Artigo Original

Rev. Col. Bras. Cir . Vol. 30 - N° 6: 447-451, Nov. / Dez. 2003

ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA HEPAT OESPLENICA HUMANA:
PRODUCAO DE TNF-a EM MONOCITOS

HEPAT OSPLENIC HUMAN SCHIST OSOMIASIS: TNF-a PRODUCTION IN
MONOCYTES

Carlos Teixeira Brandt, TCBC-PE!
Carlos Roberto Carvalho Leite?
Célia M. M. B de-Castrc’

Raul Manhaes-de-Castrd

Carlos Brandt Filho®

RESUMO: Objetivo: Investigar os niveis de liberagdo de TiPem cultura de mondcitos em portadores
humanos da forma hepatoesplénica de esquistossomose mamdérada: Foram incluidos aleatoriamen-

te, no estudo, 39 voluntarios de idades variando entre 15 e 31 anos, 19 homens e 20 mulheres, divididos em
trés grupos. Grupo 1 (GC) 12 individuos sadios, sem esquistossomose. Grupo 2 (Al) 18 individuos portadores
de esquistossomose mansdnica na forma hepatoesplénica, que tinham se submetido a esplenectomia, ligadu-
ra da veia gastrica esquerda e auto-implante de tecido esplénico no omentquaamo tinham idades

entre 7 e 16 anos. Esses pacientes receberam oxaminiquine na dose de 20mg/kg 30 dias antes do procedimento
cirdrgico. O seguimento médio atual é de cerca de 8 anos. Grupo 3 - pacientes esplenectomizados sem auto-
implante esplénico (ESAI) constituido de nove adultos jovens que tinham se submetido a esplenectomia sem
auto-implante esplénico e desconexéo azigo-porta. Os pacientes esquistossométicos dos grupos 2 e 3 tive-
ram confirmagdo dessa doenca pela presenca de fibrose de Symmers nas bidpsias hepéticas realizadas
durante o ato cirdrgico. Foram colhidos 6 ml de sangue periférico de cada um dos voluntérios incluidos no
presente estudo, cujos mondcitos foram separados por centrifugagdo e cultivados no meio de cultura
Cultilabd). Amostras de 1Q0 do sobrenadante da cultura de monécito$d@ldlas/ml), de cada individuo

dos trés grupos, eram colhidos para determinagdo das concentra¢des ae BSS&-concentragdo era
mensurada pelo estudo colorimétrico de ELISA para citocinas (Quanti¢thin&stema R&D), apds 4

horas de estimulagao com PMA e incubacéo, em uma atmosfera imida com 5%a@PC@Resultados:

As concentrag8es de TNF?2 ndo diferiram significantemente nos trés grupos estudados [(GCHIRE®

pa/ml; Al 97,0+ 25,4 pg/ml e ESAI 107;8 52,1 pg/ml) ANOVA, F =0,210; p = 0,813Conclus&o:Os achados
contribuem para hipotese de que apds esplenectomia com ou sem auto-implante esplénico a fun¢do dos
monadcitos, com relagdo a produgédo de TdJFantém-se preservada.

Descritores:Esquistossomose mansoni; Bago; Figado; Esplenectomia; Transplante; Fator de necrose tumoral; Mondcitos.

