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NiVEIS DE SUPEROXIDO DISMUTASE PRODUZIDOS POR MONOCITOS EM
PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE HEPATOESPL ENICA SUBMETIDOS A
ESPLENECTOMIA, LIGADURA DA VEIA GASTRICA ESQUERDA E AUTO-
IMPLANTE DE TECIDO ESPLENICO NOOMENTOMAIOR

SUPEROXIDE DISMUTASE MONOCYTE PRODUCTION LEVELS IN PATIENTS WITH
HEPATOSPLENIC FORM OF SCHISTOSOMA MANSONI INFECTION, WHO UNDERWENT
SPLENECTOMY, LEFT GASTRIC VEIN LIGATURE AND SPLEEN TISSUE
AUTOIMPLANTATION ON THE GREATER OMENTUM

CarlosTeixeiraBrandt, TCBC-PE?; CarlosRoberto Carvalho L eite, ACBC-PE?;
Francisco M achado M anhaes-de-Castr 0% ErikaMichelleCorreiadeM acedo®;
Rebecca Peixoto Paes Silva®;, CéliaM aria M achado Bar bosade Castro*

RESUMO: Objetivo: Investigar os niveis de producédo de SOD por mondcitos periféricos em pacientes jovens portadores de
esquistossomose hepatoesplénica submetidos a esplenectomia, ligadura da veia gastrica esquerda e auto-implante de tecido
esplénico. Método: Quatro grupos foram envolvidos na investigagao: G1 — 12 portadores de esquistossomose hepatoespl énica
(EHE) sem tratamento; G2 — 13 portadores de EHE que receberam tratamento clinico e se submeteram a operagdo para
descompressdo do sistema porta: esplenectomia e ligadura da veia gastrica esquerda (EHE/ELGE); G3 - 19 pacientes jovens
similares a G2, mas que receberam também auto-implante de tecido esplénico no omento maior (EHE/ELGE/AI); e G4 - 15
individuos sem infec¢do pelo S. mansoni advindos da mesma area geografica, apresentando as mesmas condigdes socio-econdmi-
cas (GC). Resultados: Os individuos normais (GC - sem esquistossomose) apresentam niveis de SOD significantemente menores
que os portadores de EHE sem tratamento (p<0,01); e agueles do grupo EHE/ELGE (p<0,05). Os niveis de SOD do grupo EHE/
ELGE/AI sdo estatisticamente similares ao grupo GC (p>0,05). Concluséo: Os resultados corroboram a hipétese de que o
tratamento clinico associado a esplenectomia, ligadura da veia gastrica esquerda e auto-implante de tecido esplénico, em porta-
dores jovens de esquistossomose hepatoesplénica, tendem a manter a resposta imune desses individuos (Rev. Col. Bras. Cir. 2007;

34(1): 25-30).

Descritores: Esquistossomose mansoni; Bago; Esplenectomia; Superéxido dismutase; Auto-imunidade.

INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca que afeta mais de
200 milhGes de africanos, asiéticos e americanos e sendo
considerada como problema de Salide Publicat. No Brasil,
houve sucesso na reducdo das formas graves, entretanto, o
mesmo N&o aconteceu nainterrupgdo datransmissdo, e nem
nareducdo dapreval énciacom nivel inferior a5%. Naregido
Nordeste concentram-se as prevaléncias mais elevadas®.

Com relagdo a infecgdo por Schistosoma mansoni
em Pernambuco podemos afirmar que o nimero de
hospitalizag6es nessas regi6es diminuiu no periodo de 1995 a
1998, e aumentou no periodo de 1999 a2000%. Nesse Estado, o
tratamento cirurgico para hipertensdo porta inclui
esplenectomia e ligadura da veia gastrica esquerda®; em cri-
ancas o auto-implante de tecido esplénico no omento maior €

adicionado para prevencdo de infeccdo fulminante pos
esplenectomia®. O risco deinfecgdo grave € um problemaim-
portante em pacientes esplenectomizados®.

O efeito imune de protegdo da esplenose apds auto-
implante de tecido esplénico no omento maior em criangas
portadoras de esquistossomose mansdnica que se submete-
ram aesplenectomiatem sido estudado. Todavia, emborava-
rios estudos®”® emprestem suporte ao conceito da manuten-
¢80 da funcdo imune esplénica apds esse procedimento, o
assunto ainda € objeto de controvérsia quando os mondécitos
desses pacientes sd0 submetidos ao stress®.

