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RESUMO

A esquistossomose mansoOnica, doenga causada pelo helminto Schistosoma
mansoni afeta cerca de 200 milhdes de pessoas em todo o mundo. Decorrente da
deposicdo de ovos do parasita no figado, a doenga pode evoluir da forma mais leve,
hepatointestinal (HI), para a mais grave, hepatoesplénica (HEC). Estudos anteriores
demonstram uma relacdo entre o metabolismo lipidico e a forma hepatoesplénica da
parasitose, tais como: diminui¢do dos niveis plasmatico de colesterol total, colesterol
esterificado e triglicerideos, aumento dos niveis de fosfolipideos em pacientes e em
primatas ndo humanos da espécie Callithrix jacchus e alteragcdes na atividade da
lecitina: colesterol aciltransferase (LCAT). A LCAT, enzima esterificante do colesterol,
¢ uma glicoproteina sintetizada pelo figado e exerce importante papel no metabolismo
das lipoproteinas plasmatica, especialmente na sintese e maturagdo das HDL
circulantes. Neste trabalho, foi avaliada a concentracdo plasmatica e a atividade da
LCAT, bem como o perfil lipidico dos pacientes portadores da esquistossomose
mansdnica nas fases HI e HEC. Os resultados demonstram, em comparagdo aos
individuos saudéaveis, uma reducao significativa nos niveis de colesterol total, colesterol
HDL e colesterol éster, bem como na atividade ¢ na concentracdo da LCAT em
pacientes na fase mais critica da doenga. Esta diminuicdo da atividade catalitica da
enzima pode estar associada a reduc¢do na sintese e/ou secre¢do da enzima, uma vez que
a LCAT ¢ produzida no figado, o qual ¢ bastante afetado na esquistossomose. Os
resultados sugerem uma correlacdo direta entre a concentragdo da enzima LCAT e sua
atividade.

Palavras-chaves: Esquistossomose mansonica, perfil lipidico, concentragdo LCAT,
atividade LCAT.



ABSTRACT

Schistosomiasis, a disease caused by helminth Schistosoma mansoni affects
about 200 million people worldwide. Due to deposition of eggs of the parasite in the
liver, the disease may progress to a more mild, hepatointestinal (HI), for the most
severe, hepatosplenic (HS). Previous studies show a relationship between lipid
metabolism and the hepatosplenic form of the parasite, such as: reduction of plasma
levels of total cholesterol, cholesterol ester and triglycerides, increased levels of
phospholipids in patients and in non-human primates of the species and changes in
Callithrix jacchus activity of lecithin: cholesterol acyltransferase (LCAT). The LCAT,
enzyme esterificante of cholesterol, is a glycoprotein synthesized by the liver and is
important in the metabolism of plasma lipoproteins, especially in the synthesis and
maturation of circulating HDL. This work was evaluated the plasma concentration and
activity of LCAT, and lipid profile of patients of schistosomiasis mansoni during HI and
HS. The results show, compared to healthy subjects, a significant reduction in levels of
total cholesterol, HDL cholesterol and cholesterol ester, and the activity and the
concentration of LCAT in patients in the most critical stage of the disease. This
decrease in catalytic activity of the enzyme may be associated with reduction in
synthesis and / or secretion of the enzyme, since LCAT is produced in the liver, which
is highly affected in schistosomiasis. The results suggest a direct correlation between
the concentration of LCAT enzyme and its activity.

Keywords: Schistosomiasis, lipid profile, LCAT concentration, LCAT activity.



1. INTRODUCAO

A bilhardiase, atualmente esquistossomose, foi descrita pela primeira vez no Egito
por Theordor Bilhartz (1851), que encontrou ovos de schistosoma em mumias egipcias.
Desde entdo, a doencga tem sido uma das parasitoses tropicais de importancia em satde
publica mais estudada e combatida no mundo (MARQUES, 1994).

Em 1° de Agosto de 1908, no estado da Bahia, Brasil, o médico Manoel Augusto
Piraja da Silva publicou no jornal cientifico “Brasil Médico” o primeiro trabalho
relatando a esquistossomose no pais. Neste trabalho, ele descreveu uma doenga que
atingia os intestinos de um individuo que eliminava junto as fezes ovos que
apresentavam espiculo lateral semelhante aos descritos por Manson. (KATZ, 2008).

Atualmente a enfermidade afeta cerca de 200 milhdes de pessoas no mundo dos
quais 120 milhdes sdo individuos sintomaticos e 20 milhdes portadores da forma mais
severa da doenga. Destes, a grande maioria esta localizada nos continentes africano e
americano (Figura 1). Estima-se que 650 milhdes de pessoas em todo o mundo vivam

em areas endémicas, abrangendo 74 paises atingidos pela parasitose (WHO, 2007).
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Figura 1: Distribui¢do global do S. mansoni (BLANCHARD, 2004).

