADA; MATSUSHIMA, 1998). Embora ainda controverso muitos estudos tém mostrado
a elevacdo dos niveis séricos e urinérios de IL-8/CXCL8 durante episodios de recidiva da
sindrome nefrética (VAN DEN BERG; WEENING, 2004; ARAYA et al, 2006; CHO et al,
2003), sugerindo envolvimento dessa quimiocina na inducdo de proteindria. O trabalho
desenvolvido por Tashiro e colaboradores em 2002 descreveu niveis aumentados de IL-

8/CXCL8 urinaria em estagios iniciais da nefropatia diabética. Ao contrario dos resultados
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acima descritos, em trabalho publicado por Rovin e colaboradores em 2005, no qual
avaliaram os niveis urinérios de MCP-1/CCL2 e IL8/CXCL8 em pacientes portadores de lupo
eritematoso sisttmico (LES) com e sem lesdo renal agudizados e comparou com individuos
com LES controlado e ainda com individuos saudaveis, os niveis de IL8/CXCL8 ndo se
alteraram nos pacientes LES em atividade e também ndo se alteraram quando comparados
entre os pacientes com e sem doenca renal e aqueles com doenca controlada. Salienta-se que
esse mesmo estudo mostrou que a MCP-1/CCL2 estava muito aumentada na urina daqueles
individuos com lesdo renal e em fase aguda do LES em comparacdo com aqueles com a
doenga controlada e com os individuos saudéveis. Constatou-se correlacdo positiva entre
MCP-1/CCL2 urinéria e proteinuria de fase aguda, observando niveis ainda maiores com a
presenca de glomerulonefrite proliferativa naqueles com lesdo renal ja constatada. E o achado
mais confirmatdrio do envolvimento da MCP-1/CCL2 com a lesdo renal: aqueles pacientes
que responderam a terapéutica de controle da lesdo renal apresentaram niveis reduzidos da
MCP-1/CCL2 em poucos meses, ja aqueles ndo responsivos mantiveram niveis

persistentemente altos desta quimiocina.

A MIP-1 o/CCL3, quimiocina produzida por macréfagos, que participa ativamente da
inflamacdo, foi descrita como importante mediador de resposta imune produzida
substancialmente por macréfagos infiltrados na regido glomerular, em varios tipos de
glomerulonefrites (COCKWELL; HOWHI; SAVAGE, 1998). Além disso, em trabalho
publicado por Souza e colaboradores (2005) observou-se que a MIP-1 o/CCL3 ¢é marcadora

de gravidade da esquistossomose em humanos e em animais.

A quimiocina eotaxina, uma citocina pro-inflamatéria, é citada em alguns trabalhos como
mediador imunoldgico nos processos de resposta a presenca da esquistossomose ou mesmo
aumentada na possibilidade de acometimento de tecidos renais (SOUSA-PEREIRA et al,
2006; CHERNEY et al, 2011).

N&o ha estudos sobre o papel das quimiocinas na resposta imunoldgica as agressdes renais, na
nefropatia esquistossomotica.  Seria desejavel investigar o perfil das quimiocinas em

pacientes com glomerulonefrite observada na esquistossomose hepatoesplénica.
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2.4. Efeito do tratamento da parasitose na evolugéo da nefropatia associada

Entendendo que a glomerulonefrite associada a esquistossomose mansonica € uma doenca
imunologicamente mediada, era esperado que a quiescéncia do processo mediador, seguindo-
se ao tratamento da parasitose, revertesse as lesdes histologicas e clinicas, interrompendo sua

evolucéo.

Sabe-se, contudo, que a doenca renal tem evolucdo protraida e subclinica, amplamente
atestada por De Brito et al (1969), Rocha, Cruz e Brito (1976) e Silva et al(1970) ao
descreverem lesdes histopatologicas e imunodepdsitos mesangiais em pacientes ainda sem
alteracOes urinarias. Martinelli et al (1979), a partir de estudos em pacientes hospitalizados,
salientaram também a evolucéo lenta da nefropatia. O fato de a erradicacdo da parasitose nao
modificar a evolucdo da glomerulopatia esquistossomatica pode ser consequéncia de uma
intervencdo tardia, tempos apds uma agressdo renal persistente e prolongada ter produzido
ndo somente lesdes glomerulares extensas, mas, principalmente, a destruicdo de um ndmero
significativo de unidades nefrénicas. A partir de entdo, os eventos imunolégicos iniciais
produzidos pelo parasita ja ndo mais importam e outros mecanismos de agressao ao glomérulo
dao o carater progressivo da doenca (MARTINELLI; PEREIRA; ROCHA, 1987; SOBH et
al, 1988b; 1989; 1993).

Ao estudarem fatores progndésticos em 42 pacientes com glomerulopatia esquistossomdtica,
Martinelli, Silveira e Rocha (2006) mostraram que a forma histoldgica tem implicacdes
consideraveis. Na sua populacéo, o curso clinico foi menos favoravel e o desenvolvimento de
insuficiéncia renal crbénica mais frequente naqueles com diagnéstico de glomerulonefrite
membrano-proliferativa. A analise multivariada, a hipertensdo arterial e a insuficiéncia renal,
ja ao primodiagnéstico, correlacionaram-se com a progressdo da nefropatia,

independentemente do diagndstico histopatoldgico.
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O tratamento da nefropatia esquistossomotica em estadio terminal por meio de transplante
renal ndo tem sido avaliado de forma sistematica, havendo poucas publicaces, a maioria
sendo de relatos de casos. Azevedo et al. (1987) salientaram a evolucdo pds-transplante de
quatro pacientes com diagnostico provavel de nefropatia esquistossomotica e a possibilidade
de recorréncia da doenca renal. O impacto das alteracfes do sistema imune descrito no
paciente esquistossomotico sobre os resultados do transplante renal ndo estd devidamente
esclarecido. Mahmoud el al (2001), analisando a evolucdo de pacientes portadores de S.
mansoni e S. hematobium submetidos ao transplante renal e acompanhados por um periodo de
10 anos, ndo detectaram diferencas na incidéncia de episodios de rejeicdo aguda e de
nefropatia cronica do enxerto quando os resultados foram comparados aqueles obtidos de
pacientes transplantados ndo-esquistossomaticos. Sobh et al (1992), investigando resultados
de transplante renal em egipcios, ndo encontraram diferencas significativas nas incidéncias de
rejeicdbes aguda ou cronica entre grupos de pacientes esquistossomoéticos e ndo-
esquistossomoticos. Relataram, contudo, complicagbes pos-operatorias mais frequentemente
no grupo de pacientes infectados (infeccdo do trato urinario, estenose ureteral, fistulas
urinarias, nefrolitiase, antigenemia pelo virus da hepatite B e alteracbes nas doses de
ciclosporina), concluindo que a esquistossomose pode afetar a evolucdo do transplante renal.
E necessério enfatizar que a populacio de receptores de rim estudada, 128 pacientes, era
infectada por S. haematobium (13,3%), S. mansoni (45,3%) ou ambos (41,4%), fato nédo

estudado com o devido cuidado.

Em suma, os dados disponiveis na literatura sugerindo ndo haver diferencas estatisticas na
evolucdo e na sobrevida do enxerto renal entre pacientes transplantados renais infectados ou

ndo pelo S. mansoni asseguram também essa opc¢ao terapéutica (MAHMOUD et al, 2001).

2.5 Consideracdes finais

A evolugdo patogenética da glomerulonefrite esquistossomatica ndo é assunto consensual na

literatura, mas a maioria dos autores admite a seguinte sequéncia de eventos:
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Antigenos oriundos do intestino do verme adulto estimulam o sistema imune do hospedeiro
cuja resposta anticorpo-especifico faz surgir imunocomplexos circulantes (ICC) ou formados
no préprio tecido renal (in situ). A depuracdo hepatica desses imunocomplexos esta
comprometida tanto pela fibrose tecidual instalada como por uma atividade fagocitaria
reduzida das células de Kupffer ou ainda pela presenca de colaterais porta-sistémicas,
facilitando sua deposigéo no tecido renal (BARSOUM, 1999).

Obedecendo a caracteristicas préprias da estrutura glomerular, os depdsitos iniciais de IC
circulantes se fazem predominantemente no mesangio. Isso se da porque ndo ha outra barreira
ao transito de ICC do limen capilar ao mesangio que ndo o endotélio, com suas fenestracdes
de 70 A, em média. A deposicdo de ICC estimula producdo de quimiocinas, em especial na
glomerulopatia diabética, a MCP-1/CCL2, MIP-1 o/CCL3, RANTES/CCLS5, IL-8/CXCLS, e
o recrutamento de células envolvidas com a resposta imune que por sua vez estimulam as
células mesangiais a sintese de matriz extracelular (aumentando a area mesangial por depdsito
de macromoléculas) e a proliferacdo cujo objetivo final é a degradacdo dessas moléculas
complexadas: se a deposicao é continua e intensa, também o é o estimulo para tais alteracGes
histoldgicas e a desfiguracdo do glomérulo se intensifica, culminando numa reacdo
inflamatéria mais difusa e intensa (ZATZ; FUGIHARA, 2006). Os ICCs surgem também
depositados ao longo da parede capilar, predominantemente no espaco subendotelial, ja que a
membrana basal os impede, pelo seu tamanho e caracteristicas fisicas, de ganhar o espaco
subepitelial. As células mesangiais ativadas e em proliferacdo emitem prolongamentos
citoplasmaticos que invadem a parede capilar, interpondo-se entre estruturas celulares e a
membrana basal. Esse movimento estimula células podocitarias e endoteliais a sintetizarem
uma neomembrana basal que, quando corada pela prata, faz surgir o aspecto caracteristico de
“duplo contorno” ou “tram track”, termo proposto por patologistas americanos. Essa
sequéncia de eventos ndo é patognomonica da glomerulopatia esquistossomotica, mas comum
a um elevado nimero de glomerulopatias mediadas por ICC (ZATZ; FUGIHARA, 2006).

As outras formas histoldgicas ja descritas ndo se mostraram consistentes e as relacdes de
causalidade nao foram estabelecidas de modo formal (estudos imunoeletrdnicos e estudos do

imunocomoplexo especifico pelas técnicas de eluicdo, por exemplo). A existéncia de
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antigenos CCA/CAA no tecido renal pode caracterizar a deposi¢do passiva de antigenemia
cronica, irrelevante patogeneticamente (non immunological trapping), uma vez que o verme

pode sobreviver no hospedeiro humano por longos periodos de tempo (15-20 anos).

Essa deposicao esté facilitada se o tecido renal j& estiver lesado por qualquer outro motivo,
gerando, assim, interpretacdes inadequadas. A descricdo de depodsitos amildides e de
imunofluorescéncia direta positiva predominante de IgA, por pesquisadores egipcios, nao se
confirmou na casuistica de autores nacionais. Esses dados sugerem a existéncia de diferencas
geogréficas ou étnicas no desenvolvimento da nefropatia secundéria a esquistossomose
mansoénica (CHUGH; SAKHUJA, 1998; NUSSENZVEIG et al, 2002).

Mesmo diante de alguns desencontros de informacdes publicadas a respeito de todos o0s
processos que envolvem a lesdo renal esquistossomotica pode-se dizer que ha concordancia
na definicdo da lesdo, ou seja, basicamente glomerular e inflamatéria. Porém ndo ha qualquer
citacdo na literatura atual de um possivel perfil de mediadores inflamat6rios que pudessem
indicar o diagnostico da lesdo glomerular precocemente, antes mesmo das manifestacdes

clinicas em pacientes com glomerulopatia esquistossomatica.
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2. METODOLOGIA

3.1 Delineamento do estudo

Trata-se de estudo transversal observacional e comparativo cuja coleta de dados ocorreu entre
outubro de 2008 e julho de 2010. Os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo foram

convidados a participar e submeteram-se a anamnese, exame fisico e exames laboratoriais.

O projeto foi avaliado e aprovado pelos comités de Etica e Pesquisa (COEP) da UFMG
parecer 368/08 e do Hospital S&o Jodo de Deus/Divinopolis parecer 113/2010.

3.2 Célculo da amostra

N&o ha dados na literatura para calculo amostral com relacdo aos aspectos imunoldgicos
relativos aos niveis de quimiocinas em pacientes com esquistossomose e lesdo renal. Para
tanto se realizou estudo piloto que permitiu calcular o nimero de pacientes necessario para se

obter significancia estatistica do estudo.

