CARLOS ROBERTO CARVALHO LEITE

UFPE

PRODUCAO DE OXIDO NITRICO, SUPEROXIDO DISMUTASE E
INTERLEUCINAS 6 E 12 POR MONOCITOS DE PORTADORES
DE ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA, NA FORMA
HEPATOESPLENICA, SUBMETIDOS A ESPLENECTOMIA E
AUTO-IMPLANTE ESPLENICO

Tese apresentada ao Colegiado do Programa de
Pés-Graduacdo em Cirurgia do Centro de Ciéncias
da Salide da Universidade Federal de Pernambuco,
como parte dos requisitos para obtengdo do titulo

de Doutor em Cirurgia

Orientador-Interno
Dr. Carlos Teixeira Brandt
Professor Titular de Cirurgia Pediatricado
Departamento de Cirurgia, CCS-UFPE

Orientado-Externo
Dra CéliaMaria M. Barbosa de Castro
Professora Adjunta de Microbiologia e Imunologia do
Departamento de Medicina Tropical, CCS-UFPE

RECIFE
2007



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

Leite, Carlos Roberto Carvalho

Producdo de Oxido nitrico, superdxido
smutase e interleucinas 6 e 12 por mondcitos de
Jrtadores de esguistossomose mansonica, na forma
apatoesplénica, submetidos a esplenectomia e auto-
nplante esplénico / Carlos Roberto Carvalho Leite..

Recife : O Autor, 2007.
ix, 176 folhas ; il., fig., tab.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de
Pernambuco. CCS. Cirurgia, 2007.

Inclui bibliografia e anexos.

1. Esquistossomose mansonica... 2. Hipertenséo
porta. 3. Esplemectonia. 4. Auto-implante esplénico

I. Titulo.

617.55 CDU (2.ed.) UFPE
617.5 CDD (22.ed.) CCS2007-12



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO, SUPEROXIDO
DISMUTASE E INTERLEUCINAS 6 E 12 POR MONOCITO
DE PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

NA FORMA HEPATOESPLENICA, SUBMETIDOS A
ESPLENECTOMIA E AUTO-IMPLANTE ESPLENICO”

Carlos Roberto Carvalho Leite

APROVADA EM: 22/02007

ORIENTADOR; Carlos Teixeira Brandi

COMISSADO EXAMINADORA: ;

\ |
W
——— Wy Jf 3

| - Lo Ml
Prof®. Dr, l’.'I.-lu.J'm;: Voura Lacerda de Melo

i

; ™ |
A i i) R e ) =i "II‘“"lu
Prof®. Dr. Frederico Teixeira Brandt - CCS/UFPE
G

Prof®. Dr. Silvio da Silva Caldas Meto — CCS/UFPE

1

|/Irr- L)L / =2 ;r-"'r'r ‘-’f\f-! 4"""!-
Prof®. Dr. Heloisa Ramos Lacerda de Melo — CCS/UFPE

A\ I"_
I 4% \ F |
| i

Prof”. Dr. Josembetg Mafins Campos — CCS/UFPE



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAQ EM CIRURGIA

Relatorio da Defesa de Tese do Dr. Carlos Roberto Carvalho Leite Aluno de Doutorado do
Programa de Pos-graduacio em Cirurgia, Area de Concentragiio: Cirurgia: Clinica e
Experimental.

As treze horas e trinta minutos do dia vinte e dois de fevereiro de dois mil e sete no Auditorio
Murilo La Greca do Centro de Ciéncias da Sadde da Universidade Federal de Pernambuco,
tiveram inicio os trabalhos de defesa de tese do Dr. Carlos Roberto de Carvalho Leite, para
obtengio do grau de Doutor em Cirurgia. A comissdo Julgadora — eleita pelo Colegiado do
Programa e homologada pela Cimara de Pesquisa ¢ Pds-graduagio — foi integrada pelos
professores: Dr. Claudio Moura Lacerda de Melo, Doutor do Departamento de Cirurgia do
CCS/UFPE (Presidente da Banca Examinadora); Dr. Frederico Teixeira Brandt, Doutor do
Departamente de Cirurgia do CCS/UFPE: Dr. Silvio da Silva Caldas Weto. Doutor do
Departamento de Cirurgia do CCS/UFPE: Dra. Heloisa Ramos Lacerda de Melo, Doutora do
Departamento de Cirurgia do CCS/UFPE: e Dr. Josemberg Marins Campos, Doutor do
Departamento de Cirurgia do CCS/UFPE; e, para suplentes: interno: José Lamartine de
Andrade Aguiar e, finalmente, externo, Vera Magalhies da Silveira, tendo, como orientador
interno, o Dr. Carlos Teixeira Brandt . Doutor do Departamento de Cirurgia do CCS/UFPE. A
tese apresentada pelo doutorando Carlos Roberto Carvalho Leite versou sobre: “PRODUCAQ
DE f]xlll[] NITRICO, SUPEROXIDO DISMUTASE E INTERL EUCINAS 6 E 12 POR
MONOCITOS DE PORTADORES DE ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA, NA FORMA
HEPATOESPLENICA, SUBMETIDOS A ESPLENECTOMIA E AUTO-IMPLANTE
ESPLENICO". Apds, a explanagio de 30(trinta) minutos. pelo candidato, justificando a
escolha, o objetivo da pesquisa, a metodologia empregada ¢ os resultados obtidos, baseados na
analisc estatistica, ilustrados com datashow, foram realizadas as argiiigdes na seguinte ordem:
Prof. Dr. Cliudic Moura Lacerda de Melo (Presidente da Banca Examinadora), Prof, Dr.
Frederico Teixeira Brandt, Prof. Dr. Silvio da Silva Caldas Neto. Prof, Dr. Heloisa Ramos
Lacerda de Melo. e Prof. Dr. Josemberg Marins Campos: todas as argiiigdes foram feitas no
tempo regulamentar, e respondidas pelo candidato. Ao término das mesmas, a Comissio
Julgadora proferiu o seguinte resultado; Prof. Dr. {'I:iu-:iin Moura Lacerda de Melo (Presidente
da Banca Examinadora), mengiio “APRov &00 ) Prof. Dr. Frederico Teixeira Brandt,

menglio ooy ¥ Prof. Dr.  Silvio ‘da Silve Caldas Neto, mengfio
e Lo ", Prof. Dr. Heloisa Ramos Lagerda de Melo, mengiio “ foo el o~ e
rof Dr. Josemberg Mari =; (amp{as mr.na,:';_u ", Conclusiio, o candidato, foi

aprovado com mengdo ™ iﬂ d l:* ‘Hlﬂda ais havendo a registrar foram encerrados os
trabalhos do que, para constar, elaborei o presente relatério que vai por mim, Niége Maria de

Paiva Melo. Secretdria, assinados depois do Senhor Presidente. e demais integrantes da

Comissio Examinadora. Recife, 22 de Fevereiro de 2007
Prof. Claudio Moura Lacerda de Mn-la —— ) ) I
Prof. Frederico Teixeira Brandt
onfere Cﬂ'] i Dﬂ-.umentn Prof. Silvio da Silva Caldas Neto 7 s
Prof. Heloisa Ramos Lacerda de Mel s tvcecclo ‘E‘:’ 4

Prof. losemberg Marins Campos ,
Niége Maria de Paiva Melo (secretiria k-

5'."\. ] 1[1.! 1r*'|



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

REITOR
Prof. Amaro Henrique Pessoa Lins

VICE-REITOR
Prof. Gilson Edmar Goncalves e Silva

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POSGRADUACAO
Prof. Cdso Pinto de Melo

CENTRO DE CIENCIASDA SAUDE
DIRETOR
Prof. José Thadeu Pinheiro

HOSPITAL DASCLINICAS
DIRETORA SUPERINTENDENTE
Prof. Heloisa Mendonga de Morais

DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
Prof. Marcelo Salazar da Veiga Pessoa

PROGRAMA DE POSGRADUACAO EM CIRURGIA
NiVEL MESTRADO E DOUTORADO
COORDENADOR
Prof. José Lamartine de Andrade Aguiar

VICE-COORDENADOR
Prof. Carlos Telxeira Brandt

CORPO DOCENTE
Prof. Alvaro Antdnio Bandeira Ferraz
Prof. Carlos Teixeira Brandt
Prof. Claudio Moura Lacerdade Mo
Prof. Edmundo Machado Ferraz
Prof. Frederico Teixeira Brandt
Prof. José Lamartine de Andrade Aguiar
Prof. Salvador Vilar Correia Lima
Prof. Silvio Caldas Neto



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

DEDICATORIA

Novamente...
A Deus, por todas as coisas boas que tem me proporcionado,
especialmente pelas pessoas que colocou na minha vida.

Aos meus pais, Geraldo Magela e Maria Socorro, que, desde cedo, me

mostraram a importancia da educac¢do e me ensinaram o caminho da ética.

A Isabel, minha esposa, pela paciéncia e tolerancia. Hoje reconheco o seu
sacrificio e abnegacdo em prol de minha formagcéo.

Aos meus irmdos, Luiz Fernando e Ana Laura, meus amigos e
conselheiros de toda hora.

Em memoria dos meus avos e avds, que, tenho a certeza, sempre

intercederam por mim nos momentos dificeis.

E agora...
Aos meus filhos, Sarah e Gabriel, meus maiores presentes confiados por

Deus. Em cada sorriso e gesto deles, uma forca renovadora.



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

AGRADECIMENTOS

& A Universidade Federal de Pernambuco e ao seu Programa de P6s-Graduacéo
em Cirurgia, que me acolheram, de bragos abertos, tanto no Mestrado como no
Doutorado, me propiciando redizar dois antigos sonhos. fazer poés-graduacéo e

trabalhar com educacdo superior.

# Ao Prof. Dr. Carlos Teixeira Brandt, incansavel estudioso da esquistossomose
mansdnica no Brasil, e que me apresentou o assunto do auto-implante esplénico e me

estimulou a pesquisar sobre ele.

& A Prof2a Dr2 Cdiia Maria Machado Barbosa de Castro, a quem devo todos os meus
passos dentro de um laboratorio, pela participagdo irrestrita neste trabalho e pela

oportunidade impar de trabalhar ao seu lado.

& Ao Prof. Dr. José Lamartine de Andrade Aguiar, Coordenador do Programa de Pos-
Graduacdo em Cirurgia da UFPE, pelas oportunas sugestdes e pelo convivio sempre

agradavel.

& A colega de Doutorado, Dr2 Ana Catarina Delgado Sousa, pela agjuda na

constituicdo dos grupos estudados, que redundou numa grande amizade.

& Aos adunos bolsistas do Programa Institucional de Bolsas de Iniciacdo Cientifica
(PIBIC) Carlos Brandt Filho e Francisco Manh&es Machado de Castro, e a

biomédica Fatima Diniz pelo apoio nos experimentos.



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

& A0 mestre, amigo, conselheiro e companheiro de universidade Prof. Lenisio
Bragante, um modelo de homem de caréter, por ter me amparado de modo ilimitado

em uma fase importante de minha vida

& Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), pelo

financiamento do projeto.

A Diretora da Escola Estadual Jader de Andrade, Timbatiba— PE, Lucia Melo, pda

guda na constituicdo de um dos grupos estudados.

& A minha cunhada Régia L eite, grande incentivadora da minha profissio e com quem

pude comungar dos mesmos ideais da pos-graduacao.

& A minha cunhada Rosselle Leite e a0 meu concunhado José Queiroga, pela ajuda
incomensuravel na reta final, muitas vezes preudicando seus afazeres em meu

beneficio.

& A todos os meus alunos do Curso de Graduagdo em Medicina da Universidade

Federal da Paraiba, que sdo a mola propul sora de minha labuta como professor.

& A MérciaeMarcia Araljo, pelos trabalhos de diagramagio e pela boa amizade que

construimos.



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

SUMARIO

RESUM O ...ttt sttt st st neene e e e e e e aestesaesnennenne e viii
ABSTRACT ettt bbbttt ettt b bbbt ae e e iX
CONSIDERAGOES INICIAIS......oiiieeeeeeeeeeseseeseesessenesssesseseesesseeean, 01
00 I g {0 o L1 o= o TS 02

1.2 APIrESENLAGCAD. ... .cuerueeueeeeeieetesieesteeie et sreeste e sre e sseesseeneas 06
ARTIGO Lttt na e 08
INEFOTUGED. ... ettt reeenneen 10

O bago e as consequiéncias imunol 6gicas da esplenectomia............. 12

Sepse fulminante pos-esplenectomia...........ccccvevevereeseneeceseeieennns 14
Auto-implante de tecido eSplEniCo..........cceveeeeieececiecece e 18
Sistemna fagocitico MONONUCIEAN ...........ccoeerieerieereerere e 22
Sistema microbicida dos macrofagos.........ooevrererererene e 24

S 0= () d Lo [0 TS 25

SuperdXido disMULasE..........cccceeeeeieecie e 27

(@) (T (o X 4111 e YOO 28

OXidO NItrICO SINTASE........cvvereeeceeeere et 30

(O11 (0011 = S USRS 32
INterleucing 6 (IL-6)........ccovrerirerieieieserese e 32

Interleucina 12 (IL-12).....c.ccceieeieeeeee e 34

ConsSIderaCies fiNAIS........coccieieeiiecie e e 36

N 1 = o SRS 37

R [ = 0= RSP 38

N O 1 T LSS 55
N 015 1= o ST 56
RESUMO. ... 56
INEFOAUCTION. ... e e 57
MELNODS......c.eeeeeeiee ettt st sne e 57
RESUITS. ...t e 58
DISCUSSION......ueitiiiieie sttt sttt sttt sae ettt be e 59

(000 070 (115 T o SRS 60
REFEIENCES......c.ee ettt sreenae e 60

N 1 T 2 TSRS 62
RESUMO.......eeiiie e 64

100 (U0 o 65

1Y (e (oSS 68

S-S 70 (01 PSS 73
DISCUSSAO. ....ccuviteeteeiee sttt sttt r e 74
CONCIUSED. ...ttt s nae s 79

N 015 = o PSP 80

REFEIBNCIAS.....ceeeeeeeeeeeeeeeeee e 81



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

CONCIUSION. ..ttt ettt et et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaees
RE O EINICES. ... e e e

DISCUSSAQO GERAL oo eeeeeer e eveveeeer e e esseereneenarseeeseesnanaaens

CONSIDERAGOESFINAIS......oooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerese s essesssessesee s
CONCIUSDES.......ccueeireectee et e see et esre et e sae s beesaeessbeesaeesbeesaeesreesrneens
RECOMENAACOES......ceeeveeiieeee e e

REFERENCIAS.....o oo oot eeeeeeee e eee et eeeeeeeeseseaeseaessaseseeseseessssessssesssnenes

ANEXQOS

87
89
90
95
100
101
107
108

117
134
135
136
141

153



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

RESUMO

Hipertensdo porta devida a esguistossomose mansbnica na forma hepatoesplénica (EHE) é
tratada com sucesso pela esplenectomia e ligadura da veia gastrica esquerda (ELGE).
Entretanto, apds a retirada do bago, ocorre um aumento no risco da sepse fulminante pos
esplenectomia (SFPE), causada pelo prejuizo a funcdo imune normal por uma ateracdo do
sistema fagocitico mononuclear (SFM). Assim, o auto-implante de tecido esplénico tem sido
proposto, em criancas, com a finaidade de restaurar a funcdo esplénica quando a
esplenectomia é necesséria. A estimulacdo do SFM causa a liberacdo de espécies reativas de
nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), e de citocinas, como & interleucinas 6 (IL-6) e 12
(IL-12), que, juntos, tém um papel essencial na morte microbiana. Neste contexto, é
importante também a acdo da superdxido dismutase (SOD), enzima que transforma o
superéxido em perdéxido de hidrogénio, um potente produto microbicida. Este estudo de corte
transversal teve o objetivo de avaliar a atividade funcional das células mononucleares do
sangue periférico, empregando um ensaio in vitro em pacientes com EHE submetidos a ELGE
e auto-implante de tecido esplénico em bolsa no omento maior, através da andlise da producéo
de °NO (umol/ml), IL-6 (ug/ml), IL-12 (ug/ml) e SOD (uSOD/mg proteina) no sobrenadante
destas células. O grupo teste foi constituido de 19 pacientes com EHE submetidos, no Servico
de Cirurgia Gera da Crianca, Hospital das Clinicas — UFPE, a ELGE e auto-implante
esplénico (EHE/EL GE/AI/G3). Os resultados foram comparados com trés grupos, incluindo
12 pacientes com EHE ndo tratados (EHE/G1), 13 pacientes com EHE submetidos a ELGE
(EHE/ELGE/G2) e 15 individuos sadios (CT/G4). Andlise da producdio de *NO pelos
monaocitos mostrou resultados similares entre os grupos G2 (6,7 = 0,4), G3 (7,4 £ 1,6) e G4
(8,2 + 2,7). Entretanto, os pacientes do G1 produziram niveis baixos de “NO (5,3 + 1,3),
guando comparados a0 G3 (g= 4,285 [?0,05) e G4 (g=5,837 p ? 0,01). Em relacéo a
liberac8o de IL-6, os mondcitos do G1 demonstraram reduzida habilidade em produzir esta
citocina (468,0 + 198,0), quando comparada ao G2 (628,6 + 23,4; g=3,085 p?0,05), G3 (632,9
+ 12,8; g=3,782 p?0,05) e G4 (639,2 + 32,2; g=4,332 p?0,05). Ao contrario, nenhuma
diferenca estatistica foi encontrada entre estes trés grupos. A respeito da producéo de IL-12,
foram demonstradas altas quantidades desta citocina no G1 (4,6 + 2,3), estatisticamente
significante, em comparagdo com G2 (1,3 = 0,6;0=4,695 p20,05), G3 (1,7 + 1,3;0=4,353
p?0,05) e G4 (2,2 £ 1,0;g=2,830 F20,05). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre
estes trés grupos. A atividade da SOD foi significantemente maior no G1 (9,2 + 3,8) e G2 (8,5
+ 3,2), em comparagdo com G4 (5,1 £ 2,1), enquanto sua atividade no G3 (7,3 = 3,1) foi
semelhante a0 G4 (g=2,954 p?0,05). Coletivamente, os resultados sugerem multiplos padrées
no perfil de resposta imune durante a EHE e iguamente apds esplenectomia com ou sem
auto-implante esplénico. Este estudo da suporte a hipotese de que o auto-implante esplénico é
capaz de manter a atividade do SFM, que pode ter contribuido para proteger os pacientes do
grupo EHE/ELGE/AI da SFPE.

DESCRITORES: Esquistossomose; Oxido nitrico; Esplenectomia.
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ABSTRACT

Porta hypertension due to hepatosplenic mansonic schistosomiasis (SMH) is treated
successfully by splenectomy and ligature of left gastric vein (SLGV). However, after
splenectomy, occur an increased risk of overwhelming postsplenectomy infection (OPS),
caused by impair normal immune function due to alteration in the mononuclear phagocyte
system (MPS). Thus, autotransplantation of spleen dlices in a great omental pouch have been
proposed, in children, to restore splenic function when splenectomy is necessary. Stimulation
of the MPS cause the release of reactive nitrogen species, like nitric oxide {NO), and
cytokines, as interleukin 6 (IL-6) and 12 (IL-12), that, together, have an essential role in the
microbial killing. In this context, is aso important the action of superoxide dismutase (SOD),
enzyme which turn the superoxide to hydrogen peroxide, a potent oxidative product. This
cross-sectional study had the objective of evaluating the functional activity, in vitro assays, of
the peripheral blood mononuclear cell (PBMC), in patients with SMH who underwent SLGV
and spleen tissue autotransplantation in a great omental pouch, using the analysis of ‘NO
(umol/ml), 1L-6 (ug/ml), IL-12 (ug/ml) and SOD (uSOD/mg protein) production in
supernatants in PBMC. The group test was constituted of 19 patients with SMH underwent, in
the General Surgery of Children University Hospita — UFPE, to SLGV and spleen
autotransplantation (SMH/SLGV/AI/G3). The results were compared with three groups,
including 12 patients with SMH not treated (SMH/G1), 13 patients with SMH who underwent
SLGV (SMH/SLGV/G2) and 15 healthy individuals, who formed the control group (CG/G4).
Analysis of NO production by monocyte showed similar results among groups G2 (6.7 +
0.4), G3 (7.4 £ 1.6) and G4 (8.2 = 2.7). However, patients from G1 showed lower level of
NO (5.3 + 1.3), when compared G3 (g= 4.285 p?0.05) and G4 (g=5.837 p ? 0.01).
Respecting IL-6 release, the monocytes of G1 showed a reduced ability to produce this
cytokine (468.0 £ 198.0), when compared to G2 (628.6 + 23.4; q=3.085 p?0.05), G3 (632.9 +
12.8; g=3.782 p?0.05) and G4 (639.2 + 32.2; g=4.332 [F20.05). In contrast, no statistical
difference was found among these three groups. Regarding IL-12 production, was
demonstrated high amounts, statistically significant, in G1 (4.6 £ 2.3) in comparison with G2
(2.3 £ 0.6; g=4.695 p?0.05), G3 (1.7 + 1.3; g=4.353 p?0.05) and G4 (2.2 + 1.0; g=2.830
p?0.05). Nevertheless, there were no significant differences among G2, G3 and G4. The SOD
activity was significantly higher in GL (9.2 + 3.8) and G2 (8.5 + 3.2), in comparing with G4
(5.1 £ 2.1), whereas its activity in G3 (7.3 + 3.1) was similar as compared to G4 (g=2.954
p?0.05). Taken together, the results suggest multiple patterns in the profile of the immune
response during the SMH and likewise after splenectomy with or without spleen
autotransplantation. This study supports the hypothesis that spleen tissue autotransplantation
is able of maintening the activity of MPS, which may have contributed to protect the patients
of the SMH/SLGV/AI group against OPSI.

KEYWORDS: Schistosomiasis; Nitric Oxide; Splenectomy.
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1.1 Introducéo

A esquistossomose mansonica persiste como importante problema médico-socia
para o Brasil, particularmente para o Nordeste, representando a terceira causa de 6bito entre
as doencas classificadas como as grandes endemias rurais™?. No grupo pediétrico, a
esguistossomose mansdnica, na forma hepatoesplénica (EHE), pode determinar hipertensio
porta (HP), sangramento digestivo por ruptura das varizes de esdfago, hiperesplenismo e
dteragdes do crescimento e desenvolvimento®*. A maioria desses pacientes é tratada
clinicamente, todavia, alguns requerem, adicionalmente, intervencdo cirdrgica, sendo a
esplenectomia, ligadura da veia gastrica esquerda e auto-implante de tecido esplénico uma
opcao de uso fregiiente no Estado de Pernambuco®°.

A esplenectomia € um procedimento que corrige o hiperesplenismo e melhora o
desenvolvimento pdndero-estatural nas criangas, mas determina complicagbes imunitarias
importantes, em virtude da perda da funcdo de protecdo do baco na imunidade®®’. A
complicagdo mais temida é a sepse fulminante pos-esplenectomia (SFPE), por bactérias
encapsuladas, que tem mortalidade de 50 a 75%°.

O auto-implante de tecido esplénico em bolsa, no omento maior, € a forma mais
aceitdvel de preservar a funcdo do bago quando a esplenectomia total for necessaria. O
procedimento diminui a ocorréncia de SFPE em criancgas, que tem sido atribuida a diminuicéo
de imunoglobulina M, de linfécitos T e B circulantes, de properdina e de tuftsinag, alteracoes
que podem conduzir & deficiéncia da atividade do sistema fagocitico mononuclear (SFM)®24,

O SFM é representado pelos mondcitos e macrofagos e consiste de células que tém
uma linhagem em comum cuja funco priméria é a fagocitose™. Estas células podem destruir

as bactérias utilizando um sistema microbicida dependente de oxigénio, por meio de um
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processo conhecido como explosdo respiratoria, cuja reagdo chave é areducéo enzimatica do
oxigénio molecular (O2) aanion superéxido (0,)*,

O O, gerado por células fagociticas pode ser convertido a peréxido de hidrogénio
(H202), na presenca da enzima superdxido dismutase (SOD), encontrada na membrana
plasmética, no involucro interno do fagossomo e no citossol, e a partir dai ser convertido em
&gua e oxigénio, numa reagcdo cataizada pelas enzimas catalase e sistema glutation
peroxidase- glutation redutase™. Por isso, a presenca destas enzimas é de grande importancia
na protecdo da célula hospedeira contra a acdo do anion O, no interior do citoplasma,
permitindo sua ac&o apenas no centro do fagossomo®.

Em virtude do O refletir ainiciacéo da cadeia respiratOria, a geracdo deste anion por
monacitos do sangue periférico foi avaliadaem um grupo de pacientes submetidos no Servigo
de Cirurgia Geral da Crianca (SCGC), do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), a esplenectomia, ligadura da veia géstrica esquerda e auto-implante
de tecido esplénico em bolsa no omento maior, trabaho que resultou na Dissertacdo de
Mestrado do autor desta Tese, concluida em 2001%%%!, Este estudo demonstrou a manutenczo
dos niveis de O, nos pacientes com fragmentos auto-implantados de bago, quando
comparados aos individuos controles normais, e maores do que nos pacientes
esplenectomizados. Os achados deste trabalho vieram a corroborar a hip6tese da manutencao
daintegridade do SFM promovida pelo auto-implante esplénico.

Além do O, produzido pelos monécitos como agente microbicida, destaca-se a
geracdo dos 6xidos de nitrogénio téxico, entre des o éxido nitrico (NO). O NO é um gés
incolor e estavel, cuja principal funcdo é promover citotoxicidade mediada por macréfagos®.
A molécula é produzida a partir da L-arginina, na presenca de O,, em um processo catalisado
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pela enzima Oxido nitrico-sintase (NOS), presente no citossol*. A isoforma induzida desta
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enzima (iNOS) tem sua producdo estimulada por citocinas e lipopolissacarideos (LPS).
Portanto, a sua express3o resulta em inibicao do crescimento de patdgenos microbianos™.

As células do SFM também atuam através da producdo de vérias citocinas que
recrutam outras células inflamatorias (especialmente neutréfilos), tais como o fator de necrose
tumoral afa (TNF-?), a interleucina 6 (IL-6) e a interleucina 12 (IL-12)*°. A IL-6 é uma
citocina pleiotrépica que medeia a imunidade natural, sendo estimulada por agentes
infecciosos dos fagécitos mononucleares, servindo como fator de crescimento no final da
seqiiéncia de diferenciacdo dos linfécitos B®. Ja a IL-12 é uma molécula que regula a
inflamagdo imunomediada, ativando céulas inflamatdrias especificas, como as células
assassinas naturais (natural killer) e os linfécitos T2°.

A producéo de TNF-? pelos mondcitos do sangue periférico dos mesmos pacientes
submetidos ao auto-implante esplénico no SCGC jafoi avaiada em estudo conduzido no ano
de 2003?’. Os resultados demonstraram que as concentragdes desta citocina ndo diferiram nos
trés grupos estudados (esplenectomia, esplenectomia com auto-implante esplénico e controle
sadio), demonstrando-se que apos a esplenectomia, com ou sem auto-implante esplénico, a
funcéo dos mondcitos, com relacéo a producéo de TNF-?, mantém se preservada.

A idéia central desta pesquisa partiu da observacdo da ocorréncia relativamente
freqliente da SFPE, na populacéo pediétricado SCGC do HC/UFPE, nadécada de 80. Assim,
com o intuito de minimizar esta complicagdo, seguindo uma recomendacdo da literatura, foi
padronizada e normatizada, a partir de 1990, a técnica do auto-implante esplénico apos
esplenectomia para tratamento da hipertensio porta causada pela esquistossomose mansonica
na forma hepatoesplénica. Com este procedimento, foi observada uma significativa reducéo
da prevaéncia da infeccdo fulminante, fato que vem sendo objeto de pesquisas até a presente

data, a maioria delas investigando o papel imunolgico do auto-implante esplénico.
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Especula-se que a retirada do baco remova uma fonte importante dos macréfagos
teciduais (esplénicos) e o sitio onde as reagdes imunes se processam, a partir da penetracéo
dos antigenos originados no sangue, e que O auto-implante esplénico seja capaz de
restabelecer a fungdo destas células e as reagdes por elas induzidas.