No Brasil, a transmissdo ocorre em 19 estados, numa faixa continua ao longo do
litoral, desde o Rio Grande do Norte at¢ a Bahia, na regido Nordeste, alcancando o

interior do Espirito Santo e Minas Gerais, no Sudeste. De forma localizada, esta



presente nos estados do Ceard, Piaui e Maranhdo, no Nordeste; Para, na regido Norte;
Goias e Distrito Federal, no Centro-Oeste; Sdo Paulo e¢ Rio de Janeiro, no Sudeste;
Paran4, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, na regido Sul (Figura 2). Atualmente, as
prevaléncias mais elevadas sdo encontradas nos estados de Alagoas, Pernambuco,

Sergipe, Minas Gerais, Bahia, Paraiba e Espirito Santo (MS, 2005).
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Figura 2: Areas endémicas da esquistossomose mansonica, (MS, 2005).

A parasitose ¢ historicamente endémica nas areas rurais de Pernambuco com uma
infecgdo humana variando de 12 a 82% dependendo da localidade (FAVRE et al.,
2001). A falta de trabalho nas cidades do interior leva a um éxodo rural para areas
urbanas onde individuos infectados contaminam os caramujos que habitam as aguas
doces destas areas (BARBOSA et al, 2004).

Causada por helmintos do género Schistosoma, este é formado pelas espécies: S.
mansoni, S. haematobium, S. intercalatum, S. japonicum, S. mekonki e, mais
recentemente, S. matthei e S. malaynis (McMANUN e HOPE, 1993). Destas espécies
que parasitam o homem, somente a mansoni existe na América e ¢ a responsavel pela
esquistossomose no Brasil (WHO, 1987).

O ciclo de transmissdo da doenca, numa regido, depende da existéncia dos
moluscos, os hospedeiros intermediarios, os. No Brasil, as trés espécies, por ordem de
importancia, envolvidas na transmissdo da doenca sdao: Biomphalaria glabrata,
Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila, dos quais os dois primeiros estdo
presentes na regido Nordeste (GERKEN, 1975; MS, 2005). O B. glabrata apresenta alta

suscetibilidade a infecgdo pelo S. mansoni devido, principalmente, ao seu maior



tamanho, melhor adaptagdo ao parasita, maior sobrevida e maior numero de larvas

infectantes eliminadas (MALAGUENO e SANTANA, 1994).
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Figura 3: Ciclo de vida do Schistosoma mansoni (Secretaria de Estado de Saude
de Sao Paulo, 2004).

Conforme demonstrado na figura 3, os ovos do parasita (fase 1) sdo eliminados
junto com as fezes dos portadores da verminose contaminando a dgua pela liberagao de
uma larva denominada miracideo (fase 2). Penetrando no molusco, o miracideo inicia a
fase de desenvolvimento intramolusco (fase 3) e, em dois dias, ja se transforma em
esporocisto materno ou primario (fase 4). As células germinativas se multiplicam e os
esporocistos-filhos ou secundarios comecam a aparecer a partir do 4° dia, migrando,
entre o 18° e 0 20° dia, para a glandula digestiva do molusco. Em 20 a 30 dias, tem
inicio a elimina¢do das cercarias (fase 5). Estas se fixam sobre a pele ou mucosa do
hospedeiro, através da sua ventosa oral, ¢ com movimentos ativos e o auxilio de
substancias liticas, nelas penetram em 2 a 15 minutos infectando agora o hospedeiro
definitivo, homem ou outro mamifero (fase 6). Apds penetracdo, em trés horas as

cercarias se transformam em esquistossdmulos (fase 7), os quais permanecem trés a



quatro dias na pele. Com o auxilio de enzimas liticas, penetram nos vasos linfaticos e
sanguineos (fase 8), indo ao coracdo, e a partir do 4° dia se encalham nos pulmoes.
Adquirem mobilidade, se alongam e, a partir do nono dias, os esquistossdmulos sdo
vistos no figado (fase 9). No 27° dia existem vermes acasalados e a postura pode
comegar no 30° dia com uns poucos ovos. A partir do 40° dia ja se encontram ovos nas
fezes (fase 10) (PRATA, 2005).