3.3 Estudo piloto

Foram selecionados 18 pacientes com o diagndstico de esquistossomose hepatoesplénica
(EHE) com média de idade de 45,5+11 anos e 21 voluntarios aparentemente saudaveis (VS)
com idade média de 40+10 anos. Os pacientes portadores de EHE submeteram-se a
propedéutica clinico-laboratorial. Em ambos 0s grupos, realizaram-se em amostra de urina de
24 horas, os exames de microalbumindria e mensuracao das seguintes citocinas: IL-8/CXCLS,
IP-10, MCP-1/CCL2, MIP-1-0/CCL3, RANTES/CCLS5 e eotaxina-2/CCL24. Os resultados
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revelaram que os vinte um voluntérios aparentemente saudaveis (grupo VS) nao apresentavam
microalbuminuria (<30mg/24horas). Quinze, dos 18 pacientes com esquistossomose
hepatoesplénica apresentaram microalbumintria <30mg/24horas (grupo EHE s/LR) e trés
pacientes com esquistossomose hepatoesplénica apresentaram lesdo renal (>30mg/24horas)
(grupo EHE c/LR). As citocinas RANTES/CCLY5, IL-8/CXCL8 e MCP-1/CCL2 apresentaram
niveis significativamente mais altos no grupo EHE c/LR, sendo p<0,000, p<0,000 e p<0,018,
respectivamente, encontrados quando comparados com o grupo VS e grupo EHE s/LR. A
eotaxina-2/CCL24 (p<0,009) apresentou diferenca significativa, quando se compararam 0s
trés grupos, porém, os seus valores foram menores no grupo EHE c/LR. As citocinas IP-
10/CXCL10 e MIP-10/CCL3 nido mostraram diferenga estatistica quando comparadas entre os
3 grupos. A partir dos resultados encontrados constatou-se que os pacientes do grupo EHE
c¢/LR possuiam o0s niveis urinarios das citocinas [IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 e
RANTES/CCL5 mais elevados e eotaxina-2 com nivel urindrio mais baixo quando
comparados com o0s grupos EHE s/LR e VS.

Esses resultados do estudo piloto permitiram calcular a amostra com o poder de 80% e
significancia de 5%. Para 120 pacientes com esquistossomose hepatoesplénica sem lesdo
renal (microalbuminuria <30mg/24horas) necessitava-se de cinco pacientes com
esquistossomose hepatoesplénica com microalbumindria >30mg/24horas. Neste estudo optou-
se por trabalhar com pelo menos dois controles para cada caso, sendo que apenas um grupo
(pacientes com glomerulopatia sem esquistossomose), ficou com a equivaléncia de um caso
para 1,75 controles (SCHLESSELMAN; STOLLEY, 1982).

3.4 Populacéo estudada

Pacientes com EHE e lesdo renal foram comparados com 0S sSeguintes grupos:
esquistossomose hepatoesplénica sem lesdo renal, esquistossomose hepatointestinal,
glomerulopatias de outras etiologias e individuos aparentemente saudaveis. Os individuos
aparentemente saudaveis (pesquisadores e colaboradores) aceitaram participar do estudo apds

convite da pesquisadora. Os outros grupos foram selecionados no momento das consultas
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consecutivas de rotina em ambulatério. A admisséo dos pacientes no estudo foi interrompida

quando o numero de individuos atingiu o célculo amostral.

3.4.1 Os grupos:

3.4.1.1 Esquistossomose hepatoesplénica sem lesdo renal (EHE s/LR): foram selecionados
68 pacientes adultos com esquistossomose mansonica hepatoesplénica, sem lesdo renal
(microalbumintria <30mg/24horas). Todos eram atendidos regularmente no ambulatdrio de
Doencas Infecciosas da Unidade Funcional Orestes Diniz do Centro de Treinamento e
Referéncias em Doencas Infecciosas e Parasitarias (CTR/DIP) do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG).

Os pacientes atendidos a partir de outubro de 2008 até julho 2010 ja tinham diagndstico
prévio de EHE definido de acordo com os critérios do servico DIP, ou seja, histéria de
convivéncia em area endémica de esquistossomose e tratamento para a doenca, sem 0OvO0S
viaveis de S. mansoni nas fezes, achados ultrassonogréaficos de fibrose hepética periportal,
varizes gastroesofagianas e hepatoesplenomegalia. Ndo havia evidéncias de doenca renal em
68 pacientes com EHE [sem proteinuria, sem alteracGes da funcdo excretora renal avaliada a
partir do calculo do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) empregando-se a férmula proposta
por Levey et al (1999), no estudo “Modification of Diet in Renal Disease" — MDRD, numa
versdo simplificada: RFG: 186(Creatinina sérica) - 1,154 (Idade) - 0,203 mL/m/1,73m?,
multiplicando-se o resultado por 0,742 se paciente do sexo feminino. A concentracdo da

creatinina usada na férmula foi medida por método colorimétrico].

Ao término da consulta clinica, os pacientes foram instruidos sobre a coleta de urina de 24
horas. No momento da entrega da urina retirou-se amostra para analise das quimiocinas
elencadas para o estudo. Na ocasido, coletou-se amostra de sangue para avaliacdo dos niveis

séricos das quimiocinas. Todas as amostras foram obtidas com material estéril e descartavel,
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centrifugadas, sendo o sobrenadante da urina e o soro acondicionadas em tubos Ependorf e
congeladas a —80°C até o momento do experimento.

Para serem incluidos no grupo EHE s/LR, apds lerem e assinarem o TCLE, os pacientes ndo
podiam ter o diagndstico das seguintes doencas ja investigadas anteriormente: leishmaniose
visceral; infeccdo pelos virus da hepatite B ou C, HIV; diabete melito; doencas autoimunes
(lupo eritematoso sistémico, artrite reumatodide, hepatite autoimune); anemia falciforme;

crioglobulinemia priméria; parpura de Henoch-Schonlein; abscessos viscerais e neoplasias.

3.4.1.2 Esquistossomose hepatoesplénica com lesédo renal (EHE c\LR): selecionaram-se 12
pacientes adultos com EHE e lesdo renal (microalbumindria >30mg/24horas). Eles
submeteram-se a propedéutica clinico-laboratorial para excluir causas secundarias de
glomerulopatias [exames: C3 e C4, anticorpo antiestreptolisina O (nefelometria), fator
antinuclear (FAN) e anticorpos anticitoplasma de neutrofilos de distribuicdo perinuclear
(ANCAp) e citoplasméatica (ANCAc) por imunofluorescéncia indireta, fator reumatoide,
crioglobulina, eletroforese de proteinas séricas, virus das hepatites B e C (Elisa), glicose em
jejum, niveis séricos da imunoglobulina A]. De 12 pacientes que compunham esse grupo oito
tinham bidpsia renal prévia com os seguintes diagnésticos: glomerulonefrite membrano-
proliferativa tipo | (quatro); glomerulonefrite mesangio-proliferativa com esclerose segmentar
(um); glomerulonefrite mesangial com depdsitos de IgA (um); glomerulonefrite mesangial
com esclerose segmentar (um) e glomerulonefrite mesangial (um). Esses pacientes também
eram atendidos regularmente no ambulatério CTR/DIP - HC-UFMG. Para este grupo 0s

procedimentos diagndsticos foram iguais aos do grupo anterior.
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Fluxograma 1 — selecdo de pacientes com esquistossomose hepatoesplénica (EHE) - Outubro de 2008 a
julho de 2010

Pacientes com EHE
(n = 87 pacientes)

[
Avaliacdo clinica e laboratorial

Sete pacientes excluidos:
um portador de hepatite C
um recusa em participar
cinco perdas de seguimento

Pacientes com EHE mantidos no estudo
(n = 80 pacientes)

[
Microalbumindria >30mg/ 24 horas

|
| |

Pacientes com Pacientes sem
evidéncias de lesdao evidéncias de lesdo renal
renal (EHE c/LR). (EHE s /LR).

(n=12) (n=68)

Mensuragdo de quimiocinas séricas e urinarias

FLUXOGRAMA 1- selecdo de pacientes com esquistossomose hepatoesplénica com e sem
lesdo renal - Outubro de 2008 a julho de 2010.

3.4.1.3 Esquistossomose hepatointestinal (HI): selecionaram-se 27 pacientes adultos com
esquistossomose hepatointestinal sem lesdo renal (microalbuminuria <30 mg/24horas),
moradores do municipio de Topazio — MG, atendidos em trabalho de campo pela mesma
equipe de pesquisadores. Segundo a Secretaria de Estado da Saude/MG a prevaléncia da
esquistossomose na cidade Topazio - MG em 2010 foi de 20%. Os pacientes com até 10 ovos
por grama de fezes de S. mansoni foram convidados a participar do estudo. Pacientes com

carga alta > 10 ovos por grama de fezes tem uma chance maior de desenvolver a forma
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hepatoesplénica. Eles assinaram o termo de compromisso livre e esclarecido (TCLE). Ao
exame clinico e ultrassonografico ndo apresentavam esplenomegalia, colaterais portais ou
fibrose hepatica periportal. Para este grupo os procedimentos diagndsticos foram iguais aos

dos grupos anteriores.

Fluxograma 2 — Pacientes com esquistossomose hepatointestinal (HI) -20 a 25 de julho de 2010

Avaliacdo dos resultados de EPF dos positivos no inquérito na cidade de Topazio-MG

Pacientes com até 10 ovos por grama de fezes
(n=28)

Avaliacéo Clinica e laboratorial Ultrassonografia abdominal

Pacientes com esquistossomose hepatointestinal (HI)
(n=28)
I
Microalbumindria Paciente excluido

v" Microalbumindria
>30 ma/24horas

Pacientes com esquistossomose hepatointestinal sem evidéncia

de lesdo renal (microalbuminuria <30mg/24horas).
(n=27)

Mensuragdo de quimiocinas séricas e urinarias

FLUXOGRAMA 2 — Pacientes com esquistossomose hepatointestinal sem lesdo renal - 20 a
25 de julho de 2010

3.4.1.4 Glomerulopatia sem esquistossomose (GN S\E): selecionaram-se 22 pacientes
adultos com glomerulopatias de outras causas, todos em uso de inibidores de enzima
conversora da angiotensina: glomerulonefrite IUpica (duas), glomerulonefrite membranosa
(uma), glomerulonefrite por IgA (duas), glomeruloesclerose segmentar e focal (sete),
glomerulonefrite diabética (uma), lesdes minimas (uma) e glomerulopatia mesangial

idiopatica (seis), glomerulonefrite proliferativa difusa (duas), confirmadas por bidpsia renal e
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sorologia negativa para esquistossomose, atendidos em ambulatério do Hospital S&o Jodo de

Deus em Divinopolis/MG.

Para este grupo os procedimentos diagnosticos foram semelhantes aos dos grupos anteriores,
com acréscimo de uma amostra de plasma para realizacdo da pesquisa de anticorpos

especificos contra antigenos de S. mansoni (SWAP).

Fluxogramas 3 - Pacientes com glomerulopatias de causas diversas, comprovadas por biépsias renais, e
histéria negativa para esquistossomose - Janeiro a Margo de 2010. Ambulatério de Nefrologia do Hospital de
S&o Jodo de Deus de Divindpolis.

Avaliacédo dos prontuarios e selecdo dos pacientes
(N =30)

Avaliacdo clinica Sorologia negativa para esquistossomose Microalbumindria >30ma/24horas

Pacientes excluidos:
v/ sete ndo compareceram para levar urina de 24 horas
v' uma gravida

Pacientes com glomerulopatias
(n=22)

Mensuragdo de quimiocinas séricas e urinarias

FLUXOGRAMA 3 - Pacientes com glomerulopatias por diversas causas comprovadas por
biopsias renais e historia e sorologias negativas para esquistossomose - Janeiro a Marco de
2010.

3.4.1.5 Voluntarios saudaveis (VS): foram selecionados 31 voluntarios adultos de ambos os
sexos, mediana de idade 40 anos (40+23) (pesquisadores e colaboradores) aparentemente
saudaveis que apos lerem e assinarem o TCLE se dispuseram a participar do estudo, sem

historia prévia de esquistossomose.
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Fluxograma 4 — Voluntarios aparentemente saudaveis - Dezembro de 2009
I
Individuos aparentemente saudaveis convidados a participar do estudo
(n=31)
[ I
Avaliacdo clinica Microalbuminuria < 30mg/24horas
I I
Voluntarios Saudaveis selecionados
(n=31)
I
Mensuragdo de quimiocinas séricas e urinarias

FLUXOGRAMA 4 — Voluntarios aparentemente saudaveis - Dezembro de 2009

3.5 Métodos

3.5.1 Exame fisico

O exame fisico foi realizado pelo grupo de pesquisadores com afericdo de peso, altura,
pressdo arterial e frequéncia cardiaca. Palpou-se o abdome com o paciente em decubito dorsal
em respiracao espontanea. O figado e o baco foram classificados como “palpavel” ou “nao
palpavel”. Circula¢do colateral na parede abdominal e estigmas de insuficiéncia hepética
(ginecomastia, aranhas vasculares, telangiectasias), assim como sinais de insuficiéncia
cardiaca (desvio do ictus cordis, bulhas acessorias, sopros, crepitacdes pulmonares, edema

periférico) foram investigados.