Em virtude do controle da infeccdo depender do baco e do estado de ativagéo do
sistema fagocitico mononuclear, este estudo teve por objetivo analisar, de forma prospectiva e
usando o modelo de corte transversal, a atividade funcional dos monécitos do sangue
periférico, in vitro, de pacientes portadores de esguistossomose mansdnica, na forma
hepatoesplénica, submetidos, no SCGC d HC/UFPE, a esplenectomia, ligadura da veia
gastrica esquerda e auto-implante de tecido esplénico em bolsa no omento maior. De modo
especifico, o trabalho objetivou avaliar a producdo do radica °NO, da IL-6 e IL-12 e da
enzima SOD neste grupo de pacientes, comparando-se os resultados com os de pacientes
esguistossomoticos hepatoesplénicos, ainda ndo tratados, esplenectomizados pela mesma
doenca e individuos sadios.

Com este trabalho pretende-se dar maior consisténcia a hipétese de que o auto-
implante de tcido esplénico possa influir de forma positiva na atividade fagocitica, na
imunidade celular e humora destes pacientes, pela manutencdo das reagcGes imunes que
continuam se processando nos fragmentos auto-implantados. Portanto, trabalhar-se-4 com a
hipétese de que o auto-implante de tecido esplénico determina, em pacientes
esguistossomoticos hepatoesplénicos operados, manutencéo dos nivels de geracdo de Oxido

nitrico, das interleucinas 6 e 12 e da atividade da enzima superéxido dismutase.
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1.2 Apresentacéo

Esta Tese foi estruturada sob a forma de artigos cientificos, conforme “Proposta para
apresentacdo de Dissertacdo/ Tese nos Programas de Pos-Graduacéo do Centro de Ciéncias da
Salude (CCS) da UFPE”, baseada em Souza MSL — Guia para redacéo e apresentacéo de
monografias, dissertacdes e teses?®,

Assim, o corpo datese foi composto de oito secfes: Consideragdes iniciais; Artigo 1;
Artigo 2; Artigo 3; Artigo 4; Discussé@o Geral; Consideragdes finais e Referéncias.

O Artigo 1 representa uma revisdo da literatura (sob a forma de artigo de
atualizacdo), com um titulo muito préximo do titulo da Tese, sendo organizado conforme as
normas da Revista do “ Colégio Brasileiro de Cirurgides’, paraaqua serdenviado. O Artigo
2 é artigo original publicado na Revista “Acta Cirurgica Brasileira — Sept-Oct; vol 21 (5),

2006” estando disponivel na pagina do Scielo (http://www.scielo.br/ach). O Artigo 3 € artigo

original aceito para publicagd na Revista do “Colégio Brasileiro de Cirurgifes” e foi
apresentado e premiado com “Mencédo Honrosa” no | Encontro de Pos-Graduagdo do
Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), em 30 de
novembro de 2006, além de ter a sua publicacdo nos Anais do encontro (Anexo I). O Artigo 4
€ artigo origina que foi formatado de acordo com as normas da Revista “Memodrias do
Instituto Oswaldo Cruz”, para a qual sera enviado.

Estes artigos foram apresentados, como um trabalho unico, na forma de comunicagéo
oral, no XXI Forum de Pesquisa em Cirurgia, promovido pelo Colégio Brasileiro de
Cirurgifes, no Rio de Jareiro, em 10 de novembro de 2006 (Anexo I1).

O resumo e o0 abstract desta tese serdo submetidos para publicacdo e estdo
formatados de acordo com as normas da “Revista Brasileira de Ciéncias da Saude” da UFPB

(Anexo I11).



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

Esta pesquisa foi realizada no Servigo de Cirurgia Geral da Crianca e no Laboratorio
de Imunopatologia Keiso Azami (LIKA), da UFPE, e seguiu os principios da Declaracéo de
Helsinque, sendo aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do CCS da UFPE (Anexo IV).
O termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado por todos os pacientes ou

responsaveis (Anexo V).

O trabalho faz parte da linha de pesqguisa Esquistossomose cirurgica do Programa de
P6s-graduacéo em Cirurgiada UFPE — Niveis Mestrado e Doutorado. Esta linha de pesquisa é
o principal objeto de estudo do Grupo de Pesguisa que leva 0 mesmo nome, cadastrado no
Conselho Naciona de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPg), que tem o autor
desta Tese como um dos seus membros e cujo lider € o Prof. Carlos Teixeira Brandt,
orientador deste trabal ho.

Este grupo de pesquisa ja produziu, entre outros trabalhos, capitulo de livro nesta
area de estudo, intitulado “ Cirurgia esplénica na crianca”, do livro “ O Bago” de autoria do

Prof. Andy Petroianu, lancado em 2003 (Anexo VI).
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ARTIGO 1
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Esplenectomia e auto-implante esplénico na hipertenséo porta
esquistossomotica na crianga e suarelagdo com o sistema fagocitico

mononuclear napromocdao da resisténcia a infeccao*
Splenectomy and spleen autotransplantation in schistosomal portal

hypertension in children and your relation with the phagocytic mononuclear

system to promotion the resistance of infection

Carlos Roberto Carvalho Leite!; Carlos Teixeira Brandt 2

1. Professor Assistente, Departamento de Cirurgia, Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), Mestre e Doutorando em Cirurgia, Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE)

2. Professor Titular, Departamento de Cirurgia, CCS, UFPE

Trabalho realizado no Hospital das Clinicas da UFPE e no Laboratério de

Imunopatologia Keiso Azami (LIKA)

* Artigo de Atualizacdo que sera submetido para publicacdo e formatado de acordo com as normas
da Revista do Colégio Brasileiro de Cirurgides publicacao@cbc.org.br (Anexo VII)
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INTRODUCAO

A prevaléncia média da esquistossomose mansonica no Brasil se situa em
torno de 8% de sua populacdo e o numero estimado de portadores foi calculado
em, aproximadamente, 8,3 milhdes em 19972, A forma hepatoesplénica apresenta
prevaléncia nas areas endémicas de 2 a 7%, aparece comumente apds 0s cinco
anos de idade, em habitantes de areas endémicas, usualmente 5-10 anos apoés a
infeccao inicial*?.

A esquistossomose mansonica, na forma hepatoesplénica (EHE), decorre do
acometimento hepatico produzido principalmente pelo grande ndmero de ovos
eliminados, carreados para o figado pelo fluxo porta, onde desencadeiam uma
reacdo granulomatosa que produz a lesdo hepatica caracteristica da doenca, a
fibrose de Symmers®. Esta fibrose bloqueia parcialmente o fluxo porta,
transformando a veia porta e seus ramos em tubos rigidos, elevando a pressao no
sistema porta, instalando-se o quadro de hipertenséo porta (HP), principal expressao
fisiopatolégica da EHE, e que se manifesta através de esplenomegalia,
hiperesplenismo, varizes de eséfago, circulagdo colateral, hemorragia digestiva alta
e alteracBes hepaticas variaveis®. Paralelamente, ocorre uma intensa neoformacéo
vascular desenvolvida em torno dos ramos portais, que leva a um aumento do leito
vascular, com reducdo da velocidade do fluxo porta, bem como a esplenomegalia
decorrente da hiperplasia do sistema reticulo-endotelial e da congestao,
aumentando o débito sanguineo esplénico e o fluxo na veia porta. Assim, na
esquistossomose mansonica, o regime de HP é mantido por dois fenbmenos: a
fibrose periportal intra-hepatica e o hiperfluxo esplénico®.

No grupo pediéatrico, a EHE pode determinar HP, sangramento digestivo por

ruptura das varizes de esb6fago, hiperesplenismo e alteracbes do crescimento e
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desenvolvimento®. Portanto, o principal objetivo da terapéutica cirGrgica na EHE é a
resolucéo da HP*.

A maioria desses pacientes é tratada clinicamente, todavia, alguns
requerem, adicionalmente, intervengéo cirargica, sendo a esplenectomia, ligadura da
veia gastrica esquerda e auto-implante de tecido esplénico uma opcdo de uso
frequiente no Nordeste do Brasil®. A esplenectomia objetiva corrigir o hipoevolutismo,
0 hiperesplenismo e diminuir o gradiente de pressdo portal, além de eliminar a
volumosa tumoracdo®*. A ligadura da veia gastrica esquerda tenta desconectar as
anastomoses entre 0 sistema venoso azigo e o portal, diminuindo a pressdo nas
varizes do terco inferior do eséfago e do fundo gastrico’. O auto-implante de tecido
esplénico possibilita, provavelmente, a manutencédo da funcéo imunitéria original do
baco, protegendo o organismo contra a sepse fulminante pds-esplenectomia (SFPE)
causada por inimeros germes, sobretudo os encapsulados®.

A esplenectomia € um procedimento capaz de reduzir significativamente a
pressao no sistema venoso portal. Entretanto, embora tenha o beneficio de corrigir o
hiperesplenismo e melhorar o desenvolvimento pondero-estatural nas criancas, pode
determinar uma série de complicacdes hematoldgicas e imunoldgicas, em virtude da

perda da funcao de protecéo do baco na imunidade®%1*,
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O BACO E AS CONSEQUENCIAS IMUNOLOGICAS DA ESPLENECTOMIA

O baco pode ser definido como sendo um filtro discriminatério, cuja estrutura
e capacidade de filtracdo sdo estabelecidas por uma malha reticular (leito de
filtracdo) com especializacdes (bainha linfocitaria periarterial, nédulo linfatico, zona
marginal, bainha macrofagica periarterial, espaco pulpar e corddes esplénicos).
Juntos, esses elementos especializados conferem ao 6rgao a capacidade de realizar
suas importantes funcées hematoldgicas e imunolégicas®? (Tabela 1).

Do ponto de vista imunolégico, o bagco é o maior 6rgéo linféide do organismo
e o principal local de respostas imunes aantigenos originados no sangue®3.

Tanto o figado quanto o baco participam na depuracdo das bactérias
existentes no sangue, porém, enquanto o figado depura a maioria dos germes, em
virtude de sua maior massa, 0 baco é um filtro mais eficiente, depurando mais
bactérias por grama de tecido. Além disso, o figado so6 faz a depuracéo de bactérias
previamente opsonizadas, enquanto o baco € mais efetivo na depuracdo de
bactérias pobremente opsonizadas®. Esta propriedade é Unica deste 6rgdo, e a
importante implicacdo pratica desta especializada capacidade de fagocitose é que o
baco é o local mais importante de depuracdo na fase precoce da invaséo bacteriana,
antes que quantidades suficientes de anticorpos especificos tenham sido
produzidas'®. E isto é particularmente importante na defesa contra os antigenos tipo
2 células T independentes (antigenos TI2). Estes antigenos, geralmente
polissacarideos, sdao 0 componente antigénico da capsula de bactérias
encapsuladas como o Streptococcus pneumoniae®.

O primeiro contato do antigeno com as células imunocompetentes, dentro do
baco, ocorre na zona marginal, uma estrutura exclusivamente presente neste 6rgao.

Essa zona é Unica pela sua microvasculatura, permitindo um baixo fluxo sanguineo
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e pela presenca de macrofagos especializados e um subtipo de células B
intermediarias®. Embora células B possam ser encontradas em outros locais, a zona
marginal representa o local de maior acumulo deste tipo de células no corpo
humano. Quando o sangue entra nos sinusdides da zona marginal, ha um
consideravel aumento em seu diametro, com reducdo subsequente do fluxo
sanguineo. Igualmente na polpa vermelha, fonte abundante de macréfagos, um
vagaroso fluxo é resultante. Isto permite um intimo contato entre os antigenos e os
fagdcitos ou células linféides, e entre os diferentes subtipos celulares envolvidos na
resposta imune!*. Nos humanos, este compartimento esplénico da zona marginal
nao € propriamente desenvolvido durante os dois primeiros anos de vida, o que
pode explicar o aumento na susceptibilidade as infeccées®.

O papel do baco na promocao da resisténcia a infeccao foi reconhecido
precocemente no século passado, quando Morris e Bullock demonstraram um
aumento na taxa de mortalidade proveniente de infecdo por Bacterium enteriditis em
ratos esplenectomizados, quando comparados com ratos controles normais?®.

Mesmo assim, a esplenectomia foi tida, durante véarias décadas, como uma
cirurgia benigna, e o baco como um o6rgdo sem funcdo precisa. Entretanto, a
observacéo da SFPE estimulou as pesquisas voltadas para a funcéo esplénica e as
conseqiiéncias da extirpacéo deste 6rgéo, principalmente as imunoldgicas™®.

Entre estas consequéncias destacam-se a reducdo da atividade fagocitica
(em particuar a materiais ndo opsonizados), a diminuicdo dos niveis séricos de
imunoglobulina M (IgM), a reducéo da atividade do componente da via alternativa do
sistema complemento (properdina), a diminuicdo do numero de linfécitos T (LT)
supressores, das interleucinas 1 (IL-1) e 2 (IL-2) e da tuftsina. A tuftsina € um

oligopeptideo circulante, formado por treonina-lisina-prolina e arginina, que estimula
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a fagocitose por ativacdo direta dos leucoOcitos e que se encontra na fracdo
gamaglobulinica das imunoglobulinas, admitindo-se que seja produzida no baco!’ %4,

O efeito imunoldgico da esplenectomia € dependente da idade no momento
da operacdo. Niveis de IgM caem e permanecem baixos por um ano, retornando
lentamente aos valores normais quatro anos apés a cirurgia. Niveis de
imunoglobulina G (gG) permanecem constantes ou aumentam, enquanto os niveis
de imunoglobulina A (IgA) elevam-se'®. Existe uma queda imediata e prolongada nos
niveis plasmaticos de tuftsina, que leva a um defeito na fagocitose pelos

22,25

neutrofilos A ativacdo do sistema de complemento pela via alternativa

(properdina) é também defeituosa, retornando somente ao normal alguns meses
apésl7’26.
Todos estes fatores justificam as mudancas imunoldgicas e as complicacdes

gue se seguem a retirada do baco. Tardiamente, o risco mais temido é a sepse

fulminante pos-esplenectomia.

SEPSE FULMINANTE POS-ESPLENECTOMIA

A primeira mudanca séria no conceito de que o baco nao era
fisiologicamente essencial para o organismo, e que sua perda era bem tolerada, nado
causando nenhum impacto na saude do paciente, veio com King e Schumaker, em
1952, que demonstraram a ocorréncia de infecgcdo bacteriana, com sepse
fulminante, em cinco de dez criancas submetidas a esplenectomia por doenca

hemolitica, sendo dois casos fatais.

Estes autores afirmaram que a evidéncia da relacdo entre o baco e a

resisténcia a infeccdo podia ser agrupada em quatro categorias: 1.0 baco aumenta
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na presenca de certas infeccfes; 2. muitas infecgdes latentes sdo reativadas apos
esplenectomia; 3. em certas espécies de animais a esplenectomia deprime a
resisténcia natural a infeccdes agudas e crbnicas e 4. o baco € o maior reservatério
de linfécitos do corpo humano, que tem um papel maior na formacdo dos

anticorpos?’.

Em 1970, Najjar e Nishioka, concluiram que a SFPE decorria da perda da
funcdo imunoldgica esplénica. Em especial, pela deficiéncia do papel protetor do
baco, mediado por uma endocarboxipeptidase, que atuava como uma leucoquinase
na membrana externa das células fagociticas, e fazia com que estas células
liberassem o tetrapeptideo tuftsina, a partir de uma fracdo da IgG*®. Em condicdes
normais, este oligopeptideo estimula todas as fung¢des das células fagociticas,
incluindo a fagocitose e as atividades imunogénicas e bactericidas®. Nos pacientes
gue sdo esplenectomizados por rotura de baco e desenvolvem esplenose (implante)
espontadnea ou intencional, as concentracfes de tuftsina se situam em niveis
normais ou est&o no limite inferior da normalidade®*®°.

A SFPE é agora uma condi¢cdo bem reconhecida, que ocorre em virtude de
dois mecanismos: 1. a auséncia do baco permite que 0os microrganismos circulem
por um longo tempo ha corrente sanguinea e, no caso das bactérias, multiplique m-
se em poucas horas; e 2. as fungbes esplénicas levam meses ou anos para serem
assumidas por outros 6rgados apds a esplenectomia, resultando em um estado de
vulnerabilidade?®.

A infeccdo fulminante é causada, na maioria dos casos, por bactérias,
particularmente as encapsuladas, sendo o0 Streptococcus pneumoniae

(pneumococos) o agente mais frequente (50-90% de todas as infec¢cdes) e mais

agressivo, seguido pela Neisseria meningitidis (meningococos) e Haemophilus



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

%031 Essas bactérias colonizam o sistema respiratério alto e, ao

influenzae
penetrarem na corrente sanguinea em pacientes asplénicos, provocam a SFPE*.
Outras bactérias como o Escherichia coli, Streptococcus ?-hemoaolitico,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa sp, também sdo notificadas
como de risco®.

O risco de desenvolvimento da infeccao fulminante, durante toda a vida, em
qualquer faixa etéria, é de cerca de 5%, mas ele esta diretamente associado a idade
do paciente no momento da cirurgia e ao intervalo de tempo pés-esplenectomia®?.
Assim, o risco € maior nas crian¢as (incidéncia de 2 a 8%), devido o baco ser o
principal responsavel pela fagocitose de microrganismos durante os primeiros anos
de vida, e nos primeiros anos apoés a cirurgia®. Entretanto, a SFPE pode ocorrer
desde poucos dias apos a remoc¢ao do baco até varios anos, mas 52% dos casos
ocorrem nos primeiros cinco anos, particularmente nos pacientes mais jovens3°=3,

Caracteristicamente, a SFPE tem inicio subito com adinamia, mal-estar, febre,
tosse, evoluindo rapidamente para choque séptico, com hipotensao arterial, coma,
convulsdo e 6bito, poucas horas apds a sua instalacdo®*. A coagulacéo intravascular
disseminada pode estar presente num percentual significativo de casos, contribuindo
para 0 aumento da morbidade. A taxa de mortalidade é de 50-75%3*.

O tratamento da infecg&o fulminante deve ser agressivo e precoce, logo nos
primeiros sinais de provavel sepse. Bridgen et al afirmaram que o ponto critico no
manejo dos pacientes com SFPE permanece no reconhecimento precoce do

paciente de risco, seguido pela imediata intervencao agressiva, e que o diagnéstico

nunca deve retardar o uso de terapia antimicrobiana empirica®.

Assim, todos os pacientes asplénicos, com febre de origem n&o esclarecida,

precisam receber antibioticoterapia de amplo espectro, frequentemente penicilina G
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benzantina na dose de 1.200.000U para adultos e criangas maiores de 10 anos que,
a principio, possue boa acdo contra germes encapsulados®. Nas criancas menores
de 10 anos e nos pacientes alérgicos a penicilina, a escolha recai sobre a
cefotaxima ou ceftriaxone, em associacdo com a gentamicina, se uma fonte entérica
ou urolégica de infeccao for suspeitada, e com a vancomicina, quando pneumococos

com alto nivel de resisténcia & penicilina s&o provaveis®.

Entre as medidas que tém sido recomendadas a fim de diminuir a
possibilidade de ocorréncia da SFPE estdo: 1. Imunoprofilaxia, através da vacina
polissacaridica pneumocacica, feita pelo menos duas semanas antes da operagao e
repetida a cada 5 a 10 anos ou duas semanas apds a cirurgia em situacdes de
urgéncia; 2. Antibioticoprofilaxia, com o uso de cefalosporinas de 12 geracao; 3.
Quimioprofilaxia, através da administracdo de penicilina oral (ou eritromicina nos
pacientes alérgicos) nos primeiros dois anos ap0s a cirurgia;, e 4. Estratégias
educacionais, através da identificagdo dos pacientes asplénicos (or meio de uma
pulseira ou colar) e pelo registro, no pés-operatorio, de episodios febris e seu pronto

tratamento®.

Apesar do sucesso dessas intervencdes, capazes de reduzir de modo
significativo a ocorréncia da doenca, o0 auto-implante de tecido esplénico
heterotépico tem sido recomendado como a forma mais aceitavel de preservar a

funcdo do bago quando a esplenectomia total é necessaria?*3"4°,

AUTO-IMPLANTE DE TECIDO ESPLENICO

Depois que ficou provado que pacientes asplénicos apresentavam
susceptibilidade aumentada & infec¢des por varias bactérias, o auto-implante de

tecido esplénico realizado com o objetivo de manter a funcéo residual do baco,
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estimulou um numero crescente de pesquisas experimentais e clinicas sobre tal
procedimento?22°:37:41-52

Os estudos iniciais focalizaram-se na escolha do local ideal para o implante
dos fragmentos esplénicos e na quantidade minima de baco capaz de restaurar a
sua funcédo imune normal

Tavassoly et al estudaram a regeneracdo do tecido esplénico auto-
implantado em ratos, e concluiram que fragmentos esplénicos com 2g de peso
regeneravam-se bem, indicando uma correlacdo linear entre o peso do tecido
implantado e a sua regeneracdo. Entretanto, quando o peso de tecido implantado
excedia 100g, o indice de necrose era maior que o de regeneracao, levando a
degeneracéo do tecido esplénico implantado®. Estudos recentes tém demonstrado
gue 25% do baco ortotopico sdo suficientes para manter a funcdo completa do
6rgdo. Isto significa, em humanos, aproximadamente 35g°2.

Tem sido demonstrado que o omento maior é o sitio mais apropriado para
realizacdo do auto-implante esplénico, na forma de pequenos fragmentos, e isso &
atribuido & rica vascularizagdo que existe nesta area, a abundancia de células
inflamatorias, fatores de crescimento e citocinas, e pelo fato de que o sangue
venoso desta estrutura drena para dentro da circulagéo portal, assim como o sangue
proveniente do bacgo. A bolsa omental acrescenta a vantagem de colocar as duas
faces do baco em contato com o folheto omental além de prevenir a ocorréncia de

aderéncias*”>

(Figuras 1 e 2).
Manley e Marine, em 1917, foram os primeiros a demonstrarem a viabilidade
dos fragmentos esplénicos implantados, apds esplenectomia, no subcutaneo da

parede abdominal de coelhos®. Este achado foi confirmado em 1971 por Widmann

et al, que conduziram estudo em ratos, no qual foi realizado esplenectomia,
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homogeneizacdo do tecido esplénico e sua injecdo na cavidade abdominal. Estes
autores observaram que houve “pega” do tecido esplénico (esplenose) no peritdnio
parietal, serosa gastrica e ao longo do mesentério, e demonstraram que, ap6s o
sacrificio dos animais, havia foliculos e centros germinativos no tecido esplénico
auto-implantado®®.

Para comprovar a funcionalidade do auto-implante esplénico, tem sido
realizadas cintilografias abdominais com enxofre coloidal marcado com Tecnécio
99™ verificando-se a atividade qualitativa do sistema fagocitico mononuclear (SFM)
no local, pela fagocitose do material radioativo® (Figura 3).

Os beneficios do auto-implante esplénico na promocao da resisténcia a
infeccdo foram demonstrados por varios autores, sendos explicados pela
manutencdo da resposta imunolégica humoral promovida pelo procedimento. Entre
as vantagens decorrentes, destacam-se 0 aumento lento e gradual de anticorpos, a
melhora da funcdo fagocitica oxidativa, demonstrada pela atividade de leucdécitos
periféricos, a preservacao da funcao reticuloendotelial (se comparada aos individuos
esplenectomizados), a manutencdo da sintese de IgM e IgG, com aumento da
producédo de IgA, a restauracdo do compartimento linféide funcional esplénico e o
aumento da  resposta  imune  humoral a vacina  polissacaridica
pneumococica’’ 43454657,

A maior incidéncia de regeneracdo esplénica em seres humanos foi
comprovada em estudo clinico retrospectivo realizado por Heuneking et al, em 1994,
Estes autores analisaram 21 pacientes entre 10 e 17 anos que receberam implantes
esplénicos apl6s  esplenectomia, comparando-os com 0S  pacientes

esplenectomizados da mesma faixa etaria. A analise laboratorial foi feita através da
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contagem da subpopulacdo de linfécitos e da andlise da fagocitose para
pneumococos in vitro. O estudo veio a confirmar a plena eficacia do procedimento”®.

A atividade hemocaterética também ja foi avaliada em pacientes submetidos a
esplenectomia e auto-implante esplénico no omento maior por hipertensdo porta
esquistossomatica, demonstrando-se negativacao para pesquisa dos corpusculos de
Howell — Jolly no sangue periférico em mais de 90% dos pacientes?. O estudo
corroborou a hipétese de que o procedimento € um método eficaz de producao de
esplenose e manutencao da funcéo de filtracdo esplénica.

Neste mesmo grupo de doentes, Brandt et al avaliaram a resposta imune a
vacina pneumocodcica polivalente. Assim, amostras de sangue foram coletadas antes
e seis semanas apoés a vacinagdo. Os resultados indicaram que a resposta imune foi
adequada em 15 pacientes (65%), intermediaria em quatro e inadequada em outros
guatro pacientes. Os autores acreditam que isto pode ser resultado da preservacéo
da meméria dos linfécitos B (LB), proporcionada pelo auto-implante. Estes achados
foram confirmados pelo estudo de Resende et al, em 2001,

Da mesma forma, Zhang et al avaliaram a influéncia do auto-implante
esplénico em pacientes portadores de hipertensdo portal e cirrose, medindo os
niveis de IgM e tuftsina. Estes autores concluiram que o procedimento restaura 0s
niveis da imunoglobulina e deste peptideo apés a esplenectomia®®.

Mais recentemente, a geracdo do anion superéxido (O, ), um radical livre
produzido por mondcitos, e do fator de recrose tumoral alfa (TNF-?), o principal
mediador da resposta do hospedeiro a bactérias gram-negativas, cuja principal fonte
celular é o fagoécito mononuclear ativado pelo lipopolissacarideo (LPS), foram

mensuradas, em um grupo de criancas e adolescentes submetidos a esplenectomia,

ligadura da veia géastrica esquerda e auto-implante esplénico. O estudo demonstrou
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a manutencdo dos niveis deste radical nos pacientes com fragmentos auto-
implantados de baco, quando comparados aos individuos controles normais, e
maiores do que nos pacientes esplenectomizados. Por outro lado, ndo houve
diferenca significante em relagdo aos niveis de producédo de TNF-?, demonstrando
nao haver interferéncia da esplenectomia ou do auto-implante sobre os niveis desta
citocina®®. Os achados deste trabalho vieram a corroborar a hipétese da restauracéo
da funcdo imune normal do baco, no que diz respeito a producdo de agentes
microbicidas pelas células mononucleares do sangue periférico, promovida pelo
auto-implante esplénico.

