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Avaliacdo das citocinas IL-10 e IL-13 como mediadores na
progressao da fibrose de Symmers em portadores de
esquistossomose mansdnica na forma hepatoesplénica

Evaluation of the cytokines IL-10 and IL-13 as mediators in the progression of
symmers fibrosis in patients with hepatosplenic schistosomiasis mansoni

CarLos Teixeira BranoT, TCBC-PE'; Mario Rino?; MaiRa GALDINO DA RocHA Pitta®; JANINNE Siqueira Muniz®; DiEGo DE OLIVEIRA

Sitveira®; CElia Maria MacHabo Barsosa DE CASTRO?

RESUMDO

Objetivo: Investigar os niveis de IL-10 e IL-13 no soro de portadores da esquistossomose mansonica na forma hepatoesplénica (EHE),
avaliando o papel destas citocinas no desenvolvimento da fibrose hepatica. Métodos: O estudo foi prospectivo e analitico,
desenvolvido no Departamento de Cirurgia da Universidade Federal de Pernambuco, Laboratério de Imunologia Keizo Asami. Foram
estudados trés grupos: Grupo | - 25 portadores de esquistossomose mansonica na forma hepatoesplénica e ndo submetidos a
tratamento cirrgico; Grupo Il - 30 submetidos a esplenectomia e ligadura da veia gastrica esquerda; Grupo Il - 33 individuos sem
esquistossomose mansonica na forma hepatoesplénica ou qualquer outra doenca ou agravo que comprometesse a reserva funcional
hepatica. As concentragdes séricas de IL-10 e IL-13 foram obtidas pelo método ELISA. Considerando-se a natureza nao paramétrica,
todas as concentracdes foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis. p<0,05 foi usado para rejeicdo da hipdtese de nulidade.
Resultados: As médias das concentracoes de IL-10, em ng/mL, no soro foram: GI 50,0 = 59,0; Gl 38,0 + 270; GllIl 38,0 £ 20,0. As
concentracdes de IL-13, em ng/mL, no soro dos pacientes foram respectivamente: Gl 41,0 + 93,0; Gll 16,0 = 17,0; Glll 18,0 + 34,0.
Nédo se observou diferenca significante entre as médias das concentracoes de IL-10 e IL-13 entre os grupos de estudo (p>0,05).
Conclusdo: As médias das concentragdes séricas de IL-10 e IL-13 foram similares nos trés grupos estudados, indicando que,
possivelmente, estas citocinas no soro ndo estejam associadas aos diferentes graus de fibrose de Symmers nos pacientes.

Descritores: Esquistossomose mansoni. Baco. Esplenectomia. Interleucina-10. Interleucina-13.

INTRODUCAO

esquistossomose é doenca que afeta cerca de 200
milhdes de pessoas no mundo. No Brasil estima-se
que haja seis milhdes de portadores’. A regido nordeste é
a que apresenta maior prevaléncia?>. Em Pernambuco, a
maior prevaléncia encontra-se na Zona da Mata, com
frequéncia variando de 10% a 50% de seus habitantes.
A doenca apresenta-se em vdrias formas clini-
cas, com 5% a 7% dos individuos desenvolvendo lesdes
graves no figado e baco, na qual a fibrose representa um
dos aspectos importantes da infeccdo pelo Schistossoma
mansoni no homem#. A fibrose esquistossomaética é
consequente de reacao imunoldgica celular (granuloma)
dirigida contra o ovo do parasita que se deposita no figa-
do. O granuloma recém formado é inflamatério e quando
esta reacdo é mal controlada pelo organismo se torna