Um aspecto importante apds os tratamentos clinico
e cirlrgico dos portadores de esquistossomose
hepatoespl énica é a possibilidade de nova infecgdo. Nesse
sentido a manutengédo dos pacientes nas areas endémicas
tornapossivel essefato. Além do mais, aproximadamente um
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em cada cinco dos pacientes jovens tratados mantém carga
parasitériaresidual apos ostratamentos clinico e cirdrgico, o
gue pode continuar repercutindo nareservafuncional hepati-
ca desses pacientes’.

A associacdo entre os niveis hepéticos de superdxido
dismutase (SOD) e infec¢do por S mansoni tem sido de-
monstrada em camundongos. Esses animais quando
infectados apresentam altos niveis dessa enzima, que
retornam aval ores normais quando recebem tratamento com
praziquantel®. Por outro lado, como parte da resposta
citotoxica do ser humano contra ainfeccdo por S. mansoni,
sobretudo na forma de larva, estd a producdo de radicais
oxidantes como o anion superdxido e hidroxilas!'. Entre os
mecani smos de sobrevivénciados parasitas narelagdo para-
sita hospedeiro, encontra-se a produgdo de enzimas anti-
oxidantes como a SOD™ 13,

O stress oxidativo tem papel importante no sistema
de defesa imune dos seres humanos, todavia os niveis dos
agentes oxidantes sdo controlados pelo sistema de defesa
anti-oxidante, o qual € composto por anti-oxidantes e pro-
anti-oxidantes!. Pacientes com colestase cronica, particular-
mente agquel es com cirrose, s8o mais susceptiveis as compli-
cacOes infecciosas, apresentando acentuada diminuicdo do
status anti-oxidante tanto no soro como nos neutréfilos™. De
formasimilar, ascriangascom desnutri¢do grave apresentam
significante diminuicdo daatividade da SOD, quando compa-
rado com criangas normaist®.

Sendo a esquistossomose mansonica na forma
hepatoespl énicaumadoencaque, de certaforma, comprome-
te a reserva funcional hepética, e levando em consideracéo
gue o tratamento cirdrgico da hipertensio porta no Nordeste
do Brasil inclui a esplenectomia, com conseqgliente aumento
do risco de infecgdo, esse estudo teve como objetivo avaliar
0s hiveis de SOD produzido por células mononucleares do
sangue periférico de adolescentes e adultos jovens portado-
res de esqui stossomose naforma hepatoespl énica, que tinham
se submetido, quando criangas, & esplenectomia, ligadura da
vela géstrica esquerda e auto-implante de tecido esplénico,
em bolsa, no omento maior.

METODO

O estudo foi prospectivo, realizado no Servigo de
Cirurgia Pediétricado Hospital das Clinicasdo Centro de Ci-
énciasda Salde e no Laboratério de ImunologiaK eijo Assami
(LIKA) —Universidade Federa de Pernambuco.

Foram constituidos quatro grupos de voluntérios da
pesquisa:

G1 — 12 portadores da infec¢8o por S mansoni na
forma hepatoespl énica sem ter recebido nenhuma forma de
tratamento (Grupo clinico dereferéncia- EHE). Dez eram mu-
Iheres e dois homens. As idades variaram de 10 a 30 anos
(Média= 20,0 + 2,1 anos). Todos 0s pacientes eram proveni-
entes de &rea endémica parainfecgdo por S. mansoni. Todos
apresentavam Kato-Katz positivo.

G2 — 13 pacientes EHE, semelhantes aos do G1,
mas, apresentavam antecedentes de hemorragia digestiva
alta por varizes de esdfago, comprovadas por endoscopia
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digestivaalta. Nove eram mulheres e quatro eram homens.
As idades variavam de 18 a 30 anos (Média= 24,6 + 3,4
anos). Eles tinham recebido tratamento clinico com
praziquantel (20mg/Kg) em dose Unica, e se submetido a
esplenectomia e ligadura da veia gastrica esquerda, para
descompressdo do sistemaporta. (Grupo cirdrgico derefe-
réncia- EHE/ELGE).