A maioria das pessoas infectadas pode permanecer assintomatica, dependendo da
intensidade da infec¢do; a sintomatologia clinica corresponde ao estagio de
desenvolvimento do parasito no hospedeiro. Clinicamente, a esquistossomose pode ser
classificada em (MS, 2005):

1. Fase aguda

e Dermatite cercariana — corresponde a fase de penetragdo das larvas
(cercarias) através da pele. Varia desde quadro assintomético até
apresentacdo de quadro clinico de dermatite urticariforme, com erupc¢ao
papular, eritema, edema e prurido, podendo durar até 5 dias apds a
infecgao.

e Esquistossomose aguda ou febre de Katayama — apds trés a sete
semanas de exposi¢do pode aparecer quadro caracterizado por alteragdes
gerais que compreendem: febre, anorexia, dor abdominal e cefaléia. Com
menor freqiiéncia, o paciente pode referir diarréia, nduseas, vomitos e tosse
seca. Laboratorialmente, o achado da eosinofilia elevada é bastante
sugestivo.

2. Fase croénica — inicia-se a partir do 6° més apods a infec¢ao, podendo durar
varios anos. Nela, podem surgir os sinais de progressdo da doenga para
diversos orgdos, podendo atingir graus extremos de severidade, como
hipertensdo pulmonar e portal, ascite, ruptura de varizes do esofago. As
manifestagdes clinicas variam, dependendo da localizacdo e intensidade do
parasitismo, da capacidade de resposta do individuo ou do tratamento
instituido. Apresenta-se por qualquer das seguintes formas:

e Tipo I ou forma intestinal — caracteriza-se por diarréias repetidas que
podem ser mucossangiiinolentas, com dor ou desconforto abdominal.

Porém, pode apresentar-se assintomatica;



e Tipo Il ou forma hepatointestinal — caracteriza-se pela presenga de
diarréias e epigastralgia. Ao exame fisico, o paciente apresenta
hepatomegalia, podendo-se notar, a palpagdo, nodulagdes que nas fases
mais avancadas dessa forma clinica, correspondem a areas de fibrose
decorrentes de granulomatose periportal ou fibrose de Symmers;

e Tipo Il ou forma hepatoesplénica compensada — caracteriza-se pela
presenga de hepatoesplenomegalia. As lesdes perivasculares intra-
hepaticas sdo em quantidade suficiente para gerar transtornos na circulagdo
portal, com certo grau de hipertensdo que provoca congestdo passiva do
bago. Nessa fase, inicia-se a formag¢ao de circulagao colateral e de varizes
do es6fago, com comprometimento do estado geral do paciente;

e Tipo IV ou forma hepatoesplénica descompensada — incluem as formas
mais graves de esquistossomose mansdnica, responsaveis pelo obitudrio
por essa causa especifica. Caracteriza-se por figado volumoso ou ja
contraido pela fibrose perivascular, esplenomegalia avantajada, ascite,
circulacao colateral, varizes do es6fago, hematémese, anemia acentuada,

desnutricao e quadro de hiperesplenismo.

Na esquistossomose mansonica, o figado ¢ o principal alvo das lesdes
histoldgicas, alteragdes fisiopatologicas e manifestagdes clinicas (COUTINHO, 1973),
em conseqiiéncia da deposicdo dos ovos do verme nos ramos portais intra-hepatico
deste orgio (BLANCHARD, 2004). A presen¢a de polimorfonucleares, macréfagos,
linfocitos, fibrobastos e fibras reticulares em torno dos ovos ancorados no figado,
culminam com a formacdo do granuloma hepatico esquistossomatico, apresentando
como uma cicatriz fibrosa de estrutura lamelar (REY, 1991; DOMINGUES, 1998).

Estudos anteriores demonstram uma correlagdo entre o metabolismo lipidico e a
forma hepatoesplénica da esquistossomose mansonica, tais como: diminui¢ao dos niveis
plasmatico de colesterol total, colesterol esterificado e triglicerideos e aumento dos
niveis de fosfolipideos em pacientes (GILLETT et al., 1976; CECHINEL ¢ OWEN,
1978) e em primatas nao humanos da espécie Callithrix jacchus (LIMA et al., 1998) ¢
alteragdes na atividade da enzima hepética lecitina: colesterol aciltransferase (LCAT)
(LIMA et al., 2004; SILVA, 2001).

A LCAT (E.C.2.3.1.43), enzima esterificante do colesterol, ¢ uma glicoproteina

com massa molecular de 65 kDa dos quais um quarto ¢ composta por carboidratos



(LIMA et al., 2004). Como a maioria das glicoproteinas, a LCAT ¢ sintetizada no
figado como demonstrado em perfusdo de figado de rato (OSUGA e PORTMAN,
1971); em secregdes isoladas dos hepatocitos de rato (NORDBY et al., 1976) ¢ a
auséncia em perfusdo de figado de coelho tratado com colchicina para interromper o
processo de secre¢do (De PARSCAU e FIELDING, 1984).