fibrotico. A formacdo do granuloma é mediada principal-
mente pelas células T CD4*, pelas células endoteliais, pe-
las plaquetas ativadas, pelos neutréfilos e pelos hepatécitos®.
A fibrose acontece devido ao acimulo de proteinas da
matriz extracelular (MPEC), como por exemplo, a laminin,
o colageno e connectin no espaco porta, processo denomi-
nado de fibrose periportal (FPP)®. As MPECs sao produzi-
das essencialmente pelas células hepaticas de Ito apés sua
diferenciacdo em miofibroblastos’. Em alguns pacientes o
tecido fibroso pode ser substituido por tecido normal
(fibrolise). Neste processo ocorre apoptose das células de
Ito e aumento da atividade das metaloproteinases (enzimas
que degradam as MPECs)8. Porém, em alguns pacientes
pode haver desequilibrio entre o processo de fibrogénese e
a fibrélise e por consequéncia desenvolvimento da FPP no
seu estado grave. Nestes pacientes, ha acimulo cada vez
maior das MPECs, consequéncia da nao apoptose das cé-
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lulas de Ito, e acimulo de tecido fibroso ao redor dos ra-
mos intrahepatico da veia porta®.

Varios estudos foram realizados a fim de deter-
minar o papel de certas citocinas na regulacdo do processo
de fibrogénese e fibrolise. Em modelos animais eviden-
ciou-se que as citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) contribuem
na formacao do granuloma e ao desenvolvimento da
fibrose®. Estas citocinas estimulam a multiplicacdo dos
fibroblastos e a producdo de MPECs'™®. O IFN-yfoi implicada
na fibrolise, na qual atua inibindo a multiplicacdo dos
miofibroblastos e a producdo das MPECs®. No homem,
estudos em regides endémicas para o Shistosoma mansoni,
demonstram papel protetor do IFN-y e agravante do TNF-a
no controle da fibrose grave''. Mostrou-se também que as
citocinas IL-10, IL-5 e IL-13 sao fortemente associadas com
as formas graves de fibrose'?. Recentemente, foi evidenci-
ado por andlise multivariada, que IL-13 é a citocina mais
fortemente associada ao desenvolvimento das formas gra-
ve de fibrose'. Estes estudos foram baseados na producao
de citocinas no sobrenadante de cultura de PBMC (células
mononucleares do sangue periférico) ap6s estimulo com
antigenos de ovos ou do verme de S. mansoni. Estudos
recentes sugerem que as células T regulatérias (CD4+CD25*)
produtoras de IL-10 possam interferir com imunidade pro-
tetora ao Schistosoma'™.

Em face da implicacdo de IL-13 e IL-10 no de-
senvolvimento da fibrose de Symmers, este trabalho teve
como objetivo avaliar o papel destas citocinas no desen-
volvimento da fibrose hepatica de portadores de
esquistossomose mansoénica. Desta forma, foram compa-
rados os niveis de IL-10 e IL-13 no soro de portadores da
esquistossomose mansonica na forma hepatoesplénica
(EHE), em portadores de EHE submetidos a esplenectomia
e ligadura da veia gastrica esquerda e em pacientes sem
EHE ou qualquer agravo a reserva funcional hepatica.

METODOS

O estudo foi prospectivo e analitico, desenvolvido
no Departamento de Cirurgia da Universidade Federal de
Pernambuco e Laboratério de Imunologia Keizo Asami (LIKA).
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do Centro de Ciéncias da Saude. Os voluntérios da
pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e escla-
recido. Apenas ap0s assinatura desse instrumento, portan-
to, os pacientes foram incluidos na investigacao.

A coleta de sangue foi realizada por ocasido de
exames complementares no proprio Hospital das Clinicas
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
de Pernambuco. A populacédo de estudo foi constituida de
trés grupos: Grupo | - 25 pacientes portadores de
esquistossomose mansdnica na forma hepatoesplénica
(EHE), adultos de ambos os géneros (16 do sexo feminino
e nove do masculino), com idades variando entre 15 e 80
anos, e que nao haviam sido submetidos a tratamento ci-

na forma hepatoesplénica

rurgico; Grupo Il - 30 portadores de EHE submetidos a
esplenectomia e ligadura da veia gastrica esquerda, adul-
tos de ambos os sexos (19 do feminino e 11 do masculino),
com idades variando entre 12 e 77 anos; Grupo Il - 33
individuos sem EHE ou qualquer outra doenca ou agravo
gue comprometesse a reserva funcional hepatica, proce-
dentes da mesma area endémica e apresentando a mes-
ma condicao sécio-econdmica, voluntarios, adultos de
ambos os sexos (25 do feminino e oito do masculino), com
idades variando entre 13 e 40 anos (Figura 1 - A e B).