Atualmente, o auto-implante esplénico é considerado por varios autores,
como um procedimento essencial na pratica clinica, por ser capaz de reduzir a
ocorréncia da SFPE, e isto pode ser atribuido a manutenc¢éo da integridade do SFM,
pivd no mecanismo primario de defesa do hospedeiro, através de seus sistemas

microbicidas e da produc&o de citocinas??:338-40:52:59.60

SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR

O SFM compreende o conjunto de macrofagos livres (mondcitos) e fixos nos
tecidos, os quais constituem populacdes heterogéneas, mas com propriedades
comuns: a) sao ricos em lisossomos, mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso
(RER); b) aderem, in vitro, fortemente ao vidro, propriedade muito utilizada para se
obterem populacdes puras destas células a partir de suspensfes onde estédo
misturados a outros tipos celulares; c) fagocitam intensamente; d) apresentam
antigenos de histocompatibilidade aos LT e e) promovem quimiotaxia, funcdo que

impede a migracdo aleatoria dos macrofagos para longe dos locais de inflamacéo.
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O bago contém 15% dos macrofagos fixos nos tecidos que participam na
depuracdo de microrganismos e seus produtos, tais como endotoxinas e
compenentes da parede celular®®2,

Todas as células do SFM na medula 0ssea, e depois da maturacdo e
subsequente ativacdo, podem assumir formas morfologicas variadas. O primeiro tipo
celular que entra no sangue periférico, depois de sair da medula, € chamado de
mondcito®?,

Os mondécitos tém 10-15?m de diametro, e nlcleos em forma de feijao,
citoplasma finamente granular, contendo lisossomos, vacuolos fagocitarios e
filamentos citoesqueléticos®. Estas células contém aproximadamente 30 granulos
azurdfilos localizados perto do complexo de Golgi. A sua meia-vida na circulacao é
de aproximadamente 10 horas e a sua taxa basal de producéo é de cerca de sete
milhées de células/hora/dia, aumentando para 28 milhdes durante a inflamacg&o®:
(Figura 4).

Uma vez estabelecidas nos tecidos, os mondcitos se diferenciam e se
tornam macréfagos. Os macréfagos exibem um numero de mudancas fisicas e
bioguimicas, incluindo aumento do tamanho, nimero de granulos, quantidade de
RER, velocidade de deslocamento, conteddo protéico, atividade de enzimas
lisossdmicas, e a capacidade de fagocitar, pinocitar, digerir e de liberar radicais a
partir do oxigénio (O,)%3.

O baco € um dos locais mais importantes de “depdsito” de macrofagos. Os
macrofagos hepaticos, entretanto, conhecidos como células de Kupffer, constituem o
maior pool de macréfagos no corpo humano, sendo atribuida a estes uma

importante funcéo na remocéo de materiais toxicos e células tumorais®*.
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As células da linhagem monocitica/macrofagica desempenham suas funcdes
nas imunidades natural e especifica. Na imunidade especifica, os fagdcitos
mononucleares atuam como células acessorias para os linfocitos, processando,
apresentando aos linfocitos T (LT) e destruindo os antigenos fagocitados
(macrofagos ativados pelas células T), e finalmente promovendo a ulterior
eliminagcdo dos mesmos. Do ponto de vista da imunidade natural, duas funcdes tém
destacada importancia®:

1. Os macréfagos fagocitam particulas estranhas, como bactérias, e a
destroem através da geracdo de uma variedade de produtos toxicos
(Tabela 2), entre os quais 0s mais importantes sdo as espécies reativas de
oxigénio (EROs), como o0 O,” e as espécies reativas de nitrogénio (ERNSs),
como o éxido nitrico ("NO)®*;

2. Os macréfagos produzem citocinas que recrutam outras células
inflamatorias, especialmente neutrofilos e outros macrofagos. As quatro
principais citocinas produzidas pelos macréfagos sdo o TNF-? e a IL-1,
interleucina 6 (L-6) e a interleucina 12 (L-12), que sdo chamadas em
conjunto de monocinas, uma vez que sao elaboradas principalmente pelos

fagécitos mononucleares®:.

SISTEMA MICROBICIDA DOS MACROFAGOS (ESTRESSE OXIDATIVO)

A morte bacteriana envolve uma multiplicidade de mecanismos, todos os
guais sdo postos em acdo por trés eventos celulares: fagocitose, degranulacdo e
iniciacdo da explosao respiratoria (ER). A fagocitose representa a ingestdo de
particulas pelos fagécitos, sendo constituida de trés etapas: 1. aproximagdo do
macréfago do ponto de invaséo; 2. aderéncia da particula a membrana do fagocito; e

3. englobamento da particula dentro de um vacuolo fagocitario, o fagossomo. A
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degranulacao descreve o processo de fusdo entre o fagossomo priméario com um ou
mais lisossomos, formando o fagolisossomo®.

A ER (burst respiratorio) descreve uma via metabdlica, inativa nas células
em repouso, cujo objetivo € produzir um grupo de agentes microbicidas altamente
reativos, dependente de O, constituido de oxidantes letais produzidos por essas
células quando estimuladas®’. Assim, a morte da bactéria fagocitada é alcancada
pela acdo do conteddo dos gréanulos lisossdmicos e pelos agentes oxidantes
fornecidos pela ER, chamados de radicais livres®’:8.

O termo ER refere-se a uma série coordenada de eventos metabdlicos que
sdo ativados quando os fagocitos sdo expostos a estimulos apropriados, tais como o
LPS da parede das bactérias encapsuladas. O primeiro destes eventos a ser
descoberto foi 0 aumento marcante do consumo do O, que ocorre apos a estimulacao
do fagécito, cujo objetivo é fornecer energia para a fagocitose®’.

A ER consiste, desta maneira, no que alguns autores chamam de “os quatro
aumentos” 1. aumento do consumo de O,; 2. aumento na producdo de O, 3.
aumento na producédo de peréxido de hidrogénio (H20-). e 4. aumento do consumo de
glicose pela via da hexosemonofosfato®®®. Embora a ER consista de quatro eventos
separados, todos dependem da atividade de um simples sistema enzimatico, que

catalisa a reducdo de um elétron do O, a O,”°, usando nicotinamida adenina

dinucleotideo fosfato (NADPH) como doador de elétrons®’, como descrito abaixo:

iy 20, + NADPH 20, + NADP' + H*
‘ NADPH — o ‘
W) 20, +2H" Oz + H20;
2 Supero6xido Dismutag
(SOD)
H,0, +Cl Mieloperoxidase P Ocr+H0

Oz +H202 Ferro ou Cobre » oH+oH+O,



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

SUPEROXIDO (Oy)

O O, é produto da reacdo chave da ER, ou seja, a reducdo enzimatica
parcial de uma molécula de O, Este radical livre é fabricado pelos fagécitos através
da NADPH-oxidase, uma enzima associada a membrana, ativada quando as células
sd8o expostas a componentes bacterianos. Mais recentemente, foi demonstrado que
esta enzima é uma flavoproteina, sendo uma transportadora de életrons’.

As conseqiiéncias da producéo de O, ndo sdo de todas ruins, podendo até
salvar a vida. Isso foi demonstrado apds descobrir que 0 O,” é produzido em grande
guantidade por fagécitos estimulados, e que individuos portadores de doencas em
gue estas células sdo incapazes de produzir o anion superoxido sdo altamente
susceptiveis a muitas bactérias danosas e infeccdes flingicas’.

O O, produzido por células fagociticas atua no centro do fagossomo, mas
também é liberado no citossol, podendo causar danos toxicos para a membrana
celular. Por isso, imediatamente a sua liberacdo no citoplasma, este radical é
convertido a H,O; na presenca da enzima superéxido dismutase (SOD), presente na
membrana plasmatica e no involucro interno do fagossomo. Entretanto, o H,O,
também é capaz de causar danos para a célula, embora ndo seja propriamente um
radical. A sua detoxificacdo é feita através da catalase, que converte o HO, em
agua (H20) e O,, e do sistema glutation-peroxidase-glutation-redutase, que converte
este composto em H,O'°. Por isso, a presenca destas enzimas na membrana celular
€ de grande importancia na protecédo da célula hospedeira contra a acdo do anion
superdxido no interior do citoplasma, permitindo a acado deste apenas no centro do
fagosssomo. Logo, células com baixas concentracbes de SOD, catalase e de
glutation-peroxidase-glutation-redutase, como € o caso dos neutrofilos, morrem apos

a fagocitose. Os macréfagos, ao contrario, sdo ricos nessas enzimas. O
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desequilibrio entre a liberacdo das EROs e a capacidade de acao destes sistemas
de defesa antioxidantes promove o chamado estresse oxidativo 2.

O 0,7 é produzido durante a fagocitose ou amplamente liberado numa
pertubacdo da superficie da membrana de fagdcitos. Isto pode ser detectado através
de sua habilidade em reduzir quimicamente um composto aceptor de elétrons. O
ferricitocromo C tem sido particularmente usado neste intuito, e a sua reducao

através do O, forneceu a base para primeira andlise sobre a atividade da enzima

SOD73’74.

SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A SOD é uma metaloenzima essencial para proteger as células dos produtos
toxicos do metabolismo aerobico, que reduz a toxicidade das EROs, convertendo
uma espécie altamente reativa, o0 O,”’, em uma forma menos danosa as células, o

H,0,"°, conforme apresentado a seguir.

Oy +O7 +2H" P H:0;+0:
Supero6xido Dimutase

(SOD)

A SOD foi descoberta em 1969 por Mc Cord e Fridovich, como uma enzima
do eritrécito capaz de remover cataliticamente os radicais superéxidos’. Hoje se
sabe que existem trés isoenzimas SOD, sendo que duas séo intracelulares (Cuzn-
SOD no citossol e Mn-SOD na mitocondria), sintetizadas virtualmente por todas as
células do corpo, e uma extracelular (EC-SOD), encontrada nos fluidos, como o
plasma, linfa e liquido sinovial”"’. Weiseger et al demonstrou que as isoenzimas

intracelulares sédo semelhantes estruturalmente, com a diferenca de que a SOD
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contendo manganés, apdés a sua sintese no citossol, migra para dentro da
mitocondria’®.

A isoenzima CuZn-SOD citossdélica, cuja estrutura € representada por um
homodimero, possui como centro ativo um ion cobre (Cu) e um ion zinco (Zn). A
enzima usa atracdo eletrostatica para alcancar difusdo e reconhecimento do
substrato. O local ativo da enzima é composto de um fon Zn**, coordenado por trés
histidinas e um &cido aspartico, e pelo cobre cataliticamente ativo "%,

A geracdo de O,”e de H,O,, apds a acdo da SOD, no centro do fagossomo,

permite a liberacdo de varios outros radicais livres, altamente microbicidas, numa

reacdo em cadeia que leva & morte da bactéria. Entre eles, esta o "NO*.

OXIDO NITRICO (°NO)

O ?NO foi originalmente descrito por Palmer et al, em 1987, como o fator
relaxante derivado do endotélio (EDRF), e em 1992, em tributo a sua potencial
importancia nos sistemas biolégicos, foi considerado a “molécula do ano™'#2,

Atualmente sabe-se que o NO é um radical livre, gasoso, inorganico,
incolor, que apresenta sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um
elétron ndo pareado, situacéo que o faz reagir facilmente com o O,, 0 O, ou metais
de transic&o, como o ferro, cobalto, manganés ou cobre®3.

O NO é uma molécula facilmente difusivel nos liquidos corporais e tecidos e
atravessa livremente as membranas celulares. Para um radical, ele é relativamente
estavel. Prova disso é que o ’NO nao reage com ele mesmo e tem uma meia vida
fisiologica de segundos a minutos dependendo de sua concentracdo e condi¢des

guimicas ambientais, enquanto a maioria dos outros radicais livres tem uma meia-

vida de micro ou nanosegundos®.
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Globalmente, este radical livre possui papel importante em processos
patolégicos, além de ser mediador da atividade antitumoral e de diversas funcbes
incluindo neurotransmisséo, vasodilatacdo e imunorregulacéo®. Do ponto de vista
imunoldgico, o "NO esta envolvido na imunidade inata, como um agente toxico para
organismos infecciosos, protegendo o hospedeiro, mas pode induzir ou regular
morte e funcdo de células imunes hospedeiras, através da inducdo ou inibicdo da
apoptose ou por necrose, causando dano ao hospedeiro, portanto regulando a
imunidade especifica®®. Assim, sob diferentes condi¢es, o “NO pode ser citotdxico
ou citoestatico (citoprotetor).

O °NO tem um importante papel na citotoxicidade de macréfagos ativados
contra varios patégenos, incluindo o Schistosoma mansoni (S. mansoni). Apesar de
este ser um parasita extracelular, a facilidade de difusdo do °NO através das
membranas faz com que ele possa atuar sobre os organismos desta natureza®®.

A sintese de ’NO resulta da acdo de um grupo de enzimas denominadas
oxido nitrico sintases (NOS), presentes em varios tecidos em diferentes isoformas,
que convertem o amino&cido L-arginina em “NO e outro aminoécido, a L-citrulina®’. A
L-citrulina, por sua vez, pode ser convertida em dois metabdlitos: o nitrito (NO,) e o
nitrato (NOs’), que podem ser facilmente mensurados, fornecendo um meio indireto
da producdo da espécie radicalar. Entretanto, reacdes do ’NO diferem in vitro e in
vivo. In vitro, o principal produto de degradacéao € o NO,", enquanto in vivo o principal
produto é o NO3", como uma consequiéncia da reacdo do °NO com a hemoglobina®.

As reacgdes da sintese do NO e seus metabdlitos sdo apresentadas abaixo:

O, + L-arginina NADPH NO + L-citrulina
Oxido nitrico sintase
(NOS)

Nitrito (NO2)
Nitrato (NOs)
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A L-arginina € um aminoacido semi-essencial produzido no organismo,
porém em quantidade insuficiente para todas as necessidades. Além do ciclo da
uréia, a arginina € utilizada na sintese da creatinina e fornece ornitina para sintese
de poliaminas, numa reacdo catalisada pela enzima arginase. Como ha uma
solicitacdo metabdlica continuada da L-arginina, existe uma neo-sintese da L-

arginina nos tGbulos contorcidos proximais renais a partir da citrulina®.

OXIDO NITRICO SINTASE (NOS)

A enzima NOS apresenta-se sob trés isoformas, que se agrupam em duas
categorias: a NOS constitutiva (cNOS), que induz concentracdes baixas de NO e é
dependente de ions calcio (Ca™) e de calmodulina (envolvida na sinalizac&o celular)
e a NOS induzivel (iNOS), que nao é regulada por célcio, libera grandes quantidades
de "NO, sendo produzida por macréfagos e outras células ativadas por citocinas, ao
nivel do citossol. A isoforma constitutiva c-NOS compreende a NOS neuronal (tipo |),
presente nos neurénios, e a NOS endotelial (tipo I11), presente no endotélio®>.

A INOS (tipo Il), também chamada de macNOS (macrophage NO synthase),
nao € expressa constitutivamente, isto €, ndo esta presente de modo habitual, sendo
induzida somente em células ativadas por citocinas, como o TNF-? e o interferon
gama (IFN-?), e/ou endotoxinas bacterianas, em uma variedade de células, incluindo
0os macrofagos, LT, células endoteliais, midcitos, hepatdcitos, neutrdfilos e
plaguetas. A sua producao continua indefinidamente até que a L-arginina necessaria
para a sua sintese seja depletada ou ocorra a morte celular®.

A inducédo de INOS é feita pelas citocinas derivadas dos LT. As citocinas de
padrdo T helper do tipo 1 (Tyl), como o IFN-? e IL-2, regulam positivamente o *NO,

enquanto que a regulacado negativa é feita pela IL-4 e IL-10, citocinas de perfil T
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helper do tipo 2 (TH2)?°. Os macréfagos, como células apresentadoras de antigenos
em sua superficie, liberam também interleucina 12 (IL-12), que induz a diferenciacéo
de células T em células Tyl, produzindo o IFN-?, que estimula a producdo de ’NO

nos préprios macréfagos via iNOS®?.

O ’NO produzido pela iNOS, em altas concentracdes, é rapidamente oxidado
as ERNs. Sob condi¢des gasosas, as ERNs formadas sédo o dioxido de nitrogénio
(’NO,), ou triéxido de dinitrogénio ("N2Os) e o tetradxido de dinitrogénio (*N,O4), mas
em solucbes aquosas, 0 ‘N,Os é o maior produto oxidativo. A liberacdo destas
ERNs, na qual também se inclui o proprio NO, promove o chamado estresse
nitrosativo®. Em processos infecciosos, células ativadas como macréfagos e
neutréfilos secretam simultaneamente altas concentracdes de ERNs, como o °NO, e
de EROs, como o O,”, combinando-se os estresses oxidativo e nitrosativo. A acéo
cooperativa entre estes dois radicais resulta na formagcdo do anion peroxinitrico
(OONO™), um poderoso radical livre que pode causar peroxidacéo lipidica, além de
inibir a respiragcdo mitocondrial, depletando as fontes de energia, e produzir dano ao

DNA do parasita®’.

A producdo de O, " pode regular a atividade do °NO. O °NO produzido

intracelularmente pelos macréfagos se difunde para fora da célula, onde, na

auséncia de O, pode se difundir para dentro dos LT, inibindo a sua proliferagéo.
Por outro lado, NO pode se combinar extracelularmente com o Oy
espontaneamente produzido pela NADPH oxidase formando OONO™, prevenindo a
entrada de °NO dentro das células T, e, portanto, estimulando a proliferacdo das
mesmas. Assim, a interacdo entre 0 °NO e o O,” no baco pode determinar a

intensidade da resposta imune®*.
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CITOCINAS

As citocinas sao horménios protéicos que mediam as fases efetoras das
imunidades natural e especifica. Na imunidade natural, as citocinas sao produzidas
principalmente pelas células do SFM, e costumam ser chamadas de monocinas. A
maioria das citocinas da imunidade especifica € produzida pelos LT ativados, e tais
moléculas sdo chamadas de linfocinas®.

Os efeitos das citocinas podem ser sinérgicos ou antagénicos entre si. Um
exemplo deste antagonismo € a dicotomia no padréo de producao de citocinas Tyl e
Tu2. Quando os LT produzem citocinas de padraoTyl, isto €, IL-2, IL-12 e IFN-?
(pré-inflamatorias), € induzida uma resposta predominante do tipo celular. Ao
contrario, quando ha predominio de padrao T2, isto &, IL-4, interleucina 5 (IL-5), IL-
6, interleucina 9 (IL-9), IL-10, interleucina 13 (L-13) e TNF-? (anti-inflamatdrias), a
resposta induzida é preferencialmente humoraf’.

Os macrofagos de defesa sao estimulados diretamente pelos LPS a secretar
uma variedade ampla de citocinas que inclui, principalmente, o TNF-? e a IL-1, IL-6
e IL-12. Evidéncias indicam que a secrecdo excessiva destas citocinas pelos
macrofagos de defesa contribui para a faléncia organica e morte que ocorre como
uma consequéncia de sepse por aquelas bactérias®.

Neste artigo, nos restringiremos a revisdo da IL-6 e IL-12, devido a sua

importancia na morte bacteriana, bem como a amplitude e complexidade do tema.

INTERLEUCINA 6 (IL-6)

A IL-6 € uma citocina monomeérica com 184 aminoacidos e peso molecular

de 26kD, sintetizada por varios tipos de células linféides e nao-linféides, como LT,
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LB, fagocitos mononucleares, fibroblastos, queratinécitos, células endoteliais,
astrocitos e células mesangiais®®. Entretanto, a producéo de IL-6 pelos LT requer a
presenca de mondcitos, enquanto monadcitos produzem IL-6 na auséncia de estimulo
aparente em culturas in vitro®*.

A producéo de IL-6 em varias células é positivamente ou negativamente
regulada por uma variedade de sinais. Nas células do sistema fagocitico
mononuclear, a sintese de IL-6 é estimulada pelo LPS, TNF-? e IL-1, e controlada
pela producdo de fator de crescimento de transformacdo beta (TGF-?), IL-4 e IL-
10%. Ao contrério, a IL -6 inibe a producéo de TNF-? e IL-1%.

A IL-6 € um exemplo tipico de uma citocina multifuncional. As suas duas
acOes mais bem descritas sdo sobre os hepatécitos e os linfécitos, o que demonstra
0 seu pleiotropismo. Ao nivel dos hepatdcitos, a IL-6 faz com que estas células
sintetizem diversas proteinas plasméticas (mais de 40), como o fibrinogénio, a
amiloide sérica A e a alfa;-antitripsina, sendo considerada, portanto, como um fator
estimulador do hepatdcito. Esta citocina € também o mais potente estimulador da
sintese hepatica da proteina C-reativa, que aumenta a taxa de fagocitose da
bactéria, funcionando como um marcador para a deteccdo do processo inflamatério
agudo e cronico®™®’. Conjuntamente, estas proteinas sio chamadas “proteinas da
fase aguda” e estdo envolvidas no acumulo dos macrofagos no local inflamatério e
na morte do patégeno microbiano. Portanto, a IL-6 € a principal citocina indutora de
resposta de fase aguda em infec¢des, mediando a sintese de proteinas que
exercem papel anti-inflamatério e pré-inflamatério®.

Sobre os linfécitos, a IL-6 atua tanto nas células T como nas células B. Nos
LT, a citocina é especialmente importante como fator de crescimento nos estagios

precoces da diferenciacdo destas células. Nesta fase, ela reforca o efeito da IL-2 e
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promove a diferenciacdo das células T CD4" em células Tn2, além de ativar as
células assassinas naturais (natural killer — NK)*. Nos LB, a citocina é muito
importante no final da seqiiéncia de diferenciacdo e proliferacdo destas células®.

Entretanto, o efeito mais destacado esta na inducdo da permanente
diferenciacdo das células B dentro do plasma, promovendo o desenvolvimento de
células produtoras de anticorpos. Neste aspecto, a IL-6 estimula com mais
freqiiéncia a liberacdo de IgM, IgG e IgA%.

Além dessas atividades, a IL-6 tem um importante papel na diferenciacéo

dos macréfagos®.

INTERLEUCINA 12 (IL-12)

A IL-12 é uma citocina com peso molecular de 70kD e, em contraste com as
outras citocinas, € a unica que em sua estrutura tem duas cadeias polipeptidicas
ligadas covalentemente, uma de 35kD (p35) e outra de 40kD (p40), sendo, assim,
uma molécula heterodimérica’®.

A subunidade p35 é produzida por muitos tipos de células, incluindo os LT e
LB, células NK e mondcitos e a cadeia p40 € produzida principalmente por mondcitos
ativados e LB, de modo que estas séo as principais fontes e os maiores produtores da

101

citocina completa—"". Nem a subunidade p35 nem a p40 parecem ter atividade

biolégica isoladamente®.
A IL-12 foi inicialmente descoberta em 1989 por sua capacidade de estimular
a atividade das células NK, e este fato foi responsavel pela designacao original de

“fator estimulador das células NK™%?, Atualmente, sabe-se que os linfécitos citotéxicos

(CD8" e células NK) sdo estimulados potentemente por esta citocina. Nestas células, a
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IL-12 media trés maiores efeitos: a) inducdo da producdo de citocinas; b) efeito
proliferativo e c) melhora da funcéo citotxical®.

Contudo, a fungdo mais importante da IL-12 é estimular a sintese de IFN-?, o
maior ativador do efeito microbicida dos macréfagos!®. Assim, ap6s infeccdo por
algum patdégeno intracelular obrigatério, a IL-12 secretada pelos mondcitos e o IFN-?
secretado pelas células NK ativadas, podem amplificar a resposta imune inata e
ajudar a conter a infec¢do durante a maturacdo da resposta de células B e T antigeno-
especifica’®. Bactérias gram-positivas e negativas, endotoxinas, micobactérias e
parasitas intracelulares sdo todos indutores eficientes da IL-1203105,

Outra atividade importante da IL-12 é a sua habilidade em promover a

diferenciac&o das células T helper (CD4) a favor do fenétipo Tx1
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CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento cirdrgico da hipertensdo porta na crianga inclui a
esplenectomia, ligadura da veia gastrica esquerda e, mais recentemente, 0 auto-
implante esplénico. A racionalidade deste Ultimo procedimento encontra suporte nos
numerosos estudos clinicos e experimentais que demonstram a importancia do baco
na defesa imunologica do organismo e revelam a reducédo da ocorréncia da sepse
fulminante pos-esplenectomia.

Atualmente, jA se sabe que a iniciacdo da resposta imune depende da
presenca de tecido esplénico, em particuar do compartimento funcional marginal de
células B. Assim, os antigenos administrados por via sanguinea sao aprisionados
principalmente por macréfagos nas zonas marginais e da polpa vermelha do baco, e
depois rapidamente transportados aos foliculos linféides, onde estimulam respostas
dos linfocitos B. Nos humanos, o compartimento esplénico da zona marginal ndo é
propriamente desenvolvido durante os dois primeiros anos de vida, o que pode
explicar o aumento na susceptibilidade a septicemia na populacéo pediatrica.

Todas estas evidéncias cientificas tém levado os cirurgides a assumirem
uma postura mais conservadora em relacdo as doencas que atingem este orgéao,
especialmente quando a esplenectomia total é potencialmente indicada.

Por isso, o objetivo do auto-implante esplénico seria manter a integridade do
sistema fagocitico mononuclear presente no baco, que é responsavel pela
fagocitose e producao de radicais livres derivados ou ndo do oxigénio e citocinas
que, de modo integrado e cooperativo, sdo capazes de promover resisténcia a

infeccao.
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ABSTRACT

The spleen is the largest lymphoid organ of the body, and the principal site of the
response to antigens from the blood. It has been well established that splenectomy
impairs normal immune function by reducing phagocytic activity. In Brazil, one of the
most common indications for splenectomy is the portal hypertension due to
hepatosplenic mansonic schistosomiasis. However, it's associated with serious
complications, in particular, impairment of humoral response to encapsulated
bacteria, such as Streptococcus pneumoniae, who is main cause of the
overwhelming postsplenectomy infection, observed particularly in children.
Autotransplantation of spleen morsels into a pouch of the greater omentum has been
done in children with schistosomiasis mansoni. The procedure has been proposed to
restore functional splenic tissue when splenectomy total is necessary. This revision
had the objective to show the relation between heterotopic spleen
autotransplantation and the maintenance of the phagocyte mononuclear system
activity. This system is very important on the generation of several free radicals, like
reactive oxygen species (superoxide) and nitrogen (oxide nitric), involved in the
bacteria killing process, through a metabolic pathway called respiratory burst.
Furthermore, the phagocytes cells have a function on the cytokine production, such
the interleukin-6 and 12, also necessary to antimicrobial activity. Thus, the interaction
between oxidative products and cytokines in the spleen could be decided the
Immune response intensity.

Key Words: Schistosomiasis; Portal hypertension; Spleen; Splenectomy; Spleen
autotransplantation; Phagocyte mononuclear system; Superoxide; Superoxide

dismutase; Nitric oxide; Cytokine
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TABELAS

Tabela 1: Funcdes do baco

Hematolodgicas Imunoldgicas

Filtrac&o de particulas Producéo de anticorpos
Remocao de inclusdes das células vermelhas Resposta mediada por células
Remodelagdo de membrana da célula vermelha Maturacéo de células linfoides?

Destruicédo de células vermelhas anormais Linfopoiese apreciavel?
Hemopoiese compensatoria Producéo de opsoninas
Armazenamento de ferro e Fator VIl Producéao de properdina e tuftsina

Cooper MJ, Williamson RCN. Br J Surg, 71:173-180, 1984

Tabela 2: Produtos microbicidas dos macréfagos

Classe de mecanismo Produtos especificos
Produtos toxicos derivados | Superéxido (O»7), Peréxido de hidrogénio (H20,),
do O, Radical hidroxila (OH?)

Oxido de nitrogénio téxico | Oxido nitrico (NO)

Peptideos antimicrobianos | Defensinas, Proteinas catibnicas
Enzimas Lisozima, Hidrolases acidas
Competidores Lactoferrina

Fonte: Modificado de Janeway Jr, 1997, 2° ed., pag 8:27
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FIGURAS

Figura 1: Fragmentos de bacgo implantados no omento maior
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Figura 2: Confeccao da bolsa no omento maior
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Figura 3: Cintilografia com enxofre coloidal marcado com Tecnécio 99™, mostrando
captacdo do radiofarmaco pelos fragmentos esplénicos implantados no omento
maior.