G3 - 19 pacientes jovens clinicamente similares
aos do grupo G2. Treze eram mulheres e seis homens. As
idadesvariaram de 16 a 25 anos (Média= 20,2 + 3,6 anos).
Todos receberam tratamento médico pré-operatério com
uma dose Unica de oxaminiquine 20mg/K g. Eles se subme-
teram aesplenectomia, ligadurada veia gastrica esquerda
e auto-implante de dez fragmentos sem cépsula, do polo
superior do baco, envelopados em uma bolsa ho omento
maior. As medidas e os pesos desses fragmentos foram
aproximadamente: 3 x 2 x 2cm (+ 10g cada). Todostiveram
comprovagao de pega satisfatoria dos implantes, avaliada
por medicina nuclear usando cintilografia com enxofre
coloidal marcado com Tecnécio®. (Grupo Estudo - EHE/
ELGE/AI).

O seguimento clinico elaboratorial desses pacientes
éfeito a cada seis meses ou quando ocorre alguma alteracdo
clinica, como, por exemplo, sangramento digestivo alto. A
endoscopia digestiva alta é realizada a cada seis meses para
avaliagdo das varizes de esdfago e dagastropatia. Os pacien-
tes que apresentaram recidiva de hemorragia digestiva ata
foram incluidos no protocolo de esclerose endoscopica das
varizes de esbfago.

A colonoscopiaérealizadaanua mente no seguimen-
to pds-operatorio, o qual, neste grupo é de cerca de sete anos.
Esse procedimento é feito ndo apenas para seguimento da
colopatia, mas também para avaliagdo da infecgdo residual
pelo S. mansoni pelo oogramaquantitativo de rotina. S&o uti-
lizados trés biopsias de submucosano reto, ssgmoide e cdlon
descendente.

A investigacdo laboratorial nesse grupo incluiu, en-
tre outros exames, aavaliagdo dareservafuncional hepética.
Antes dos tratamentos médico e cirdrgico 14 (73,7%) paci-
entes foram classificados como Child-Pugh A e 5 (26,3%)
foram Child-Pugh B. No ultimo seguimento pds-operatorio
17 (89,5%) pacientesforam Child-Pugh A e 2 (10,5%) foram
Child-Pugh B.

G4 - 15individuos seminfec¢do por S. mansoni, que
viviam na mesma area e apresentavam as mesmas condicoes
s0cio-econdmicas dos pacientesincluidos nosgrupos G1, G2
e G3. Oito eram mulheres e sete homens. Asidades variaram
de15a28 anos(Média= 19,3 + 4,3 anos) - (Grupo Controle-
GO).

Todos os pacientes foram cuidados no Hospital das
Clinicasdo Centro de Ciéncias da Salide daUniversidade Fe-
deral de Pernambuco.

A obtencdo de mondcitos no sangue periférico
(PBMC) foi realizada segundo o protocolo descrito a se-
guir: sangue obtido era distribuido em tubo estéril, de vi-
dro, com capacidade para 50ml; posteriormente, diluido na
proporcdo de 1:2 em meio de culturaRoswell Park Memorial
Institute (RPM1 1640), estéril a8°C. Aos40ml da suspensdo
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eram adicionados 10ml de Histopaque (SIGMA). A mistura
era centrifugada por 30 minutos a 1400rpm (2° a 8°C). A
seguir, era coletada, com pipeta de Pauster, a camada for-
mada pelas células mononucleares do sangue periférico
(PBMC), que eratransferida paraoutro tubo de centrifuga.
Naseqliénciaeram adicionados 15ml de meio RPMI 1640, e
feitanova centrifugagdo por 10 minutos nas mesmas condi-
¢Oes anteriores. O sobrenadante era aspirado e despreza-
do. Posteriormente, o sedimento eraressuspendido em 2ml
de meio de cultura RPMI 1640 completo, contendo soro
fetal bovino a 3% e antibidticos (penicilina 100U/ml e
estreptomicina 100mg/ml). Desta Ultimasolugdo, eraretira-
daaliguotade 10ml e colocadaem tubo Eppendorf, plastico
e estéril, e adicionado, a suspensdo de células, 90ml do
corante azul tripan a0,05%. Ao final, amisturaeradisposta
sobre umaléminaespessa de vidro (Hemocitémetro ou Ca-
marade Neubauer), aqual eralevadaao microscdpio optico
para contagem das células.