Os critérios de exclusdo foram: pacientes com
doencas hematolégicas; individuos com antigenemia posi-
tiva para hepatites B e/ou C; pacientes com histéria de uso
abusivo de bebidas alcodlicas e/ou com bidpsia hepatica
com lesdes sugestivas de doenca hepatica alcodlica; paci-
entes em uso de corticosterdides ou em tratamento com
imunosupressores ou estimulantes do sistema imunolégico
durante o periodo do estudo.

As dosagens das citocinas foram feitas por cole-
ta de amostras de 5mL de sangue periférico dos voluntari-
os dos trés grupos. O sangue foi distribuido em tubos secos
para as interleucinas 10 e 13 no soro. Os materiais coletados
foram centrifugados a 3000 rpm durante cinco minutos.
Ap6s centrifugacao, os soros foram armazenados em tu-
bos Eppendorf, plasticos e estéreis e estocados a -20 °C
para posterior dosagem das interleucinas. As concentra-
coes séricas de IL-10 e IL-13 foram obtidas utilizando o Kit
Quantikine®respectivo (R&D systems).

Na analise dos resultados, os graficos foram rea-
lizados no programa SPSS. Diferencas estatisticas entre os
grupos foram analisadas através do software Jandel Sigma
Stat versao 2.0. Considerando-se a natureza ndo
paramétrica, todas as concentracdes foram analisadas pelo
teste de Kruskal-Wallis. A significancia estatistica foi consi-
derada, admitindo-se nivel critico de 5%, em todos os ca-
s0s (p < 0,05) para rejeicdo da hipdtese de nulidade.

RESULTADOS

Foram avaliados 25 portadores EHE (Grupo | -
Gl), 30 portadores de EHE submetidos a esplenectomia e
ligadura da veia gastrica esquerda (Grupo Il - Gll) e 33
pacientes, sem EHE ou qualquer agravo a reserva funcio-
nal hepatica (Grupo Il -GlIl). As médias das concentracoes
de IL-10, em ng/mL, no soro, foram: Gl 50,0 = 59,0; Gl
38,0 + 27,0,; Glll 38,0 + 20,0. Nao se observou diferenca
significante entre as médias das concentracdes de IL-10
entre os grupos de estudo (p>0,05) (Figura 2A). Quando se
comparou as médias de IL-10 entre os Grupos | e Il, ndo
houve diferenca entre as concentracdes séricas desta
citocina e a presenca de fibrose de Symmers (p>0,05).

As médias das concentracbes de IL-13, em ng/
mL, no soro dos pacientes foram respectivamente: Gl 41,0
+93,0; GIl 16,0 + 17,0; GllIl 18,0 + 34,0. Do mesmo que
para IL-10, nao se observou diferenca significante entre as

Rev. Col. Bras. Cir. 2010, 37(5): 333-337



Brandt

Avaliagdo das citocinas IL-10 e IL-13 como mediadores na progressao da fibrose de symmers em portadores de esquistossomose mansénica

335

na forma hepatoesplénica

médias das concentracoes de IL-13 entre os grupos estuda-
dos e também com a presenca de fibrose de Symmers nos
pacientes tratados (p>0,05) (Figura 2B). Observou-se que a
média das concentracdes séricas de IL-13 no Grupo | (doen-
te ndo tratado - EHE) tendeu a ser mais elevada, quando
comparada isoladamente com as dos grupos controle (GlII)
e tratado (Gll). Igualmente, quando comparou-se as médias
de IL-13 entre os grupos | e Il, ndo houve associacdo desta
citocina e a presenca de fibrose de Symmers (p>0,05).