AT EE DO ol I :i. LEFT LATEFRSd




LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

Figura 4: Mondcito do sangue periférico
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Nitric oxide monocyte production levels in patients with the hepatosplenic form
of Scistosoma mansoni infection who underwent splenectomy, ligature of the
left gastric vein and auto implantation of spleen tissue in the major omentum'

Niveis de oxido nitrico produzidos por mondécitos em portadores de esquistossomose
hepatoesplénica que se submeteram a esplenectomia, ligadura da veia gastrica
esquerda e auto-implante de tecido esplénico no omento maior

Carlos Teixeira Brandt?, Carlos Roberto Carvalho Leite?, Francisco Machado Manhaes-de-Castro*, Erika Michelle
Correia de Macedo®, Rebecea Peixoto Paes Silva®, Célia Maria Machado Barbosa de Castro®
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ABSTRACT

Purpose: To measure the levels of NO production by monocytes in patients with the hepatosplenic form of schistosomiasis
mansoni who underwent splenectomy, ligature of the left gastric vein and auto implantation of spleen tissue in the major
omentum. Methods: Four groups of volunteers were enrolled in the investigation: G1 — 12 patients with S. mansoni
infection in its hepatosplenic form without any kind of treatment (SMH); G2 — 13 SMH patients who underwent medical
treatment and portal hypertension decompression — splenectomy and ligature of the left gastric vein (SMH/SLGV); G3 - 19
patients similar to the later group, but additionally received auto implantation of spleen morsels in the major omentum
(SMH/SLGV/AI); and G4 - 15 individuals with no S. mansoni infection coming from the same geographical area and
presenting similar socio economical status (CG). Nitrite production by monocytes was determined by a standard Griess
reaction adapted to microplates. The results were presented by mean + SD for each group. Significant differences in NO
production by monocytes were determined by Tukey-Kramer multicomparisons test. Probability values of 0.05 were
considered significant. Results: Patients from G1 (SMH) showed lower level of NO production by monocytes (5.28 +
1.28pmol/ml). Patients from G2 (SMH/SLGV) showed similar results (6.67 + 0.44pmol/ml— q=2.681 p > 0.05). Individuals of
G4 (CG) showed higher level of NO production by monocytes (8.19 £ 2.74pmol/ml). Patients from G3 (SMH/SGLV/AI)
showed similar NO production by PBMC as compared to individuals of G4 (CG) —(7.41 £ 1.65pmol/ml —q=1.615 p>0.05).
The volunteers from G4 (CG) and G3 (SMH/SLGV/AI) showed significantly greater levels of NO production by monocytes
as compared to those from G1 (SMH)—(q=35.837 p<0.01, and g =4.285 p < 0.05). Conclusion: Collectively, the results point
to a restoration of NO normal production by monocytes in SHM patients who underwent medical and surgical treatments,
especially in those who had received auto implantation of spleen tissue in the major omentum after splenectomy and
ligature of the left gastric vein. The data gives further support to the hypothesis that this additional procedure is important
in the restoration of the immune response of these patients, since NO synthesis by the monocytes correlates with
protective immunity against infection; thus, protecting them against overwhelming post splenectomy infection.

Key words: Schistosomiasis. Splenectomy. Nitric, Oxide.

RESUMO

Objetivo: Mensurar os niveis de produ¢io de ON por mondcitos do sangue periférico (MSP) em portadores de
esquistossomose na forma hepatoesplénica que tinham se submetido a esplenectomia, ligadura da veia gastrica esquerda
e auto-implante de tecido esplénico no omento maior. Métodos: Quatro grupos de voluntarios foram envolvidos na
investigagio: G1 — 12 portadores de esquistossomose hepatoesplénica sem nenhuma forma de tratamento (EHE); G2 - 13
portadores de EHE que receberam tratamento clinico e se submeteram cirurgia para descompressdo do sistema porta —
esplenectomia e ligadura da veia géstrica esquerda (EHE/ELGE); G3 - 19 pacientes similares ao do ultimo grupo, mas que
receberam também auto-implante de fragmentos de tecido esplénico no omento maior (EHE/ELGE/AI); e G4 - 15 individuos
sem infec¢do pelo S. mansoni advindos da mesma area geografica e apresentando as mesmas condigdes socio-econdmicas
(GC). A produgdo de ON pelos MSP foi determinada pela reagdo padrio de Griess, adaptada para pogos em microplaca. Os
resultados foram expressos por suas médias + DP para cada grupo. Diferengas significantes nas medias de produgdo de
ON pelos MSP foram determinadas pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer. Foram aceito os limites de
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significdncia de p < 0,05. Resultados: Os pacientes portadores de EHE néo tratados (G1) evidenciaram os niveis mais
baixos de produgio de ON pelos MSP (5,28 & 1,28pumol/ml). Os pacientes do G2 (EHE/ELGE) evidenciaram resultados
similares (6,67 + 0,44pmol/ml—q=2,681 p > 0.05). Os individuos do G4 (GC) evidenciaram os mais altos niveis de produgio
de ON pelos MSP (8,19 + 2,74umol/ml). Os pacientes do G3 (EHE/ELGE/AI) evidenciaram produgio de ON produzido pelos
MSP similares aos individuos do G4 (GC)—(7.41 + 1.65pumol/ml—q =1.615 p > 0.05). Os voluntarios do G4 (GC) e os do G3
(EHE/ELGE/AI) evidenciaram de forma significante maiores niveis de produgdo de ON pelos MSP quando comparados
com os voluntérios daquele do G1 (EHE) — (q=15.837 p <0.01, e q=4.285 p < 0.05). Conclusiio: De forma coletiva, os
resultados apontam para o restabelecimento da normalidade da produgdo de ON pelos MSP dos portadores de EHE que
receberam tratamento clinico e se submeteram ao tratamento cirtiirgico, especialmente, aqueles que receberam auto-implante
de fragmentos de tecido esplénico no omento maior apos esplenectomia e ligadura da veia gastrica esquerda. Os dados
ddo suporte adicional & hipotese de que esse procedimento adicional é importante no restabelecimento da resposta imune
desses pacientes, desde que a sintese de ON pelos MSP se correlaciona com a imunidade protetora contra infecgio; dessa
forma, protegendo-os contra infec¢do disseminada apds esplenectomia.

Descritores: Esquistossomose. Esplenectomia. Oxido Nitrico.
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Nitric oxide monocyte production levels in patients with the hepatosplenic form of Scistosoma mansoni infection

Patients

G1 — 12 patients with S. mansoni infection in its
hepatosplenic form without any kind of treatment (SMH).
Ten were females and two males. Ages varied from 10 to 30
years (Mean = 20.0 £ 2.1 years). All patients came from
endemic area for S. mansoni. Kato-Katz was positive in
each patient (Group with active disease).

G2 — 13 SMH patients, similar to G1, but presented
upper digestive bleeding. Nine were females and four were
males. Ages varied from 18 to 30 years (Mean=24.6 +£3.4
years). They underwent medical treatment and portal
hypertension decompression — splenectomy and ligature
of the left gastric vein (Reference Group - SMH/SLGV).

G3 - 19 patients clinically similar to the ones in G2.
Thirteen were females and six were males. Ages varied from
16to 25 years (Mean=20.2 3.6 years). All of them received
pre-operative medicel reatment with 8 siagle dose of
cxpminiquine 20mp/¥g. They underwent splenectomy,
tigature of the left gagiric vein and suio-Implantation of ten
shices of spleen tissue, without the capsule, into an orental
pouch in the major omenium, The messurements and
wizights of the towplented shices wers spproximaiely: 32212
e endd 10 g each. In this regard all patients in this group
prasented satisfhciory splonosis assed by nuclenr wmedicine
{Beudy CGroup - SME/SLGY/ALL Patients pressnting
recurrent upper digestive bemorrhage in the follow-up were
included in the pretocol for endoscopic soleresis of
ceophageal variees. The patients of this group wodsrwent
colonoscopy every year in the postoperative follow-up,
which aversgs in this group is seven years, for sontinuous
observaiion of the colopathy, and also for assessing
residnal infection of Smearwon! by the quantitetive egp
count i a coutine three submmcosal colon biopsies. Five
patients (26,396} with positive vishle eggs veceived a second
pnedical ireatment with praziquanisl io a single dose of 30my/
Kg Laboratory investigation in this group included bver
function fests for assessing hepatic favctional reserve.
Before medicnt sned surgical trestiment 14 (73.7%) patienty
were clagsified as Child-Pugh Aand 5 (26.3%) wers Child-
Pugh 8. In the last post-operative follow-up evaluation 17
{82.5%:) patients were Child-Pugh A and 2 (14.5%) were Chid-
Pugh B,

4 - 15 individuals without S, morseni infection, They
Ived in fhe same geographical ares, and presenting similsr

socio economical status of patients enrolled in groups G1,
G2 and G3. Eight were females and seven were males. Ages
varied from 15 to 28 years (Mean= 19.3 + 4.3 years) - (Control
Group - CQG). All patients were cared for at the University
Hospital (Hospital das Clinicas), Federal University of
Pernambuco, Brazil.

Obtaining monocytes from the mononuclear cells of
peripheral blood (PBMC): 15-mL samples of whole blood
were aseptically collected by peripheral venous puncture
in a vautainer tube with EDTA. Next, after being placed in
50-mL Ficoll tubes (Talpiot Industrial, Israel) with a
phosphate buffer (PBS — 0.01 M) to reach a volume of 45
mL, the samples were centrifuged for 30 minutes (1200 rpm,
2°to 8°C). The aspirated plasmas and layers of PBMC were
then collected and transferred to 50-mL sterile centrifuge
tubes (Corning Incorporated, USA), to reach a volume of
45 mL once again with PBS (0.01 M). Two further lavages
were performed and the precipitates resuspended in 2 mL
EPML 1640 culure mediun, supplersenied with 3% bovine
fetel serum, 00 VmL of penicillin und 100 mpiml of
sireptomyein. Next, PBMO were counted in 2 Neubuer
chamber. The cell concentraiions wers adivsted to 1.0 = 15°
ceils in | mLolouliore médium. After being pluced on plates,
1 mi was dispensed foro the suspension (1.9 % 18° cells for
1 ral of REMI 1640} in cach well and tronsferred o 8 stevilizer
in & hueid environment at 37" with 5% of CO2 fur | howr

Text, following levages perfonmed with RPMI 1640 w0
remove nonsdhevent colls, the plates were left in the sterilizer
for ancther 60 minutes, From then on e msthod for
guantification of the MO by the cells in onltvre was followed.

Nigrite quentification; Monocytes wers freated with
activating agent (LPS - 10mp/ml for 24 hours) in $6-well
plates. MOZ- concenlration in cultsre supernstanis was
megsured {0 assess WO production. Fifty mi of sample
aliguots were mixed with 30mi of Grisss resgent (1%
sulfanilamide/0.1% naphihyisthviane  dizmime
ditivdrochloride/Z% phosphoric acid) in 96-well plate and
incubated at 25°C for 10 min, The cheorbance af 550nm was
measured on 8 micvoplate reader. NalO¥ was used as the
standard o caloulate NOZ- concentrations,

Besulis
The mean levels of nitric axide (NO) produced by

cultured monocytes of patieonts and contrel individuals are
supressed in Table 3,

TABLE 1 - Mean levels of NO produced by monocyies (pool/md) of the four groups,

Groups: SMH; SME/SLGY, SMH/BLOV/AL and CG Mean £ 81}
prmol/ml
Crrriers of hepatosplenic schistosomiasis mansond (S8MED 33+1.2
Splenectomized patients (SMH/BLGV} 67104
Splecn tissue suto implanted patients (SMIVSLGV/AD TAELE
Control group (CG) 8227

Tukey-Kramer multiple comparisons test

Acte Clrivgica Brosileivg - Vol 21 {3) 1004 - 287
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Comparison Mean Difference q P value
CGws SMESLGWY/AL 077 1615 P=0.05
CGws SMHSLGY 1.52 2055 P=0.05
CGws SMH 250 5837 P<=0.01
SMHSLGV/AL vs SMHSLGY 075 1.503 P=0.05
SMHSLGY/ATvs SMH 213 4285 P= 0,05
SMHSLGY vs SMH 138 2681 P=0.05
Discussion

Is it possible to control 8. manseri infection? There
are several actions that combined could be adopted in
the attempt of controlling schistosomiasis mansoni in
Brazil. Among them: | — imtermediary host’ control
through molluscicides or biological methods; 2 -
improvement of basic sanitation conditions and water
potable supply; 3 — sanitary education for exposed
population; 4 - individual or massive treatment of people
in areas of high prevalence; 5 — individual protection
against penetration of cercarias; 6 — vaccine for exposed
people, if there is an efficient one’. The hurdles to
overcome these actions are: | - intermediary hosts’
control large dissemination and their escape mechanisms
from molluscicides and from biological control, besides
high costs and low efficacy; 2 — high costs associated
with the implementation of sanitary conditions and water
supply, and intense contact of rural population with
polluted water, outside dwellings, in particular, in
agricultural and fishing activities or other eventual
activity; 3 — the long time necded for sanitary education
and for community to adhere to controlling programs; 4
= individual or massive treatment has been shown
efficient for controlling the morbidity, but not for
reducing prevalence due to reinfections; 5 — until the
present days, there not an effective vaccine for
preventing schistosomiasis®. However, although these
considerations are true, the main reason is the lack of
political determination for bridging the huge social
economic gap among social extracts of the Brazilian
population, [t must be stressed that all volunteers of the
four groups included in this research lives in rural area,
come from low income social extract and present low level
of education. Basic education for all people. especially
for the low income population, would be the starting
point for salving this important social health problem in
some states of Brazil, including Pernambuco’, Better
economic distribution would follow. These basic steps
would be important to control this world neglected
disease, prevalent in several countries including Brazil',
The knowledge about the downstream effector cells that
regulate inflammatory responses and how their functional
activity is controlled by the immune response may reveal
new and/or improved approaches for disease intervention
in general'™. NO is implicated as an integral component
of the host armament against invading parasites. In case
of §. mansoni infection MO plays a role in regulating of
egg-induced inflammation, preventing liver hepatic cell
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death and widespread tissue damage. However, in spite
of this important role NO production requires tight control
to limit cytotoxic damapge to the host™ own cells.
Unregulated production may lead to a variety of
damaging effects, including allerations 1o neurological
functions'’. In NO svnthase-2 (NOS-2) deficient mice
sensitized with 5. mansoni egps/IL-12 not only fail to
control their egg-induced inflammatory response, but
actually display a marked exacerbation in the reaction
despite developing a Thl-deviated response's. NOS-2
remained the dominant although not exclusive, response
in mice infected by 5 mansoni™, For example, when NOS-
2 is induced in mice sensitized with 5. mansoni egps and
IL-12, the animals develop smaller and much less fibrotic
granulomas when subsequently infected'”. There 15 a
beneficial role for NOS-2 in the regulation of liver
inflammation regarding 5. mansoni infection, suggesting
that the ultimate success of Th2-toTh] immune deviation
strategies of the host wall rely on the efficient activation
of NOS-2 expression in downstream effector cells'™. It is
important (o stress that some eggs laid by adults 5
mansoni pairs are trapped in the liver, a process that can
lead to marked inflammation, tissue eosinophilia, collagen
deposition, and ultimately portal hypertension and severe
hepatic fibrosis in some patients'™. Nitric oxide levels
can up or down regulate the liver inflammatory process
and produce immune deviation, specially considering
that the treated patients persists living in the same
environment an are at risk of suffering a new infection
(reinfection). In this regard, it is important that the mean
WO levels by monocytes of the study group (SMH/SLGY/
Al) was similar to that of the control group (CG). NO, a
molecule produced by numerous cell types including
monocytes, 15 implicated in a wide range of disease
processes, exerting both detrimental and beneficial effects
at the cellular and vascular levels, Sepsis is one area
where NO is thought to play a key role in pathogenesis,
Importantly, most NO research has been conducted on
animal models. In attempting to understand the
complexities of NO in sepsis and interpret the many
apparently conflicting results available. The situation can
vary according to the species being studied, the model
of sepsis employed, and the concentrations of NO
involved. Also, the timing of measurements and
observations may vary according to the type of receptor
blockade employed®. The pathogenic role of NO in
overwhelming infection and septic shock can, in fact,
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encompass both vascular alterations and the direct
cellular toxic effects of MO or MO-related compounds. At
high concentrations, MO becomes a potential
proinflammatory and cvtotoxic factor by reacting with
(0 1o form the toxie product, peroxynitrite, and may cause
tissue damage. In several experimenial models, endotoxin
has been shown to increase the constitutive release of
WO by the endothelium and the activity of the nitric oxide
synthase isoforms (iNOs) enzyme™ Mice lacking iNOS
have been reported to be resistant to endotoxin-induced
mortality®' and vascular hypocontractility™, supporting
a key role for iNOS in endotoxin shock. In addition to
endotoxin, cell wall components and enterotoxin from
gram-positive organisms are also able to stimulate NO
release’”. Considering that patients suffering from
different diseases who underwent splenectomy are at risk
of overwhelming post splenectomy severe infection” it
15 important o consider that patient carriers of
hepatosplenic schistosomiasis mansoni who undergo
this surgical procedure for decompressing the portal
pressure should remain with residual spleen tissue; this
15 specially true for children. We have shown that several
functions of menocytes in patients from the study group
remain similar to those from control individuals without
5. manseni infection™™®, 1t may be important to consider
that these patients, at long term follow-up are also
presenting improvement in the liver function, this is again
true even for those whao persisted with residual infection,
and have recerved a second medical treatment with
praziguantel*. It is well known that good hepatic
functional reserve is important in providing immune
response 1o infection. The patient carriers of the chronic
hepatosplenic form of schistosomiasis mansoni
presented the lower levels of NO production by
monocyies. This has been observed in some parasite
disease, including schistosomiasis. Usually the NO levels
arc high in the acute phase of the disease and decreases
in the chronic stage™. On the other hand, the patients
from the study group presented with no different mean
level aof MO production by monocytes when it is
compared with that of the individuals from the control
group. There is no avanlable information that maintaining
splenic residual funciion by providing splenosis after
splenectomy is associated to NO production by
monoeytes, However, while the mean level of the NO
production by monocyles from patients of the study
eroup was significant greater (q = 4.285 p < 0.05) than
the one of patients with hepatesplenic schistosomiasis
mansani; this did not happen when the mean results of
the solely splenectomized patients were compared with
that of the later patients (g = 2.6581 p>= 0.05).

Conclusion

Collectively, the results point to a restoration of WO
normal production by monocyies in SHM patients who
underwent medical and surgical treatments, especially in
those who had received anto implantation of spleen
tissue in the major omentum after splenectomy and
ligature of the left gasiric vein. The data gives further
support ta the hypothesis that this additional procedure

ig important in the restoration of the immune response of
these patients, since MO synthesis by the monocytes
correlates with protective immunity against infection;
thus, protecting them against overwhelming post
splenectomy imfection.
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Niveis de superoxido dismutase produzidos por monocitos em portadores de
esquistossomose na forma hepatoesplénica submetidos & esplenectomia,
ligadura da veia gastrica esquerda e auto-implante de tecido esplénico no

omento maior.

Superoxide dismutase monocyte production levels in patients with the
hepatosplenic form of Schistosoma mansoniinfection underwent to
splenectomy, ligature of the left gastric vein and auto implantation of spleen

tissue in the major omentum.
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RESUMO

Objetivo: Superoxido dismutase (SOD) € uma enzima que catalisa o
desdobramento do superdxido em perdxido de hidrogénio, uma importante etapa do
stress oxidativo. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade funcional das células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), através da analise da atividade da
enzima SOD de pacientes com esquistossomose mansoOnica, na forma
hepatoesplénica (EHE), submetidos a esplenectomia e ligadura da veia gastrica
esquerda (ELGE) associada ao auto-implante esplénico em bolsa no omento maior.
Método: A atividade da SOD foi determinada no sobrenadante das PBMC e
mensurada pela diferenca entre a reducdo do citocromo ¢ pelo superéxido, gerado
pelo sistema xantina/xantina oxidase, e a inibicdo desta reducdo pela SOD
purificada. Os niveis de SOD foram expressos em uSOD/mg de proteina. Foram
constituidos quatro grupos: G1 — 12 portadores de EHE sem tratamento; G2 — 13
portadores de EHE submetidos & ELGE (EHE/ELGE); G3 — 19 pacientes similares a
G2, mas que receberam também auto-implante de tecido esplénico no omento maior
(EHE/ELGE/AI); e G4 - 15 individuos sadios (GC). Resultados: A atividade da SOD
foi significantemente maior no G1 (9,2 = 3,8) e G2 (8,5 + 3,2), em comparacdo com
os individuos do G4 (5,1 £+ 2,1). Ao contrério, os niveis de SOD foram semelhantes
entre os pacientes do G3 (7,3 = 3,1) e G4 (g=2,954 p?0,05). Conclusédo: Os
resultados emprestam suporte adicional a hipétese de que o tratamento clinico e a
ELGE associada ao auto-implante esplénico, em portadores jovens de EHE, mantém
0s niveis da enzima SOD, ajudando a manter a integridade do sistema fagocitico
mononuclear.

DESCRITORES: Esquistossomose; Hipertensdo porta; Esplenectomia; Auto-

implante esplénico; Mondcito; Superdxido dismutase.
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INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a esquistossomose afeta
mais de 200 milhdes de pessoas no mundo, distribuidas em 76 paises na Africa,
Asia e Américas’. Entre estas, 10% apresentam a forma grave da doenca,
representando assim um importante problema de satde publica®.

A prevaléncia média da esquistossomose mansonica no Brasil se situa em
torno de 8% de sua populacédo e o numero estimado de portadores foi calculado em,
aproximadamente, 8,3 milhdes em 19974,

No Brasil, tem-se obtido sucesso na reducdo das formas graves da doenca
com 0 uso maci¢o de drogas como a oxaminiquine e o praziquantel. Entretanto, néo
se obteve ainda éxito na interrupgcdo da transmissdo e nem houve reducdo da
prevaléncia a um nivel inferior a 5%, motivada pelas reinfeccdes?.

O Nordeste é a regido onde se concentram as maiores prevaléncias da
esquistossomose mansonica®. No Estado de Pernambuco, uma recente analise
geografica temporal revelou um aumento do numero de regides onde a doenca foi
diagnosticada, incluindo a regido metropolitana do Recife e municipios do Sertéo e
do vale do S&o Francisco®. Nesse estado, o tratamento cirlrgico da hipertens&o
porta de causa esquistossomética inclui a esplenectomia e a ligadura da veia
géstrica esquerda®.

Entretanto, embora a esplenectomia tenha o beneficio de corrigir o
hiperesplenismo e melhorar o desenvolvimento pondero-estatural nas criancas, pode
determinar uma série de complicacdes hematoldgicas e imunologicas, em virtude da
perda da funcdo de protecdo do baco na imunidade’. Entre as alteracdes
imunologicas, destacam-se a reducdo da capacidade fagocitica e a diminui¢cdo dos

niveis de imunoglobulina M, properdina e tuftsina. Esta Ultima particula € um
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tetrapeptideo que estimula a fagocitose por ativacao direta dos leucécitos e que se
encontra na fracdo gamaglobulinica das imunoglobulinas, admitindo-se que seja
produzida no bago &91°

Tardiamente, a complicacdo mais temivel apdés a remocgdo do bago é a

sepse fulminante pos-esplenectomia (SFPE), causada, na maioria dos casos, por
bactérias, particularmente as encapsuladas, sendo o Streptococcus pneumoniae,
Neisseria meningitides e Haemophilus influenzae os agentes mais frequentes’. A
infeccdo pode atingir os adultos, mas acomete principalmente as criangas, em
vitude da imaturidade do seu sistema imune, particularmente pelo
subdesenvolvimento do compartimento marginal das células B neste grupo de
doentes'?®3,
Por isso, na populacao pediatrica, a cirurgia de esplenectomia e ligadura da
veia gastrica esquerda para tratamento da HP de causa esquistossomotica tem sido
associada ao auto-implante de tecido esplénico em bolsa no omento maior, como
forma de prevenir a ocorréncia da SFPE’. De fato, Varios estudos, muitos dos quais
conduzidos em pacientes esquistossomoticos hepatoesplénicos, tém dado suporte a
hipotese da promocao da resisténcia a infeccdo apos esse procedimento, que tem
sido associada a manutencdo da integridade do sistema fagocitico mononuclear
(SFM)“’”.

Este sistema, constituido pelas células monociticas/macrofagicas, tem o
importante papel de realizar a fagocitose de particulas estranhas, antigenos e
patdgenos. Quando ativadas, estas células produzem grandes quantidades de
agentes microbicidas altamente reativos derivados do oxigénio, tais como 0 anion
superdxido (O2?), que, por acdo da enzima superéxido dismutase (SOD), pode ser

convertido em peréxido de hidrogénio, outro importante produto microbicida®*°. O
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balanco entre a liberacdo destas espécies reativas de oxigénio (EROs) e a
capacidade de acdo dos sistemas antioxidantes provoca o chamado estresse
oxidativo e determina a intensidade da resposta imune?.

Este mecanismo de defesa do hospedeiro também faz parte da resposta

citotoxica contra a infeccdo pelo Schistosoma mansoni (S. mansoni)?

. A associacao
entre niveis hepéticos de SOD e infecgdo por este parasita tem sido demonstrada
em camundongos. Esses animais, quando infectados, apresentam altos niveis dessa
enzima, que retornam aos valores normais quando recebem tratamento com
praziquantel??.

No tegumento do S. mansoni, tem sido demonstrada a presenca da enzima
6xido nitrico sintase, que converte a L-arginina em radical 6xido nitrico?®. Supde-se
gue o mesmo possa ocorrer com a producdo da SOD neste parasita, e isso poderia
ser um mecanismo usado pelo S. mansoni para escapar da resposta imune do
hospedeiro??242°,

Portanto, a analise da SOD € importante para avaliar, de um lado, a
capacidade de geracdo das EROs, a partir da reducdo do O, pelas células do
hospedeiro, e do outro, a habilidade do parasita na detoxificacdo deste radical.

Em virtude do controle da infeccdo depender do baco e do estado de
ativacdo do SFM, este estudo objetivou analisar, in vitro, a atividade funcional das
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes portadores de
esquistossomose mansobnica, na forma hepatoesplénica, submetidos a
esplenectomia e auto-implante esplénico, através da producdo da enzima SOD
neste grupo de pacientes. Assim, pretendeu com este trabalho dar maior
consisténcia a hipotese de que o auto-implante de tecido esplénico possa influir de

forma positiva na atividade fagocitica destas células.
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METODOS

A pesquisa seguiu os principios da Declaracédo de Helsinque (1975, revisada
em 1989) e foi aprovada pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O termo
de consentimento livre e esclarecido foi assinado por todos os pacientes ou

responsaweis.

O estudo foi prospectivo, usando o modelo de corte transversal, e realizado
no Servigo de Cirurgia Geral da Crianga do Hospital das Clinicas e no Laboratorio de

Imunopatologia Keiso Azami (LIKA), ambos da UFPE.

Selecao
Foram colhidas amostras de sangue periférico (15mL) de quatro grupos (G)

de voluntarios:

Grupo 1 (G1) — 12 portadores de esquistossomose mansoénica na forma
hepatoesplénica (EHE), sem nenhuma forma de tratamento (Grupo clinico de
referéncia - EHE), sendo dez mulheres e dois homens, com idade variando entre 10
e 30 anos (Média + DP; 20,0 + 5,1 anos). Todos 0s pacientes eram provenientes da
mesma zona endémica para infeccdo pelo S. mansoni e apresentavam Kato-Katz
positivo.

Grupo 2 (G2) — 13 pacientes semelhantes aos do G1, mas que apresentavam
antecedentes de hemorragia digestiva alta por ruptura de varizes de eséfago,
comprovadas por endoscopia digestiva alta. Nove eram mulheres e quatro eram
homens. As idades variaram de 18 a 30 anos (Média + DP; 24,6 + 3,4 anos). Estes
pacientes tinham recebido tratamento clinico com praziquantel (40mg/Kg de peso)

em dose Unica, e tinham sido submetidos a esplenectomia, ligadura da veia gastrica
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esquerda e devascularizagcdo da grande curvatura gastrica, para descompressao do
sistema porta (Grupo cirargico de referéncia - EHE/ELGE).