Através da transferéncia de um grupamento acil do 4cido graxo na posigdo 2-sn da
fosfatidilcolina (lecitina) para o grupo 3-f hidroxil do colesterol livre, produzindo
colesterol éster e lisofosfatidilcolina (lisolectina) (Figura 4), a LCAT ¢ responsavel pela
formagdo de quase todo o colesterol esterificado plasmatico em humanos,
aproximadamente 75% (PETER et al., 2007) . Esta reag¢@o ocorre predominantemente
nas lipoproteinas de alta densidade (HDL) uma vez que a enzima encontra-se associada
a esta ou na forma livre (WANG e SUBBAIAH, 2000) e possui o principal ativador da
reagdo, a apolipoproteina A-I (FIELDING e FIELDING, 1995).
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Figura 4: Reagao catalisada pela LCAT (LIMA et al., 2004).



A LCAT exerce papel importante no metabolismo normal das lipoproteinas
plasmaticas (JONAS, 2000). Na etapa inicial da reacdo, ocorre a transferéncia do
colesterol das membranas celulares dos tecidos periféricos para as HDL nascentes onde
o colesterol ¢ entdo esterificado e armazenado no interior das lipoproteinas de alta
densidade e levados ao figado onde sdo degradados em acidos biliares e excretados do
organismo (WANG e BRIGGS, 2004; VANCE e Den BOSCH, 2000). O excesso deste
colesterol esterificado gerado ¢ transferido preferencialmente para as lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL) e de baixa densidade (LDL) que seguem para o figado,
onde sio endocitadas mediante interagio com receptores celulares (GUERIN et al,
1994; TALL, 1998).

A relagdo inversa entre a concentragao da HDL e o risco de doengas coronarianas
tem sido demonstrada por estudos epidemioldgicos (ASSNANN e SCHULTE, 1992).
Acredita-se que baixos niveis de HDL podem ser conseqiiéncia de alteracdes ou
polimorfismo da LCAT e, que isto estaria associado com aumento na predicdo de
doencas cardiacas coronarianas, haja vista que a protecdo antiaterogénica da HDL esta
envolvida no transporte reverso do colesterol (CALEBRESI et al, 2008).

Mutagdes do gene codificante da LCAT sdo as responsaveis por duas sindromes
metabolicas: a doenga do olho-de-peixe a qual a LCAT ¢ inativa na HDL e a deficiéncia
familiar da LCAT que se apresenta por deficiéncia da atividade enzimatica ou por
auséncia total da enzima acarretando no surgimento de LDL e VLDL ricas em
triglicerideos, anemia, proteintria e doenca renal. Em ambas as sindromes ocorrem
também a opacificagdo da cornea ¢ aumento dos niveis de triglicerideos (LIMA et al.,
2004).

Pacientes portadores da esquistossomose mansOnica tém demonstrado uma
diminui¢do da atividade da LCAT (GILLETT et al., 1976; LIMA et al, 1997) bem
como uma diminui¢do nos niveis de colesterol total, principalmente na fragdo éster, ja
que o colesterol livre ndo se apresenta diminuido (GILLETT et al, 1976).

O presente trabalho foi elaborado a fim de avaliar o perfil lipidico bem como a
concentragdo plasmatica da LCAT em pacientes infectados pelo Schistosoma mansoni e

correlacionar com sua atividade catalitica.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Investigar o perfil lipidico, a concentracdo plasmatica da LCAT em pacientes
portadores de esquistossomose mansonica hepatointestinal e hepatoesplénica, e

sua correlagdo com a atividade desta enzima.

2.2 Objetivos Especificos

e Selecionar individuos sauddveis (controles) e pacientes portadores de
esquistossomose mansonica.

e Identificar o perfil lipidico dos pacientes e controles: colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL e colesterol VLDL, triglicerideos, colesterol
livre e colesterol esterificado.

e Avaliar a atividade catalitica da LCAT em pacientes e controles.

e Determinar a concentracao plasmatica da LCAT em pacientes e controles.

e Investigar a correlagdo entre atividade e concentracdo da LCAT plasmatica.
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4. RESULTADOS

4.1 Niveis plasmaticos da Lecitina: colesterol aciltransferase (LCAT, E.C. 2.3.1.43)
em pacientes com esquistossomose mansonica.
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RESUMO

Na esquistossomose mansonica, parasitose causada pelo helminto Schistosoma
mansoni, a hepatopatia ¢ a principal lesdo da doeng¢a, podendo evoluir da forma mais
leve, hepatointestinal (HI), para as mais graves, hepatoesplénica (HEC). A lecitina:
colesterol aciltransferase (LCAT), enzima esterificante do colesterol, exerce importante
papel no metabolismo normal das lipoproteinas plasmatica. Neste trabalho, foi
determinado o perfil lipidico dos pacientes nas fases HI ¢ HEC bem como a atividade da
LCAT e sua concentragdo plasmatica. Em comparacdo com o grupo controle os
resultados dos pacientes na fase HEC demonstraram uma redugdo significativa (p<0,05)
dos niveis plasmdticos de colesterol total e de colesterol HDL. A redugdo da
concentragdo plasmatica da LCAT em portadores da fase HEC foi de 21,5% e 40,0%,
enquanto sua atividade diminuiu 39,7% e 60,2% para homens e mulheres,
respectivamente. Estatisticamente, houve uma correlagdo significativa positiva
(p<0,0001) entre a concentragdo plasmatica da enzima e sua atividade.