INTRODUCAO ¢ao fulminante pés-esplenectomia (IFPE). Varias
medidas tém sido tomadas no sentido da prevencéo
Criancas submetidas a esplenectomia totaldessa complicagdo, potencialmente fatal. Entre elas
tém maior susceptibilidade em desenvolverem infec-estao: o uso de vacinas antecedendo a esplenectomia;
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antibioticoprevencéo prolongada e preservagao de Todos os pacientes foram incluidos de forma
tecido esplénico ou por esplenectomia parcial ou pomaleatéria, de acordo com suas voltas para seguimento
auto-implante esplénico no omento maibr no ambulatério de esquistossomose cirargica do Ser-
Os mecanismos envolvidos na prote¢éo con-vi¢o de Cirurgia Geral da Crianca — Hospital das Cli-
tra a IFPE tém sido investigados e incluem a pesquisaicas da Universidade Federal de Pernambuco. Es-
da atividade microbicida dos mondécitos e fagdcitosses pacientes sdo submetidos a uma rotina de inves-
em pacientes que tiveram parte do bago preservadiigacao clinica, laboratorial, endoscopica e ultra-
ou auto-implantado apds esplenectdiiia sonografica desde o periodo pré-operatorio e a cada
As citocinas estdo envolvidas, entre varias seis meses no seguimento pos-operatorio. O segui-
funcges, e de forma diversa, na resposta inflamatorianento médio atual € de cerca de oito anos.
de pacientes que recebem carga adicional de toxinas Cintigrafia com enxofre coloidal marcado com
por diversos microorganismos. A citocina fator de tecnéci®™tem sido usado anualmente, para confir-
necrose tumoral alfa (TNB) est4 envolvida na re- macéao da esplenose eficiente — quando o nimero de
generacdo hepética quando o hospedeiro entra emddulos esplénicos é maior que trés. Os pacientes in-
contato com agentes que possam danificar o figadaluidos no presente estudo apresentavam esplenose
estimulando a regeneracdo hepatica, que em ultimaficiente.
analise pode participar no mecanismo de defesa des- Grupo 3 - Nove adultos jovens submetidos a
se hospedeiro contra toxicinas e/ou infectdedor esplenectomia sem auto-implante esplénico (ESAI)
outro lado, esta citocina desempenha papel crucial ne desconexdo azigo-porfeodos eram portadores
formacéo do granuloma esquistossomaético e seus akomprovados de esquistossomose hepatoesplénica.
tos niveis estdo associados a um aumento de risco na Os pacientes esquistossomoticos dos grupos
fibrose porta esquistossomoticy 2 e 3 tiveram confirmacao dessa doenca pela presen-
O presente estudo tem como objetivo avali- ca de fibrose de Symmers nas bidpsias hepaticas re-
ar os niveis de producdo de TNFpor monécitos  alizadas durante o ato cirargico.
cultivados em amostra de sangue periférico de paci- Foram colhidos 6ml de sangue periférico de
entes jovens portadores de esquistossomose na focada um dos voluntarios incluidos no presente estudo.
ma hepatoesplénica, com sangramento digestivo altd) sangue era centrifugado a 1.640 RPMI separado
submetidos, quando criancas — sete a dezesseis an@gr gradiente de densidade no Histopaque 1077
a esplenectomia, ligadura da veia gastrica esquerdéSigma-AldrictO), sendo o sedimento celular colhi-
e auto-implante de tecido esplénico no omentodo. ApGs duas lavagens era re-suspenso, seguindo-se

maior. nova centrifugagdo a 1.640 RPM. O novo sedimento
) era suplementado com soro fetal bovino (Cultilab
METODO penicilina 1.000U/ml), estreptomicina (1@ml) e

anfotericina B (0,28gml). A densidade de mondcitos,

Trinta e nove voluntarios de idades variando obtida no sobrenadante era de Pxdlulas/ml. Os
entre 15 e 31 anos, 19 homens e 20 mulheres, foramnonécitos eram transferidos para um tubo de cultura
divididos em trés grupos. com pocos de 35mm de diametro (2ml/pogo,

Grupo 1 (GC) -12 individuos sadios, sem Falcoril).
esquistossomose. A auséncia de infec¢cdo por Resumidamente, amostra de d@a cultu-
Schistosoma mansofti confirmada ap0s trés Kato ra de mondcitos (26€lulas/ml), de cada individuo dos
Katz negativos feitos em dias alternados. trés grupos, era colhida para determinacéo da con-