Grupo 3 (G3) — 19 pacientes clinicamente similares aos do grupo G2, sendo
13 mulheres e seis homens, com idades variando entre 16 e 25 anos (Média + DP;
20,2 + 3,6 anos). Todos receberam tratamento clinico pré-operatorio com uma dose
Unica de oxaminiquine (20mg/Kg de peso) e tinham sido submetidos, quando
criancas (idades entre 10 e 16 anos), a esplenectomia, ligadura da veia gastrica
esquerda e auto-implante de dez fragmentos sem capsula, do pélo superior do baco,
que foram envelopados em uma bolsa no omento maior. As medidas e 0s pesos
desses fragmentos foram aproximadamente: 3,0 x 2,0 x 2,0 cm (x 10 g cada). Todos
tiveram comprovacgdo da “pega” satisfatoria dos implantes por meio de cintilografia
com enxofre coloidal marcado com Tecnécio®® (Grupo Estudo - EHE/ELGE/AI)*®.

O seguimento clinico e laboratorial desses pacientes foi feito a cada seis
meses ou quando ocorreu alguma alteragdo clinica, como, por exemplo,
sangramento digestivo alto. Endoscopia digestiva alta foi realizada a cada seis
meses para avaliagdo das varizes de esoOfago e da gastropatia. Os pacientes que
apresentaram recidiva de hemorragia digestiva alta foram incluidos no protocolo de
esclerose endoscopica das varizes de eséfago.

Retosigmoidoscopia foi realizada anualmente no seguimento pés-operatorio,
cuja média neste grupo € de sete anos. Esse procedimento é feito ndo apenas para
seguimento da colopatia esquistossomatica, mas para avaliacao de infeccao residual
pelo S. mansoni pelo oograma quantitativo de rotina, utilizando trés bidpsias de
submucosa no reto, sigméide e célon descendente. Cinco pacientes (26,3%) que
apresentaram 0vos viaveis no oograma receberam um segundo tratamento médico

com praziquantel na dose unica de 40mg/Kg de peso.
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A investigagao laboratorial nesse grupo incluiu, entre outros exames, a
avaliacdo da reserva funcional hepatica. Antes dos tratamentos médico e cirurgico,
14 (73,7%) pacientes foram classificados como Child-Pugh A e cinco (26,3%) como
Child-Pugh B. No ultimo seguimento pos-operatério, 17 (89,5%) pacientes foram
enquadrados com Child-Pugh A e dois (10,5%) como Child-Pugh B.

Grupo 4 (G4) — 15 individuos sadios, sem infeccdo pelo S. mansoni, que
viviam na mesma area endémica e apresentavam as mesmas condi¢cdes socio-
econbmicas dos pacientes incluidos nos grupos G1, G2 e G3. Oito voluntarios eram
do sexo feminino e sete do sexo masculino. As idades variaram de 15 a 28 anos

(Média £ DP; 19,3 + 4,3 anos) - (Grupo Controle - GC).

Procedimento

O sangue coletado foi distribuido em trés containers & vacuo, com capacidade
de 5mL cada, e contendo EDTA & 15%. A obtencdo das PBMC foi realizada
conforme o protocolo descrito por Johnstor?®. O sangue obtido foi distribuido em
tubo estéril, de vidro, com capacidade para 50mL, e posteriormente diluido na
proporcédo de 1:1 em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640),
estéril a 8°C. Aos 30mL da suspensdo foram adicionados 20mL de Histopaque
(SIGMA). A mistura foi centrifugada por 30 minutos a 1400 rpm (2° a 8°C). A seguir,
foi coletada, com pipeta de Pauster, a camada formada pelas PBMC, que era
transferida para outro tubo de centrifuga. Na sequiéncia, foram adicionados 15mL de
meio RPMI 1640, e feita nova centrifugacéo por 10 minutos nas mesmas condi¢cdes
anteriores. O sobrenadante foi aspirado e desprezado. Posteriormente, o sedimento
foi ressuspenso em 2mL de meio de cultura RPMI 1640 completo, contendo soro

fetal bovino a 3% e antibidticos (penicilina 100U/mL e estreptomicina 100?g/mL).
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Desta ultima solucdo, foi retirada uma aliquota de 10?L e colocada em tubo
Eppendorf, de plastico e estéril, e adicionado a suspensdo de células, 90?L do
corante azul tripan a 0,05%. Ao final, a mistura foi disposta sobre uma lamina
espessa de vidro (Hemocitdmetro ou Camara de Neubauer), a qual foi levada ao
microscopio Optico para contagem das células.

A atividade da SOD foi mensurada pelo método da quimioiluminescéncia
descrito por Corbisier?’. O anion O,” foi gerado pelo sistema xantina/xantina
oxidase. Os mondcitos (10°%) aderidos a placa de cultura foram estimulados com
acetato miristato de forbol (PMA) e sonicados para andlise da atividade da SOD. O
ensaio da quimioiluminescéncia foi realizado em 0,1M de glicina em NaOH, pH de
9,0, contendo 1mM de EDTA e 1mM de salicilato sodico. A reacao foi iniciada pela
adicdo de 0,2mL de solucéio de xantina em uma concentracdo final de 2,5 x 10°M
para 0,2mL de xantina oxidase (concentracdo final de 4mU/amostra), na presenca
de lucigenina (concentracéo final de 0,21mM). A intensidade da luz foi mensurada 30
segundos apos iniciada a reacao pela xantina. Quantidades de SOD nas amostras
foram calculadas pela comparacéo do seu efeito inibitério na formagdo do O, ° com o
efeito de conhecido aumento das concentragdes de SOD purificada, usando SOD
inativada pelo calor com 0% de inibicdo. As mensuracfes foram realizadas antes e
apos estimulacdo, quando o pico da quimioiluminescéncia dependente da lucigenina
era alcancado. Foi realizada uma curva cinética da atividade da SOD nos tempos 0,
5, 10 e 15 minutos. O tempo de 10 minutos foi tomado como tempo de leitura, pois
foi o tempo de maior atividade em todos 0S grupos e 0 que apresentou menor grau
de disperséo dos resultados. Os resultados da SOD foram expressos em unidade de

SOD/mg de proteina, cujo contetido foi analisado pelo método de Lowry?®,
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Os resultados dos diferentes grupos foram expressos por suas respectivas
médias e desvios padrdes. Para a analise da diferenca das médias entre 0s grupos
foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste paramétrico de
Tukey-Kramer, em fungcdo da normalidade dos dados. A significancia estatistica foi

considerada, admitindo-se um nivel critico de 5%, em todos os casos (p ? 0,05). A

analise estatistica foi realizada pelo software Jandel Sigma Stat, versao 2.0.
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RESULTADOS

As médias dos niveis de SOD produzidos pelas PBMC dos quatro grupos
envolvidos na investigacdo estdo expressas na Tabela 1. As comparacgfes entre as
médias dos diferentes grupos, através do teste de comparacao mdultipla de Tukey-

Kramer, sdo mostradas na Tabela 2.
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DISCUSSAO

Existem varias acdes visando o controle da esquistossomose mansonica.
Entre elas, destacam-se o uso de moluscocidas para diminuir o nimero de
hospedeiros intermediarios, a melhoria das condigbes de higiene e sanitaria da
populacdo exposta, a educacdo sanitaria desta populacdo, o tratamento intensivo
com praziquantel, individual ou coletivo nas areas de alta prevaléncia e a protecao
individual contra a penetracéo das cercarias?.

Todavia, os obstaculos a serem vencidos sdo igualmente numerosos,
incluindo o custo alto do controle do hospedeiro intermediario, do saneamento
basico e do provimento de agua potéavel, a dificuldade do controle da doenca devido
ao intenso contacto dos individuos com aguas infestadas pelo parasita nas regiées
de alta prevaléncia, o tempo longo para que medidas comunitarias de educacao
sanitaria tenham éxito, a ineficacia dos tratamentos intensivos de comunidades em
reduzirem substancialmente a prevaléncia das novas infec¢gfes e a inexisténcia, até
0 presente momento, de uma vacina especifica para controle desta endemia®?°.

A educacao basica para todos os individuos do Nordeste do Brasil poderia ser
0 inicio da solucdo deste problema de saude publica que ainda acomete varios
estados, incluindo Pernambuco®. Todos os voluntarios desta pesquisa vivem na
Regido da Mata deste Estado, onde a maioria da populagdo tem reduzido poder
aquisitivo e baixo nivel de educacéo, o que obriga a utilizacdo de aguas naturais
contaminadas para o exercicio da agricultura, trabalho doméstico e/ou lazer.

A patogénese da EHE resulta dos ovos produzidos por S. mansoni adultos
gue habitam a circulacdo porta de seres humanos. A gravidade da doenca é uma
funcdo da carga parasitaria e, consequentemente, da resposta inflamatéria do

hospedeiro aos ovos depositados nos espacos porta do figado. Assim sendo,



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

aproximadamente 10% dos individuos infectados apresentam as formas mais
graves, incluindo a hepatoesplénica, que se carateriza pela instalacdo do quadro de
hipertensédo porta, manifestado por esplenomegalia, hiperesplenismo, varizes de
es6fago, circulacdo colateral, hemorragia digestiva alta e alteracdes de crescimento
e desenvolvimento®3%32,

O tratamento proposto para criancas com EHE no Nordeste do Brasil
compreende a esplenectomia, ligadura da veia gastrica esquerda e, mais
recentemente, o auto-implante heterotépico do baco, na forma de pequenos
fragmentos colocados no omento maior. Este procedimento tem sido associado a
reducdo da SFPE neste grupo de doentes, desde a padronizacdo do protocolo no
inicio da década de 90, um efeito possivelmente relacionado a manutencdo da
atividade funcional dos macréfagos promovida pela cirurgia.

Os radicais livres, como o anion O,”, representam papel importante na
mediacdo do processo de infeccdo por interferirem, em associagdo com as
interleucinas, na aderéncia das células mononucleares as bactérias, um processo
gue pode ser exercido tanto pelos agentes infecciosos quanto pelo sistema de
defesa dos seres humanos®?.

A enzima SOD é importante como catalisadora da dismutacdo desse anion,
regulando a otimizacdo e a limitacdo de sua acado, que tanto pode ser benéfica para
0 organismo como pode vir a ser danosa para um conjunto de células do
hospedeiro®. Assim sendo, manter niveis adequados de SOD é importante ndo sé
na preservacdo e defesa do hospedeiro, mas também no estabelecimento de um
mecanismo que vise impedir uma nova infecgéo pelo S. mansoni .

A atividade da SOD dos pacientes do grupo EHE/ELGE/AI n&o diferiu da

producdo dos individuos do grupo controle. Estes resultados podem sugerir a



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

adequada resposta dos pacientes ao tratamento instituido. De fato, neste grupo os
pacientes sdo submetidos a colonoscopia anualmente, ndo apenas para controle da
colopatia esquistossomoética, mas também para avaliagdo, pelo oograma
guantitativo, da carga parasitaria residual. Assim sendo, 0s cinco dos dezenove
pacientes deste grupo que apresentavam carga parasitaria residual ou tinham
sofrido nova infeccdo receberam um segundo tratamento com praziquantel, o que
deve ter contribuido para melhor erradicacdo da parasitose e consequente
estabilizacdo dos niveis de SOD.

Estes resultados podem explicar também a manutencdo da producédo do O,
nos individuos sadios e nos pacientes com fragmentos auto-implantados de baco,
como demonstrado por Brandt et al, em 2005, em estudo realizado ho mesmo grupo
de doentes’’.

Por outro lado, deve ser ressaltado que a diminuicdo do sistema de defesa
antioxidante pode levar ao excesso na formacdo de radicais livres, que pode
promover ou intensificar o processo de patogénese da doenca hepatica, fato que
ocorre em portadores de doencas cronicas do figado®*. Assim, o balanco entre os
sistemas oxidantes e anti-oxidantes pode contribuir para o desenvolvimento do dano
no espaco porta em portadores da forma hepatoesplénica da infeccdo pelo S.
mansoni. Neste sentido, o uso de vacina baseada em anti-oxidantes, como a SOD,
contra vermes adultos de S. mansoni, constitui objeto de investigacao recente, com
resultados promissores?*.

A produgéo de SOD foi maior nos pacientes do grupo EHE/ELGE quando
comparada a dos individuos sadios. Achados semelhantes foram encontrados por
Imai et al. Estes autores demonstraram que a atividade da SOD hepatica foi

significantemente maior em ratos esplenectomizados do que nos controles, o



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

mesmo ndo ocorrendo com outros sistemas enzimaticos antioxidativos, como o
glutation-peroxidase e a catalase. A conclusdo deste estudo € que a esplenectomia
pode atenuar a peroxidacdo lipidica, causada pelo peroxinitrito, em funcdo da

diminuicéo das reservas de O, *°.

H& que se observar que 0s pacientes que apresentam carga parasitaria
residual t8m uma tendéncia a apresentar menor reserva funcional hepatica®,
tornando-os susceptiveis do ponto de vista da resposta imune a infeccbes ou
infestacOes parasitarias. Levando em consideracdo que a colonoscopia nao é feita
de rotina nos adultos deste grupo € provavel que alguns pacientes ainda tenham
doenca em atividade, o que poderia estar associado a niveis mais altos de SOD,
préximos aos pacientes nao tratados.

Uma atividade especialmente maior foi observada nos pacientes do grupo
EHE, em comparacdo ao grupo controle. Este achado esta em consonancia com
trabalho experimental realizado em camundongos portadores da mesma doenca,
onde foi observado que os niveis elevados de SOD hepatica eram normalizados
guando os animais eram tratados com praziquantel. Apesar disso, os autores
demonstraram que a atividade da enzima estava aumentada no figado, mas n&o no
baco?.

E possivel que a atividade alta da SOD nestes pacientes esquistossomaticos
sem tratamento possa interferir na desativacéo de radical O, que pode ser ativado
na eliminacdo de novas larvas do S. mansoni, diminuindo a resisténcia desses
individuos a novas infeccdes®’. Este achado pode justificar, portanto, a cronicidade
da infeccdo, pela dismutacdo (detoxificacdo) rapida do O, produzido pelos

by

macrofagos em resposta a infeccdo esquistossomotica, um possivel mecanismo

usado pelo parasita para escapar da acdo oxidativa deste radical®®.
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De fato, alguns estudos mostraram que a morte de muitas bactérias foi
evitada pela SOD?. Larrea et al avaliaram a atividade da Mn-SOD (uma das trés
isoenzimas SOD, presente na mitocondria) em pacientes portadores de hepatite
cronica por virus C, demonstrando uma superexpressao desta enzima nas células
mononucleares do sangue periférico®®. Estes achados podem sugerir um possivel

papel da SOD no mecanismo de sobrevivéncia do parasita nas infec¢des cronicas.
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CONCLUSAO

Os resultados, evidenciando a similaridade da produgdo de SOD pelos
mondcitos dos individuos sadios e dos pacientes jovens com hipertensdo porta
esquistossomadtica submetidos a esplenectomia e auto-implante esplénico,
emprestam suporte adicional a hipotese de que este procedimento tende a manter a
integridade do sistema fagocitico mononuclear e conseqientemente da resposta

Imune destes pacientes operados.
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ABSTRACT

Background: Superoxide dismutase (SOD) is an enzyme that catalyzes the
dismutation of superoxide in hydrogen peroxide, one important stage of the oxidative
stress. The objective of this study was assess the functional activity of the peripheral
blood mononuclear cell (PBMC), through the analysis of SOD activity, from patients
with hepatosplenic schistosomiasis mansoni (HSM), underwent to splenectomy and
ligature of left gastric vein (SLGV) and associated to spleen autotransplantation in
great omental pouch. Methods: SOD activity was determined on the supernatants of
the PBMC and measured by difference between citocromo c¢ reduction by
superoxide, generated by xanthine/xanthine oxidase system, and inhibition of this
reduction by purified SOD. The SOD levels were expressed in uSOD/mg of protein.
Four groups were constituted: G1 — 12 carriers of HSM, without treatment (HSM); G2
— 13 carriers of HSM, underwent to SLGV (HSM/SLGV); G3 — 19 similar patients to
G2, but that received spleen autotransplantation in major omentum (HSM/SLGV/SA);
e G4 - 15 health individuals (GC). Results: SOD activity was significantly higher in
G1 (9.2 £ 3.8) and G2 (8.5 £ 3.2), in comparison with individuals of G4 (5.1 £ 2.1). In
contrast, SOD levels were similar between the patients from G3 (7.3 £ 3.1) and G4
(g=2.954 p?0.05). Conclusion: The results lend further support to the hypothesis
that the clinical treatment followed by splenectomy, ligature of the left gastric vein
and spleen autotransplantation in young patients, carriers of the hepatosplenic form
of schistosomiasis mansoni, keeps the SOD levels and help to maintain the
mononuclear phagocyte system integrity.

DESCRITORES: Schistosomal; Porta hypertension; Splenectomy; Spleen auto-

transplantation; Monocyte; Superoxide dismutase.
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TABELAS

Tabela 1: Média da atividade da SOD (uSOD/mg de proteina) por mondcitos do

sangue periférico dos quatro grupos.

Grupos Média + DP
Portadores de esquistossomose na forma hepatoesplénica 9,2+3,8
(EHE/G1)

Pacientes esplenectomizados (EHE/ELGE/G2) 85+3,2
Pacientes esplenectomizados com auto-implante esplénico 7,3+3,1
(EHE/ELGE/AI/G3)

Individuos sadios (CT/G4) 51+21

Tabela 2: Comparacdes entre as médias dos niveis de SOD dos diferentes grupos

Comparacdes* Diferencas de Q P
médias
GC versus EHE/ELGE/AI 2,206 2,954 P> 0,05
GC versus EHE/ELGE 3,426 4,182 P < 0,05
GC versus EHE 4,113 4912 P<0,01
EHE/ELGE/AI versus EHE/ELGE 1,220 1,567 P >0,05
EHE/ELGE/AI versus EHE 1,907 2,392 P > 0,05
EHE/ELGE versus EHE 0,687 0,794 P > 0,05

* Teste de comparacao multipla de Tukey -Kramer
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ABSTRACT

Interleukin 6 (IL-6) and interleukin 12 (IL-12) are associated with cytotoxicity against
helminth parasites including Schistosoma mansoni. The purpose of this investigation was to
compare IL-6 and IL-12 production by peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in
patients with hepatosplenic schistosomiasis mansoni (HSM), who underwent splenectomy,
and ligature of the left gastric vein (SLGV) associated with spleen morsels
autotrasnsplantation in the major omentum. The volunteers of the investigation were divide in
four groups. G1 — 12 patients with HSM, without any treatment (SMH); G2 — 13 SMH
patients, who underwent SLGV (SMH/SLGV); G3 - 19 patients smilar to G2 group, but
additionally received autotransplantation of spleen morsels in the magor omentum
(SMH/SLGV/ALI); and G4 - 15 healthy individuals (Control Group - CG). The mears of IL-6
and IL-12 production were significantly lower and higher, respectively, in SMH patients as
compared to the other three groups. There were no statistical differences among the means of
IL-6 and IL-12, from SMH/SLGV, SMH/SLGV/AI; and CG groups. The mean levels of IL-6
and IL-12 from the SMH/SLGV/AI group were no different from CG adding further support
to the hypothesis that spleen morsels autotransplartation after splenectomy, in carriers of
surgical SMH may contribute to the protection of these patients against infections.

KEY WORDS: Schistosoma mansoni; Splenectomy; Spleen morsels autotransplantation;

Monocyte; Interleukin-6; Interleukin-12
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INTRODUCTION

Schistosomiasis is a chronic disease that affects over 200 million people worldwide
(WHO 1993). The disease is caused by infection of Schistosoma mansoni (S. mansoni), which
adult worms live in the mesenteric blood vessels around the gut (Boros 1994).

The disease presents large distribution in Brazil, but nowadays the transmission
occur with more intensity in the Northeast Region of country, mainly on the States of:
Pernambuco; Sergipe; Bahia, and Minas Gerais state, representing the third mortality cause
among the so-called rural endemic diseases (Katz & Peixoto 2000, Coura & Amaral 2004).

Roughly 10% of patients developed hepatosplenic form of the disease morbidity,
characterized by hepatosplenomegaly, hepatic periportal fibrosis, and portal hypertension,
which may lead to the formation of esophageal varices and upper digestive bleeding (Kelner
1992). These patients are treated, in State of Pernambuco, with splenectomy and ligature of
left gastric vein, that reduces the portal pressure, cures the hypersplenism, decreases the upper
digestive bleeding bouts and improves the hepatic functiona reserve, and the somatic
development (Brandt et al. 1995, Lacerda et al. 1998, Brandt et al. 2001).

Although splenectomy is often necessary in these patients, the procedure has been
implicated in several consequences, including immunologic abnormalities, such as decreased
circulating immunoglobulin M (gM), impaired activation of the aternative complement
cascade (properdin), and reduced levels of tuftsin (Carlisle & Saslaw 1959, Brandt et al. 1998,
Karakantza et a. 2004). It has been well established that the spleen is an important immune
organ, serving as a large phagocyte. The anatomical structure of this organ and its central
position in the route of the portal vein highlight its importance both innate and in adaptive
immunity (Karakantza et al. 2004). For this reason, after splenectomy, patients have an
increased risk of overwhelming postsplenectomy infection (OPSI), especidly in children.

This can be explained because when a functional spleen is present, even poorly opsonized
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pneumococcus can be cleared by mononuclear phagocyte system (MPS), due to the specific
spleen low flow blood in the red pulp architecture (Leemans et al. 1996, Kyaw et al. 2006).

The OPSI is mainly due to encapsulated bacteria, such as Streptococcus pneumoniae,
Neisseria meningitides, and Haemophilus influenzae (Norris et a. 1996). It is a usualy
fulminant and often fatal condition occurring days to decades after removal of the spleen It
begins abruptly, frequently lacks of an identificable focus, and usually progress rapidly,
despite appropriate antibiotics therapy, resulting in a mortality rate of 50-75% (Traub et al.
1987). The infection can occurs a any age, although the risk is greater in childhood, because
the compartment of the margina zone B cells is not totally developed (Cooper & Williamson
1984, Torres et al. 2005).

Thus, spleen morsal autotransplantation into the mgjor omentum seems to be a good
dternative for preserving spleen functions, when splenectomy is necessary and the
maintenance of spleenic tissue is not contraindicated. The technical aspects of this procedure
have been widely reported from several research groups (Brandt et al. 1996, Leemans et al.
1999, Marques & Petroianu 2002, Sipka et al. 2006).

Therefore, in children with the hepatosplenic form of S mansoni infection, spleen
morsel autotransplantation in the great and omental pouch has been added to protocol of
splenectomy and ligature of left gastric vein, as a way of protection against OPSI. The
decreased susceptibility to systemic infection may be due to maintenance of the MPS activity
(Shokouh-Amiri et al. 1990, Brandt et a. 2001, Brandt et al. 2003, Petroianu & Petroianu
2005, Brandt et al. 2005).

The MPS is a major component of host defense against infection and is responsible
for the clearance of particulate material, and bacteria from the bloodstream. This system,
constituted by monocyte and macrophage cells, have two functions in the infection control: 1.

release, by this cells, of reactive oxygen and nitrogen species, like superoxide, hydrogen
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peroxide, nitric oxide and peroxynitrite, which together are regarded as playing a magjor role
in intracellular bacteria killing; and 2. cytokine production, like apha tumor necrosis factor
(TNF-?), interleukin 1 (IL-1), 6 (IL-6) and 12 (IL-12) (Tracey & Lowry 1990, Abbas et al.
1998).

IL-6 was originaly identified as a Bcell differentiation factor. It is a pleiotropic
cytokine produced by monocytes, T-cells, macrophages and endothelial cells and is released
inresponse to IL-1 and TNF-? (Kishimoto 1989). This cytokine is well recognized for its role
in the acute inflammatory phase response which is characterized by the production of a
variety of hepatic proteins, caled acute-phase proteins, such as creactive protein, which
increases the phagocytosis rate of bacteria; serum amyloid A; and fibrinogen, an important
clotting agent. These proteins are involved in the accumulation of phagocytes at an
inflammatory site and the killing of microbia pathogens (Archararit et a. 2000).

In addition to its role in the acute phase response, IL-6 is especially important in the
differentiation of activated, but not resting, B cells culminating in production of
immunoglobulin, mainly IgM (Keller et al. 1996). Moreover, IL-6 acts in the early stages of
T-cell differentiation. In this phase, it reinforces the effect of IL-2 and promotes the
differentiation of CD4 cellsinto T-helper 2 cells (Tx2) (Keller et al. 1996).

It has been also reported that IL-6 is expressed in cells of acute inflammatory
granulomas experimentally induced in mice by eggs of S mansoni. Moreover, in vitro IL-6
was shown to enhance the cytotoxic activity of human platelets against larvae of S mansoni.
This activity is in close cooperation with monocytes. Thus, there is both a local and a
systemic role of IL-6 in the host immune response, following infection of mice and human
with S, mansoni (Pancre et a. 1990, Khalil et al. 1996).

Although IL-12 was discovered as a product of B cell lines, B lymphocytes do not

appear to be the most important physiological producers of IL-12, which in vivo and in vitro
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appear to be produced mainly by phagocytic cells (monocytes, macrophages and neutrophils)
and other cell types with antigen presenting capabilities, such as dendritic cells (Trinchieri
1994). Macrophages, especially when infected by intracellular bacteria, are potent producers
of 1L-12, directing the Ty cell development towards Tyl response (Trinchieri 1996).

IL-12 was originally identified by its capacity in stimulate the natura killer (NK) cell
activity. In addition to this function, IL-12 promotes the differentiation of the T cell and the
induction of the synthesis and secretion of other cytokines (Kobayashi et al. 1989). But, the
most important function, nowadays, is the induction of the gamma interferon (IFN-?) (Galvéo
da Silva & Abrahamsohn 2001).

The IL-12 production represents cellular Tyl and Ty2 immune response and is
associated with chronic schistosomiasis. Thus, many researchers have studied its role in
shaping the immune responses induced by various parasite infections, including the S
mansoni (Wynn et al. 1994, Mountford et al. 1998, el-Shazly et al. 2005).

Considering al this, this present study was undertaken to assess the peripheral blood
mononuclear cell PBMC) activity and to measure the cytokine profile (IL-6 and IL-12
production) in supernatants of these cells, from carriers of S. mansoni in its hepatosplenic
form who underwent splenectomy, ligature of left gastric vein and auto-implantation of

spleen morsels in the magjor omental pouch.
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MATERIALS AND METHODS
This isa prospective cross-sectional study, performed at the Department of Surgery
(Pediatric Surgery Service) and Laboratory of Immunopathology Keizo Asami (LIKA), both

Federal University of Pernambuco.

Subjects

PBMC were available from four groups (G), including 59 subjects:

Group 1 (G1) — 12 patients with S. mansoni infection in its hepatosplenic form
without any kind of treatment (SMH). Ten were womenand two were men, with agesranging
from 10 to 30 years (Mean+ SD; 20.0 £ 5.1 years). All patients came from endemic area for
S mansoni. Kato-Katz parasitological examination was positive in each patient (Reference
clinical group - SMH).

Group 2 (G2) — 13 SMH patients, similar to G1, but presented upper digestive
bleeding. Nine were women and four were men Ages varied from 18 to 30 years (Mean £
SD; 24.6 + 3.4 years). They underwent medical treatment and portal hypertension
descompression by splenectomy, ligature of the left gastric vein and devascularization of the
great stomach curvature (Reference surgical group - SMH/SLGV).