Palavras-chave: Esquistossomose mansoénica, atividade LCAT, concentragdo LCAT,
Perfil lipidico



ABSTRACT

Schistosomiasis, caused by helminth Schistosoma mansoni, the liver is the main
lesion of the disease, may develop in the most light, hepatointestinal (HI) for more
severe, hepatosplenic (HS). Lecithin: cholesterol acyltransferase (LCAT), the
cholesterol esterifying enzyme, carries important role in normal metabolism of plasma
lipoproteins. In this work, it was determined the lipid profile of patients in stages HI and
HS and the activity of LCAT and its plasma concentration. Compared with the control
group the results of patients in stage HS showed a significant reduction (p <0.05)
plasma levels of total cholesterol and HDL cholesterol. The reduction in plasma
concentration of LCAT in carriers of the HS phase was 21.5% and 40.0%, while its
activity decreased by 39.7% and 60.2% for men and women, respectively. Statistically,
there was a significant positive correlation (p <0.0001) between the plasma
concentration of the enzyme and its activity.

Keywords: Schistosomiasis, LCAT activity, LCAT concentration, lipid profile.



1. Introducao

A esquistossomose mansoOnica, doenga causada pelo helminto Schistosoma
mansoni afeta cerca de 200 milhdes de pessoas em todo o mundo e é sem divida um das
parasitoses tropicais mais estudada e combatida em satde publica. Estima-se que 650
milhdes de pessoas em todo o mundo vivam em areas endémicas, abrangendo 74 paises
(WHO, 2007). No Brasil, a transmissao ocorre em 19 estados, numa faixa continua ao
longo do litoral desde o Para, na regido Norte, até¢ o Rio Grande do Sul, na regido Sul
(MS, 2005).

Decorrente da deposicao de ovos do parasita no figado, a hepatopatia ¢ a principal
lesdo da doenca, podendo evoluir da forma mais leve, hepatointestinal, para as mais
graves, hepatoesplénica a qual estd associada a fibrose hepatica, hipertensdo portal e
desenvolvimento de varizes esofageanas (Bica et al., 2000).

Estudos anteriores demonstram correlagdo entre o metabolismo lipidico e a forma
hepatoesplénica da esquistossomose mansdnica, tais como: diminui¢ao dos niveis
plasmatico de colesterol total, colesterol esterificado e triglicerideos e aumento dos
niveis de fosfolipideos em pacientes (Gillett et al., 1976; Cechinel e Owen, 1978), além
de alteragdes na atividade da enzima hepatica lecitina: colesterol aciltransferase
(LCAT) (Lima et al., 2004). A LCAT exerce papel importante no metabolismo normal
das lipoproteinas plasmaticas (Jonas, 2000) e ¢ responsavel pela esterificagdo do
colesterol no plasma usando como substrato as lipoproteinas de alta densidade (HDL),
circulando associada a esta lipoproteina ou na forma livre (Wang e Subbaiah, 2000). A
determinagdo da atividade catalitica da LCAT em decorréncia da concentracao
plasmatica tem demonstrado ser um indicador confiavel da funcdo hepatica e tem sido
usada como previsor antecipado para rejeicdes em transplantes de figado.

Em pacientes portadores de esquistossomose hepatoesplénica foram reportadas
reducdes de 64% na atividade da LCAT (SILVA, 2001), bem como o aparecimento de
isoformas da LCAT com ponto isoelétrico mais acidas que as dos controles (Lima et al,
1997). Contudo, nao esta claro se a reducdo na atividade da LCAT esta associada
também a diminuicdo em sua concentragdo plasmatica. Portanto, faz-se necessario
avaliar a concentracdo plasmatica desta enzima de pacientes portadores da
esquistossomose na fase hepatointestinal (HI) e hepatoesplénico compensada (HEC) e
sua correlagdo com a atividade catalitica, bem como sua relagdo com os lipideos

plasmaticos.