Grupo 2 (Al) -18 individuos portadores de centragcdo de TNEr. Essa concentragdo era
esquistossomose mansodnica na forma hepatoesplénicaensurada pelo estudo colorimétrico de ELISA para
procedentes de zona endémica para esquistossomosiocinas (Quanticinind$ — Sistema R&D), apés 4
com Kato Katz positivo, submetidos a esplenectomiahoras de estimulacdo com PMA e incubag&o, em uma
ligadura da veia gastrica esquerda e auto-implante datmosfera imida com 5% de €®37C.
100g de tecido esplénico no omento maimrando O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
tinham idades entre sete e 16 anos. Esses pacientds Centro de Ciéncias da Saude e os voluntarios assi-
receberam oxaminiquine na dose de 20mg/kg, 30 diasaram termo de consentimento para o desenvolvimento
antes do procedimento cirdrgico. da pesquisa.
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Os dados foram expressos por suas médias e No presente estudo, no grupbforam in-
desvios padrdo. O numero de dados em cada experéluidos os pacientes que tiveram uma esplenose efici-
mento refere-se as amostras separadas de cada veate. Nenhum desses casos desenvolveu maior fre-
luntério. Foi utilizado o teste “t” de Student para amos-quéncia de infec¢do do que na comunidade ou apre-
tras ndo pareada&.andlise de varidncia (ANQY sentou sinais ou sintomas de IFPE
foi usada para avaliagcdo de diferengas entre as médi- A esplenose adquire algumas caracteristicas
as. Aceitou-se p<0,05 para rejei¢cdo da hipétese dele todo bago, tais como fluxo vascular rico permitindo
nulidade. uma ocorréncia abundante de células inflamatorias,

fatores de crescimento e producao de citoéinas
RESULTADOS regeneracdo do tecido esplénico auto-implantado é
mais efetiva nos seres humanos jovens do que nos

A concentracdo de TN&2? no sedimento da mais idoso%¥2% Achados similares foram descritos
cultura de mondécitos dos trés grupos foram similaresem ratos. A esplenose apds auto-implante ndo apre-
GC 135,0: 51,6 pg/ml; Al 97,& 25,4 pg/mle ESAI  sentou func&o de protecdo em adultos, contudo, os

107,0+. 52,1 pg/ml (@bela 1). niveis de sobrevida aumentaram em ratos recém-nas-
cidos, quando eram infectados intencionalnténte
Tabela 1- Distribuicdo das concentracbes de THF- O baco contém uma grande quantidade de

no sobenadante da cultura de mondcitos dos mondcitos e macréfagos que estdo envolvidas na
grupos estudados. Os dados estdo espos por endocitose e degradacdo intra-celular de moléculas
suas médias e desvios padrao (ANMQWV = 0,210; estranha®. A sua remog&ao constitui-se em obstacu-

p = 0,813). lo importante nessas fungdes e a manutencédo, pelo
menos parcial, de tecido esplénico, como o auto-im-
Grupos n Média £ DP plante, visa a manter essas atividades de defesa do
GC 12 135,04+ 51,6 pg/ml hOSped(e)'ro' cios oarticinam d o
Apr* 18 97.0 + 25.4 pg/ml s mondcitos participam da resposta imune

através de aderéncia ao substrato, quimiotaxia,
ingestdo de células e particulas inertes, fagocitose
*GC —Grupo controle; **Al — Grupo com autoimplante esplénico; pacteriana, liberacdo de mediadores bioativos e

ESAl*+* 09  107,0+52,1pg/ml

*“**ESAI — Grupo esplenectomizado sem autoimplante. citocinas pré-inflamatérias como TNFe producédo
. de radicais livres como o anion superoxido
DISCUSSAO Apo6s 30 minutos da aderéncia dos mondcitos

ocorre o inicio de um evento regulador complexo

O bago € importante na resposta infr&ua  definido por alteragées rapidas nos niveis de RNA-m
remocdo acompanha-se da reducdo da atividade mediadores inflamatérios como a interleucina 1
fagocitica por diminuicdo de macrofagos, de (IL-1) e TNF-a2. Macréfagos que nédo estejam ade-
mondcitos, dos niveis séricos de IgM, de tuftisina e dejdos ndo sio capazes de produzir qguantidades ade-
linfécitos T supressorésIFPE é mais freqlente em quadas d@NF-a. Ao contrario, os macréfagos ade-
criangas portadoras de doencas hepaticas, comfidos aumentam a secrecdo desta citétina
esquistossomose hepatoesplénica, quando compara- Semelhante aos resultados do presente estu-
da com pacientes que se submeteram a cirurgias equito as quantidades normais de T&fiberados no
valented'. Os microorganismos na corrente sangiineasobrenadante das culturas de mondcitos dos trés gru-
podem se multiplicar em poucas horas, resultando empos estudados indicam uma capacidade normal de
um estado vulneravel do paciente quando na auséryeracéo de citocina pelos mondcitos desses pacien-
cia do baco e de suas funcBes tes. Além do mais, os resultados d&o suporte & hip6-