Group 3 (G3) - 19 patients with SMH, being 13 women and six men, with ages
ranging from 16 to 25 years (Mean = SD; 20.2 £ 3.6 years). All of them received pre-
operative medical treatment with a single dose of oxaminiquine 20mg/Kg of weight. They
underwent splenectomy, ligature of the left gastric vein and auto-implantation of ten dlices of
spleen tissue, without the capsule, in the great omental pouch. The measurements and weights
of the implarted slices were approximately: 3.0 x 2.0 x 20 cm and 10g each. In this regard,
al patients in this group presented satisfactory splenosis assed by nuclear medicine Study

Group - SMH/SLGV/AI).
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Patients presenting recurrent upper digestive hemorrhage in the follow-up were
included in the protocol for endoscopic sclerosis of esophageal varices. All patients who
presented this complication after surgical treatment were successfully controlled using this
protocol.

The patients of this group underwent colonoscopy every year in the postoperative
follow-up, which average in this group is seven years, for continuous observation of the
colopathy, and also for assessing residual infection of Smansoni by the quantitative egg count
in a routine three submucosal colon biopsies. Five patients (26.3%) with positive viable eggs
received a second medical treatment with praziquantel in a single dose of 30mg/Kg of weight.

Laboratory investigation in this group included liver function tests for assessing
hepatic functional reserve. Before medical and surgical treatment 14 (73.7%) patients were
classified as Child-Pugh A and five (26.3%) were Child-Pugh B. In the last post-operative
follow-up evauation 17 (89.5%) patients were Child-Pugh A and two (10.5%) were Chid-
Pugh B.

Apart from improving the hepatic functional reserve the patients have not increased
the rate of infection, and none of them presented OPSI.

Group 4 (G4) - 15 hedlthy individuals, free of S. mansoni infection. They lived in the
same geographical area and presenting similar socio-economical status of patients enrolled in
groups G1, G2 and G3. Eight were women and seven were men Ages varied from 15 to 28

years (Mean + SD; 19.3 + 4.3 years) - (Control goup - CG).

Immunologic procedures
Obtaining of PBMC
The procedure followed the protocol described by Johnston (Johnston 1984). Briefly,

15mL samples of whole blood were aseptically collected by peripheral venous puncture in a
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vacuotainer tube with EDTA. Next, after being placed in 50mL Ficoll tubes (Talpiot
Industrial, Isradl), the blood was diluted on the proportion of 1:1 in Roswell Park Memorial
Institute — RPMI 1640 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) culture medium and added
20mL of Ficoll-Hypaque (LMS Litton Biometrics, Kensington, MD, USA) to reach a volume
of 50mL. The samples were centrifuged for 30 minutes (1400 rpm, 2° to 8°C). The aspirated
plasmas and layers of PBMC were then llected and transferred to 50mL sterile centrifuge
tubes (Corning Incorporated, USA), to reach a volume of 50mL, once again with RPMI 1640.
Two further washes were performed and the precipitates re-suspended in 2mL RPMI 1640
culture medium, supplemented with 3% bovine fetal serum, 100U/mL of penicillin and 100
mg/mL of streptomycin. Next, PBMC were counted in a Neubauer chamber. The cell
concentrations were adjusted to 1.0 x 10° cellsin 1mL of culture medium. After being placed
on plates, ImL was dispensed from the suspension (1.0 x 10° cells for ImL of RPMI 1640) in
each well and transferred to a sterilizer in a humid environment at 37°C with 5% of CO; for 1
hour. Next, following washes performed with RPMI1 1640 to remove nontadherent cells, the
plates were left in the sterilizer for another 60 minutes. After this time, the supernatants were
collected and stored at 0°C for the measurement of the cytokine levels produced by the

stimulated PBMC.

Cytokine assays for IL-6 and IL-12

After obtaining of the PBMC by density gradient centrifugation of EDTA blood on
Ficoll-Hypaque, these cells were stimulated with lipopolysaccharide (LPS) from E. coli with
the dosage of 10ug/10° cellsmL lasting 24 hours. Samples of 100uL from the supernatant
cell, after culture, was used to measurement of cytokine quantification using enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) method. A commercial kit (Quantikine M, R&D Systems) was
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used for measurement of cytokine, according to the manufacturer’s instructions. In briefly,
flat-bottom plates were coated with appropriate antibodies for the detection of IL-6 and IL-12.
The plates were blocked with 5% evaporated milk in PBS at 37°C for 2 h and washed four
times in 0,05% Tween20 in PBS. Test samples and serial dilutions of standards were diluted
in 1% bovine serum albumin — 0.05% Twee-20 in PBS (ELISA diluent), added to the plates,
and incubated overnight at 4°C. A standard curve was obtained of each plate using

recombinant human cytokines. Cytokine levels were expressed in pg/mL.

Statistical analysis

The quantitative results were expressed by their means and standard deviations (SD).
The difference among the goups were evaluated using a non-parametric one way analysis of
variance (ANOVA), by the Kruskall-Wallis test, followed by Dunn’ test, because the data did
not follow a Gaussian distribution. A p < 0.05 was used to rgect the null hypothesis. These

statistical analyseswere performed using Jandel Sigma Stat software, version 2.0.

Ethics

This study followed the principles of Helsinki Declaration (1975, revised in 1989) and
was approved by the Ethics Committee of the Health Sciences Center — Federal University of
Pernambuco. All patients and individuals or guardian of minors signed an informed consent

that was obtained after thorough explanation in Portuguese.
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RESULTS

The mean levels of IL-6 produced by cultured from PBMC of patients and control
individuals are expressed in Table I, and on the table Il are showed the multiple comparisons
by Dunn’ test. The mean production IL-12 from four groups is showed in table [11, and on the

table IV are expressed the results from Dunn multiple comparison test.
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DISCUSSION

In Brazil, schistosomiasis is considered as a spreading severe problem of public health.
The control of disease should be two purposes: 1. transmission control, by individual or
massive treatment and use of molluscicides and 2. morbidity control, by health and sanitary
educatiors (Prata 2004). The hepatosplenic form is more frequent in areas with high
prevalence of the disease and larger quantity of eggs eliminated by the population (Coura &
Amara 2004). It's associated with the development of periportal fibrosis described by
Symmers (Prata 2004).

Although the clinical treatment of the schistosomiasis mansoni has been very
successful with praziquantel, there has been report of S. mansoni strain resistant to this drug
in humans (Fallon 1998). In this regard, there is the need of searching for new drugs, or an
adjuvant therapy, which has been tested in mice with the purpose of enhancing the
antischistosomal efficacy (Botros et a. 2006). In the study growp (SMH/SLGV/AI), the
second treatment for some patients with residual S. mansoni infection was associated with the
improvement of liver function (Brandt et al. 2001) and may also be related to a better immune
response.

As regard to the surgical treatment for portal hypertension in patients with S, mansoni
infection the hurdles have been overcome, and the results related to survival are very high.
Furthermore, the widespread use of vein endoscopic sclerotherapy has reduced the frequency
of esophageal hemorrhege due to varices in the post-operative follow-up of these patients
(Ferraz et al. 2001). This protocol was successfully used in all patients who presented upper
digestive bleeding after surgical treatment, included in this study.

Until 1990, the classic surgical approach in child carriers of schistosomal portal
hypertension with bleeding esophageal varices, hypersplenism and/or splenic

underdevelopment, in Pernambuco, was the same as in adults, splenectomy associated to
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ligature of left gastric vein (Lacerdaet al. 1998). The morbidity, in regarding to recurrence of
upper gastrointestinal bleeding, was similar to adult; however, the mortality rate was
significantly higher due to OPSI (Brandt et al. 1995).

Thus, since 1990, it was standardized in the Pediatric Surgery Service, University
Hospital/lUFPE, the protocol including splenectomy, ligature of left gastric vein and
autotransplantation of spleen tissue in the maor omentum. The results in respect to
hypersplenism and/or splenic underdevelopment have been satisfactory, and the immunologic
features seem to demonstrate the beneficia effects of the splenosis in the hummoral and
cellular immunity (Brandt et al. 1996, Brandt et al. 1998, Brandt et al. 2001). An evidence of
this is that, from the clinical follow-up, it was not observed any case of OPSI since 1991. It is
believed that the improvement of the liver function is also associated with the immune
protective effect observed in the study group (SMH/SLGV/AI).

On the response to invading pathogens, cytokines are undoubtedly key molecules. The
effects of the cytokines can be synergistic or antagonistic amongst themselves. An example of
this antagonism is the dichotomy in the pattern of cytokines production Ty1 (IL-2, IL-12 and
IFN-?), that induces a predominant cellular response, and Ty2 (IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
IL-13 and TNF-?), that induce a preferentially hummoral response. The macrophage cells are
stimulated directly by LPS to secrete awide variety of cytokines that includes, mainly, TNF-?
and IL-1, IL-6elL-12 (Abbaset al. 1998, Tracey & Lowry 1990).

IL-6 is a multifunctional cytokine with a major role in the host immune response to
infectious agents and in the induction of hepatic acute phase reaction (Khalil et al. 1996). In
regarding IL-6 production from PBMC in this study, there was no observed difference
between the control group (CG), group test (SMH/SLGV/AI) and reference surgical group

(SMH/SLGV).
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These results indicated a normal capacity of IL-6 production by monocytes of the
patients of these three groups, and therefore demonstrate that the kinetics of generation of this
cytokine is not change after splenectomy with or without spleen autotransplantation or in
other words, the production of IL-6 it cannot be exclusive of the spleen In fact, has been
showed high levels of IL-6 in the liver, kidney and peripheral blood leucocyte from healthy
individuals (Tovey et al. 1988). But, in contrast to our results, has been demonstrated that the
splenectomy in dogs induced the decreased of I1L-6 (Moeniralam et al. 1997).

A mechanism that can be implicated in this normal production of IL-6 for those
patients PBMC is the action of TNF-?, the largest physiologic inductor in IL-6 synthesis
(Van Snick 1990). Indeed, several authors demonstrated statistically similar levels of those
cytokines after splenectomy in comparison with control group (Brandt et al. 2005, Torres et
al. 2005). At the same time, these results can be justify the maintenance of 1gG and IgM and
increase of 1gA levelsin the follow-up of these patients, like demonstrated by Brandt et al, in
1993, once IL-6 induces the differentiation of LB, could be increase the production of
antibodies (Brandt et al. 1993).

On the other hand, the reference clinical group (SMH) presented a steep decrease of
IL-6. These results did not reflect the pattern of immune response observed in the chronic
infection, with prevalence of cytokine type 2 (Sher et al. 1991, Wynn et al. 1993, Fallon
2000), and this could be explained by several mechanisms. Firgt, it has been demonstrated
that the IL-12 is capable of inhibiting the suppression of the Ty1 response, and that has effect
in the production of IFN-?, a cytokine that activates the destructive capacity of the
macrophage (Mahanty & Nutman 1995). The increased levels of the IL-12 in the
hepatosplenic patients (G3), as it will be seen ahead, corroborate this possibility. Second, it
has been showed that the IL-10 (Tw2) can be inhibit by the synthesis of IL-6, as it can be

observed in other diseases, as the paracoccidiomycosis (Peracoli et al. 2003). And third, it can
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also be speculated that not always in SMH a cytokine pattern Ty2 dominates the immune
response. Irndeed, evidences suggest that the hepatospl enic disease can be associated also with
response type Twl, depending on other immunologic factors Mwatha et a. 1998, Fallon
2000, Morais et al. 2002).

Collectively, the results in regarding to production of IL-6 in the patient carriers of
schistosomiasis in its hepatosplenic form demonstrate that, in spite of the presence of a
response predominantly type T42 in the humans infected by S mansoni, there are no clear
evidences that suggest the immunopathology of the chronic disease is driven for the cytokines
Tw2. Those disagreement results that are in line with most of the others papers can aso be
explained by age and the differences in the stages of the disease, the influerce in the immune
response of the infection intensity and the other parasitic disease, that commonly are
associated with schistosoma infection in the group of patients (G3), but also due to the effect
of the drug that was not completely effective in the eradication of the disease, allowing,
therefore, the maintenance of residual parasitic load.

IL-12 is a cytokine that is involved in the induction of IFN- ? production by the NK
and T cells. In respecting IL-12 production by PBMC in this study, it was observed no
significant difference statistically among the SMH/SLGV, SMH/SLGV/AI groups, and the
control group (CG).

The smilar release of IL-12, in these three groups, can reveal, again, that the
production of this cytokine is maintained preserved after splenectomy, with or without spleen
morsel autotransplantation At the same time, it can demonstrate that it’s production is
independent of the exclusive splenic macrophages secretion In spite of these results, it has
been demonstrated that splenectomy promotes alteration in the balance among the
subpopulations of lymphocytes T helper, usually characterized by an inhibition of the

cytokines response Ty, like IFN-?, IL-2 and IL-12 and increase of cytokines response T2,
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such as IL-4, IL-5, IL-10 (Miniello et al. 2002, Panitsas & Mouzaki 2004, Kuranaga et al.
2005). This dichotomy Ty1/Tw2 was observed in the present investigation that revealed high
levels of IL-6 as compared to IL-12 levels, possibly a consequence of the down regulation
mechanism between these two cytokines.

On the other hand, an overproduction of I1L-12 was observed in the clinical reference
group (SMH), and the results, again, are not also in agreement with the data of the literature,
if we consider the classic pattern of cytokines release, with prevalence of the Ty2 response.
However, two reasons can explain this. First, it has beenalready proven that the IL-12 is not a
cytokine necessarily obligatory for maintenance of a Tyl response in vivo and second, it was
demonstrated that the IL-4 can have a synergistic effect with the IL-12 in the induction of the
activity proliferative of the cells CD56" (Naume et al 1993, D’ Andrea et a 1995). Thus, a
higher production of I1L-12 mediated by IL-4 in this group chronically infected by S. mansoni
can be a possible reason for the results of the presenty study. But it is necessary to say that
discovery is particularly surprising because the IL-12 and the IL-4 are known for having
antagonistic role in the development of the immune response Tyl and Ty2, respectively.

Besides, it should be taken into account that the IL-12, for being responsible for the
development of the Tyl response, usually protects the organism of the intracellular parasites,
but it is ineffective against other parasites, as the pathogenic helminth (Trinchieri 1994).
Thus, the increased production of the IL-12 can demonstrate aresponse of the NK cells to
infection for S. mansoni in an attempt for the production of IFN-? necessary to macrophage
activation. However, as it is known, this parasite is extracellular, and like this, this response
does not produce the necessary effects, which it is the destruction and death of the pathogen,

possibly contributing to the chronicity of the infection.
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CONCLUSIONS

These results demonstrate that there is a great variability in the profile of immune
response in humans and that there is still no a consensus about the production of cytokines
rdlease by macrophage cell during the Schistosoma mansoni infection, as well as, after
splenectomy and spleen autotransplantation The uniformity lack among the results of the
different works can be due to the heterogeneity of the samples that can implicate very
different pathogenic mechanisms. An example of this is the possibility of re-infection of the
patients after the parasite cure, since this fact is very common in the endemic areas, mainly in
children. The maintenance of normal levels, as compared with the control group (CG), of IL-6
and I1L-12 production, in the hepatosplenic schistosomiasis treated groups is an indicative that
the PBMC activity after splenectomy, with or without spleen autotransplantation, maintains
preserverd, in regard to these cytokines production Taken together, the results point to a
restoration of IL-6 and IL-12 normal production by monocytes in carriers of hepatosplenic
schistosomiasis mansoni who underwent medical and surgical treatments, including in those
who had received auto implantation of spleen tissue in the major omentum after splenectomy
and ligature of the left gastric vein. The data gives further support to the hypothesis that this
additional procedure keeps the antiparasite ability and is important in the restoration of the
Immune response of these patients, since IL-6 and IL-12 normal production by the monocytes
Is associated with protective immunity response against infection, thus, protecting them

against overwhelming postsplenectomy infection.
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TABELAS

TABLE |: Mean levels of |IL-6 produced by PBMC (ug/ml) of the four groups.

Groups Mean ? SD
Carriers of hepatosplenic schistosomiasis mansoni (SMH/G1) 468.0 ? 198.0
Splenectomized patients (SMH/SLGV /G2) 628.6 ? 23.4
Spleen tissue auto implanted patients (SMH/SLGV/AI/G3) 63297 12.8
Health individuas (CG/G4) 639.2 ? 32.2

TABLE II: Comparisonbetween means of IL-6 production by four groups

Comparison* M ean difference Q P value
CG vsSMH/SLGV/AI 4,863 0,820 p>0.05
CG vs SMH/SLGV 7,600 1,168 p>0.05
CGvs SMH 28,808 4,332 p <0.05
SMH/SLGV/AI vs SMH/SLGV 2,737 0,443 p>0.05
SMH/SLGV/AI vs SMH 23,945 3,782 p <0.05
SMH/SLGV vs SMH 21,208 3,085 p <0.05

* Dunn multiple comparison test

TABLE I11: Mean levelsof 1L-12 produced by PBMC (ugml) of the four groups.

Groups Mean ? SD
SMH 467?23
SMH/SLGV 1.3?0.6
SMH/SLGV/AI 17?213
CG 227?10

TABLE IV: Comparison between means of IL-12 production by four groups

Comparison* Mean difference Q P value
CG vsSMH/SLGV/AI 8,505 1,474 p > 0.05
CG vs SMH/SLGV 13,092 2,068 p>0.05
CGvs SMH 18,308 2,830 p <0.05
SMH/SLGV/AIl vs SMH/SLGV 4,587 0,763 p>0.05
SMH/SLGV/AI vs SMH 26,814 4,353 p <0.05
SMH/SLGV vs SMH 31,401 4,695 p <0.05

* Dunn multiple comparison test



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

DISCUSSAO GERAL



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

Do ponto de vista clinico, o auto-implante de tecido esplénico pode ter contribuido,
no grupo de estudo, para reducéo da prevaléncia e da taxa de mortalidade associada a SFPE,
desde a ingtituicdo do protocolo de tratamento das criangas portadoras de EHE, no SCGC do
HC/UFPE, em 1990, constituido de esplenectomia, ligadura da veia géstrica esquerda e auto-
implante de tecido esplénico em bolsa no omento maior. Historicamente, esta taxa no servico
era de 40%, o que tornava quase proibitivo esta forma de tratamento. Desde o inicio do
protocolo até 2006, ja foram tratadas 121 criangas, com uma taxa de mortalidade de 3,1%.

Entretanto, apesar de varios trabalhos na literatura mostrarem o beneficio deste
procedimento na pratica clinica, ainda ha guem ponha em dlvida a sua importancia na
manutencdo da funcdo imunolégica do bagco. De fato, alguns casos de SFPE tém sido
descritos em pacientes com evidéncia de tecido esplénico heterotopico ou regenerado, tanto
em adultos quanto em criancas, mostrando que o auto-implante esplénico ndo garante
proteco efetiva contra a sepse®. Para ratificar este fato, Smith et al mostraram que o auto-
implante esplénico em ratos ndo restauroy, in vitro, a capacidade fagocitica apos
esplenectomia®.

Estas controvérsias na literatura fazem com que este procedimento permaneca sob
constante investigacao, justificando, assim, estudos dessa natureza.

O grupo de estudo deste trabalho (Grupo EHE/ELGE/AI/G3) foi composto de 19
pacientes portadores de esquistossomose mansonica na forma hepatoesplénica, submetidos a
esplenectomia, ligadura da veia gastrica esquerda e auto- implante esplénico, entre 1991 e
2005, no SCGC do HC/UFPE, com idades variando entre 16 e 25 anos e média de 20,2 + 3,6.
Foram excluidos deste grupo pacientes com antiginemia positiva para hepatite viral, pacientes
com histéria de uso abusivo de bebidas alcodlicas e/ou com bidpsia hepética com lesdes

sugestivas de doenca hepatica alcodlica, pacientes em tratamento com imuNOSSUPressores ou
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estimulantes do sistema imunoldgico durante o periodo do estudo e pacientes com doencas
hematol 6gicas.

Os grupos de referéncia foram constituidos por 12 pacientes portadores de
esguistossomose mansdnica na forma hepatopesplénica sem nenhuma forma de tratamento,
com idades entre 10 e 30 anose médiade 20,0 + 5,1 (grupo clinico de referéncia— EHE/G1),
atendidos no SCGC do HC/UFPE, e por 13 pacientes similares aos pacientes do G1, mas
submetidos, no Servico de Cirurgia Geral do HC/UFPE a esplenectomia, ligadura da veia
gastrica esquerda e desvacularizagdo da grande curvatura gastrica (grupo cirdrgico de
referéncia — EHE/ELGE/G2), com idades entre 18 e 30 anos e média de 24,6 + 3,4. Os
critérios de exclusdo foram os mesmos do grupo de estudo.

O grupo controle (CT/G4) foi formado por 15 individuos sadios, com exame fisico
normal (grupo CT/G4), todos alunos da Escola Estadual Jader de Andrade, em Timbalba —
PE, com idades variando entre 15 e 28 anos e média de 19,3 * 4,3. Foram excluidos deste
grupo individuos com doencas associadas, positividade de coproparasitologico para S.
mansoni (técnica qualitativa de Hofmann, Pons e Janner) e antecedentes de banho derio.

A andlise de varidncia (ANOVA) das idades mostrou diferenca entre os grupos (F =
4,817; p? 0,005) e, em funcdo da normalidade dos dados, foi empregado o teste de Tukey-
Kramer para localizar estas diferencas. Assim, diferencas estatisticamente significantes foram
observadas entre o0s grupos G2 e G1 (g = 3,980; p< 0,05), G2 e G3 (q = 4,275; p< 0,05) e G2
e 4 (q = 4,812; p< 0,05), revelando, portanto, uma média de idade significativamente maior
no grupo de pacientes esplenectomizados sem autoimplante esplénico. A justificativa para
este fato € que os pacientes deste grupo foram oriundos do Servigo de Cirurgia Geral do
HC/UFPE, cuja populagéo avo sdo os maiores de 18 anos, e onde procedimento do auto-
implante esplénico ndo é rotina. Esta talvez tenha sido uma limitagdo do presente estudo,

porém, ndo se conhece na literatura pesquisada interferéncia do fator dario nas variaveis
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estudadas neste tipo de paciente (esplenectomizado), razéo pela qual julgamos que este fato
ndo deva ser considerado como um fator que possa ter interferido grosseiramente nos
resultados.

A decisdo de avaliar a atividade funcional dos nmondcitos neste trabalho partiu do
principio de que estas células representam as principais apresentadoras de antigenos, séo 0s
maiores avos celulares para o efeito das endotoxinas e secretam nediadores cruciais no
processo infeccioso, como o 6xido nitrico e as interleucinas 6 e 12%°

Assim, a primeira variavel estudada foi a geracdo do NO pelos mondcitos, cujos
niveis (Anexo | X) foram determinados de maneira indireta, usando um ensaio que mensura a
producdo de um dos seus metabdlitos, o nitrito (NO;), como descrito por Green et al em 1982
(GREEN)*L. Seus niveis foram expressos em?mol/m.

A andlise desta producdo demonstrou niveis crescentes nos quatro grupos estudados.
EHE (esguistossométicos, na forma hepatoesplénica, ndo tratados), EHE/ELGE
(esplenectomizados), EHE/ELGE/AIl (auto-implantados) e CT (controles). Assim, 0s
mondcitos do grupo EHE sfo os que produziram menores quantidades de NO e ao contrério,
amaior geragcdo deste radical livre foi observada no grupo CT, porém diferenca formalmente
significante so foi observada entre os grupos CT e EHE e EHE/ELGE/AI e EHE. Os niveis de
NO dos pacientes dos grupos CT e EHE/EL GE/AI foram estatisticamente semelhantes.

Com estes resultados, é possivel inferir que os mondcitos dos pacientes
esplenectomizados e daqueles com fragmentos de bago auto-implantados sdo capazes de
gerarem NO em quantidades que parecem simular a cinética de producdo dos individuos
sadios. Estes resultados apontam, assim, para o restabel ecimento da normalidade da producéo
deste radical pelos monécitos do sangue periférico dos portadores de EHE que receberam
tratamento clinico e se submeteram ao tratamento cirlrgico, especialmente, aqueles que

receberam auto-implante de fragmentos de tecido esplénico no omento maior apds
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esplenectomia e ligadura da vela géstrica esquerda. Apesar de cinco pacientes (26,3%) do
grupo EHE/ELGE/AI apresentarem no seguimento pds-operatorio ovos Viaveis ho oograma,
indicando possivelmente uma reinfecgdo, um segundo tratamento médico destes pacientes
com praziquantel, na dose Unica de 40mg/Kg de peso, pode ter contribuido para a funcéo
imune normal, uma vez que a mesma tem relacdo direta com a boa reserva funcional hepatica.
Entretanto, foi demonstrado, neste mesmo grupo de pacientes, que a esplenectomia
reduz a produczo de outro produto téxico oxidativo, 0 O™, cujos niveis s sdo normalizados
apds o auto-implante de tecido esplénico?’. Da mesma forma, tem sido mostrado que a
esplenectomia afeta a distribuicdo das subpopulagbes de LT no sangue periférico,
caracterizada por uma diminuic¢do no nimero absoluto ou na percentagem das células T CD4"
e uma reducdo na proporcdo CD4*/CD8". Este fato é justificado pela auséncia do bago como
um reservatério de linfécitos circulantes’?. Assm, baseado neste trabalho, no grupo
EHE/ELGE seria esperada uma reducdo da produco de *NO, ja que a diminuicdo da
subpopulagdo de linfécitos T CD4", induzida pela esplenectomia, pode determinar uma baixa
producdo de citocinas Tyl, que estimulam o fagdcito mononuclear a produzirem radicais
como o *NO. Esta hip6tese, entretanto, n&o é aceita por Westermann et al, que mostraram que
tanto a esplenectomia quanto o auto- implante esplénico causaram linfocitose nos pacientes™.
Nossos resultados diferiram do estudo de McCarthy et al, realizado em 1995. Estes
autores, comparando grupos de ratos adultos, controles, esplenectomizados e outro grupo
submetido a operagdes simuladas (sham), avaiaram defeitos na funcdo dos macréfagos
peritoneais no periodo precoce da esplenectomia e verificaram que houve reducdo da
liberacgo de °NO, leucopenia e reducdo da atividade microbicida intracelular 24h ap6s o
procedimento, quando comparada aos controles’. Mas deve ser levado em consideracdo que
este foi um estudo realizado em modelos murinos e em macréfagos ndo esplénicos, o que

pode conduzir a resultados diversos.
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Em relacéo aproducao baixa de NO pelos monicitos dos pacientes do grupo EHE,
trata- se de um achado que pode estar relacionado a vérios fatores.

A infeccdo por helmintos, como o0 S, mansoni, tipicamente induz uma resposta T2,
caracterizada pela producéo de citocinas antiinflamatérias como a IL-4, IL-10 e IL-13%. Esta
resposta T2 foi, durante algum tempo, considerada prejudicial a0 hospedeiro, mas na
verdade ela € protetora do mesmo. De fato, na auséncia de umaresposta T2, a resposta
inflamatéria e a producdo de “NO ocorrem de modo n&o regulado, sendo responsével pelo
aumento da morbidade nos hospedeiros infectados. Assim, uma funcdo importante desta
resposta que se desenvolve durante a infeccdo é regular a producdo de "NO°.

Portanto, o primeiro fator relacionado aos resultados seria uma inibicdo da producdo
de IFN-?, mediada pela IL-4 e IL-10, o padréo bioquimico que caracteriza a fase cronica da

doenca. Hoje se sabe que o IFN- ? é uma citocina que estimula a liberagdo do “NO in vitro®.

Esta reducso na geracso de "NO foi também encontrada recentemente por Bocca et al durante
a cromoblastomicose, uma infeccdo flngica causada pelo parasita Fonsecaea pedrosoi. Estes
autores demonstraram que os macrofagos dos portadores desta doenga sdo incapazes de

produzir “NO, mesmo ap6s estimulo com LPS e IFN-? %7, Além disso, tem sido especulado

que o “NO produzido por células Ty1 pode contra-regular a resposta destas proprias células de
modo autdcrino e ao mesmo tempo promover a resposta T2, fato que ajuda a compreender o
mecanismo descrito acima’®.