Trabalhos realizados em zona de endemia mos-
tram a existéncia de relacao entre a exposicao prologada do
parasita, a intensidade de infeccao e a evolucdo para a for-
ma grave de fibrose'. Todavia, outros estudos mostram que
a gravidade da fibrose ndo se correlaciona sempre com os
niveis de infeccdo, na qual se observa estagios avancados
de fibrose em regides de baixa transmissdo'®, ou entdo altos
niveis de infeccdo em pacientes que nao desenvolvem a
fibrose'”. Estes resultados podem ser explicados pelo fato da
fibrose periportal ser doenca crénica que se desenvolve apds
varios anos de exposicao ao parasita. Ela foi diagnosticada
no momento que os niveis de infecgdo estdo baixos, mais
pode ter sido em consequéncia do alto nivel de infeccao
anos antes ao diagndstico. Isso é confirmado pelo fato que
88,0 e 55,2% dos pacientes do Grupo | e ll, respectivamen-
te, terem idade acima de 40 anos (Figura 1B).

DISCUSSAO

A esquistossomose hepatoesplénica é doenca
multifatorial, cujo desenvolvimento depende da interacdo
de varios fatores ambientais e do hospedeiro. Os estudos
genéticos demonstraram a existéncia de individuos resis-
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Figura 1 -

tentes e susceptiveis a infeccdo por S. mansoni; também
demonstraram que os mecanismos de protecao imune con-
tra a infeccao ou contra a forma hepatica severa da doen-
ca sao distintos. Desta forma, tém sido identificadas as
vias imunoldgicas envolvidas na protecdo e outras na agra-
vacao da doenca. Estes estudos podem informar as vias
que devem ser usadas como alvos para vacinas,
direcionando os ensaios a serem feitos com o objetivo de
proteger o individuo da infeccdo. Alelos de susceptibilida-
de também podem ser usados para identificar os individu-
0s que possuem alto risco/probabilidade de desenvolver a
infeccao na sua forma severa e estes individuos devem ser
inclusos em esquema de vacinacao ou protegidos regular-
mente com quimioterapicos.

Papel importante das interleucinas 10 e 13 no
desenvolvimento da fibrose hepética foi mostrados em tra-
balhos realizados em camundongos, e em humanos tem
sido alvo de estudos em todo o0 mundo™'. Porém, nao fo-
ram detectadas diferencas significantes nas concentracoes
de IL-10 e IL-13 no soro dos portadores de EHE (Grupo I); de
pacientes portadores de EHE submetidos a esplenectomia e
ligadura da veia gastrica esquerda (Grupo Il) e de voluntari-
os sem EHE ou qualquer outra doenca ou agravo que com-
prometesse a reserva funcional hepatica (Grupo lll). Estudos
adicionais devem ser realizados quantificando estas citocinas
no sobrenadante de cultura apés estimulos de PBMC com
antigenos do ovo e do parasita Schistosoma. Assim como,
quantificando-se a expressdo dos genes IL10 e IL13 em
biodpsias hepaticas e em PBMC apds estimulagdo com
antigenos do parasita. Estudos de marcagem das diferentes
populacées de linfécitos por citometria em fluxo também
devem ser realizados. Além de estudos incluindo outras
citocinas que participam das vias Th1, Th2 e Th17.
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Caracteristicas da populacao de estudo: em A, percentual de individuos por sexo nos grupos de pacientes estudados, em B