O auto-implante de tecido esplénico € umatese de que os mondcitos dos portadores de
forma de preservar a fungéo imunolégica esplénicaesquistossomose mansoénica, submetidos a tratamen-
quando a esplenectomia for inevitd¥&l A esplenose  to clinico-cirdrgico, com ou sem auto-implante
pode contribuir na producéo de mondcitos que manesplénico ndo modificaram suas capacidades de pro-
tém a atividade microbicida normal, preservando par-duzirem aquela citocina, de forma similar ao grupo
cialmente a resposta imune do hospedeiro. controle.
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A infeccdo porS. mansonesta associado resposta imune e possivelmente no controle da pro-
com altos niveis de TNE; particularmente na forma pria morbidez da forma humana da esquistossomose
hepatoesplénié&a'® Aparentemente, os niveis nor- mansonica. E provavel que a expressio da IL-10 ini-
mais de TNFa encontrados no presente estudo su-bindo o TNFea possa estar associado a resisténcia e
gerem que exista a inducdo para producdo dessa intensidade da infeccdo p&omansofi. Por ou-
citocina e que também ocorra a formacao do receptro lado, 0 estimulo & produgéo e ao bloqueio de @NF-
tor sollvel do TNFa. Esse receptor estaria ligado ao estdo relacionados aos processos de dano e regene-
TNF-a reduzindo a fragéo livre dessa citocina. A racéo do figado, em diversos processos que levam a
interleucina (IL-10) seria importante na regulacéo danecrose e regeneracdo desse 6tgao

ABSTRACT

Background: To investigate TNF& levels eleased by monocyte cukun beaers of human hepatosplenic
schistosomiasis mansoM.ethods: In this study we randomly included 39 volunteers with ages from 15 to

31 years, 19 men and 20 women, divided into three groups. Control Group 1 (CG) 12 healthy people
without schistosomiasis. Auto implanted spleen group 2 (AIS) 18 young adults with hepatosplenic
schistosomiasis mansoni who ungent splenectomiigature of the left gastric vein and auto implantation

of spleen tissue into the major omentum, when the age varied between 7 and 16 years. These patients
received oxaminiquine in a single dose of 20mg/kg 30 days before the surgical treatment. The mean follow-
up was about 8 years. Group 3 — splenectomyzed patients without auto implantation of spleen tissue (SP).
Nine young adults were included and underwent total splenectomy without auto implantation of spleen
tissue and azigo portal disconnection. The patients with schistosomiasis from groups | and 1l had the
confirmation of their disease by the presence of Symmers fibrosis in the wedge liver biopsies during the
surgical procedure. Six 6ml of blood from all volunteers we collected.. The monocytes were separated by
centrifugation and cultivated in Cultildh medium. Supernatant samples of glofbom the monocyte

culture (10cells/ml), of each person were taken for the measure of @ Nbncentrations. This measure

was performed by colorimetric ELISA (Quantikihe R&D systems), after 4 hours of stimulation with PMA

and incubation with 3 humid atmosphere of 5% C®esults: The TNFe concentrations did not differ
significantly among the three groups [(GC 135.81.6 pg/ml; AIS 97.8 25.4 pg/ml and SP 1070 52.1

pg/ml) -ANOVA F = 0.210; p = 0.813]Conclusions: These findings give suppdo the hypothesis that

after splenectomy with or without auto implantation of spleen tissue the monocyte function, as far as the
production of TNFe is concerned, iis still preserved.

Key Words: Schistosomiasis mansoni; Spleen; Liver; Splenectomypt necosis factor; Monocytes.
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