O segundo fator seria uma inibicdo da atividade da enzima NOS nestes pacientes,
como consequéncia de uma competicdo, pelo mesmo substrato (L-arginina), com outra
enzima, a arginase |, relacionada ao desenvolvimento da fibrose hepética na infeccéo
esquistossomatica®™. A arginase | é uma enzima expressa em altos niveis nos hepatécitos e
hidrolisa a L-arginina em uréia e ornitina. A ornitina € um metabdlito necessario para a

producéo de poliaminas e prolinas que controlam a proliferacéo celular e a producdo do
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colageno, respectivamente. A evidéncia mais patente disto pode ser observada no trabalho de
Chang et al, no qual foi demonstrado que a arginase modula a producdo de “NO pelos
macrofagos, e este mecanismo € particularmente importante quando o suprimento extracelular
de L-arginina esta limitado*.

Finamente, pode ser cogitado que em funcdo da resposta Ty2 nestes pacientes
cronicos, haveria liberacdo de IL-4, citocina que inibe a ativacdo dos macréfagos e
contraregula a atividade da enzima NOS, suprimindo a liberacdo de "NO por estas células,
fato muito bem documentado pelo trabalho de Bogdan et al**.

La Flamme et al concluiram que na auséncia de IL-4, ratos infectados com o S.
mansoni manifestaram maior dano hepético, e este dano estava associado com a
superproducdo de O,”? e ONOO™ pelas células dentro do granuloma e de NO’ pelos
hepatocitos. Ao contrario, o tratamento dos ratos com IL-4 resultou em uma diminuicéo do
prejuizo hepatico e uma prolongada sobrevida, sugerindo que a lL-4 tem um papel importante
na prevencdo do dano oxidativo no figado durante a infeccdo esquistossomatica?.

Entretanto, nossos resultados ndo estdo de acordo com o estudo de Dunne et al,
conduzido em pacientes com a forma hepatoesplénica da esquistossomose mansbnica, nos
quais foram encontrados niveis elevados tanto de "NO como de IFN-7°. Entretanto, Abo-
Shoushaet al demonstraram que os niveis de “NO s30 altos na fase aguda da doenca e baixos
no estagio cronico**. Recentemente, foi demonstrado que as células mononucleares do sangue
periférico de pacientes infectados com o S. mansoni sdo capazes de induzir a producéo de
’NO in vitro, e que a inibicdo desta producdo é responsavel pela exacerbacdo da reacdo
granulomatosa’™.

A segunda variavel estudada foi a atividade da SOD pelos mondcitos Esta
metaloenzima é responsavel la dismutacdo do radica O, transformando-o em outro

produto microbicida, o peroxido de hidrogénio. Neste estudo, s seus riveis (Anexo 1X)
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foram determinados como unidade de SOD/mg de proteina usando um ensaio que mensura a
diferenca entre a reduco do ferricitocromo C pelo O,”°, gerado pelo sistema xantina- xantina-
oxidase, e a inibicdo desta reducéo pela SOD extraida de eritrocitos bovinos, como descrito
por Corbisier et al, em 1987°.

A andlise da producéo de SOD pelos mondcitos do sangue periférico demonstrou
niveis decrescentes nos quatro grupos estudados (EHE, EHE/ELGE, EHE/ELGE/AI e CT),
mas diferencas formalmente significantes sd foram observadas entre os grupos EHE e CT e
EHE/ELGE e CT. A dividade mais baixa da SOD foi observada nos individuos sadios,
semel hante estatisticamente a atividade da enzima nos pacientes do grupo EHE/ELGE/AL.

Achados semelhantes foram encontrados por Imai et al. Estes autores demonstraram
gue a atividade da SOD hepética foi significantemente maior em ratos esplenectomizados do
gue nos controles, 0 mesmo ndo ocorrendo com outros sistemas enzimaéticos antioxidativos,
como o glutation-peroxidase e a catalase. A conclusdo deste estudo € gque a esplenectomia
pode atenuar a peroxidaczo lipidica, causada pelo ONOO™, em funcdo da diminuicdo das
reservas de O, * .

Os resultados do nosso trabalho podem explicar, por um lado, a reducdo da geracéo
do &nion O,? nos pacientes esplenectomizados, e por outro, a manutencdo da producso deste
radical nos individuos sadios e nos pacientes com fragmentos auto-implantados de baco como
demonstrado por Brandt et al, em 2005, em estudo realizado no mesmo grupo de doentes?:. A
esse respeito, Mizukami et al também demonstraram que a esplenectomia em ratos reduz a
liberagdo de O, * dentro dos sinusdides hepéticos. Esta dicotomia da atividade da SOD e da
producdo do O, nos pacientes esplenectomizados e auto-implantados pode ser a responsével
pela ocorréncia e reducdo da SFPE nestes doentes, respectivamente.

Entretanto, os resultados do nosso trabalho estdo, de certa forma, em discordancia

com a avaiacdo de outro sistema enzimético envolvido na explosdo respiratoria, feita em
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pacientes esplenectomizados por trauma esplénico. Nesse gupo de pacientes, foi observada
diminuicdo da atividade intracelular da mieloperoxidase, uma enzima presente nos granulos
azurdfilos dos mondcitos e que potencializa fortemente a agdo do HO, conhecidamente um
agente oxidativo usado pelos fagécitos para matar as bactérias’®. Mas é preciso levar em
consideracdo que edas enzimas envolvidas no estresse oxidativo podem ser reguladas por
mecanismos diferentes.

A maior atividade da SOD foi observada nos mondcitos dos pacientes do grupo
EHE. Este achado pode justificar a cronicidade da infecgéo, pela dismutacdo (detoxificagéo)
répida do O, produzido pelos macréfagos em resposta & infeccdo esquistossomética, um
possivel mecanismo usado pelo parasita para escapar da agdo oxidativa deste radica’. De
fato, alguns estudos mostraram que a morte de muitas bactérias foi evitada pela SOD*.

Da mesma forma, Larrea et al avaliaram a atividade da MnSOD em pacientes
portadores de hepatite crénica por virus C, demonstrando uma superexpressao desta enzima
nas células mononucleares do sangue periférico>®. Estes achados pode sugerir um possivel
papel da SOD no mecanismo de sobrevivéncia do parasita nes infecgdes cronicas

Nossos resultados estéo, de certa forma, em consonancia com o estudo de Shaheen et
al que avaliaram a atividade da SOD em ratos infectados com S. mansoni e verificaram que a
atividade desta enzima estava aumentada no figado, mas ndo no baco™>.

Tem sido demonstrado também que a superexpresdo da MnSOD en células de
insulinoma resulta em uma marcante reducéo da producgo de NO, um achado correlacionado
com a reducdo dos niveis da forma induzivel da NOS™. Este fato pode justificar a baixa
producdo de NO nos nossos pacientes esquistossométicos, como demonstrado anteriormente.

Finalmente, foi estudada como terceira variavel a producéo de duas citocinas (IL-6 e
IL-12) secretadas pelas células monociticas/macrofégicas em resposta a uma variedade de

estimulos, incluindo o LPS, e que sdo importantes na defesa do hospedeiro. Os niveis de|L-6
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e IL-12 (Anexo 1X) foram determinados pelo método de Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays (ELISA), usando um kit comercial, conforme instrucoes do fabricante e os seus niveis
foram expressos em ?g/ml.

Em relacdo a producdo de IL-6 pelos mondcitos do sangue periférico foram
demonstrados niveis crescentes nos quatro grupos estudados (EHE, EHE/ELGE,
EHE/ELGE/Al e CT), mas nenhuma diferenca forma foi observada entre os grupos
EHE/ELGE, EHE/ELGE/Al e CT.

Os resultados indicam uma capacidade normal de geracdo da IL-6 pelos monocitos
dos pacientes desses trés grupos e, portanto, demonstram que a cinética de geracéo desta
citocina ndo se altera apos a esplenectomia com ou sem auto- implante esplénico ou, em outras
palavras, que a producéo de IL-6 pode ndo ser exclusiva do bago. De fato, Tovey et al
detectaram altos niveis da IL-6 no figado, rim e leucdcitos do sangue periférico de individuos
normais>®. Desta forma, a producdo normal de IL-6 nestes pacientes pode ser creditada aos
macrofagos esplénicos e/ou as células de Kupffer, os macrofagos hepéticos.

Entretanto, Moeniralam et al demonstraram gue a esplerectomia em cédes induziu a
diminuicdo de IL-6, mas essa reducéo ndo foi causada pela auséncia da producédo de IL-6
esplénica, e Sim por uma diminui¢do da producgdo da IL-6 fora do bago, cuja principal fonte &
o figado®®. Uma possivel explicacdo para isso é que a esplenectomia inibe fortemente o
aumento do nimero de células de Kupffer, como normamerte ocorre apos infecgdo devida a
migracdo dos macréfagos esplénicos para o figado®’.

Um mecanismo que pode estar implicado nesta producéo normal de IL-6 pelos
mondcitos desses pacientes € a acdo do TNF-? sobre esta citocina. De fato, 0 TNF-? éo0
maior indutor fisioldgico na sintese e secrecdo de IL-6 por diversas células em resposta a um
estimulo, como o LPS®®. Os achados de Brandit et al, em 2005, avaliando a producdo de TNF-

? neste mesmo grupo de doentes, também sem diferenca estatistica, confirma esta hipotese®.



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

Corroborando estes resultados, foi demonstrado que a produgdo de IL-6 e TNF-? por

macrofagos peritoneais de ratos estimulados pelo LPS foi estatisticamente semelhante apds a
esplenectomia quando comparada ao grupo de ratos ndo operados ou submetidos a operacoes
sham™.

Ao mesmo tempo, a producdo normal de IL-6 nestes pacientes pode justificar os
resultados do estudo de Brandt et al, realizado em 1993. Estes autores avaliaram a sintese de
imunoglobulinas em pacientes esquistossométicos hepatoesplénicos  submetidos  a
esplenectomia e auto-implante esplénico, e verificaram a manutencdo dos niveis de IgG e IgM
e aumento da producdo de IgA no periodo pés-operatdrio®. Como se sabe, a IL-6 induz a
diferenciacdo dos LB, podendo aumentar a producdo de anticorpos, especialmente as
imunoglobulinas G, M e A.

Por outro lado, uma baixa producdo pelos mondcitos dos pacientes
esguistossomoticos crénicos (EHE) foi nitidamente revelada e estatisticamente diferente da
producéo dos outros trés grupos.

Tem sido demonstrado que um padréo de citocina Ty2 domina a resposta imune em
humanos cronicamente infectados pelo S. mansoni. Nestes pacientes, a formagdo dos
granulomas em torno dos ovos do parasita é mediada pelas células T CD4", e explicada pela
inibicdo classica da ativagdo dos macrofagos, mediada principalmente pela IL-4, I1L-10 e IL-
13%°, De fato, infeccdo de humanos pelo S. mansoni é caracteristicamente associada com
niveis aumentados de IgE e eosinofilia, proprios da resposta das citocinas T 2%,

Além disso, tem sido demonstrado por varios autores que 0S mecanismos
regulatorios sdo diferentes nas infec¢bes aguda e cronica, caracterizados por uma producéo de
IFN-?, nainfeccéo precoce e de liberacéo de IL-10, na doenca tardia, sugerindo, portanto, um

papel contra-regulador entre as citocinas Tyl e Ty2 na esguistossomose mansonica

humana®®+®° . Ratificando estes achados, Booth et al também mostraram que os baixos niveis
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de IFN-?, produzidos pelos mondcitos do sangue periférico, estimulados pelos antigenos
solvei's dos ovos, sdo associados com a presenca de fibrose hepética severa®®.

Considerando tudo isto, os niveis diminuidos de IL-6 (citocina T42) no grupo EHE
nao refletiram o padréo de resposta imune observada na infeccdo crénica, com predominio de
citocinas T2, em detrimento de citocinas Tyl, e iss0 pode ser explicado por varios
mecanismos.

Primeiro, tem sido demonstrado que a IL-12 é capaz de inibir a supresséo da resposta
Thl, eisso tem efeito na produgdo de IFN-?, uma citocina que ativa a capacidade destrutiva
dos macréfagos®’. Montenegro et al observaram uma restauracdo da producgo de IFN-? nas
culturas de céulas esplénicas de pacientes com EHE, apds o tratamento com IL-12%4. Os
nivels aumentados da IL-12 nos nossos pacientes esguistossomoticos, como sera visto
adiante, corroboram esta possibilidade.

Um segundo mecanismo € a inibicdo da sintese de IL-6 pelos mondécitos/macrofagos
ativados destes pacientes, coordenada pela IL-10 (Tx2), como pode ser observado em outras
doencas, como a paracoccidiomicose. Isso viria a comprovar o papel central da IL-10 na
modulacdo da resposta inflamatoria, representado por um importante feedback negativo na
producdo excessiva de outras citocinas antiinflamatérias, como a | L-6%.

Finamente, pode também ser especulado que nem sempre na EHE um padrdo de
citocina T2 domina a resposta imune. De fato, evidéncias sugerem que a doenca
hepatoesplénica pode estar associada também com resposta tipo Ty1, dependendo de outros
fatores imunol gico?.

Morais et al encontraram guantidades maiores de IFN-? nos pacientes cronicos
hepatoesplénicos, em comparagd0o com 0s pacientes agudos, com uma diferenca
estatisticamente significante, revelando um padrdo de citocina do tipo Tyl nesta fase da

doenca®®.
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No estudo de Mwatha et al, conduzido na Africa, pacientes com a forma
hepatoesplénica da doenca apresentaram niveis aumentados de TNF-? e IFN-?, com baixos
niveis de IL-5, quando comparados aos pacientes sem acometimento hepatoesplénico.
Entretanto, os préprios autores ndo afastam a possibilidade de infeccdo malérica associada
nesta populacdo, que € uma conhecida causa de hepatoesplenomegalia, 0 que explicaria o
padréo inverso de liberacdo de citocina neste estudo’®.

Conjuntamente, esses resultados da producdo de IL-6 nos pacientes portadores de
esguistossomose mansonica na forma hepatoespl énica demonstram que, apesar da presenca de
uma resposta predominantemente tipo Ty2 nos humanos infectados pelo S. mansoni, ndo ha
atualmente evidéncias claras que sugiram que a imunopatologia da doenca crénica seja
dirigida para as citocinas Ty 2.

Esses resultados discordantes com a maioria dos trabahos da literatura também
podem ser explicados pelas diferencas nos estagios da doenca, mas também pelo fato de que
muitas variaveis podem influenciar a magnitude da resposta imune na esquistossomose
mansbnica como, por exemplo, a intensidade da infeccdo. Assim, aumento da idade esta
associado com um aumento da resposta imune Tyl e infecgdes com carga parasitéria ata
(mais do que 200 ovos/grama de fezes) estdo associadas com aumento da resposta T2 2.

Outras possiveis explicagOes responsaveis pelos achados seriam a influéncia na
resposta imune de outras parasitoses, que comumente estdo associadas a esquistossomose no
nosso grupo de doentes, pelas condicbes precarias de habitagdo e saneamento, mas também ao
efeito da droga ndo ter sido completamente eficaz na erradicagdo da doenca, permitindo,
assim, a manutencao de carga parasitaria residual.

Em relacdo a producdo de IL-12 pelos monécitos do sangue periférico foram

demonstrados niveis estatisticamente maiores no grupo EHE em relacdo aos outros trés
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grupos estudados (EHE/ELGE, EHE/ELGE/Al e CT) que, a0 contréario, ndo mostraram
diferencas formais entre si na producéo desta citocina.

A liberacdo similar de IL-12 nestes trés grupos novamente revela que a producdo
desta citocina mantémse preservada ap0s esplenectomia, com ou sem auto-implante
esplénico, ou, da mesma forma, pode demonstrar que a producdo da IL-12 € independente da
secrecdo exclusiva dos macrofagos esplénicos. Apesar desses achados, tem sido demonstrado
gue a esplenectomia promove alteracao no equilibrio entre as subpopulacdes de linfocitos T
helper, geramente caracterizada por uma inibicdo da resposta de citocinas Ty1, como o IFN-
2, 1L-2 el1L-1273",

Panitsas et al demonstraram também um balanco Ty1/Ty2 marcadamente reduzido
sete meses apds a esplenectomia em um paciente portador de parpura trombocitopénica
idiopética, caracterizado por uma diminuicdo de IL-2 e IFN- ? e aumento de IL-4, IL-5 e IL-
107,

Esta dicotomia T41/Ty2 foi observada em nosso trabalho, que revelou niveis atos de
IL-6 se comparados aos niveis de IL-12, possivelmente uma conseqiiéncia dos mecanismos
contra-regulatérios entre estas duas citocinas. Em relacdo a isso, um dado importante que
merece consideraco € que tem sido mostrado gque a producéo pel os mondécitos/macrofagos de
uma variedade de citocinas, incluindo a IL-12, pode ser inibida pela agdo do *NO, por
mecanismos ainda desconhecidos®. Esta hipdtese pode ser sustentada pelo achado de altos
niveis de “NO nestes trés grupos de doentes, sem diferenca estatistica como demonstrado
anteriormente.

Os resultados de uma superproducdo de IL-12 nos pacientes esquistossomaoticos
crénicos também ndo estdo de acordo com os dados da literatura, se consideramos o padrdo
classico de liberagdo de citocinas, com predominio da resposta Ty2. Assm, baseada na

dicotomia Tq1/TH2, era de se esperar uma diminui¢do na producgdo de IL-12, uma citocina
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tipo Ty1. O que corrobora esta afirmagdo é a inibicdo dos efeitos da IL-12 promovida pelalL-
10, IL-4 e 0 TGF-?, todas citocinas T2"".

Duas razoes, entretanto, podem explicar estes achados. Primeiro, ja esta provado que
alL-12 ndo € um citocina necessariamente obrigatoria para manutencéo de uma resposta Tyl
in vivo®. E segundo, foi demonstrado que a IL-4 pode ter um efeito sinergistico com a IL-12
nainducdo da atividade proliferativa das células CD56""°.

D’Andrea et al mostraram que o pré-tratamento de células mononucleares do sangue
periférico com IL-4 e IL-13 por 20 horas fez aumentar a producéo de IL-12 em resposta ao
Saphlococcus aureus ou a0 LPS™®. Portanto, isso pode ser uma possivel explicacdo para os
nossos resultados, ou sga, uma liberacdo maior de 1L-12 mediada pela IL-4 neste grupo de
doentes cronicamente infectados pelo S. mansoni. Mas é preciso dizer que esse achado é
particularmente surpreendente porque a IL-12 e a IL-4 sdo conhecidas por terem papel
antagbnico no desenvolvimento das respostas imunes Tyl e Ty2, respectivamente.

Além dis, deve ser levado em consideragcdo que allL-12, por ser responsavel pelo
desenvolvimento da resposta Tul, gerdmente protege o0 organismo dos parasitas
intracelulares, mas é ineficaz contra outros parasitas, como os helmintos patogénicos’’.
Assim, producdo aumentada da IL-12 pode demonstrar uma resposta das células NK a
infeccdo pelo S. mansoni em uma tentativa de producdo de IFN-? necesséria & ativacéo dos
macréfagos Entretanto, como se sabe, este parasita é extracelular, e dessa forma, esta
resposta pode ndo produzir os efeitos necessarios, qual seja a destruicdo e morte do patdégeno,
possivel mente contribuindo para a cronicidade da infeccéo.

Conjuntamente, a manutencdo dos niveis normais, quando comparado ao grupo
controle, da producdo de IL-6 e IL-12, nos pacientes portadores de esquistossomose
mansdnica na forma hepatoesplénica, que receberam tratamento clinico-cirlrgico € um

indicativo que a atividade das células mononucleares do sangue periférico apés
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esplenectomia, com ou sem auto-implante esplénico, mantém-se preservada, em relagdo &
producdo destas duas citocinas.

Os resultados obtidos neste trabalho, entretanto, demonstram que existe uma grande
variabilidade no perfil de respostas imunes em humanos e que ndo ha ainda um consenso
sobre a producéo de citocinas e de moléculas envolvidas nos stress oxidativo e nitrosativo
liberadas pelos macréfagos durante a esguistossomose mansbnica, assim como apds a
esplenectomia e auto-implante esplénico. A falta de uniformidade entre os resultados dos
diferentes trabalhos pode ser devida a heterogeneidade das amostras que podem implicar
mecanismos patogénicos muito diferentes. Um exemplo disso € a possibilidade de reinfeccéo
dos nossos doentes apos a cura parasitologica, ja que este fato € muito comum nas areas

endémicas, principamente em criancgas.
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CONSIDERACOES FINAIS
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CONCLUSOES

que:

Os resultados obtidos, nas condigbes de trabalho apresentadas, permitem concluir

. A producdo de Oxido nitrico pelos monécitos do sangue periférico dos pacientes

submetidos ao auto-implante esplénico foi semelhante a dos pacientes
esplenectomizados e individuos sadios, e maior do que a dos pacientes
esguistossomoticos hepatoesplénicos ndo tratados. Este grupo apresentou niveis
significantemente menores, quando comparados aos individuos sadios;

Os niveis de interleucina 6 pelos mondcitos do sangue periférico dos pacientes
submetidos ao implante heterotépico do bago ndo mostraram nenhuma diferenca
forma em relagdo aos pacientes esplenectomizados e os individuos sadios. Niveis
significantemente mais baixos foram observados nos pacientes esquistossomaoticos

hepatoespl énicos ndo tratados, em comparacdo com 0S outros trés grupos

. A liberagdo de interleucina 12 pelos mondcitos do sangue periférico dos pacientes

com fragmentos de baco auto-implantados foi semelhante & dos pacientes
esplenectomizados e dos individuos sadios. Liberacdo significantemente mais
elevada ocorreu nos pacientes esguistossomoticos hepatoesplénicos ndo tratados,

guando comparada aos outros trés grupos;

. A atividade da enzima superéxido dismutase pelos mondécitos do sangue periférico

dos pacientes submetidos ao auto-implante esplénico foi semelhante a dos
individuos sadios. Esta atividade foi significantemente maior nos pacientes
esguistossomaticos hepatoesplénicos ndo tratados e nos esplenectomizados, em

comparacdo com os individuos sadios.
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RECOMENDACOES

A esquistossomose mansdnica esta associada a pobreza e ao baixo desenvolvimento
econdmico, gque obriga a utilizacdo de aguas naturais contaminadas para o exercicio da
agricultura, trabalho doméstico e/ou lazer?.

A regido Nordeste é a que apresenta a maior prevaléncia do Brasil, sendo que mais
de 90% dos pacientes infectados apresentam a forma leve e moderada, e cercade 4% a10% a
forma grave, hepatoesplénica’.

No Estado de Pernambuco, houve reducdo das formas graves da esquistossomose
mansonica, resultado do Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE),
implantado na regido Nordeste entre 1975 e 1979, com tratamento clinico em larga escala, g
mai s recentemente, do Programa de Controle das Doencas Endémicas do Nordeste (PCDEN),
a partir de 1990. Porém, uma recente andlise geografica temporal neste Estado revelou um
aumento do numero de regides onde a doenca foi diagnosticada, incluindo a regido
metropolitana do Recife e municipios do Sert&o e do vale do S8 Francisco®.

Por tudo isso, a doenca ainda representa um importante problema de satide publica,
gue ocasiona perda da capacidade laborativa, e cuja solucédo deve se concentrar nas atividades
educativas e preventivas.

Existem vérias acles visando o controle da esguistossomose mansdnica. Entre elas,
destacam-se 0 uso de moluscocidas para diminuir o nimero de hospedeiros intermediarios, a
melhoria das condi¢cBes de higiene e sanitaria da populagdo exposta, a educagdo sanitéria
desta populacdo, o tratamento intensivo com praziquantel, individual ou coletivo nas éreas de
dtaprevaléncia e a protecdo individual contra a penetracso das cercérias'.

Todavia, os obstaculos a serem vencidos sdo igualmente numerosos, incluindo o

custo alto do controle do hospedeiro intermediario, do saneamento basico e do provimento de
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agua potavel, a dificuldade do controle da doencga devido ao intenso contacto dos individuos
com &guas infestadas pelo parasita nas regides de alta prevaléncia, o tempo longo para que
medidas comunitarias de educacdo sanitaria tenham éxito, a ineficicia dos tratamentos
intensivos de comunidades em reduzirem substancialmente a prevaléncia das novas infeccOes
e a inexisténcia, até o presente momento, de uma vacina especifica para controle desta
endemia.

Na verdade, embora estas consideractes sgjam verdadeiras, particularmente porque o
nivel de re-infeccdo € alto, a principal razéo para ndo eliminacdo desta endemia no Brasil é a
falta de investimento em medidas sanitarias basicas e em educacdo, o que poderia diminuir o
grande fosso social entre os diversos extratos da popul acéo brasileira.

Em nosso meio, esplenectomia tem sido realizada com relativa frequéncia como
parte do tratamento da hipertensdo porta de causa esguistossomatica, tratando os efeitos
indesgjaveis da esplenomegalia e do hiperesplenismo. O procedimento € associado a ligadura
da veia gstrica esguerda, que encontra suporte no trabalho de Lacerda, e ao auto-implante
esplénico, baseado nos estudos de Brandt e Petroianu®®®2. Este Gltimo procedimento tem
sido usado para contornar, na crianga, as consequéncias imunol égicas da retirada do bago.

Entretanto, estas conseqiiéncias estdo longe de serem totalmente esclarecidas. Prova
disso € que a esplenectomia pode promover prejuizo para alguns pacientes, mas beneficios
para outros. Recentemente, foi demonstrado que o bago limita naturalmente a resposta febril
pela inibicdo da avidez das células de Kupffer ao LPS. Isto explicaria os episodios febris que
comumente sd0 Vvistos nos pacientes esplenectomizados sugerindo infecgdo suspeita ou
declarada. Os resultados desse estudo séo clinicamente importantes e altamente inesperados,
porque se confirmado este achado na espécie humana, isto representa a descoberta de uma

nova funcdo do baco: ainibicso da resposta febril®3.
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A idéa deste estudo foi dar maior consisténcia a hipétese de que o auto-implante de
tecido esplénico possa influir de forma positiva na atividade fagocitica, na imunidade celular
e humoral dos pacientes, 0 que pode ser capaz de manter a funcdo original do baco e reduzir a
ocorréncia da SFPE.

Infelizmente, até agora, ndo existem testes ou experimentos que avaliem diretamente
a funcdo do auto-implante esplénico apos esplenectomia total. Conclusdes definitivas ®
poderdo ser a cancadas avaliando-se a capacidade fagocitica dos macrofagos esplénicos, o que
implica estudar funcional e histologicamente, através de biopsia, os fragmentos auto-
implantados, mas isso € operacionalmente dificil e eticamente questionavel.

A despeito dos resultados que indicam um possivel beneficio do auto-implante
heterotopico do baco, este trabalho, porém, ndo responde ainda totalmente a uma quest&o
critica, ou sgja, se 0 procedimento fornece realmente tecido esplénico capaz de prevenir a
ocorréncia da infeccdo fulminante. Esta € a pergunta crucial que tem sido feita por vérios
pesquisadores, principalmente porgue é muito dificil de estabelecer, assim como ocorre em
outros campos da imunopatologia, a relacdo entre as alteragbes detectadas no sangue
periférico e as doencas. Apesar disso, entendemos que este estudo tem o mérito de trazer
novas informagdes que poderdo subsidiar futuras pesguisas nesta area. A proposito, até onde
se sabe, ndo ha registro na literatura de nenhum trabalho avaliando conjuntamente as varidveis
aqui estudadas apds esplenectomia e auto- implante esplénico.

Estas pesquisas deverdo ser direcionadas na avaliagdo da participacdo do sistema
fagocitico mononuclear na manutencdo da fungdo imunitaria do bago, ja que este complexo
sistema é responsavel pela depuracéo de particulas, bactérias e antigenos estranhos originados
no sangue.