percentual de individuos com relagdo a idade em cada grupo.
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Trabalhos epidemiolégicos realizados em zona
de alta endemicidade mostram que os portadores de
fibrose grave sao mais frequentes em certas familias,
sugerindo a implicacdo de fatores hereditarios no de-
senvolvimento desta doenca. Com objetivo de encon-
trar o(s) gene(s) associado(s) a susceptibilidade/resistén-
cia a fibrose esquistossomotica, varios estudos genéti-
cos vem sendo realizados. Foi encontrada associacao
entre os niveis de infeccao e a regido 5931-q33%°, nesta
regido encontra-se o gene IL13. Polimorfismos na regido
promotora deste gene mostraram-se associados com
frequéncia elevada de infeccdo?'. Estudos em portado-
res de fibrose periportal grave, associada a hipertensdo
portal, detectou significante associacdo das regides 6q22-
0232 e 12924% na susceptibilidade/ resisténcia a desen-
volver este fenétipo. Polimorfismos nos genes IFNGR1
(6922-g23), que codifica para a cadeia & do receptor
IFN-y 22 e IFNG (12g24) ?*também foram encontrados
associados.

Um estudo genético recente, mostrou que o gene
CTGF (Connective Tissue Growth Factor) esta associado a

ABSTRACT

na forma hepatoesplénica
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Producao de IL-10 (A) e IL-13 (B) em pacientes dos Grupos I, Il e lll.

fibrose esquistossomatica. Este gene mostrou-se implicado
em numerosas funcdes celulares: crescimento, prolifera-
cao, apoptose, adesdo, migracao, producdo da matriz
extracelular e na diferenciacdo?, além de estar envolvido
no mecanismo fibrético de varias doencas, como pulmo-
nar, cardiaca, hepatica e na fibrose periportal da
esquistossomose?>?’. Estes estudos abrem novas perspecti-
vas de diagnoéstico, uma vez que as SNP evidenciadas nes-
te gene poderao ser utilizadas em forma de kit, direcionado
na deteccdo dos pacientes que apresentam predisposicdo
genética para o desenvolvimento das formas graves de
fibrose causada pelo parasita Shistosoma.

Neste contexto, fica claro, que estudos clinicos,
imunolégicos e genéticos sdo de grande importancia para
o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e
novas abordagens terapéuticas.

Em conclusado, as médias das concentracoes
séricas de IL-10 e IL-13 foram similares nos trés grupos es-
tudados, indicando que, possivelmente, estas citocinas no
soro nao estejam associadas aos diferentes graus de fibrose
de Symmers nos pacientes.

Objective: To investigate the serum levels of IL-10 and IL-13 in patients with hepatosplenic schistosomiasis mansoni (HSM), evaluating the
role of these cytokines in the development of hepatic fibrosis. Methods: The study was prospective and analytical, developed at the
Department of Surgery, Federal University of Pernambuco, Keizo Asami Laboratory of Immunology. We studied three groups: Group | - 25
patients with hepatosplenic schistosomiasis mansoni who were not submitted to surgery; Group Il - 30 individuals who underwent
splenectomy and ligature of left gastric vein; Group lll - 33 subjects without hepatosplenic schistosomiasis mansoni or any other disease or
condition that could compromise the hepatic functional reserve. Serum concentrations of IL-10 and IL-13 were obtained through
ELISA. Considering their non-parametric nature, all concentrations were analyzed by Kruskal-Wallis test, with p<0.05 used to reject the null
hypothesis. Results: The mean concentrations of IL-10 in ng/mL in serum were GI: 50.0 + 59.0; Gll: 38.0 + 270; Glll: 38.0 + 20.0. Concentrations
of IL-13 in ng/mL in the serum of patients were respectively: 41.0 + 93.0 in Gl, 16.0 + 17.0 in Gll and 18.0 + 34.0 in Glll. There was no
significant difference between the mean concentrations of IL-10 and IL-13 between the study groups (p> 0.05). Conclusion: The mean
serum concentrations of IL-10 and IL-13 were similar in all three groups, indicating that possibly the presence of these cytokines in serum
is not associated with different degrees of Symmers fibrosis in patients with hepatosplenic schistosomiasis mansoni.

Key words: Schistosomiasis mansoni, Spleen, Splenectomy, Interleukin-10, Interleukin-13.
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