3.5.2 Ultrassonografia

O exame ultrassonogréafico do abdome foi realizado utilizando-se o aparelho portatil ALOKA
SSD 1700 Dynaview (ALOKA, Japdo) com transdutores convexos eletrénicos de 3,5 MHz. O
examinador postou-se a direita do paciente, o qual foi examinado em decubito dorsal, em

inspiracdo maxima, respeitando-se as orientagdes da OMS (WHO, 2000)
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3.5.3 Os exames de microalbumindria

Os exames foram realizados no Laboratdrio Central do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais foram feitos conforme os ensaios propostos, seguindo rotina daquele
setor. Na urina coletada num periodo de 24 horas, mantida num ambiente arejado e fresco,
quantificou-se a proteindria: se o teste qualitativo fosse positivo, empregava-se 0 acido
sulfosalicilico; se negativo, utilizava-se o teste imunoenzimatico. Albumindria superior a 30
mg/24horas foi considerada anormal. Os exames de microalbumindria realizados no
laboratério Municipal de Tedfilo Otoni e no laboratério do Hospital S0 Jodo de Deus em
Divinopolis mantiveram o padrdo de técnicas semelhantes ao do Laboratorio Central do

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

3.5.4 Exames das quimiocinas urinarias e séricas

Para 0 ensaio de quimiocinas as amostras de soro foram descongeladas e o excesso de
proteinas foi removido por precipitacdo sal/acida, seguiram a rotina padrdo do laboratério
(MOREIRA, 2006; CHRISTO et al, 2009). Em sintese, volumes equivalentes de soro e 1,2 %
de acido trifluoracético\l,35 M NaCl foram misturados e deixados em temperatura ambiente
por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 3.000 rota¢fes por minuto e
0 sobrenadante foi ajustado para o contetdo de sal (0,14M Cloreto de Sédio e 0,01 M de
fosfato de sddio) e pH (7,4) para determinacdo dos niveis de quimiocinas. A concentracao das
quimiocinas foi medida de acordo com os procedimentos fornecidos pelo fabricante e usado
kits de ELISA sanduiche Proteina quimiotdtica de macréfago 1 MCP-1/CCL2
eotaxina/CCL11, Proteina Inflamatoria Macrofago -1 o (MIP - 1a/CCL3), Interleucina -8 (IL-
8/CXCL8) e RANTES/CCL5 (CCL5)(Duoset, R&D Systems, Minneapolis, Minn.,USA). A
deteccdo limite para ensaio foi de 10 picogramas por mililitro (pg/ml). A técnica para
mensuracdo da concentracdo de quimiocinas na urina foi idéntica a do soro, porém, néo se fez
0 processo de equilibrio &cido basico descrito no soro. Esse processo somente € realizado em

liquidos que contém excesso de proteinas, o que ndo acontece na urina.
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3.5.5 Exame de Fezes

A presenca e a intensidade de infec¢cdo foram determinadas atraves da presenca e da contagem
do nimero de ovos do parasita por grama de fezes (epg), obtidos através do método de Kato-
Katz (Katz et al, 1972). Para os casos dos pacientes com esquistossomose hepatointestinais o0s
exames parasitologicos de fezes foram realizados antes da coleta de sangue e anteriormente a
administracdo de quimioterapicos, sendo que todos os individuos portadores da infeccdo

foram tratados com praziquantel, independentes de sua participacdo, ou ndo, neste estudo.

3.5.6 Deteccdo dos niveis de anticorpos especificos contra antigenos de S. mansoni
(SWAP)

O antigeno soltvel do verme adulto (SWAP) foi preparado com o sobrenadante soltvel em
tampéo salino, de acordo com a metodologia descrita por Hirsch e colaboradores em 1996. Os
niveis de anticorpos especificos contra antigenos do verme adulto (SWAP) foram
determinados no plasma através de ensaios de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) (HIRSCH, C., GOES, A.M., 1996).

3.6 Analise estatistica

As informagOes obtidas foram armazenadas em banco de dados eletrénico utilizando o
software EpiData 3.1 [Lauristen JM. (editor) EpiData Entry, Data Management and basic
Statistical Analysis System. Odense Denmark, EpiData Association, 2000-2006
(http://www.epidata.dk) ]. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
SPSS 15.0 for Windows (SPSS Incorporated, Chicago, Illinois, Estados Unidos da América,
2006).
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3.6.1 Andlises descritivas

Foi realizada andlise descritiva das variaveis coletadas a fim de caracterizar a amostra. Para as
variaveis categoricas foram empregadas tabelas de distribuicdo de frequéncia. Para as
variaveis continuas foram adotadas medidas de tendéncia central e variabilidade. Optou-se
por utilizar como medida de tendéncia central a mediana e intervalo interquartil como medida
de variabilidade pelo fato das varidveis continuas analisadas ndo apresentarem distribuicao

normal (Shapiro-Wilk).

3.6.2 Analise univariada

Cinco grupos foram comparados: EHE s\LR, EHE c\LR, HI, GN s\ E e VS. Na comparacao
desses grupos foram utilizados os testes qui-quadrado de Pearson e exato de Fischer para as
variaveis categoricas e Kruskal-Wallis para as continuas. Considerou-se nivel de significancia
de 5%. Para a comparacdo multipla das variaveis continuas utilizou-se o teste Mann-Whitney

com correcao de Bonferroni.

3.6.3 Analise multivariada

3.6.3.1 Regresséao logistica

Na andlise multivariada para investigacdo dos fatores associados aos grupos de estudo optou-
se inicialmente por utilizar um modelo de regressao logistica, considerando como desfecho a
ocorréncia de doenca renal em pacientes com esquistossomose hepatoesplénica (HOSMER,;
LEMESHOW, 2000). Entretanto, devido a multicolinearidade entre as variaveis explicativas

inseridas no modelo, as estimativas ndo apresentaram boa convergéncia e nenhum modelo
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adequado de regressao logistica foi encontrado. Optou-se por um segundo tipo de analise

multivariada, conforme descrito abaixo

3.6.3.2 Arvore de decisdo

Este € um modelo com estrutura em forma de arvore que usa o raciocinio indutivo para
classificar todos os dados de entrada. E um modelo de regressdo ndo paramétrico e preditivo
(MITCHELL, 1997; WITTEN et al, 2005; THEODORIDIS; KOATROUMBAS et al , 2006).

Por se tratar de um método ndo paramétrico, a arvore de decisdo permite que sejam analisados
pequenos conjuntos de dados, bem como um conjunto de variaveis explicativas fortemente
correlacionadas, como é o caso das variaveis avaliadas neste estudo. Ainda permite a
identificacdo de subgrupos homogéneos pela comparacao sistematica de suas caracteristicas,
estabelecendo relagdo entre um vetor de variaveis explicativas/preditoras, que nesse estudo
sdo as quimiocinas, versus a variavel resposta, aqui considerada como cada um dos cinco
grupos de estudo. Os nomes mais descritivos de tais modelos de arvores sdo a arvore de
classificacdo (resultado discreto) ou arvore de regressdo (resultado continuo), sendo esse o
algoritmo CART (Classification and Regression Tree — Arvore de Classificacio e Regressio)
utilizado na analise do estudo em questdo (BELL, 1996; FERREIRA; SOARES; CRUZ,
2001).

Na anélise pelo algoritmo CART, o critério de exclusdo das varidveis do modelo é uma
medida denominada improvement (melhora), que avalia o grau de “impureza” que foi
eliminada do modelo com o acréscimo de novas variaveis. Quanto maior o valor do
improvement, maior a importancia das variaveis na classificagdo e, consequentemente, mais
homogéneos serdo os novos nos. Nessa analise, foi utilizado como critério de interrupgdo um
improvement minimo de 0,01 (BREIMAN et al, 1984) .
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A operacionalizacéo da &rvore de deciséo para inicio da anélise dos dados € computadorizada

e se inicia com um nd raiz que contém todas as observagdes da amostra.

Os nos seguintes intermediarios dividem-se em dois nos descendentes: esquerda e direita
(GERSTING, 1993; SAFAVIAN; LANDGREBE, 1991; THEODORIDIS;
KOATROUMBAS, 2006; WITTEN; FRANCK, 2005). Quando os dados satisfazem o teste
I6gico do nd intermediario seguem para o direito e quando ndo satisfazem seguem para o

esquerdo. Cada no corresponde a uma divisdo em uma covariavel particular.

O modelo é ajustado mediante sucessivas divisdes binarias no conjunto de dados com o
objetivo de tornar os subconjuntos resultantes cada vez mais homogéneos em relacdo a
variavel resposta. O processo de divisao repete-se até que nenhuma das variaveis selecionadas
mostre influéncia significativa na divisdo ou quando o tamanho do subconjunto for muito
pequeno (BREIMAN et al, 1984).

O ajuste do modelo final foi avaliado por meio da estimativa de risco, que identifica 0s casos
que foram incorretamente classificados. A estimativa de risco indica em que medida a arvore
prediz corretamente os resultados, comparando a diferenca entre o valor ajustado estimado
pelo modelo e o valor real observado na amostra (BREIMAN L et al, 1984) . Neste estudo o
modelo apresentou um bom ajuste, com estimativa de risco de classificacdo de 0,22. Conclui-

se, portanto, que foram classificados corretamente 78% das informacdes.

3.6.3.3 Regresséo linear

Para identificar a correlacdo entre os niveis de quimiocinas urinarias e os niveis de perda de
albumina na urina utilizamos a regressao linear que permite identificar o grau de relacdo entre

variaveis através de um modelo matematico.
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3.7 Consideracdes éticas

Todos os pacientes e voluntarios participantes desse estudo a partir do momento que
preencheram os critérios de inclusdo, foram informados sobre o projeto e convidados a
participarem. Apos a leitura e assinatura do TCLE, deu-se inicio as atividades. Os objetivos,
metodologia simplificada, riscos e beneficios da participacdo foram explicados a todos de
acordo com a Resolucdo no 196/96 do Conselho Nacional de Saude. A pesquisadora leu os
termos de consentimento (APENDICES 8,9,10 e 11), esclareceu duvidas e o entregou aos
pacientes e aos voluntarios. Eles também foram informados que poderiam obter informacdes
ou esclarecimentos ao longo da pesquisa e cancelar seu consentimento de participacéo,
abandonando o estudo a qualquer momento. Souberam também que a identificacdo de
determinadas doencas durante a propedéutica poderia 0s excluir automaticamente do estudo.
Foram comunicados que os dados provenientes do estudo seriam apresentados a comunidade
cientifica, entretanto, sem identificacdo dos pacientes. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG e pelo Comité de Etica do Hospital S&o Jodo de
Deus/Divindpolis.
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3. RESULTADOS

4.1 Analises Descritivas

Dos 160 individuos estudados 89 (55,8%) eram homens, 87 eram pardos (54,4%), e a
mediana da idade era 40 anos (TAB 3 - APENDICE 1). As medidas antropométricas (TAB 4
APENDICE 1) mostraram medianas: peso de 63Kg , altura de 165cm, indice de massa

corporal (IMC) de 23,51 Kg/m? e superficie corpérea de 1,69 m?.

A pressdo arterial sistdlica (PAS) e a pressdo arterial diastolica (PAD) tiveram medianas de
120mmHg e 80mmHg, respectivamente (TAB 5 ). A microalbumindria teve uma mediana de
30 mg/24horas (TAB 5).

TABELA 5 - Estatistica descritiva dos niveis pressdricos e microalbuminuria (n=160)

Variaveis Clinicas laboratoriais

Microalbuminuria

Mediana 30
Quartil 1 8,6
Quartil 3 30
| 21,4
Pressao Arterial PAS PAD
Mediana 120,0 80,0
Quartil 1 110,0 70,0
Quartil 3 1315 80,0
1 20,1

A tabela 6 apresenta os resultados da analise descritiva para 0s niveis urinarios e sericos das

quimiocinas em picogramas por ml (pg/ml).
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TABELA 6 - Estatistica descritiva das quimiocinas urinarias e séricas de 160 individuos
estudados no Hospital das Clinicas da UFMG no periodo de outubro de 2008 a julho de 2010

Niveis urinarios (pg/ml)

Niveis séricos (pg/ml)

IL-8 MCP-1 Eotaxina RANTES MIP-1 a IL-8 MCP-1  Eotaxina RANTES MIP-1

/CXCL8  /CCL2 /CCL11 /CCL5 /CCL3 /CXCL8 /CCL2 /CCL11 /CCL5 a/CCL3

Mediana 41,0 54,0 28,8 47,4 15,6 228,1 677,8 308,4 14570,8 2311
1 53,4 143,7 15,2 55,0 8,5 644,4 696,0 256,1 5803,2 92,4

I = Intervalo interquartilico

4. 2 Analises Univariadas

Comparagdo entre 0s grupos

Houve diferencas significativas entre 0s grupos comparados para todas as varidveis

demograficas analisadas (p<0,05). Registra-se maior proporcdo de homens no grupo EHE

s/LR e de mulheres no grupo VS. Nédo foram observados pacientes de cor preta nos grupos

EHE s/LR, HI e GN s/E e a mediana de idade foi mais elevada no grupo EHE s/LR e mais
baixa no grupo VS (TAB 7- APENDICE 2).

TABELA 8 - Comparacdo entre as variaveis: hipertensao arterial sistémica, microalbumindria de
160 individuos estudados no Hospital das Clinicas da UFMG, categorizados em 5 grupos, no
periodo de outubro de 2008 a julho de 2010.