A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi
mensurada pelo método da quimioiluminescéncial’. O
superdxido eragerado pel o sistema xantina/xantina oxidase.
Os mondcitos (10°%) aderidos & placa de cultura eram esti-
mul ados com acetato miristato de forbol (PMA) e sonicados
para anélise da atividade da SOD. O ensaio da
guimioiluminescénciaerarealizado em 0,1M deglicinaem
NaOH, pH de 9,0, contendo 1mM de EDTA e 1mM de
salicilato sodico. A reagéo erainiciadapelaadicéo de 0,2ml
de solucéo de xantina em uma concentragéo final de 2,5 x
10°M para0,2ml de xantina oxidase (concentracdo final de
4mU/amostra), na presenca de lucigenina (concentragao fi-
nal de 0,1mM. A intensidade da luz era mensurada 30 se-
gundos apos iniciada a reagdo pela xantina. Quantidades
de SOD nas amostras eram cal culadas pela comparagéo do
seu efeito inibitério naformag&o do superoxido com o efei-
to de aumento conhecido de concentracédo de SOD
purificada, usando SOD inativada pelo calor como 0% de

inibicdo. As mensuragdes eram realizadas antes e apds
estimulagdo, quando o pico da quimioiluminescéncia de-
pendente da lucigenina era alcangado. Foi realizada uma
curvacinéticadaatividade daenzimanostemposO, 5, 10 e
15 minutos. Como o tempo de 10 minutos foi o de maior
atividade em todos os grupos, e 0 que apresentou menor
grau de dispersdo dos resultados, foi tomado como tempo
deleitura. Os resultados da leitura foram expressos em ng
SOD/mg de proteina.

Utilizou-se o teste de comparacdo multiplade Tukey-
Kramer para verificacdo de diferencas entre as médias dos
valores de SOD nos grupos envolvidos no estudo; sendo
aceito P <0,05 pararejei¢do dahipttese de nulidade.

O estudo faz parte de uma linha de pesquisado pro-
gramade pés-graduacdo em cirurgiado Centro de Ciénciasda
Salide da Universidade Federal de Pernambuco, cujo projeto
foi aprovado pelo Comité de Eticadalnstituico.

RESULTADOS

As médias dos niveis de SOD produzidos por
mondcitos dos quatro grupos envolvidos na investigacdo
estdo expressos na Tabela 1.

DISCUSSAO

Existem vérias a¢des visando o controle da
esguistossomose, incluindo medidas contra os hospedeiros
intermediarios, melhoradas condi¢des higiénicae sanité&riada
populagd@o exposta, assim como melhora do suprimento de
agua potével; melhora da educacdo sanitéria desta popula-
¢d0; tratamento intensivo, individual ou coletivo das pessoas
nas areas de alta prevaléncia; protecdo contra a penetracéo
das cercarias de S mansoni; e vacina que venha a proteger
estes individuos expostos®. Todavia, os obstaculos sdo im-
portantes e requerem decisdo politica e investimentos publi-

Tabela 1 — Média dos niveis de SOD (ng SOD/mg de proteina) produzidos por mondcitos do sangue periférico dos quatro

grupos.
Grupos EHE; EHE/EL GE; EHE/EL GE/Al; eGC Média+ DP

ng SOD/mg deproteina
Portadores de esquistossomose na forma hepatoespl énica (EHE) 92 + 38
Pacientes esplenectomizados (EHE/EL GE) 85 + 32
Pacientes esplenectomizados com auto-implante (EHE/EL GE/AI) 73 = 31
Grupo controle (GC) 51 + 21

Teste de comparagao multiplade Tukey-Kramer

Compar agdes Diferencasdemédias q P

GC versus EHE/ELGE/AI 217 271 P>0,05
GC versus EHE/ELGE 335 376 P<0,05
GC versus EHE 415 729 P<0,01
EHE/ELGE/Al versusEHE/EL GE 119 441 P>0,05
EHE/ELGE/Al versusEHE 198 498 P>0,05
EHE/ELGE versusEHE 0,79 089 P>0,05
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cos, ndo disponiveis>21819, E importante ser assinalado que
todos osvoluntérios dainvestigagdo vivem naRegido daMata
de Pernambuco, onde amai oriada popul agdo tem baixo poder
aquisitivo e apresentabaixo nivel de educagdo. Além domais,
homens e mulheres desenvolvem atividades de subsisténcia,
como pescae lavagem de roupa, nosriosinfestados pelo hos-
pedeiro intermediério e pelos S. mansoni.