2. Materiais e Métodos
2.1 Material Bioldgico

Para este trabalho, individuos de ambos os sexos e portadores da esquistossomose
(30-60 anos) foram distribuidos nos seguintes grupos: 16 homens, sendo 5 na fase HI e
11 na fase HEC e 17 mulheres, sendo 8 HI ¢ 9 HEC ¢ 30 individuos saudaveis para o
grupo controle, sendo 15 homens e 15 mulheres, da mesma faixa etaria. Os pacientes
foram selecionados no Departamento de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas —
UFPE, ¢ a pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica do mesmo hospital (Oficio N°
290/99 - CEP/CCS; Protocolo 193/99 - CEP/CCS).

Amostras de sangue foram coletas apds 12 horas de jejum em tubos contendo
EDTA (Img/mL). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2.500 x g, a 4 °C,
durante 15 minutos, e o plasma foi separado dos elementos figurados do sangue. Parte

do plasma foi congelado a -20 °C para posterior andlise da atividade e massa da LCAT.

2.2 Determinacédo do perfil lipidico plasmatico

Plasma fresco foi usado para as dosagens de colesterol total, colesterol HDL e
triglicerideos utilizando o método enzimatico colorimétrico, seguindo procedimentos
recomendados pelo fabricante do kit (LABTEST, MG/Brasil). Para o colesterol LDL e
colesterol VLDL foi utilizada a equagao de Friedwal.

A dosagem do colesterol livre foi realizada também por método enzimatico
colorimétrico, seguindo procedimentos recomendados pelo fabricante do kit (WAKO
PURE CHEMICAL INDUSTRIES LTDA, Japao), enquanto o colesterol esterificado

foi determinado pela diferenca em relagdo ao colesterol total.

2.3 Determinacéo da atividade da LCAT

Para a determinag¢do da atividade catalitica da LCAT (%CE/h) foi utilizado o
método de Stokke e Norum (1971). Inicialmente, 100uL. da amostra foi incubada a 37°C
com 20uL de uma solu¢do de DTNB (1.4 mM) por 30 minutos para inibir a acdo da
enzima. Em seguida, acrescentou-se 30puL de uma emulsdo de albumina humana com
['*C]-colesterol (2uCi/mL) e incubado por 4 horas. Por fim, a LCAT foi reativada com a
adicao de 20uL de 2-mercaptoetanol e incubada por 30 minutos. Para parar a reagao
acrescentou-se 4mL de cloroféormio:metanol (2:1, v/v) e iniciou-se o processo de
extracdo dos lipideos. Em seguida, o extrato de lipideos foi concentrado sob fluxo de N,

e realizada a cromatografia de camada fina para separar o colesterol livre e esterificado.



Apods raspagem da silica, uma solugdo cintiladora foi acrescentada as fracdes de
colesterois e dosada a radioatividade por leitor de cintilagdo liquida (Packard, modelo
TRI-CARB, 2100TR). Todas as solucdo da reacdo foram preparadas em Tampao
Fosfato de

sodio (0,2 M), pH 7.4. O ["*C]-colesterol foi adquirido da Amersham International (UK)

e albumina de soro humano da Sigma Chemical Company (USA).

2.4 Determinacdo da concentracdo plasmatica da LCAT

Para dosagem da LCAT (ug/mL) foi realizado o método de ELISA (Enzime Linked
Immuno Sorbent Assay) seguindo os procedimentos recomendados pelo fabricante do
kit (DAIICHI PURE CHEMICALS C.O. LTDA, Japao).

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos com MEDIA+SD (desvio padrdo). As diferencas
das concentragdes de lipideos entre os grupos foram obtidos por anélise de varidncia
(ANOVA). A regressao linear simples foi utilizada para determinar a correlagdo entre
os niveis da concentracdo plasmatica da LCAT e sua atividade catalitica. A
significancia estatistica para as comparagdes foi p<0,05 e utilizado StatView para

Windons (EUA, 1998).

3. Resultados e discussoes

Os resultados demonstraram que os niveis de colesterol total e colesterol HDL em
pacientes na fase HEC apresentaram-se diminuidos quando comparados ao grupo
controle. Conforme demonstrado nas Tabelas 1 e 2, houve reducdo significativa
(p<0,05) nos niveis plasmaticos de colesterol total de 14,9% (homens) e 13,5%
(mulheres) e de 15,8% (homens) e de 19,4% (mulheres) nos niveis de colesterol HDL.
No entanto, a redugdo do colesterol LDL de 12,8% (homens)e 14,7% (mulheres) nao
foi significativa. Os pacientes da fase HI assemelharam-se aos controles. A diminuigdo
dos niveis de colesterol nos pacientes com esquistossomose parece ser uma
caracteristica bem definida da doenga, uma vez que alteracdes na funcao hepatica sao
comuns em cada fase da doenga. Os resultados corroboram os trabalhos publicados
anteriormente onde a reducdo do colesterol total estd relacionada com a progressdo da
doenga (Coutinho, 1973; Gillet et al., 1976; Cechinel e Owen, 1978; Gillet e Carvalho,

1978) e também confirmadas por infecgdes experimentais com S. mansoni em



camundongos (Owen et al., 1978; Gillett ¢ Carvalho, 1978) e Callithrix jacchus (sagiii)
primata ndo humano (Lima et al., 1998). Esta redug¢do ¢ devido principalmente a

diminui¢@o do CE, o principal produto da reagdo da LCAT (Owen et al., 1978).