Variaveis Grupos Valor de p
Grupo EHE Grupo EHE Grupo HI Grupo GN s\E Grupo VS
S\LR c\LR
n % n % n n % N %

Microlbumindria
<30mg/24hrs 68 100,0 0 0,0 27 100,0 0 0,0 31 100,0 <0,001 *
> 30mg/24hrs 0 0,0 12 1000 00 00 22 100,0 0 0,0

Hipertensédo Arterial

Sistémica

Sim 22 324 8 66,7 2 714 14 636 0 0,0

Nao 46 67,6 4 333 25 92,6 8 364 31 100,0 <0,001*

* teste Quiquadrado de Pearson
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A maior prevaléncia de histdria de hipertensdo ocorreu em pacientes do grupo EHE c/LR
(66,7%) (TAB 8 ). Menores medianas de PAS e PAD foram identificadas nos pacientes do
grupo VS. As medidas antropomeétricas nao apresentaram variacdo com valor estatistico entre
os grupos (TAB 9- APENDICE 3).

Na tabela 10 estdo apresentadas as quimiocinas e os valores de significancia estatistica
quando comparados 0s cinco grupos estudados. De acordo com os resultados da Tabela 10
houve diferenga significativa entre 0s grupos para a maioria das quimiocinas analisadas,
exceto 1L8/CXCLS8 urindria e RANTES/CCLS5 serica. Salienta-se que as maiores medianas
das quimiocinas urinarias e séricas significativas (circuladas na tabela 10) foram encontradas
no grupo EHE c/LR. A eotaxina/CCL11, RANTES/CCL5 e MIP-1 a /CCL3 urinarias

apresentaram as menores medianas no grupo EHE s/LR.
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TABELA 10 - Associagdo entre as quimiocinas séricas e urinarias com 0s grupos participantes de 160
individuos estudados no Hospital das Clinicas da UFMG no periodo de outubro de 2008 a julho de
2010

Variaveis Grupos Valor -p *
continuas
(pg/ml) Grupo EHE s/LR Grupo EHE ¢/LR Grupo HI Grupo GN s/E Grupo VS
M 1 M 1 M 1 M 1 M 1

Niveis urinarios das quimiocinas

IL-8/CXCL8 45,0 29,3 27,2 1015 25,5 96,7 57,3 1032 321 60,7 0,102
MCP-1/CCL2 70,4 101,3 8139 55,5 1347 58,9 4188 8,7 41,7 <0,001
Eotaxina 22,6 8.1 325 35,5 19,2 33,2 271 28,5 12,7 <0,001
/cCL11

RANTES 39,0 38,3 278,6 54,8 50,0 63,6 82,9 438 36,5 <0,001
ICCL5

MIP-1 @ 12,7 2,7 @ 8,3 184 7.7 211 33,9 16,4 9,9 <0,001
/ccL3

Niveis séricos das quimiocinas

IL8/CXCL8 1871 325,0 2125 1366 17716 32490 1947 2076 2864 2014 <0,001

MCP-1/CCL2 767,8 593,7 785,1 1069,2 682,1 420,2 303,1 316,0 203,9 <0,001

Eotaxina 334,3 219,9 625,1 335,6 290,5 225,9 264,4 202,1 152,1 <0,001
/CCL11

RANTES 11978,3  10957,1  14910,2 69904 157052  4580,7 149121 26384 152229 28819 0,757
/CCL5

MIP -1 O 2414 348,1 617,7 1282,8 735,1 820,7 155,6 135,6 123,2 2246 <0,001
/CLL3

M=Mediana Il = Intervalo Interquartilico *Teste Kruskal-Wallis

4.2.2 Analises de comparacdes multiplas

Na tabela 11 estdo apresentadas as quimiocinas urinarias e os valores de significancia
estatistica quando procuramos definir entre quais grupos estdo localizadas as diferengas

significativas.
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TABELA 11 - Comparagdes multiplas das quimiocinas urinérias entre 0s grupos participantes de
estudo realizado no Hospital das Clinicas da UFMG no periodo de outubro de 2008 a julho de 2010

Variaveis continuas (pg/ml)  Comparaces Valor de p
<EHE s\LR - EHE c\LR 0,001
EHE s\LR - HI 0,953
EHE S\LR - GN s\E 0,814
MCP-1/CCL2 0,003
EHE c\LR - GNs\E 0,039
<0,001
HI - GNSs\E 0,196
HI - VS 0,070
GNS\E - VS 0,006
<0,001
<0,001
<0,001
EHE s\LR - VS 0,135
Eotaxina/CCL11 EHE c\LR - HI 0,083
EHE c\LR - GNs\E 0,140
<0,001
HIl - GNSs\E 0,888
<0,001
N S\E - 0,001
0,004
CEMESLR - GNSE— 0004
EHE s\LR - VS 0,369
RANTES/CCL5 EHE c\LR - HI 0,078
EHE c\LR - GNs\E 0,222
0,005
HIl - GNSs\E 0,828
HI - VS 0,051
GNs\E - VS 0,031
MIP-1 <0,001
a/CCL3 <0,001
<0,001
0,004
EHE c\LR - HI 0,033
EHE - _GNSs\E 0,492
0,005
0,196
HI - GNSs\E
HI - VS 0,070
GNs\E - VS 0,006

Teste de Mann Whitney com correc¢do de Bonferroni (p<0,005)

A seguir resumimos a tabela acima dando destaque para as comparagdes dos EHE c/LR com
0s outros grupos. Os valores de MCP-1/CCL2 urinéria encontrados no grupo EHE c\LR
mostraram diferenca significativa quando comparados com os grupos EHE s\LR, HI, e VS,

mas ndo quando comparados aos valores encontrados no grupo GN s/E. A quimiocina
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urinéria eotaxina/CCL11 ndo apresentou diferencas significativas quando comparado o grupo
EHE c/LR com os grupos HI e GN s/E, porém a comparacao foi significativa quando aquele
grupo foi comparado com os grupos EHE s/LR e VS. A MIP-1a/CCL3 urinaria apresentou
diferencas significativas quando comparada entre o grupo EHE s/LR e todos 0s outros quatro

grupos. E, ainda, quando se compararam os grupos com EHE ¢/ LR e VS.

Na tabela 12 estdo apresentadas as quimiocinas séricas e o0s valores de significancia estatistica
quando procuramos definir entre quais grupos estdo localizadas as diferencas significativas.
Destacamos as comparacgdes dos EHE ¢/LR com 0s outros grupos.

A quimiocina sérica MCP-1/CCL2, apresentou diferenca significativa quando comparada
entre o grupo EHE c\LR e 0 GN s\E. E interessante ressaltar que a MIP-1 o/CCL3 sérica
apresentou diferenca estatistica quando se comparou 0s grupos EHE s/LR e HI, mas ndo teve
diferenca significativa nos niveis séricos quando comparados os grupos EHE s\LR com EHE
C\LR.



TABELA 12
Comparagdes Multiplas das quimiocinas séricas entre os grupos participantes de estudo
realizado no Hospital das Clinicas da UFMG no periodo de outubro de 2008 a julho de 2010

Variaveis continuas Comparacdes Valor de p
(pg/ml)
EHE s\LR - EHE c\LR 0,467
EHE S\LR - HP <0,001
EHE s\LR - GN S\E 0,554
EHES\LR - VS 0,086
IL8 EHE ¢\LR - HI 0,066
EHEC\LR - GNS\E 0,505
EHEC\LR - VS 0,481
< HI - GNP 0,001
HI - VS 0,006
GNS\E - VS 0,170
EHEs\LR - EHE ¢\LR 0,002
0,004
0,001
<0,001
MCP-1/CCL2 EHE c\LR - HI 0,377
ERECIR - GNSE_—> <0001
¥ R , <0,001
<0,001
< Hl-vs —— <0,001
GNS\E - VS 0,023
EHE s\LR - EHE c\LR 0,484
EHE s\LR - HI 0,954
EHE s\LR - GN s\E 0,034
< EHEQIR - Vs> <0,001
Eotaxina EHE c\LR - HI 0,403
EHE C\LR - GNS\E 0,052
EHE c\LR - VS 0,009
HI - GNs\E 0,124
HI - VS 0,007
GNS\E - VS 0,481
EHE S\LR - EHE c\LR 0,073
0,001
<0,003
<0,001
EHE c\LR - HI 0,831
MIP-1 o 0,004
<EHEALR - Vs 0,001
<0,001
< Hl-vs —— <0,001
GNS\E - VS 0,159

*Teste de Mann Whitney com correcéo de Bonferroni (p<0,005)
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4.3 Regressdo logistica

Como descrito em métodos, inicialmente optamos por utilizar o modelo de regresséo
logistica, mas devido & multicolinearidade entre as variaveis explicativas inseridas no modelo,
as estimativas ndo apresentaram boa convergéncia e nenhum modelo adequado de regressao

logistica foi encontrado.

Diante da situacdo exposta, optamos entdo, por um segundo tipo de analise multivariada: a
arvore de decisdo que é um modelo de regressdo ndo paramétrico e preditivo. Com esse
modelo pudemos analisar 0s nossos resultados, mesmo diante de um grupo de variaveis

explicativas fortemente correlacionadas.

4.4 Regressao linear

Os resultados a seguir mostraram uma relacdo direta entre o aumento da MCP-1/CCL2
urinéria e os valores absolutos de microalbuminuria. A mesma correlacdo foi testada para as
outras quimiocinas urinarias, porém, nio apresentaram diferenca estatistica (APENDICES 5,6
ev).



Regressdo Linear - Valores absolutos de MCP-1/CCL2 urinéria e albumindria.

Variables Entered/Removed(b)

Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 Albuminuri
uminuria Enter
(@)

a All requested variables entered.
b Dependent Variable: MCP1 urinaria

Model Summary
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Change Statistics
Adjusted | Std. Error R
Mod R R of the Square F Sig. F
el R Square | Square Estimate = Change | Change dfl df2 Change
1 ,294(a) ,086 ,081 | 242,12101 ,086 | 14,748 1 ‘ 156 ‘ ,000
a. Predictors: (Constant), albuminuria
ANOVA(b)
Sum of
Model Squares Df Mean Square F Sig.
1 Regression 864554,941 1 864554,941 14,748 ,000(a)
Residual 9145122,999 156 58622,583
Total 10009677,940 157
a Predictors: (Constant), albuminuria
b Dependent Variable: MCP1 urinaria
Coefficients(a)
Unstandardized Standardized
Coefficients Coefficients 95% Confidence Interval for B
Model B Std. Error Beta t Sig. Lower Bound | Upper Bound
1 (Constant) 121,55 19,912 6,105 ,000 82,226 160,891
albuminuria ,021 ,005 ,294 3,840 ,000 ,010 ,031




4.5 Analise Multivariada — Arvore de decisdo

Nome dos grupos
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No O
Category %o n
Esquistossomose 415 68
hepatoesplénica sem lesio
renal
Esquistossomose (k- 12
hepatoesplénica com lesio
renal
Equistossomose 16,9 27
hepatointestinal W
Glomerulopatia Sem 138 22
esquistossomose
Sandaveis 19 4 k1 |
Total | 1000 160
| —_—
MIP-1 a urinaria
Improvement — 0,115
|
<14,34 = 14,3|4
Nal No 2
Category L] n Category % n
Esquistossomose 76,5 52 Esquistossomose 174 16
hepatoesplénica sem hepatoesplénica sem
leséio renal lesio renal
Esquistossomose 0,0 0 Esquistossomose 13.0 12
hepatoesplénica com hepatoesplénica com
lesdo renal lesio renal
Equistossomose 1,5 1 Equistessomose 18.3 26
hepatointestinal hepatointestinal
Glomerulopatia sem 1,9 2 Glomerulopatia sem 21,7 20
esquistossomose esquistossemose
Saundaveis 19,1 13 Saudaveis 19,6 18
Total 425 63‘ Total 7.5 92 ‘
MCPI1 sérica MIP1 o sérica
Improvement — 0, 053 Imprm'emelut - 0,058
| | | |
=490, 10 > 490,10 <6193 =61, 93
| | | |
No 3 No 4 N& 5 No 6
Category B n Category 0@ _ n Category kL] n Category 0 n
Esquistossomose 44,4 16 ,FEE'El-u.iﬂosmmuse 97.6 I, Eszquistossomose 0,0 1] Esquistossomose 19,5 16
hepatoesplénica {| hepatoesplénica ,./" hepatoesplénica hepatoesplénica
sem lesdio renal “semn lesiio renal - sem lesiio renal sem lesiio renal
Esquistossomose 0,0 0 Esquistossomose—— 0,0 0 Esquistossomose 0,0 0 Esquistossomose 14,6 12
hepatoesplénica hepatoesplénica hepatoesplénica hepatoesplénica
com lesio renal com lesdo renal com lesio renal com lesio renal
Equistossomose 0,0 0 Equistessemose 14 1 Equistossomose 0.0 0 Equistossomose 317 26
hepatointestinal hepatointestinal hepatointestinal hepatointestinal
Glomerulopatia 74 2 Glomerulopatia 0.0 1] Glomerulopatia 0,0 0 Glomerulopatia 244 20
sem sem sem eI
esquistossomose esquistossomose esquistossomose esquistoss0mose
Saudaveis 48,1 13 Saudaveis 0.0 1] Sandaveis 100,0 10 Saudaveis 9.5 8
Total 16,9 27 Total 156 41 Total 1000 10 Total 51,2 82