Educacdo bésica para todos os individuos do Nor-
destedo Brasil, poderiaser oinicio dasolucdo deste problema
de salide publica que aindaacomete varios estados, incluindo
Pernambuco®. Umamelhor distribui¢do econdmicapoderiase
constituir naconseguéncialdgica. Essas ages seriam impor-
tantes no controle mundial destadoenca, aindaprevalenteem
vé&rios paises®, incluindo o Brasil.

A patogénese desta doenca na forma hepato-
espl énica resulta dos ovos produzidos por S. mansoni adul-
tos que habitam acirculagcdo porta de seres humanos. A gra-
vidade da doenca € uma funcdo da carga parasitaria e, con-
seqlientemente, da reposta inflamatéria do hospedeiro aos
ovos depositados hos espagos porta do figado. Assim sen-
do, aproximadamente 10% dos individuos infectados apre-
sentam as formas mais graves, incluindo a hepatoesplénica
com hipertensdo porta, varizes esofagianas e sangramento
digestivo alto.

A utilizag8o de enzimas que atuam no metabolis-
mo deradicais oxidanteslivres, tanto pelos parasitas, quan-
to pelos hospedeiros constitui-se em uma arma poderosa
na tentativa de evasdo dos hdspedes do sistema porta,
assim como das células mononucleares componentes do
sistemade defesa do ser humano. Além do mais, o uso de
vacina baseada em antioxidantes, como a super 6xido
dismutase (SOD), contra vermes adultos de S. mansoni
constitui objeto de investigacéo recente, com resultados
promissores'?,

Deve-seressaltar que osradicais oxidantes|livres,
Ccomo 0s anions superdxido, representam papel importan-
te namediac&o do processo de infecgéo, por interferirem,
em associacdo com interleucinas, na aderéncia das célu-
las mononucleares e nas bactérias, — processo envolvido
tanto pelos agentes infecciosos quanto pelo sistema de
defesa dos seres humanos?. Além do mais, ele faz parte
do stress oxidativo, que € importante fator natentativade
equilibrio infec¢8@o — resposta imune. A SOD, por outro
lado, € importante como catalisador da atividade de
dismutacéo desse anion, regulando aotimizacdo e alimi-
tacdo de sua acdo, que tanto pode ser benéfica para o
organismo como pode vir a ser danosa para um conjunto
de células do hospedeiro®®. Assim sendo, manter niveis
adequados de SOD é importante, do ponto de vista da
regulacdo, tanto no mecanismo de preservacéo e defesa
do hospedeiro, como no estabelecimento de mecanismo
gue vise impedir umanovainfecgdo pelo S. mansoni, pois
essa enzima &, sobretudo, importante contra as formas de
larva desse parasita'“.

O fato dos portadores de esqui stossomose mansonica
naforma hepatoespl enica apresentarem os niveismaiseleva-
dos de SOD, nos mondcitos periféricos, estd em consonancia
com trabalho experimental em camundongos portadores da
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mesma doenca, ondefoi observado que os nivels elevados de
SOD hepética eram normalizados quando tratados com
praziquantel*°. Estas altas concentragdes de SOD nos pacien-
tes sem tratamento interferem na desativagcdo de radicais
oxidantes livres que poderiam ser ativados na eliminagéo de
novas larvas do S. mansoni, diminuindo a resisténcia desses
individuos a novas infecgdes?.