Tabela 1: Perfil lipidico do sexo masculino de controles e paciente
portadores de Esquistossomose mansdnica.

Lipideos Grupos

(mg/mL) Controle HI HEC
Colesterol total 171,13£29,91  184,75+18,84 145,64+25,66*
Colesterol HDL 43,93+4,83 42,75+3,76 37,00+£6,93%*

Colesterol LDL  102,85+29,74  109,76+15,84 89,64+25,98
Colesterol VLDL  26,79+9,48 26,15+29.44 17,51+7,10
Trigliceideos 133,93+47,38  130,75+24,71 87,54+35,78

Os valores representam a média+SD. * p<0,05.

Neste trabalho, o CL n3o demonstrou diferengas significativas entre o grupo
controle e os pacientes mais graves, HEC, apesar de ter aumentado levemente (2,2%),
no entanto, o CE nos infectados apresentou uma reducdo significativa (p<0,05) de
17,1% corroborando trabalhos anteriores também com esquistossomose mansdnica em
pacientes clinicamente tratados, com reduc¢do significativa de CL (11%) e CE (30%)
(Gillett et al., 1989). Em Callithrix jacchus (sagiii), primata ndo-humano, foi
encontrado aumento de CL (27%) e redugdo de CE (10%) (Lima et al., 1998), contudo
em camundongos foi observada redugdo de CL (25%) e CE (37%) (Owen et al., 1978),

conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 2: Perfil lipidico do sexo feminino de controles e paciente
portadores de Esquistossomose mansonica.

Lipideos Grupos

(mg/mL) Controle HI HEC
Colesterol total 183,00+£26,00  180,75+27,36 158,33+24,72*
Colesterol HDL 50,17+6,94 51,37+15,02 40,44+7,70*
Colesterol LDL 111,75€21,45 110,00+£22,54 95,33+19,99
Colesterol VLDL  22,67+11,98 19,2749,36 23,22+6,39
Trigliceideos 113,33£59,91  96,37+46,81 116,22+31,87

Os valores representam a média=SD. * p<0,05.



Tabela 3: Niveis plasmatico de colesterol livre e esterificado em pacientes com S.
mansoni ¢ camundongos e Callithrix jaccus infectados experimentalmente.

Grupos

Pacientes Patientes Camundongos Callithrix jaccus
(Neste trabalho) (Gillett et al., 1989) (Owen et al., 1978) (Lima et al., 1998)

Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado

CL (mMolL) 1,31£0,28 1,3440,26 1,37£0,45 1212031 0,7120,04 0,53+0,09™"  0,70+0,23 0,89+0,23""

CE (mMoir) 3,2140,54  2,66+0,58"  322+1,03 2,23+0,64  1,72+0,06 1,08+0,20™"  2,09+0,56 1,46+0,09""

Os valores representam a média+SD. Colesterol livre (CL). Colesterol esterificado (CE).
! Grupo homens e mulheres. : p<0,05; ” p<0,01; o p<0,001.

Estudos anteriores tém sugerido que baixos niveis de colesterol HDL podem ser
conseqiiéncia de alteragdes ou polimorfismo da LCAT, a qual exerce papel importante
na sintese e maturacdo desta lipoproteina, e, que isto estaria associado com aumento na
predicao de doencgas cardiacas coronarianas, uma vez que a prote¢do antiaterogénica da
HDL esta envolvida no transporte reverso do colesterol (Calebresi et al, 2008). O
aparecimento de lipoproteinas de alta densidade anormais tem sido demonstrado em
pacientes com comprometimento hepatico, como na cirrose, as quais estdo relacionadas
com alteragdes celulares como impedimento na agregacdo plaquetaria (Desai et al.,
1989b), interferéncia na interagdo de LDL com receptores celulares (endocitose) (Owen
et al., 1985) e inibigdo da proliferagdo de linfocitos (Horton e Owen, 1990).

Os resultados sugerem que a redug¢do do colesterol total e esterificado em
pacientes com esquistossomose mansonica ¢ devido a baixa atividade da LCAT,
caracteristica desta infeccdo como também em outras doengas do figado (Gillett et al.,
1976). Hipocolesterolemia acompanhada por baixos niveis de colesterol esterificado e
aumento de colesterol livre ¢ uma das principais anormalidades no metabolismo lipidico
em pacientes infectados com Schistosoma mansoni (Lima et al., 1998).