Continuacio da arvore de decisio
No 3

RANTES/CCLS sérico
Ir.lprm‘emem -0, 054

NG 6
|

IL§ sérico
Improvement — 0,046

<11509,84 =11509,84 = 1030,40 =1030,40
| | | |
Na T N& 8 No 9 Nold
Category B n Category i n Category k] n Category G n
Esquistossomose 11,8 2 Esquistossomose 23,2 13 Esquistossomose 11,5 3
Esquistossomose 100 10 hepatoesplénica hepatoesplénica hepatoesplénica
hepatoesplénica sem lesdo renal sem lesdo renal sem lesio renal
sem leséio renal Esquistossomose 0,0 0 Esquistossomose 17,9 10 Esquistossomose 7.7 2
hepatoesplénica hepatoesplénica hepatoesplénica
Esquistossomose 0.0 1] com lesio remal com lesiio renal com lesiorenal——
hepatoesplénica Equistossomose 0,0 0 Equistossomose 14,3 8 A Equistossomose 69,2 15—,
com lesio renal hepatointestinal hepatointestinal “I~hepatointestinal -
Equistossomose 0,0 0 Glomerulopatia 0,0 0 Glomerulopatia 339 19 T —
hepatointestinal SeIm sem Glomerulopatia 8 1
Glomerulopatia 0.0 0 esquistossomose - esquistossomose semmn
sem ~1 Saudaveis 76,5 13 > | Saudaveis 10,7 ] esquistossomose
esquistossomose I - Total 150 56 Sandaveis 7.7 2
Saudaveis 0.0 0 Total 10,6 17 _ Total
Total 62 10 | _
Eotaxina Urindria
Imp]'Premeut -0.,041
= IG,IITE- B 26,'73
I
No 11 ' Nol2
Category Y n Category % n
Esquistossomose 69,2 9 Esquistossomose 9,3 4
hepatoesplénica hepatoesplénica
sem lesio renal sem lesio renal
Esquistossomose 0,0 1] Esquistossomose 23,3 10
hepatoesplénica hepatoesplénica
com lesdo renal com lesdo renal
Equistossomose 7.7 1 Equistossomose 16,2 7
hepatointestinal hepatointestinal
Glomerulopatia 0,0 1] Glomerulopatia 44,2 19
sem sem
esquistossomose esquistossomose
Saudaveis 131 3 Saudaveis 7,0 3
Total 8.1 13 Iuta|l 26,9 -T
MCP-1/CCL2 sérico
Improvement — 0,039
< 634,25 = 634,15
No 13 Nol4
Category % n Category % n
Esquistossomose 0.0 0 Esquistossomose 17,4 4
hepatoesplénica hepatoesplénica
sem lesiio renal sem lesio remal
Figura 6 - Arvore de decisiio por meio do algoritme CART IE?qII]STO-SEC:l’I:EOSE‘ 0.0 0 # .-E*:qulstmsizmlme e o ™
lepatoesplénica { | hepatoesplénica 435 1
avaliando os fatores associados aos grupos de estudo com lesio renal - -cain lesio renal . —
Equistossomose 0.0 0 Equistossomose 21,7 s
hepatointestinal hepatointestinal
IJG'[B-meru]uparia ) T, Glomerulopatia 174 4
\| sem 75,0 1:/.' B
eSquistnssomose esquistossomose
Saudaveis 15,0 3 Saudaveis 0,30 0
Total 125 20 Total 144 23
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De acordo com os resultados da figura 6, no no raiz (primeiro no), o fator que melhor
distinguiu os cinco grupos comparados foi a quimiocina MIP-1a/CCL3 urinaria. Ao se
observar a figura nota-se que as quimiocinas MCP-1/CCL2 urindria, RANTES/CCL5
urinaria, IL-8/CXCLS8 urinaria e eotaxina/CCL11 sérica ndo foram selecionadas pelo modelo
para avaliar graus de impureza. Provavelmente, isso se deve a dois fatos: primeiro, estas
variaveis sdo colineares e os valores encontrados ndo foram suficientemente diferenciados
para caracterizar a homogeneidade dos grupos ou, segundo, na analise multivariada, ao se
analisar o comportamento das varidveis explicativas com relacdo as variaveis respostas,

aquelas perderam a significancia antes identificada na analise univariada.

Para facilitar a compreensdo serdo apresentados os resultados da arvore de decisdo na linha

vertical a partir dos nds descentes esquerdos.

Os pacientes com MIP-10/CCL3 urinaria <14,34 pg/ml (n6 1) tem uma probabilidade de
76,5% de terem esquistossomose hepatoesplénica sem lesdo renal (EHE s\LR). Todos os
pacientes com EHE c/LR possuem a MIP-1 o/CCL3 urinaria >14,34 pg/ml (n6 2).

Ao se acrescentar a quimiocina MCP-1/CCL2 sérica, a arvore gerou os nés 3 e 4 a partir do
no 1 e eles revelaram outra forte caracteristica do grupo EHE s\LR, pois os pacientes que tém
MCP-1/CCL2 sérica >490,10 pg/ml associada a0 MIP-1a/CCL3 urinaria <14,34 pg/ml tém
97,6% de chance de serem esquistossomoéticos hepatoesplénicos sem lesdo renal. Esse
acréscimo de variavel definiu o perfil do grupo EHE s/LR. As associacGes das variaveis
explicativas ainda revelaram que os 13 individuos saudaveis que permaneceram no lado
esquerdo da arvore tiveram a MIP-1 a/CCL3 urinaria <14,34 pg/ml, MCP-1/CCL2 sérica
<490,10 pg/ml e RANTES/CCLS5 sérica >11.509,84 pg/ml definindo o perfil deste grupo.

Retornando ao no raiz, onde se identificou que a quimiocina MIP-10/CCL3 urinaria foi a

variavel explicativa que melhor distinguiu os cinco grupos estudados seguiremos o raciocinio
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indutivo vertical a direita, a partir do n6 2 onde se considerou a MIP-10/CCL3 urinaria
>14,34 pg/ml.

Associou-se a MIP-10/CCL3 sérica com pontos de corte <61,93 pg/ml e >61,93 pg/ml e a

arvore gerou 0s nos 5 e 6.

Os no6s 9 e 10 foram criados a partir do n6 6 (MIP-1 a/CCL3 >61,93 pg/ml) associados a IL-
8/CXCL8 com pontos de corte IL-8/CXCL-8 sérico <1.030,40 pg/ml e IL-8/CXCL-8 sérico
>1.030,40 pg/ml. Ao agregar os valores de 1L-8/CXCL-8 sérico >1.030,40 pg/ml aos valores
de MIP-1a/CCL3 urinaria >14,34 pg/ml e MIP-10/CCL3 sérica >61,93 pg/ml houve uma
probabilidade de 69,2% de os pacientes terem esquistossomose hepatointestinal.

Todos os pacientes com EHE c\LR (12;100%), a partir do no raiz, foram alocados no né 2, ou
seja, tinham MIP-10/CCL3 urinaria >14,34 pg/ml. No nd 6, todos os integrantes desse grupo
tiveram MIP-1 a/CCL3 sérica >61,93 pg/ml. No n6 9, 10 dos 12 pacientes com EHE c¢/LR
tiveram IL-8 /CXCLS8 sérica <1030,40 pg/ml. Nos nés 12 e 14, 10 dos 12 pacientes do grupo
EHE c\LR tinham eotaxina/CCL11 urinaria >26,73 pg/ml e MCP-1/CCL2 sérica >634,25
pg/ml. Portanto, a maioria dos pacientes (83%) com EHE c/LR apresentavam o seguinte
perfil: MIP-10/CCL3 urinaria >14,34 pg/ml, MIP-1 o/CCL3 sérica >61,93 pg/ml, IL-8
/CXCL8 sérica <1030,40 pg/ml, eotaxina/CCLI11 urinaria >26,73pg/ml ¢ MCP-1/CCL2
sérica >634,25 pg/ml.

Dos 22 pacientes pertencentes ao grupo GN s/E, 20 apresentaram MIP-1 o/CCL3 urinaria
>14,34 pg/ml e MIP-10/CCL3 sérica >61,93pg/ml. No n6 9, 19 dos 20 pacientes
apresentavam IL-8/CXCLS sérica <1.030,40pg/ml, eotaxina/CCL11 urindria >26,73pg/ml. No
no 13, a MCP-1/CCL2 sérica foi <634,25pg/ml. Portanto, a maioria dos pacientes com GN
s/E apresentavam um perfil semelhante ao do grupo EHE c/LR, exceto pela MCP-1/CCL2
sérica <634,25pg/ml.
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Em sintese os resultados da arvore de decisdo poderiam ser assim representados:

Grupo EHE s\LR = Esquistossomose forma hepatoesplénica sem leséo renal: MIP-
10/CCL3 urinaria < 14,34 pg/ml e MCP-1/CCL2 Sérico > 490 pg/ml.

Grupo EHE c\LR = Esquistossomose forma hepatoesplénica com lesdo renal: MIP-1a
/CCL3 urinaria >14,34 pg/ml, MIP-1a/CCL3 sérica > 61, 93 pg/ml; IL-8/CXCL8 sérica <
1030,40 pg/ml; eotaxina/CCL11 urinéria > 26,73 pg/ml e MCP-1/CCL2 sérico > 634 pg/ml.

Grupo HI = Esquistossomose forma intestinal: MIP-1a/CCL3 urinaria > 14, 34 pg/ml;
MIP-1 a/CCL3 sérico > 61,93 pg/ml e IL-8/CXCL8 sérico >1030,40 pg/ml.

Grupo GN s\E = Glomerulopatia sem esquistossomose: MIP-1a/CCL3 urinaria > 14, 34
pg/ml, MIP-1a/CCL3 sérica >61, 93 pg/ml; IL-8/CXCLS8 sérica <1030,40 pg/ml; eotaxina
/CCL11 urinaria > 26,73 pg/ml e MCP-1/CCL2 sérico < 634 pg/ml.

Grupo VS= voluntérios saudaveis: MIP-10/CCL3 urinaria <14, 34 pg/ml, MCP-1/CCL2
sérica <490,10 pg/ml e RANTES/CCLS sérica > 11,509,84 pg/ml.
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4. DISCUSSAO

Os pacientes com esquistossomose hepatoesplénica e lesdo renal (83%) apresentaram o
sequinte perfil de quimiocinas: MIP-1a/CCL3 na urina >14,34pg/ml, MIP-1a/CCL3 no soro
>61,93pg/ml, IL-8/CXCLS8 sérica <1030,10pg/ml, eotaxina/CCL11 urinaria >26,73pg/ml e
MCP-1/CCL2 sérica >634,25pg/ml. Esta € a primeira descri¢gdo do perfil de quimiocinas em

pacientes com leséo renal esquistossomotica.

Os primeiros estudos com biomarcadores reportaram até duas citocinas em modelos animais e
no homem. Atualmente, os autores descrevem vérias citocinas na mesma doenca (perfil),
porque a interacdo destas proteinas representa melhor o processo inflamatério. Por isso,

dividimos a discussdo em dois itens: quimiocinas isoladas e perfil de quimiocinas.

5.1 Medidas isoladas de quimiocinas em animais e pacientes com e sem lesdo renal.

Em nossos resultados os pacientes com outras glomerulopatias por causas diversas sem
esquistossomose apresentaram perfil muito semelhante ao encontrado nos hepatoesplénicos
com lesdo renal, exceto pela MCP-1/CCL2 sérica que em 75% dos pacientes desse grupo era
<634,25pg/ml. Deve-se realcar que o perfil de quimiocinas avaliado aqui ndo foi descrito em
outras glomerulopatias e nem foram definidos os pontos de corte dos niveis de quimiocinas
encontrados em nossa andlise. Seria desejavel confirma-los em outros estudos, pois, assim,

eles poderiam identificar pacientes que apresentam glomerulopatia de diversas etiologias.

A MCP-1/CCL2 recruta macrofagos para os tecidos lesados e possui importante papel na
inducdo da nefropatia diabética em modelos experimentais (CHOW et al, 2006). Ha outros
estudos mostrando o aumento de MCP-1 no soro e no tecido renal de individuos com leséo
renal glomerular de varias etiologias (MUKAIDA; HARADA; MATSUSHIMA, 1998;
SEGERER, 2003; YONGCHO; SHUGUANG; XIANGQING, 2009). No presente estudo, a
MCP-1/CCL2 serica estava aumentada no soro dos hepatoesplénicos sem lesdo renal. E mais
ainda, a MCP-1/CCL2 sérica >634,25pg/ml separou os hepatoesplénicos com leséo renal dos
pacientes com glomerulopatia de outras etiologias. Como esta quimiocina encontrava-se

elevada no soro de hepatoesplénicos e, segundo a literatura, também se encontra aumentada
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em individuos com glomerulopatia de qualquer etiologia era de se esperar que ela
apresentasse valores mais elevados na presenca das duas patologias (EHE+LR). Os nossos

achados confirmaram essa previsao.