De forma similar, o achado de niveis de SOD nos
pacientes do grupo EHE/EL GE/A| préximos aos dosindivi-
duos do grupo controle sugere que esses pacientes recebe-
ram tratamento clinico adequado. Vale ressaltar que neste
grupo os pacientes sdo submetidos a colonoscopia anual-
mente, ndo apenas para controle da colopatia
esquistossomatica, assim como paraavaliagdo, pelo oograma
quantitativo, de carga parasitéria residual. Assim sendo, os
cinco dos dezenove pacientes deste grupo que apresenta-
vam ou carga parasitéria residual, ou tinham sofrido nova
infeccdo, receberam um segundo tratamento com
praziquantel, o que deve ter contribuido para melhor
erradicacdo daparasitose, que conseqiientemente contribuiria
paramelhor estabilizagdo dos niveis de SOD. Ha que se ob-
servar que 0s pacientes que apresentam carga parasitaria
residual tém umatendénciaaapresentar menor reservafun-
cional hepética®, tornando-os susceptiveis do ponto de vis-
tadarespostaimune ainfeccBes ou infestagdes parasitérias.
Levando em consideracéo que a colonoscopiando éfeitade
rotina nos adultos do grupo EHE/EL GE é provavel que al-
guns pacientes ainda tenham doenca em atividade, o que
poderia estar associado a niveis mais altos de SOD; proxi-
mos aos pacientes ndo tratados.

Por outro lado, deve ser ressaltado que adiminui-
¢do do sistema de defesa antioxidante, pode levar ao ex-
cesso na formacéo de radicais livres que pode promover
ou intensificar o processo da patogénese da doenca he-
pética, fato que ocorre em portadores de doencgas croni-
cas desse orgao'®, podendo, de forma similar, ocorrer em
portadores da forma hepatoespl énica da esqui stossomose
mansonica. Além do mais, a diminuic¢éo de SOD também
pode ocorrer em portadores de desnutri¢cdo'®, condicao
encontrada com certa freqiéncia nos portadores de
esquistossomose mansdnica na forma hepatoesplénica
residentes na regido da mata do estado de Pernambuco,
de onde provém todos os envolvidos na investigagao.
Estas observacBes emprestam suporte a hipotese de que
afalta de homeostase dos radicais livres pode contribuir
para o desenvolvimento do dano no espago portaem por-
tadores da forma hepatoesplénica da infecgdo pelo S.
mansoni.

Os resultados evidenciando a similaridade das
concentracdes de SOD produzida por mondcitos de indi-
viduos normais com aproduzida pel os portadores jovens de
esquistossomose hepatoesplénica emprestam suporte
adicional a hipétese de que o tratamento clinico, e a
esplenectomia, ligaduradaveiagastricaesquerdae o auto-
implante de tecido esplénico, nestes pacientes, tendem a
manter sua respostaimune. Os pacientes jovens portadores
de esquistossomose tendem a manter sua resposta imune
apds o tratamento operatorio.
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ABSTRACT

Background: Super oxide dismutase (SOD) is an enzyme that catalyzes the dismutation of super oxide radicals. It is
important not only for protecting the human immune system against S. mansoni, as well as for producing competent
response fromthe host against this parasite or other infectious agents. So, it has been investigated the production levels
of SOD by peripheral monocytes from young carriers with hepatosplenic schistosomiasis mansoni who underwent
splenectomy, left gastric vein ligature and spleen tissue autoimplantation. Methods: Four groups were enrolled in the
investigation: G1 — 12 carriers with hepatosplenic schistosomiasis mansoni without treatment (HSM); G2 — 13 HSM
patients who received medical treatment and underwent surgery for relief of portal hypertension — splenectomy and | eft
gastric vein ligature (HSM/SLGV); G3 — 19 young patients, similar to those of G3 who in addition received spleen
mor sel's autoi mplantation on the greater omentum (HSM/SLGV/AI); and G4 — 15 subjects from the same area with the
same economical statuswithout S. mansoni infection (Control group CG). Results: The CG presented significantly lower
levels of SOD as compared with the HSM patients (p<0.01) and those of G2 (HSM/SLGV) — (p<0.05). Levels of SOD
from patients of group G3 (HSM/SLGV/AI) were similar to those of the control group (p>0.05). Conclusion: Theresults
lend further support to the hypothesisthat clinical treatment followed by splenectomy, |eft gastric vein ligature and spleen
mor sel s autoi mplantation in young patients, who wer e schistosomiasis mansoni carrierswith hepatosplenic form, helps

Niveis de Superdxido Dismutase Produzidos por Mondcitos

to maintain the immune response of these patients.

Key words: Schistosomiasis mansoni; Spleen; Splenectomy; Superoxide dismutase; Autoi mmunity.
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