Os nossos resultados demonstraram redugao significativa (p<0,0001) na atividade
da LCAT (%CE/h) nos pacientes na fase HEC quando comparados aos controles, a qual
diminuiu para 3,75 %CE/h (39,7%) e para 2,23 %CE/h (60,2%) em homens e mulheres,
respectivamente. Com relacdo ao grupo HI apenas as pacientes do sexo feminino
apresentaram reducdo significativa 3,70 %CE/h (34%) na atividade da LCAT (Tabela
4), provavelmente devido ao grau de fibrose II em que a maioria das pacientes se

encontravam (5 do total do grupo de 8), no entanto, o grupo masculino apenas 1



apresentava este grau de fibrose. O restante de ambos os grupos apresentava grau de

fibrose 1.

Tabela 4: Atividade plasmatica da LCAT e sua concentragdo em
pacientes com esquistossomose mansonica.

Grupos
MASCULINO FEMININO
Atividade  [LCAT] Atividade  [LCAT]
(%CE/h) (ug/mL) (%CE/h) (ug/mL)
Controle 6,22+0,60 7,45+0,80 5,61+£0,38 7,2140,83
HI 6,06£0,77  7.29+0,62 3,70£0,85* 5,04+1,04*
HEC 3.75:0,64%  5.85:136%F  2.23+0,63* 4.3240,61%

*p<0,0001, ** p <0,05.

Estudos anteriores em paciente infectados com o parasita também demonstraram
uma reducdo significativa de 6,14 %CE/h (controles) para 2,21 %CE/h (pacientes)
(SILVA, 2001). Owen et al. (1978) também demonstraram redugdo para 2,09 %CE/h da
atividade da LCAT. Esta diminui¢cdo poderia estar associada a redugdo na sintese e/ou
secrecdo da enzima, ou ainda, a seus substratos colesterol livre e lecitina, uma vez que a
LCAT ¢ produzida no figado, o qual ¢ bastante afetado na esquistossomose. Por outro
lado, também pode ser conseqiiéncia de uma rapida remocao da LCAT da circulagdo
(Lima et al., 1988).

Ainda na Tabela 4, observa-se uma redugdo significativa (p<0,0001) da
concentragdo plasmatica da LCAT no grupo feminino de 30% e 40% nas fases HI e
HEC, respectivamente. Com relagdo ao grupo masculino, houve redugdo significativa
(p<0,05) apenas para a fase HEC (21,5%). Nota-se que os resultados da atividade da
LCAT acompanham os da concentracdo plasmatica e que existe uma correlagdo entre
eles. Segundo Alberts et al. (1981), a baixa concentragdo plasmatica da LCAT pode ser
também usada para avaliar a progressdo da doenga hepatica, valores normais de
6,14pg/mL.

Diante da regressdo simples (Figura 1) fica confirmada uma correlagdo
significativa (p<0,0001) de r’= 0,62 para a populagio total deste trabalho. E quando
analisamos os grupos de doentes separadamente esta correlagdo continua (p<0,05), para

a fase HI o r’= 0,51 e para a HEC o r’= 0,41 (Figura 2 ¢ 3).
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Os resultados evidenciam que realmente ha uma relacdo direta positiva entre a
concentragdo da enzima LCAT e sua atividade. Contudo, sao necessarios estudos
complementares de outros fatores que também possam interferir na atividade como o
substrato utilizando substrato heter6logo (Glomset e Wright, 1964), uma vez que este
estudo foi realizado com substrato autdlogo (Stokke e Norum, 1971), como também a
integridade da estrutura da LCAT, haja vista que altera¢des na glicosilacdo, etapa da
sintese das glicoproteinas, como substitui¢do de residuos de agucares, resulta na
heterogeneidade da estrutura. Seis isoformas da LCAT foram identificadas por estudos
de ponto isoelétricos em gel de poliacrilamida (Lima et al., 2004) ¢ suas anormalidades

sdo reportadas em pacientes com esquistossomose hepatoesplénica (Lima et al., 1997).
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5. CONCLUSOES

Em pacientes portadores da fase HEC houve uma redugao significativa positiva
nos niveis plasmaticos de colesterol total, colesterol HDL e colesterol

esterificado.

A concentragdo plasmatica bem como a atividade da LCAT em pacientes na fase

mais grave da esquistossomose mansonica apresentaram-se reduzidas;

Ha uma correlacdo significativa positiva entre a concentracdo e a atividade da

LCAT em pacientes portadores de esquistossomose mansonica.
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