No homem, o aumento de MCP-1/CCL2 no rim constitui uma caracteristica da les&o renal
encontrada no diabete melito; esta associada ao recrutamento de macrofagos como descrito
antes, mas também estd associada a excrecao renal de albumina, lesdo tubulo-intersticial e
progressdo da doenca. A neutralizacdo da atividade da MCP-1/CCL2 pode ser um alvo no
tratamento da lesdo renal nestes pacientes. JA& Tem sido demonstrado que o bloqueio do
sistema renina-angiotensina em pacientes com diabete melito tipo 2 e lesdo renal diminui os
niveis urindrios de MCP-1/CCL2 a medida que a nefropatia € controlada (AMANN;
TINZMANN; ANGELKORT, 2003). Uma nova estratégia para o tratamento baseia-se no
bloqueio da aldosterona que pode diminuir a inflamag&o renal (efeito renoprotetor) por
modulacdo na producdo de MCP-1/CCL2 (HANS et al, 2006). Estudos semelhantes usando

moduladores da MCP-1/CCL2 podem ser aplicados a na glomerulopatia esquistossomatica.

Em diabéticos, Ibrahim e Rashed em 2008, encontraram relacdo entre o aumento da MCP-
1/CCL2 urinaria e a presenca de nefropatia diabética; também observaram que a MCP-
1/CCL2 na urina é mais elevada nos pacientes com macroalbuminudria comparada com o0s que
apresentavam microalbumindria. Nossos dados mostram uma correlacdo da MCP-1/CCL2
urinaria e microalbumindria (coeficiente de regressdo b=121,6 e r=0,294, p=0,000); portanto,
aumento de 1mg de microalbuminaria em 24 horas indica aumento médio de 121,6pg/ml da
MCP-1/CCL2 urinaria (APENDICE 4). A MCP-1/CCL2 urinéria, além de ser marcador de
proteindria, poderia ser utilizada como marcador de gravidade da lesdo renal por causas
diversas. As outras quimiocinas urinarias ndo mostraram correlacdo significativa com o0s
niveis de perdas protéicas na urina (APENDICES 5, 6 e 7).

Na glomerulonefrite lGpica, varios estudos no homem e em animais sugerem a participacdo da
MCP-1/CCL2 e da IL-8/CXCL8 na lesao renal (KELLEY; ROVIN, 2003; ROVIN; PHAN,

1998). Recentemente, Rovin et al (2005) dosaram na urina as quimiocinas MCP-1/CCL2 e
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IL-8/CXCL8 antes e apds os periodos de agudizacdo da nefrite em pacientes com lupo
eritematoso sistémico. Os autores concluiram que a MCP-1/CCL2 urinaria € um bom
biomarcador de inflamacéo renal nestes casos. A IL-8/CXCL8 nédo teve a mesma importancia
da MCP-1/CCL2.

Na sindrome nefrotica idiopatica em criancas, Souto et al (2008) demonstraram que a IL-
8/CXCLS8 e a TGFpB-1 estavam envolvidas na patogénese da lesdo renal e que ndo houve
alterac6es nos niveis urinarios de MCP-1/CCL2 e RANTES/CCLS5.

Pode-se notar que estudos diferentes tém encontrado resultados variados. Isto, provavelmente
se deve a uma série de fatores, como a selecdo de pacientes, métodos diferentes, patologias
distintas ou estagios evolutivos ndo comparaveis. Entretanto, o papel patogénico destas
qguimiocinas na inflamacéo renal parece bem demonstrado em modelos animais e no homem.
Por exemplo, Yongcho e colaboradores (2009), ao estudar tecido renal de pacientes com
glomerulonefrite por IgA (glomerulonefrite de Berger), encontraram maior expressdo de
MCP-1/CCL2 no rim e associacdo entre a gravidade da lesdo renal e do progndstico clinico da

doenca.

Nos pacientes com esquistossomose hepatoesplénica sem leséo renal observou-se o seguinte
perfil: MIP-1a/CCL3 na urina <14,34pg/ml ¢ MCP-1/CCL2 sérica >490,10pg/ml. Outros
autores ja documentaram o aumento de MCP-1/CCL2 no soro dos hepatoesplénicos
(FALCAO et al, 2002; SOUZA et al, 2005; SOUSA-PEREIRA et al, 2006). Ndo ha na
literatura estudos sobre quimiocinas na urina de pacientes com esquistossomose
hepatoesplénica. O encontro de niveis isolados de MIP-10/CCL3 mais baixos na urina de
pacientes esquistossomaticos hepatoesplénicos sem lesdo renal quando comparado com
aqueles com lesdo renal, e ainda com os com glomerulopatia S/E sugere que esta quimiocina
atravessa 0 glomerulo lesado durante a glomerulopatia mas ndo confirma o seu papel na
génese da doenca renal esquistossomdtica. Estudos sobre a presenca de MIP-10/CCL3 no

tecido renal de pacientes com glomerulopatia devem ser feitos para confirmar essa hipotese.
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Os pacientes com esquistossomose hepatointestinal apresentaram o seguinte perfil de
quimiocinas: MIP-10/CCL3 urinaria >14,34pg/ml, MIP-10/CCL3 sérica >61,93pg/ml e IL-
8/CCL11 sérica >1030,10pg/ml. N&o ha na literatura avaliacdo da MIP-1a/CCL3 urinaria em
pacientes com esquistossomose hepatointestinal. Em nosso estudo, os niveis séricos isolados
de MIP-10/CCL3 foram significativamente maiores nos individuos com esquistossomose
hepatointestinal quando comparados aos hepatoesplénicos com e sem lesdo renal (TABELA
10), ao contrario do que foi descrito anteriormente, ou seja, niveis séricos de MIP-1a
associados a fibrose hepéatica (FALCAO et al, 2002; SOUZA et al, 2005). Os pacientes
recrutados pelos autores citados (hepatoesplénicos e hepatointestinais) eram provenientes de
area endémica do nordeste de Minas Gerais, com doenca ativa (ovos viaveis nas fezes) e
fibrose hepatica incipiente nos hepatoesplénicos. Aqui, estudamos pacientes hepatointestinais
de area endémica com ovos viaveis nas fezes e ultrassom de abdomen sem fibrose hepatica e
pacientes com esquistossomose hepatoesplénica do ambulatério da FM-UFMG com fibrose
hepética intensa, hipertensdo portal grave e sem ovos vidveis nas fezes (tratados).
Possivelmente os niveis mais elevados de MIP-1a/CCL3 se justificariam pela presenga de
doenca ativa (ovos e granulomas nos tecidos) em nossos hepatointestinais o0 que estimularia a
producdo de alguns mediadores inflamatérios no soro (MIP-1a/CCL3, IL-8/CXCLS,
RANTES/CCLS5).

Os voluntérios saudaveis apresentaram o seguinte perfil de quimiocinas: MIP-1a/CCL3
urinaria  <14,34pg/ml, MCP-1/CCL2 sérica <490,10pg/ml e RANTES/CCLS5 sérica
>11.509,84pg/ml. Néo h& disponivel na literatura perfil dessas quimiocinas com pontos de
cortes definidos para individuos aparentemente saudaveis. Por isso acreditamos que esses
resultados poderdo servir de referéncia para estudos futuros, pois permitirdo a comparacao
entre portadores de patologias diagnosticadas previamente com individuos aparentemente

saudaveis.

5.2 Perfil de quimiocinas em animais e pacientes com e sem lesdo renal

Alguns autores mediram grupos de citocinas no soro e na urina de pacientes com a nefropatia
do diabete melito (VAYADA, 2011; WOLKOW et al, 2008; TASHIRO et al, 2002). Vayada
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(2011), por exemplo, mostrou que pacientes diabéticos com microalbumindria tinham
aumento de IL-6, IL-8/CXCL8, IP-10/CXCL10 e MCP-1/CCL2 na urina. Nao houve
correlacéo entre os niveis urinarios de albumina e o nivel das citocinas mensuradas na urina.
Tashiro et al (2002) mostraram que a IL-8/CXCL8 e a MCP-1/CCL2 urinarias estdo elevadas
em pacientes com nefropatia diabética e correlacionavam com a gravidade da lesdo renal. Em
nosso estudo, quantificamos as quimiocinas na urina dos pacientes de todos 0S grupos.
Conforme ja descrito, nossos achados sugeriram a MCP-1/CCL2 urinaria como marcador de

gravidade da lesdo renal.

Poucos estudos avaliaram o papel das quimiocinas na esquistossomose humana. Souza e
colaboradores (2011) destacam que durante as etapas do ciclo evolutivo do S.mansoni nos
diferentes tecidos, o helminto passa por significantes alteracfes morfoldgicas e bioquimicas
que servem como “escape” contra o sistema imunolégico do hospedeiro. Em um estudo, os
autores encontraram aumento de RANTES/CCLS5, eotaxina/CCL11 e MIP-10/CCL3 no
plasma de pacientes com esquistossomose cronica (FALCAO et al, 2002) e os pacientes com
maior nivel plasmatico de MIP-1a/CCL3 tinham a forma hepatoesplénica. Estes achados
foram confirmados em estudo posterior do mesmo grupo com maior énfase no aumento de
MIP-1a/CCL3 como marcador da forma hepatoesplénica da esquistossomose (SOUZA et al.,
2005). Outros autores descreveram aumento de MCP-1/CCL2, MIP-10/CCL3,
eotaxina/CCL11 e eotaxina2/CCL24 no plasma de hepatoesplénicos (SOUSA-PEREIRA et
al, 2006). Em nosso estudo, alem de encontrarmos a MIP-1a/CCL3 elevada no soro dos
pacientes com esquistossomose hepatoesplénica, ela também se encontrava elevada na urina
dos pacientes com lesdo renal (TABELA 10). Este achado tem interesse na identificacdo da
glomerulopatia. Em estudo recente, Silveira-Lemos et al (2010) avaliaram o perfil de
quimiocinas e de receptores de quimiocinas em pacientes com esquistossomose mansénica
aguda e compararam com controles doadores de sangue. As quimiocinas IL-8/CXCL8, MCP-
1/CCL2, MIP-10/CCL3, eotaxina-2/ CCL24 estavam muito elevadas no soro dos agudos. Os
autores concluem que nos casos em que a eotaxina-2/CCL24 estava diminuida no soro havia
maior aumento de MIP-1a/CCL3 sérica ¢ aumento da expressdo dos receptores CCRS5 ¢
CXCR3 nos eosindfilos circulantes. No nosso estudo, os resultados mostraram que as
quimiocinas MCP-1/CCL2, MIP-10/CCL3 também estavam aumentadas ndo s6 nos pacientes

com esquistossomose hepatointestinal, como nos pacientes com esquistossomose
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hepatoesplénica, ou seja, forma cronica. Seria importante um estudo comparativo entre as

formas aguda e cronica da esquistossomose.

Em sintese, utilizando-se a analise multivariada (&rvore de decisdo), encontrou-se um perfil
caracteristico nos pacientes com glomerulopatia ndo esquistossomética (MIP-1a/CCL3 na
urina >14,3pg/ml, MIP-1a/CCL3 no soro >61,9pg/ml, IL-8/CXCL8 sérica <1030pg/ml,
eotaxina/CCL11 wurinaria >26,7pg/ml e MCP-1/CCL2 sérica <634,2pg/ml). Nos
esquistossomoticos com lesdo renal a diferenca do perfil acima foi a MCP-1/CCL2 sérica
acima de 634,25pg/ml. Os pontos de corte criados pela arvore de decisdo para a quimiocina
sérica MCP-1/CCL2 > 634,25 ¢ < 634,25 pg/ml ainda ndo havia sido descrito pela literatura
como marcador de lesdo renal em esquistossomaticos. Neste sentido, fizemos a curva ROC
considerando os valores séricos continuos de MCP-1/CCL2 sérica para identificacdo dos
pacientes com EHE ¢/LR (APENDICE 5). A curva ROC de nossos resultados mostram area
abaixo da curva de 0,91, sensibilidade e especificidade de 90%; estes resultados precisam ser

confirmados em campo para diagnéstico da glomeronefrite esquistossomotica.
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. CONCLUSOES

Perfil de quimiocinas do grupo de EHE com LR ¢é semelhante ao do grupo com lesao
renal de outras etiologias exceto pela MCP-1sérica >634,25 pg/mi

. A MCP-1sérica >634,25 pg/ml sugere a simultaneidade da EHE e LR

. Todos os pacientes com glomerulopatia (microalbuminuria >30mg/24 horas)
apresentavam MCP-1 urinéria aumentada.

Houve correlagdo significativa e direta entre a MCP-1 urinéria e a microalbumindria.

Nos pacientes com esquistossomose hepatoesplénica sem leséo renal observou-se o
sequinte perfil: MIP-1&/CCL3 na urina <14,3pg/ml e MCP-1/CCL2 sérica
>490,1pg/ml. Esta associacdo de quimiocinas identifica 97,6% dos pacientes com
esquistossomose hepatoesplénica.

. Os pacientes com esquistossomose hepatointestinal apresentaram o seguinte perfil de
quimiocinas: MIP-1a/CCL3 urinaria >14,3pg/ml, MIP-1a/CCL3 sérica >61,9pg/ml ¢
IL-8/CXCL8 sérica >1030pg/ml.

Os voluntérios saudaveis apresentaram o seguinte perfil de quimiocinas: MIP-
1o/CCL3 wurinaria <14,3pg/ml, MCP-1 sérica <490,1pg/ml e RANTES sérica
>11.509,8pg/ml.
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6. PROPOSICOES

v Avaliar em outro estudo, em area endémica, se 0s pacientes com proteinUria e
MCP-1 sérica >634,25pg/ml apresentam glomerulopatia esquistossomaética.

v" Confirmar o perfil de quimiocinas para doenca renal de etiologias diversas.

v Avaliar o papel dos inibidores da enzima conversora de angiostensina (ECA) na
evolucdo da glomerulonefrite esquistossomotica e nos niveis séricos e urinarios da
MCP-1/CCL2.
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7. LIMITACOES

v" Realizar SWAP no grupo de saudaveis

v A influéncia da varidvel pressdo arterial nos niveis séricos e urinarios dos pacientes
estudados devera ser avaliada em outro estudo.

v" Apresentar os resultados de exames de urina de avaliagdo do sedimento
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APENDICE 1

TABELA 3- Estatistica descritiva das variaveis demograficas estudadas (n=160)

Frequéncia Percentual
Sexo
Masculino 89 55,6
Feminino 71 44,4
Cor
Branca 65 40,6
Parda 87 54,4
Preta 8 50
Idade
Mediana 40,0
Quartil 1 29,0
Quartil 3 52,0
TABELA 4 - Estatistica descritiva das medidas antropométricas (n=160)
Estatistica Peso(Kg) Altura (cm) IMC (Kg/m?) SC (m?)
Quartil 1 57,4 160,0 21,09 1,59
Mediana 63,0 165,0 23,51 1,69
Quartil 3 73,0 170,0 26,4 1,82

De acordo com os resultados da tabela 3, para a PAS a mediana foi de 120 e para PAD foi de

80 e a mediana da microalbumindria foi 30.
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TABELA 7 - Associacgdo entre as variaveis demogréaficas e os grupos participantes do estudo

Variaveis Grupos Valor de p
Grupo EHE Grupo EHE GrupoHI Grupo GNs\E Grupo VS
S\LR C\LR
n % N % N % n % n %
Sexo
Masculino 50 73,5 11 91,7 12 444 10 409 6 19,4 <0,001*
Feminino 18 26,5 1 8,3 15 556 12 59,1 25 80,6
Cor
Branca 28 41,2 3 25,0 0 0,0 10 455 24 774
Parda 36 52,9 75,0 27  100,0 12 545 9,7 <0,001**
Preta 4 5,9 0 0,0 0 0,0 0 0,0 4 12,9
M IQ M IQ M o) M o) M 1Q
Idade 47,5 17,7 46,5 11,5 36,0 27,0 39,0 2425 240 8,0 <0,001***
M=Mediana Il = Intervalo Interquartilico * teste Quiquadrado de Pearson  ** teste exato de Fisher ***teste Kruskal-

Wallis
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TABELA 9 - Associacdo entre as medidas antropométricas, pressdo arterial sistolica e diast6lica e

0s grupos participantes do estudo

Grupos
Varidveis  Grupo EHE  Grupo EHE GrupoHI  GrupoGNsS\E  Grupo VS Valor de p *
S\LR C\LR
M I M I M I M I M I
IMC 235 47 237 35 239 57 244 9.1 22,6 48 0,229
sC 1,7 02 1,7 02 16 03 17 02 16 02 0,101
PAS 1200 200 1300 200 1250 350 1300 225 1100 10,0 <0,001
PAD 800 100 80,0 10,0 840 90 800 16,2 700 100 <0,002

M=Mediana Il = Intervalo Interquartilico *Teste Kruskal-Wallis
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Regressdo Linear - Valores absolutos de eotaxina /CCL11 urinaria e albuminuria

Variables Entered/Removed”

Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 albuminuria® Enter

a. All requested variables entered.

b. Dependent Variable: EOTAXINA Nurinaria

Model Summary
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Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 0227 ,000) -,006 50,40849
a. Predictors: (Constant), albuminuria
ANOVA®
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 189,497 1 189,497 ,075) 7857
Residual 393857,447| 155 2541,016
Total 394046,944 156
a. Predictors: (Constant), albuminuria
b. Dependent Variable: EOTAXINA Nurinaria
Coefficients®
Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients 95,0% Confidence Interval for B
Model B Std. Error Beta t Sig. Lower Bound Upper Bound
1 (Constant) 42,925 4,164 10,310 ,000 34,700 51,149
Albuminuria ,000 ,001 ,022 ,273 ,785 -,002 ,002

a. Dependent Variable: EOTAXINA Nurinaria



Regressao Linear - Valores absolutos de RANTES/CCL5 urinaria e albuminuria

Variables Entered/Removed”

APENDICE 6

Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 albuminuria® Enter

a. All requested variables entered.

b. Dependent Variable: RANTES urinaria

Model Summary

Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 ,207° ,043 ,037 463,41519
a. Predictors: (Constant), albuminuria
ANOVA”
Model Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
1 Regression 1479995,995 1 1479995,995 6,892 ,010°
Residual 3,307E7 154 214753,635
Total 3,455E7 155

a. Predictors: (Constant), albuminuria

b. Dependent Variable: RANTES urinéria

Coefficients?
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Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients 95,0% Confidence Interval for B
Model B Std. Error Beta t Sig. Lower Bound Upper Bound
1 (Constant) 117,736 38,366 3,069 ,003 41,945 193,527
Albuminuria ,027 ,010 ,207 2,625 ,010 ,007 ,047

a. Dependent Variable: RANTES urinéria
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Regressdo Linear - Valores absolutos de MIP-1 alfa/CCL3 urinaria e albuminuria

Variables Entered/Removed”

Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 albuminuria® Enter
a. All requested variables entered.
b. Dependent Variable: MIP1alfa urinaria
Model Summary
Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 ,055° ,003 -,003 166,06843
a. Predictors: (Constant), albuminuria
ANOVA®
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 12739,178 1 12739,178 ,462 ,498°%
Residual 4274701,906 155 27578,722
Total 4287441,083 156
a. Predictors: (Constant), albuminuria
b. Dependent Variable: MIP1alfa urinéria
Coefficients®
Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients 95,0% Confidence Interval for B
Model B Std. Error Beta t Sig. Lower Bound Upper Bound
1 (Constant) 42,019 13,702 3,067 ,003 14,952 69,085
Albuminuria ,002 ,004 ,055 ,680 ,498 -,005 ,010

a. Dependent Variable: MIPlalfa urinaria
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APENDICE 8

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pacientes com Esquistossomose Hepatoesplénica

Titulo do Projeto: Perfil imunolégico urindrio e sérico dos portadores de esquistossomose da forma

hepatoesplénica passiveis de desenvolverem a glomerulopatia esquistossomatica

Pesquisadora: Alba Otoni

Introducdo: Vocé estd sendo convidado a participar de um Estudo. Antes de aceitar
participar desta pesquisa clinica, é importante que vocé leia e compreenda a seguinte
explicacdo sobre os procedimentos propostos. Esta declaragdo descreve o objetivo,
procedimentos, beneficios e riscos do estudo, e o seu direito de sair do estudo a qualquer
momento. Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo.

Objetivo: Investigar marcadores de doencas renais no sangue e urina em pacientes portadores da
forma hepatoesplénica da esquistossomose.

Resumo: A esquistossomose (Xistose) é uma doenca muito freqliente no Brasil e no mundo.O
Shistosoma mansoni € o verme causador da doenca no Brasil. Ele vive dentro das veias do
abdome da pessoa infectada, mas seus ovos podem ir para o figado e a propria inflamacéo
pode comprometer outros 6rgaos, como, por exemplo, o rim, levando a uma doenga cronica
progressiva fazendo com que o paciente necessite se submeter a um tratamento complicado
que substitui parcialmente as funcdes do rim, chamado dialise ou até mesmo o transplante de
rim. Diante disso, torna-se muito importante descobrir o mais cedo possivel o
comprometimento renal, para que se utilize medidas de protecdo antes que tenha que se tratar
um rim j& bastante adoecido.

Procedimentos: Para que participe do estudo vocé precisa ter diagndstico esquistossomose
com evidéncias de lesdes no figado e bago. Serdo coletados: sangue (20ml) e urina de 24
horas.

Riscos: Como todo procedimento que envolve utilizagdo de instrumentos que rompem a
barreira da pele, a coleta de sangue também apresenta alguns riscos. Esses riscos podem ser
genéricos comuns a todas as coletas, que sdo: o possivel sangramento, o hematoma, dor no
local da puncao.

Danos: No caso de vocé apresentar uma reacdo adversa durante a realizacdo do estudo, vocé
deverd contactar imediatamente a Enfermeira responsavel pelo estudo, Alba Otoni, pelo
telefone (31) 96468397. Se ela ndo estiver disponivel, entre em contato com algum médico
da equipe do professor José Roberto Lambertucci no Hospital das Clinicas da UFMG. Se
vocé sofrer qualquer dano fisico como resultado direto de quaisquer dos procedimentos
envolvidos, vocé recebera todos os cuidados médicos providos pelo Hospital das Clinicas da
UFMG. Ao participar, vocé concorda em cooperar com qualquer convénio médico ou seguro
médico disponivel a vocé em relagdo a estes cuidados médicos. Vocé néo abrira méo de seus
direitos legais ao assinar o termo de consentimento informado.

Beneficios: N&o havera beneficio pessoal da sua participacdo na pesquisa.
Confidencialidade: Os registros de sua participagdo neste estudo serdo mantidos
confidencialmente até onde é permitido por lei. No entanto, o pesquisador e sob certas
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circunstancias, o Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG, poderdo verificar e ter acesso aos
dados confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados ndo o
identificard. Ao assinar este formulario de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a
fornecer seus registros médicos para o Comité de Etica em Pesquisa/UFMG.

Desligamento: A sua participacdo neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar ou seu
desligamento do estudo nédo envolvera penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem
direito. Vocé poderd cessar sua participacdo a qualquer momento sem afetar seu
acompanhamento médico em andamento. Seu médico podera finalizar sua participacéo neste
programa de pesquisa se forem identificadas outras causas de doenca em seu figado ou se o
programa for cancelado por questfes administrativas.

Novas descobertas: Todos 0s novos achados descobertos durante a realizacdo desta pesquisa
que possam influenciar seu desejo em continuar a participar deste estudo serdo fornecidos a
vocé assim que tais informacdes se tornarem disponiveis.

Compensacéo: Vocé ndo receberéd qualquer compensacdo financeira por sua participacdo no
estudo. As despesas com transporte dentro de BH serdo pagas pela equipe de médicos
pesquisadores.

Emergéncia / contato com a Comissdo de Etica: Durante o estudo, se vocé tiver qualquer
duavida, contate a Alba Otoni pelo telefone 96468397 ou o presidente da Comisséo de Etica no
telefone 3248-9364.

Consentimento: Eu Li e
entendi as informacgdes precedentes. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas davidas foram respondidas a contento. Este formulario estd sendo assinado
voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento para participar do estudo, até que
eu decida o contréario. Receberei uma clpia assinada deste consentimento.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do paciente

Assinatura da testemunha

Assinatura do pesquisador
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APENDICE 9

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pacientes Pacientes com Esquistossomose Hepatoesplénica e lesdo renal

Titulo do Projeto: Perfil imunoldgico urindrio e sérico dos portadores de esquistossomose da forma

hepatoesplénica passiveis de desenvolverem a glomerulopatia esquistossomatica

Pesquisadora: José Roberto Lambertucci

Introducdo: Vocé estd sendo convidado a participar de um Estudo. Antes de aceitar
participar desta pesquisa clinica, é importante que vocé leia e compreenda a seguinte
explicacdo sobre os procedimentos propostos. Esta declaracdo descreve o objetivo,
procedimentos, beneficios e riscos do estudo, e o seu direito de sair do estudo a qualquer
momento. Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo.

Objetivo: Investigar marcadores de doencas renais no sangue e urina em pacientes portadores da
forma hepatoesplénica da esquistossomose.

Resumo: A esquistossomose (xistose) é uma doenca muito freqliente no Brasil e no mundo.O
Shistosoma mansoni é o verme causador da doenca no Brasil. Ele vive dentro das veias do
abdome da pessoa infectada, mas seus ovos podem ir para o figado e a propria inflamacao
pode comprometer outros 6rgdos, como, por exemplo, o rim, levando a uma doenca cronica
progressiva fazendo com que o paciente necessite se submeter a um tratamento complicado
que substitui parcialmente as func¢bes do rim, chamado dialise ou até mesmo o transplante de
rim. Diante disso, torna-se muito importante descobrir o mais cedo possivel o
comprometimento renal, para que se utilize medidas de protecdo antes que tenha que se tratar
um rim ja bastante adoecido.

Procedimentos: Para que participe do estudo vocé precisa ndo ter diagndstico de
esquistossomose, e ter histéria de albumindria > que 300mg/24 horas. Serdo coletados:
sangue (20ml) e urina de 24 horas.

Riscos: Como todo procedimento que envolve utilizacdo de instrumentos que rompem a
barreira da pele, a coleta de sangue também apresenta alguns riscos. Esses riscos podem ser
genéricos comuns a todas as coletas, que sdo: o possivel sangramento, 0 hematoma, dor no
local da puncéo.

Danos: No caso de vocé apresentar uma reacao adversa durante a realizacdo do estudo, vocé
devera contactar imediatamente a Enfermeira Alba Otoni, co autora deste estudo pelo telefone
(31) 96468397. Se ela ndo estiver disponivel, entre em contato com algum médico da equipe
do professor José Roberto Lambertucci no Hospital das Clinicas da UFMG. Se vocé sofrer
qualquer dano fisico como resultado direto de quaisquer dos procedimentos envolvidos, vocé
recebera todos os cuidados médicos providos pelo Hospital das Clinicas da UFMG. Ao
participar, vocé concorda em cooperar com qualquer convénio médico ou seguro médico
disponivel a vocé em relagéo a estes cuidados médicos. Vocé ndo abrird méo de seus direitos
legais ao assinar o termo de consentimento informado.

Beneficios: N&o havera beneficio pessoal da sua participacdo na pesquisa.
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Confidencialidade: Os registros de sua participacdo neste estudo serdo mantidos
confidencialmente até onde é permitido por lei. No entanto, o pesquisador e sob certas
circunstancias, o Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG, poderdo verificar e ter acesso aos
dados confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados ndo o
identificard. Ao assinar este formulario de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a
fornecer seus registros médicos para o Comité de Etica em Pesquisa/UFMG.

Desligamento: A sua participacdo neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar ou seu
desligamento do estudo nédo envolvera penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem
direito. Vocé poderd cessar sua participacdo a qualquer momento sem afetar seu
acompanhamento médico em andamento. Seu médico podera finalizar sua participa¢éo neste
programa de pesquisa se forem identificadas outras causas de doenca em seu figado ou se o
programa for cancelado por questdes administrativas.

Novas descobertas: Todos 0s novos achados descobertos durante a realizacdo desta pesquisa
que possam influenciar seu desejo em continuar a participar deste estudo serdo fornecidos a
vocé assim que tais informacdes se tornarem disponiveis.

Compensacéo: Vocé ndo receberéd qualquer compensacdo financeira por sua participacdo no
estudo. As despesas com transporte dentro de BH serdo pagas pela equipe de médicos
pesquisadores.

Emergéncia / contato com a Comissdo de Etica: Durante o estudo, se vocé tiver qualquer
duavida, contate a Alba Otoni pelo telefone 96468397 ou o presidente da Comisséo de Etica no
telefone 3248-9364.

Consentimento:  Eu Li e
entendi as informacgdes precedentes. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas davidas foram respondidas a contento. Este formulario estd sendo assinado
voluntariamente por mim, indicando 0 meu consentimento para participar do estudo, até que
eu decida o contrario. Receberei uma cOpia assinada deste consentimento.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do paciente

Nome e assinatura da testemunha

Assinatura do pesquisador
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APENDICE 10

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pacientes com esquistossomose ointestinal
Titulo do Projeto: Perfil imunoldgico urindrio e sérico dos portadores de esquistossomose da forma

hepatoesplénica passiveis de desenvolverem a glomerulopatia esquistossomatica

Pesquisadora: José Roberto Lambertucci

Introducdo: Vocé estd sendo convidado a participar de um Estudo. Antes de aceitar
participar desta pesquisa clinica, é importante que vocé leia e compreenda a seguinte
explicacdo sobre os procedimentos propostos. Esta declaracdo descreve o objetivo,
procedimentos, beneficios e riscos do estudo, e o seu direito de sair do estudo a qualquer
momento. Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo.

Objetivo: Investigar marcadores de doencas renais no sangue e urina em pacientes portadores da
forma hepatoesplénica da esquistossomose.

Resumo: A esquistossomose (xistose) é uma doenca muito freqliente no Brasil e no mundo.O
Shistosoma mansoni é o verme causador da doenca no Brasil. Ele vive dentro das veias do
abdome da pessoa infectada, mas seus ovos podem ir para o figado e a propria inflamacao
pode comprometer outros 6rgdos, como, por exemplo, o rim, levando a uma doenca cronica
progressiva fazendo com que o paciente necessite se submeter a um tratamento complicado
que substitui parcialmente as func¢Ges do rim, chamado dialise ou até mesmo o transplante de
rim. Diante disso, torna-se muito importante descobrir o mais cedo possivel o
comprometimento renal, para que se utilize medidas de protecdo antes que tenha que se tratar
um rim ja bastante adoecido.

Procedimentos: Para que participe do estudo vocé precisa ter diagndstico de esquistossomose
sem comprometimento de figado e baco. Serdo coletados: sangue (20ml) e urina de 24 horas.
Riscos: Como todo procedimento que envolve utilizacdo de instrumentos que rompem a
barreira da pele, a coleta de sangue também apresenta alguns riscos. Esses riscos podem ser
genéricos comuns a todas as coletas, que sdo: 0 possivel sangramento, 0 hematoma, dor no
local da puncéo.

Danos: No caso de vocé apresentar uma reacdo adversa durante a realizacdo do estudo, vocé
deveréa contactar imediatamente a Enfermeira Alba Otoni, co autora deste estudo pelo telefone
(31) 96468397. Se ela ndo estiver disponivel, entre em contato com algum medico da equipe
do professor José Roberto Lambertucci no Hospital das Clinicas da UFMG. Se vocé sofrer
qualquer dano fisico como resultado direto de quaisquer dos procedimentos envolvidos, vocé
recebera todos os cuidados médicos providos pelo Hospital das Clinicas da UFMG. Ao
participar, vocé concorda em cooperar com qualquer convénio médico ou seguro médico
disponivel a vocé em relagdo a estes cuidados médicos. Vocé ndo abrird méo de seus direitos
legais ao assinar o termo de consentimento informado.

Beneficios: N&o havera beneficio pessoal da sua participacdo na pesquisa.
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Confidencialidade: Os registros de sua participacdo neste estudo serdo mantidos
confidencialmente até onde é permitido por lei. No entanto, o pesquisador e sob certas
circunstancias, o Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG, poderdo verificar e ter acesso aos
dados confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados ndo o
identificard. Ao assinar este formulario de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a
fornecer seus registros médicos para o Comité de Etica em Pesquisa/UFMG.

Desligamento: A sua participacdo neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar ou seu
desligamento do estudo nédo envolvera penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem
direito. Vocé poderd cessar sua participacdo a qualquer momento sem afetar seu
acompanhamento médico em andamento. Seu médico podera finalizar sua participacdo neste
programa de pesquisa se forem identificadas outras causas de doenca em seu figado ou se o
programa for cancelado por questdes administrativas.

Novas descobertas: Todos 0s novos achados descobertos durante a realizacdo desta pesquisa
que possam influenciar seu desejo em continuar a participar deste estudo serdo fornecidos a
vocé assim que tais informac@es se tornarem disponiveis.

Compensacéo: Vocé ndo receberéd qualquer compensacdo financeira por sua participacdo no
estudo. As despesas com transporte dentro de BH serdo pagas pela equipe de médicos
pesquisadores.

Emergéncia / contato com a Comissdo de Etica: Durante o estudo, se vocé tiver qualquer
duavida, contate a Alba Otoni pelo telefone 96468397 ou o presidente da Comisséo de Etica no
telefone 3248-9364.

Consentimento:  Eu Li e
entendi as informacgdes precedentes. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas davidas foram respondidas a contento. Este formulario estd sendo assinado
voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento para participar do estudo, até que
eu decida o contréario. Receberei uma copia assinada deste consentimento.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do paciente

Nome e assinatura da testemunha

Assinatura do pesquisador
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APENDICE 11

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pacientes aparentemente Saudaveis.

Titulo do Projeto: Perfil imunoldgico urindrio e sérico dos portadores de esquistossomose da forma

hepatoesplénica passiveis de desenvolverem a glomerulopatia esquistossomatica

Pesquisador: José Roberto Lambertucci

Introducdo: Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo. Antes de aceitar
participar desta pesquisa clinica, é importante que vocé leia e compreenda a seguinte
explicacdo sobre os procedimentos propostos. Esta declaracdo descreve o objetivo,
procedimentos, beneficios e riscos do estudo, e o seu direito de sair do estudo a qualquer
momento. Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo.

Objetivo: Investigar marcadores de doencas renais no sangue e urina em pacientes portadores da
forma hepatoesplénica da esquistossomose.

Resumo: A esquistossomose (xistose) é uma doenca muito freqtiente no Brasil e no mundo.O
Shistosoma mansoni é o verme causador da doenca no Brasil. Ele vive dentro das veias do
abdome da pessoa infectada, mas seus ovos podem ir para o figado e a propria inflamacao
pode comprometer outros 6rgdos, como, por exemplo, o rim, levando a uma doenca crbnica
progressiva fazendo com que o paciente necessite se submeter a um tratamento complicado
que substitui parcialmente as func¢bes do rim, chamado dialise ou até mesmo o transplante de
rim. Diante disso, torna-se muito importante descobrir o mais cedo possivel o
comprometimento renal, para que se utilize medidas de protecdo antes que tenha que se tratar
um rim ja bastante adoecido.

Procedimentos: Para que participe do estudo vocé precisa ndo ter diagndstico anterior de
nenhuma doenca infecciosa, renal ou esquistossomose. Serdo coletados: sangue (20ml) e
urina de 24 horas.

Riscos: Como todo procedimento que envolve utilizacdo de instrumentos que rompem a
barreira da pele, a coleta de sangue também apresenta alguns riscos. Esses riscos podem ser
genéricos comuns a todas as coletas, que sdo: o possivel sangramento, 0 hematoma, dor no
local da puncéo.

Danos: No caso de vocé apresentar uma reacao adversa durante a realizacdo do estudo, vocé
devera contactar imediatamente a Enfermeira Alba Otoni, co autora deste estudo pelo telefone
(31) 96468397. Se ela ndo estiver disponivel, entre em contato com algum médico da equipe
do professor José Roberto Lambertucci no Hospital das Clinicas da UFMG. Se vocé sofrer
qualquer dano fisico como resultado direto de quaisquer dos procedimentos envolvidos, vocé
recebera todos os cuidados médicos providos pelo Hospital das Clinicas da UFMG. Ao
participar, vocé concorda em cooperar com qualquer convénio médico ou seguro médico
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disponivel a vocé em relacdo a estes cuidados médicos. Vocé ndo abrira méo de seus direitos
legais ao assinar o termo de consentimento informado.

Beneficios: N&o havera beneficio pessoal da sua participacdo na pesquisa.
Confidencialidade: Os registros de sua participagdo neste estudo serdo mantidos
confidencialmente até onde é permitido por lei. No entanto, o pesquisador e sob certas
circunstancias, o Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG, poderdo verificar e ter acesso aos
dados confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados ndo o
identificard. Ao assinar este formulario de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a
fornecer seus registros médicos para 0 Comité de Etica em Pesquisa/UFMG.

Desligamento: A sua participacdo neste estudo € voluntaria e sua recusa em participar ou seu
desligamento do estudo nédo envolvera penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem
direito. Vocé poderd cessar sua participacdo a qualquer momento sem afetar seu
acompanhamento médico em andamento. Seu medico podera finalizar sua participacdo neste
programa de pesquisa se forem identificadas outras causas de doenca em seu figado ou se o
programa for cancelado por questdes administrativas.

Novas descobertas: Todos 0s novos achados descobertos durante a realizacdo desta pesquisa
que possam influenciar seu desejo em continuar a participar deste estudo serdo fornecidos a
voceé assim que tais informaces se tornarem disponiveis.

Compensacdo: Vocé ndo receberad qualquer compensacdo financeira por sua participa¢do no
estudo. As despesas com transporte dentro de BH serdo pagas pela equipe de médicos
pesquisadores.

Emergéncia / contato com a Comissdo de Etica: Durante o estudo, se vocé tiver qualquer
duavida, contate a Alba Otoni pelo telefone 96468397 ou o presidente da Comisséo de Etica no
telefone 3248-9364.

Consentimento: Eu Li e
entendi as informacgdes precedentes. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas davidas foram respondidas a contento. Este formulério estd sendo assinado
voluntariamente por mim, indicando 0 meu consentimento para participar do estudo, até que
eu decida o contrario. Receberei uma cOpia assinada deste consentimento.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do paciente

Nome e assinatura da testemunha

Assinatura do pesquisador



ANEXO 1

Aprovacdo do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa — UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n@. ETIC 369)08

Interessado(a): Prof. Jose Roberto Lambertucci
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 07 de-outubro de 2008, apds atendidas as solicitagées de diligéncia,
o projeto de pesquisa intitulado "Perfil imunolégico e sérico de
Esquistossomose da forma hepatoesplénica passiveis de
desenvolverem a glomerulopatia esquitossomotica” bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 - BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufimg.br
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