Assim, os estudos deverdo focalizar o comportamento de substancias bioativas e

mediadores  pro-inflamatérios  produzidos pelas células monociticas/macrofagicas,
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especialmente autros produtos téxicos derivados do O,. Entre estes, destacam-se o radical
hidroxila (OH), produto da reacsio do O,? com o H,O, (pela entéo chamada Reacso de Haber-
Weiis), o préprio H,O,, formado pela reagdo do O’ com ele mesmo, espontaneamente ou
catalizado pela enzima SOD, e o anion peroxinitrico (OONO™), um poderoso radica livre
fruto da combinagcdo dos estresses oxidativo e nitrosativo e que pode causar peroxidacdo
lipidica. Dentro desse contexto, podera também ser alvo de pesquisa a atividade da enzima
mieloperoxidase, que aumenta fortemente o potencia de agcéo do H,O». A importancia desta
enzima no sistema microbicida de fagocitos reportada por Klebanoff em 1967 tem sido
amplamente confirmada®,

Pelo mesmo raciocinio, estudar também a atividade da enzima NOS pode ajudar a
entender melhor o padrdo de liberacso do radica °NO tal qua encontrado no nosso estudo.
Apesar disso, a existéncia de uma via nos mondcitos/macréfagos humanos para producéo de
NO ndo tem sido aceita por muitos investigadores. Isto significa dizer que as células
monociti cas/macrof &gicas humanas exercem efetiva atividade antimicrobiana, mas podem néo
ter 0 ’NO como mediador. Ao que parece, muitas células expressam a NOS, masa geracéo de
’NO imunologicamente significante ainda tem sido seriamente questionada, fato que merece,
portanto, novas investigactes®™>®.

Mais recentemente, foi descoberto pelo grupo de Anthony Segal que ndo sdo os
radicais livres que ddo o poder destrutivo & células fagociticas, mas um outro sistema
microbicida independente de oxigénio, representado por duas proteases, a elastase e a
catepsina G. Foi demonstrado que a producéo dessas enzimas € iniciada por um fluxo de
potassio mineral dentro do fagossomo. Quando o fluxo é blogueado, as cdlulas se tornam
incapazes de matar 0s microrganismos. Desta forma, presume-se que os oxidantes e as
proteases trabalham juntos para a morte bacteriana, e que os radicais livres ndo sdo as

particulas téxicas que se pensava®’. Porém, a conclusio de que as espécies reativas de
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oxigénio e de nitrogénio ndo tém lugar nesse processo ainda é prematura. Este estudo traz
uma nova perspectiva no diagndstico e tratamento de vérias doencas, principalmente as de
natureza infecciosa, devendo o assunto, desta forma, ser incluido no bojo dos estudos sobre o
baco, a esplenectomia e o auto-implante esplénico.

Finalmente, sugerimos também fazer parte dessa linha de pesquisa a avaliacdo do
comportamento de outras citocinas, importantes na resposta inflamatéria do hospedeiro, como
alL-1e allL-10, que tém participacdo ativa na imunidade natural, sendo co-estimuladoras de
LT, e o IFN-?, um potente ativador dos fagocitos mononucleares e que tem um papel

importante na regulacéo imune da doenca esguistossomatica.
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OBJETIVOS: Superéxido dismutase (SOD) é uma enzima que catalisa o desdobramento de radical
superdxido, importante ndo apenas na protecdo do S. mansoni contra o sistema imune do homem,
mas também, na resposta desse hospedeiro contra este parasita ou agente infeccioso. Assim,
investigou-se os niveis de produgdo de SOD por mondcitos periféricos de portadores jovens de
esquistossomose hepatoesplénica que tinham se submetido a esplenectomia, ligadura da veia
gastrica esquerda e auto-impiante de tecido esplénico. METODO: Quatro grupos foram envolvidos
na investigagdo: G1 - 12 portadores de esquistossomose hepatoesplénica (EHE) sem tratamento;
G2 - 13 portadores de EHE que receberam tratamento clinico e se submeteram a cirurgia para
descompressdo do sistema porta - esplenectomia e ligadura da wveia gdstrica esquerda
(EHE/ELGE); G3 - 19 pacientes jovens similares a G3, mas que receberam também auto-implante
de tecido esplénico no omento maior (EHE/ELGE/AI); e G4 - 15 individuos sem infecgdo pelo S.
mansoni advindos da mesma drea geogrdfica, apresentando as mesmas condigdes socio-
econdmicas (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
aqueles 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). CONCLUSAO: Os resultados emprestam suporte
adicional a hipétese de que o tratamento dlinico, e a esplenectomia, ligadura da veia gastrica
esquerda e auto-implante de tecido espiénico, em portadores jovens de esquistossomose
hepatoesplénica, tendem a manter a resposta imune desses individuos.

Palavras-chave: Esquistossomose hepatoesplénica. Auto-implante esplénico. Superéxido
dismutase. Resposta imune.
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RESUMO

Objetivo: Este estudo teve o objetivo de avaliar o efeito do auto-implante esplénico (AIE) na
atividade funcional das células mononucleares do sangue periférico (PBMC), através da
andlise da producao de 6xido nitrico ("NO) em umol/ml, IL-6 e IL-12, em pg/ml e superéxido
dismutase (SOD), em uSOD/mg proteina. M aterial e Métodos: Niveisde NO, IL-6, IL-12 e
SOD foram determinados no sobrenadante das PBMC. Quatro grupos foram constituidos: G1
— 12 pacientes com hipertensdo portal esquistossomotica (HPE) n&o tratados, G2 — 13
pacientes com HPE submetidos a esplenectomia e ligadura da veia gastrica esquerda (EL GE);

G3 — 19 pacientes com HPE submetidos a ELGE e AIE e G4 — 15 individuos sadios.

Resultados: Producso de “NO mostrou resultados similares entre os grupos G2 (6,7 + 0,4),

G3 (7,4 £ 1,6) e G4 (8,2 £ 2,7). Entretanto, pacientes do G1 demonstraram baixo niveis de
NO (5,3 + 1,3), quando corparados a0 G3 e G4. Em relacdo 4 liberacdo de IL-6, os
monaocitos do G1 mostraram uma reduzida habilidade de produzir esta citocina (468,0 + 198),
guando comparada a0 G2 (628,6 + 234), G3 (6329 + 12,8) e G4 (639,2 £+ 32,2). Ao

contrario, nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre esses trés grupos. A producéo de
IL-12 foi maior no G1 (4,6 + 2,3) em comparacdo com G2 (1,3 + 0,6), G3 (1,7 + 1,3) e G4
(2,2 £ 1,0). Entretanto, ndo houve diferenca entre G2, G3 and G4. A atividade da SOD foi

maior no G1 (9,2 £ 3,8) e @ (8,5 * 3,2), em comparacdo com G4 (5,1 + 2,1), enquanto sua
atividade no G3 (7,3 = 3,1) foi similar comparada a0 G4 (gq=2,954 p20,05). Conclusao:

Coletivamente, os resultados sugerem multiplos padrfes no perfil da respostaimune durante a
HPE e iguamente ap0s esplenectomia com ou sem auto-implante esplénico. Este estudo
suporta a hipotese de que o auto-implante esplénico é capaz de manter a atividade do sistema
fagocitico mononuclear, que pode ter contribuido para proteger os pacientes do grupo G3 da
sepse fulminante pos esplenectomia. Palavras-chaves: Esguistossomose; Esplenectomia;
Auto-implante esplénico; Mondcito; Oxido nitrico; Superdxido dismutase; Interleucina 6;

Interleucina 12.
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ABSTRACT

Objective: This study had the objective to evaluated the effect of spleen autotransplantation
(SAT) on the functional activity of the peripheral blood mononuclear cell (PBMC), through
the analysis of the production of nitric oxide (NO), in pmol/ml, interleukin 6 (1L-6) and 12
(IL-12), in pg/ml, and superoxide dismutase SOD), in uSOD/mg protein. M aterial and
Methods: “NO, IL-6, IL-12, SOD levels were determined in supernatants of PBMC. Four
groups were constituted: G1 — 12 patients with portal hypertension schistosomal (PHS) not
treated; G2 — 13 patients with PHS underwent splenectomy and ligature of left gastric vein
(SLGV); G3 — 19 patientswith PHS underwent SLGV and SAT; G4 — 15 healthy individuals.
Results: “NO production showed similar results between groups G2 (6.7 + 0.4), G3 (7.4 +
1.6) and G4 (8.2 + 2.7). However, patients from G1 showed lower level of NO (5.3 + 1.3),
when compared G3 and G4. Respecting IL-6 release, the monocytes of G1 showed a reduced
ability to produce this cytokine (468,0 £ 198), when compared to G2 (628,6 £ 23,4), G3
(632,9 £ 12,8) and G4 (639,2 + 32,2). In contrast, no statistical difference was found between
these three groups. 1L-12 production was higher in G1 (4,6 + 2,3) in comparison with G2 (1,3
+ 0,6), G3 (1,7 £ 1,3) and G4 (2,2 + 1,0). Nevertheless, there were no differences among G2,
G3 and G4. The SOD activity was higher in G1 (9,2 £ 3,8) and G2 (8,5 = 3,2), in comparing
with G4 (5,1 £ 2,1), wheresas its activity in G3 (7,3 £ 3,1) was smilar as compared to G4
(9=2,954 p?0,05). Conclusion: Taken together, the results suggest multiple patterns in the
profile of the immune response during the SMH and likewise after splenectomy and SAT.
This study supports the hypothesis that SAT is able of maintening the activity of mononuclear
phagocyte system, which may be contributed to protect the patients with PHS against
overwhelming postsplenectomy infection. Key Words: Schistosomiasis, Splenectomy;
Spleen autotransplantation; Monocyte; Nitric oxide; Superoxide dismutase; Interlelkin 6;
Interleukin 12.
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Aprovagcéo pelo Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPE

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEQERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N.° 368/2004-CEP/CCS
Recife, 02 de agosto de 2004

Ref. Protocolo de Pesquisa n°170/2004-CEP/CCS

]
Intitulado: “ Produgdo de 6xido nitrico, peréxido de hidrogénio, interleucinas 1,6 e 12 e
determinagdo da superéxido dismutase em portadores de Esquistossomose Hepato-
Esplénica submetidos a espénectomia, ligadura da veia gastrica esquerda a auto-
implante esplénico ”.

Senhor (a) Pesquisador (a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do
Cemirp de Cléncies da Sside de Universidade Federzl de Pemambuce CERCCSAIFRE
enslisou, de acordo com @ Resolugho n® 196/48 do Conssiho Nacionag! de Sadde, o protocolo
i pozquisa em aplgrale sprovando-o & lherando-6 para infdo da colela de dados am 02 de
agosto de 004

Rassaltarnos gue ac pesquisador responsivel deverd aprasentar relatdrio, em QU008

)

A&ﬁﬁ?g%m&n’i 55,

Ao
Professor Carlog Toixeirg Brant
Brepartamento de Cinusgla CCRURPE

Aw. Prel Morsesy Rego, wo Cid. Universitiria, 50870-801, Beoife - PR,

Telffise: (813 2120, 8388, ceponsf@ulpebr
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ANEXO V

TERMODE CONSENTIMENTO LIVREE ESCLARECIDO

PESQUISA: Producéo de oxido nitrico, interleucinas 6 e 12 e atividade da superoxido
dismutase (SOD), em portadores de hipertensdo porta esquistossomotica, submetidos a
esplenectomia e auto-implante esplénico

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dr. Carlos Roberto Carvalho Leite

ORIENTADOR: Dr. Carlos Teixeira Brandt

INSTITUICAO: Servico de Cirurgia Geral da Crianca- HC-UFPE, Fone: 3271-8519

Menores de 18 anos

Eu , RG N° , aceito e
estou ciente da participagdo do menor , COmMo
voluntério nesta pesquisa cientifica, e de que a sua identidade e privacidade seréo0 mantidas
em sigilo durante toda a pesquisa, de que tera a garantia de esclarecimentos suficientes antes e
durante o curso da pesguisa, de que terd a liberdade de recusar sua participacdo ou retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, de que sera reembolsado, pelos pesquisadores,
caso surja alguma despesa eventual decorrente de sua participagdo nesta pesquisa, bem como
das formas de indenizaco, caso se sinta lesado por danos eventuais. Estou ciente de que esta
pesquisa ndo colocard em risco a sua vida e sua salde, pois ela seré realizada em condicoes
corretas, segundo as exigéncias de normas técnicas, condic¢des adequadas de laboratério e por
profissional qualificado. Estou ciente que sera retirado de uma veia do meu brago 15ml de
sangue para a pesquisa. Compreendo também a importancia e os beneficios pelos
esclarecimentos que esta pesguisa trard, sobre a doencga esguistossomose e as melhorias para o
tratamento dos portadores da doenca.

Recife de de 2004

Paciente

Responsavel

Testemunha

Testemunha

Pesqui sador
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Maiores de 18 anos

Eu , RG N° , aceito a
participacdo como voluntario nesta pesquisa cientifica, e estou ciente de que a minha
Identidade e privacidade serdo mantidas em sigilo durante toda a pesquisa, de que terel a
garantia de esclarecimentos suficientes antes e durante o curso da pesquisa, de que terei a
liberdade de recusar sua participacdo ou retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, de que serel reembolsado, pelos pesquisadores, caso surja aguma despesa eventual
decorrente de minha participagéo nesta pesquisa, bem como das formas de indenizagéo, caso
me sinta lesado por danos eventuais. Estou ciente também que esta pesquisa ndo colocara em
risco a minha vida e minha sallde, pois ela sera realizada em condigdes corretas, segundo as
exigéncias de normas técnicas, condi¢cbes adequadas de laboratério e por profissiona
qualificado. Estou ciente que sera retirado de uma weia do meu braco 15ml de sangue para a
pesquisa. Compreendo também a importancia e os beneficios pelos esclarecimentos que esta
pesquisa trard, sobre a doenca esquistossomose e melhorias para o tratamento dos portadores
dadoenca.

Recife de de 2004

Paciente

Testemunha

Testemunha

Pesqui sador
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ANEXO VI

Capitulo“Cirurgiaesplénicanacrianga” (livro“O bago”)

ANDY PETROIANU

Ciéncias Basicas
Propedéutica
Clinica

Cirurgia

e

C L
i
ey
Builores
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CaPrlTuLo 50

Cirurgia Esplénica na Crianca

Carlos Teixeira Brandt
Carlos Roberto Carvalho Leite

INTRODUGAO

Em face do sucesso da csplenectomia na solugio
de problemas clinicos € da falta de efeito desfavorivel
desse procedimento, for difundida, durante muito tem-
o, i de gue o bago nio e essencial para o or-
ganismo. Sua perda era bem tolerada, ndo causando
impacto no paciente. Entretanto, mudanga nesses con-
celtos vero com a observagio da ocorréncia de sepse
fulminante em criangas submetidas a esplenecto-
mia™*", Estudos clinicos e experimentais mostraram
a importincia do bago na defesa imunoldgica do orga-
nismo, o gue obriga a uma postura cinirgica mais con-
servadora em relagio &s doengas que atingem esse
drgao™,

DESENVOLVIMENTO ONTOGENETICO
DO BAGO

0} bago, maior drgio linfdide do organismo, difere
dos cutros pelo fato de agir como um filtro mais para
a circulagio vascular do que para a circulagio linfi-
tica™™,

A evolugio das fungdes do bago depende do de-
servolvimento de canais vasculares, do influxo de cé-
lulas reticulares para a formagiio de uma rede de filtra-
¢io, do influxo de células do timo ¢ da medula dssea
para a formagdo do bago maduro e da maturagiio de
populages celulares transitdrias ¢ residentes™, O bago,
juntamente com o timo, € o elemento mais precoce do
sistema linforreticular que aparece filogeneticamente;
surge como uma colegio de células mesenquimais, um
espessamento no epitélio colénico do mesogdstrio
dorsal, tornando-se evidente, como um orgéo, no ini-
cio do terceiro més, assumindo sua posicio final no
quadrante superior esquerdo em relagio com 0 estd-
mago ¢ outros drgdos no quarto més de vida fetal™,

O bago, inicialmente, ¢ formado por uma rede ra-
mificada de tecido conjuntivo e ¢élulas reticulares.
Com oito semanas, os vasos sanglineos aparecem
comao finas algas. A vasculogénese prossegue de um
sistema de algas fechadas até a formacio de seios re-
vestidos por endotélio. A maturagiio vascular e a das
cilulas reticulares siio processos interdependentes que
permilem o surgimento de dreas destinadas a transfor-
mar-s¢ nas polpas vermelha e branca. No primeiro tri-
mestre, o bago desempenha eritropoese, sendo substi-

104

tuido, subseqiientemente, pela medula dssea, Os gra-
nuldeitos ¢ os macrdfagos chegam ao bago antes dos
linfécitos, que aparccem com 13 a 15 semanas™,

Ao nascimento, a relagiio do Grgiio com o peso do
corpa ¢ maior do que e qualquer outra época da vida,
Ele aumenta o peso durante o primeiro ano de vida,
excedendo em 300 a 4005 a taxa de crescimento de
todos o5 outros Grgdos, Entretanto, poucos foliculos
linfdides estio presentes, e nd3o hi centros germinati-
VO que COmEegam a aparecer irés semanas apds o nas-
cimento. Com um ano, a polpa branca € muito desen-
volvida com um grande mimero de foliculos linfdides
e centros germinativos. O bago, entiio, adquire o as-
pecto histoldgico adulto™,

ESTRUTURA E FUNCAO
Anatomia

O bago € um drglo fridvel ¢ muito vascularizado,
localizado no hipocéndrio esquerdo. E recoberto por
peritdmio, exceto no hilo, e mantém-se na sua posigio
pelos ligamentos esplenogdstrico, esplenofr@nico, es-
plenorrenal e frenocdlico®, Contém 25% do tecido lin-
foide corporal. O 6rgho adulto pesa aproximadamente
150g e pode ser visto em uma sec¢io transversal, con-
sistindo de uma polpa vermelha com pequenas ilhas
de agregados linfocitdrios formando a polpa branca”.

O bago adulto € envolto em uma cdpsula de tecido
conjuntivo com virios milimetros de espessura. A cip-
sula contém poucas fibras musculares, porém nio ¢
capaz de uma contragiio significativa. A cipsula fibroe-
listica sofre espessamento c estende-se para dentro
do parénquima esplénico na forma de trabéculas, Es-
tas compartimentalizam o bago ¢ o subdividem para
formar uma delicada estrutura reticular de apoio”.

A artéria esplénica é um ramo do tronco celiaco.
Transporta 5% do débito cardiaco, ou aproximadamen-
te 250 litros de sangue por dia, no adulio™"", Esse rico
suprimento vascular € essencial para que o bago possa
funcionar como um filtro vascular no sistema reticu-
loendotelial. A artéria esplénica divide-se em ramos
segmentares no hilo do bago, Esses ramos seguem o
trajeto das trabéculas esplénicas ¢ sio as artérias tra-
beculares. Essa distribuicio segmentar do suprimento
sangliineo ajuda a compreender as fraturas transver-
sais observadas freglientemente ¢ o padrio segmentar
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Normas para publicacdo na Revista do Colégio Brasileiro de Cirur giGes

Rr o il dhir Cobigno I‘-r u!' e e

zmrgmes

INSTRUCOES ADS AUTORES

A Revista do Colégnn Brsibemo dee Clinongites, orgdo oficial de CEBC,
& puiblicada bimestralmente, em um Oeco volume anaal, e e propde &
diviilgagiode anipos de todis as cspecialidedes cirlnscas, gue conirbuam
iFd O seu ensino, desenvolvimenibn ¢ inlepracio nactondl

O=artigos publicados na revises do Colégio Bras e iro de Cirungites
wpguem o8 requisites uniformes recomendadng pelo Comind
Intereacional de Fditores de Revisias Médicas (www.icmjeorg), ¢ sie
submaetidos i aviliseio por pires {peer review) O Conselbe de
Pty Esanniss, o st posdin puoel esspiscind s, Wenikmos do OO, Gue recetsem
v e bos albe forma endeime e decidem por s pablicegdo, Mo caaade
coorrencia de confliio de parecenss, o Diretor de Pubheagdes avabia a
necessilade de wm nove parecer. Arhigos recusndos para publicacio
sdo devabidos nos aubenes. Sonente serfo schmetidos & ovaliagdo os
trakhalhos que estiverem dentro das normas para publicago na Revise,
Os antiges aprovades para publicagio poderio soffer peguenas
alteraghes de ordem editorial, por pare do Diretor de Publicagies,

A responsabilidade de conceitos ou nssergbes emitidos em
trmbalhos ¢ nnimcios publicades no Revista do Colégio Bmsileiro de
Cirurgities cabe inteimmeiie aiofs) auloneg) ¢ 805 anuncinnies. Mo
serfio aceitos trabalhos i publicedos ou simulardamomie enviados
para avalisglo em outros periddicos.

Todo anigo envisdo pars publicagio deverd ser ncompanhado
de cana sssinada por fedes os nulores, ressalizndo gue o mesno
& bndilile e autorienndo sus publicagio s Revistn do CBC. Esta carta
deve incluir ainda:

Iy Declaracio de Conflito de Interesse, para cuniprimento
dn Resolucdo do CFM n® 15952000, que veda artigos.
mensagens ¢ molérias promocionsis de produles oo
equipamentos de wso e dren meddica
Informagies sohre fonte (s} de financiamento do
trubulhe, s houver, incluindo o niimeno do processo.
Cerificacks de aprovacio do trabalhe pela Comissio de
Tetien ens Pespubin da tnstinabelo. Tods manbria relacionada
& mﬂlmcﬂn}mnm ¢ it pesgquisn animal deve fer aprovaglio
prévin da Comissio de Frica da Instituigo onde o mbnlho fioi
realiznda, de noondo com as reeomendngtes da Declamgio de
Hesinkii de 1975 rovisnda cm 1983), des Normas Insemscionais
de Protegiio aos Andmais edn Resolugio n® 19696 do Minisiério
il Saide sbre pesaquise ervolvendo seres Fumenios.

r Comselho de Reviesres & responsivel pela avaliagio
cientifica dos trabalhos encaminhsdos & Revisn e pela indicacio o
10 Pars Sus puhl:u.nﬂ: O pareceres dos revasones pisdetn sugeric
modilicagies com o intuie de methonr a qualidade do imbalbo ¢
ndnpid-lo para publicaghio.

s Consulteres sfo mombros do CBC cujos parcceres sfo
soliciindos pelo Diretor de Publicagies cm casos de avalingdes
conflitanies por pare dos revisores

O Conselho Editorial & composto pelos membros do Diretdrio
Naconal do CROC, eleios [l O hiEnio, & T SER ex-pr\exidemex.
respomsive] pela politicn editonial da Revista

i

3

INFORMACOFS CERAIR

U artipes apeesemiades pora publicsco devem sor inddiios, inpressos
em compaindor, espage duplo, papel bameo, nos fomantos de 200
T IT o ou Ad, em paginas separdes, devidemenie rmamemdas e
oo margens de 2.5 om, scompantidas de disquete contendo o respectivo
mmerinl, digitndos no Woed Bior Windkossss &0 ou o 1eEgs recenle,
wowpeer ke et prid, manho 12, O0x) autores) deverdifio) emviar duas
edpias do rabalho (mclusive das hstmglies) pam:

COLECIO BRASILEIRG DE CIRVRGIOES

Diretoria de Fakiicoebes

Rug Vieoonde Silva, 52 7 1* andaf

CEP 22271-0%% - Rio de Janeiro - B1 - Brasil

Tel: (21) I537-9064 /| Fax: (21) 22K6-2595

Femuil: publicocanin che.org.br

Trl:rp::'l'www.nhc.nrg.hr

A Revistn do CBC avabin pam publicagdo os seguinkoes Upos de
antigos: Editoriais (encomendados pelo Diretor de Publicagibes)
Amigos orgginais, Artigo de anealizagio ( Revislo), Motas prévias,
Relatos de casos o Canas ao Edior

Editarial: E o artigo inicial de wn periddico. Geralmente o
respeitn de um as=unio aten] salicitdo o Membms do TR de
reconhecida capacidade éenica e cientifics.

Artigo original: [ o relao completo de investigacho ¢linicn
A, BT el proapectivo ol et ospectivo, estudo rsbomizado,
an ddaplo cego. @ Deve ser constriuido de Resumo, Enrodugiio, Mésoedo,
Resultados, Discussio, Absiract e Referéncias. Recomendn-se
culdadis selegdo dis referéncias, miando-as em cetea dir guarenia
(A0 procurendoe acrescentar sempre que possivel anigos de autores
macionais, Deve ooter no midximo seis (6) sulores,

Artige de atualizagio (Revisdo): O Conselhe Editorial
ingentive & publicaglio de matérin de grande inleresse para a
Comunidude do CRC. O formuo & bvre, devendo ser prectso, coanplelo
& ahml, noompanhado de uma ondlise do aubor. A exlonsho (nAmeEo
e p:?g;iﬂn'_.' H;k'fwrrh: do assunite, Mo & necessino resumo, apeis o
ahetract, E penmitido an (1) mitos e apenas wm colahornador.

Mota Prévia: Constitui observeghio clinics originel, ou deserigilo
e invngdes éenicns, npresenindn de manein concise, de prefenéncin
nio excedendo 3 quinkentas palavras, cinco referéneins, duns
lusiragies, ¢ abatrac ndio estraturade. Permite-ss inés (3) awlores,

Relato de caso: Descriglo de casos alinfoes de inleresie geml
sgja pela raridade oo literstum médica oa pela forma de apre sentagdo
nfio usual domesmo, Nio deve exceder a 600 (seiscentas palavras) e
nilo necessiin resumo, apenes nbstract o astrulurads, cinco
referéncias e duas flusiragdes. Nimeno de autores até cinco {5).

Curtas oo Editor: Comentdnos clentifors ow comrovirsias
exun relzilo aos arligos publicades ma Revista do CBC. Em geral wis
canas s¥o enviadas ao aulor principal do artlgo em pauta pars resposin
@ anbas a4 canas s8o publicadas po e muvers da Revista, ndo
sendo permitide réplicn.

Comunicaclo Clentifica: Contetdo que nhorde & forme da
;pu-uemn..;ﬁn{h comunicagdo clentificn, imvestigando os pmﬂenm
o jslenies ¢ Pfl;s];mpu,lun sofuples, Por sups carcleTisicas, @58 521.‘5;3-
e multidisciplinar, recebendo contribuiphes de médicos, carurpives
& nio-cinurgifies, e de outms profissionas des mats varimlas dreas.
Artigo com formato livee, com resumo ¢ absirset

FORMAE ESTILO

O antigos: devem ser concisos e redigidos em portugeds. As
abreviaghes devem zer limitadas sos lermos mencionados
repetiivamende, desde que nfio alicrem o engendimento do lexk, ¢ devem
sy definidas n pestir d sun primeim utilnglo, Cida panie do artigo deve
567 imypressa om Eigines sepamades na seguinge ondemc 1) Pging de
Tiulos, 2} Resumao @ Descritopes 3) Texio, 4) Absiract ¢ Key Words, 5)
Refieréneias, &) Enderepooompletodo autor & e-mail, parm correspondéncin,
T Dustragiees o lependas, &) Tabelas, 9) Ouiras informapies

ORCANIZACAD DOS ARTIGOS ORICINALS

Priging de Titulos: () titulo deve ser nedigico em ponupeés e om
mglés. Deve comier o maximn de informespies e o mintmo & palovms
Wik deve comter [ormulas, abreviagles ¢ inlerrogagoes. Deve ser
actenpanhado dofs) nomels) completos) dods) susonjes) seguido de
s Hiwlos profissiomds ¢ do pome da Instinseio onde ¢ tmbalho foi
renlimuck

Resumo extrufurade: Necessarw apeias frima arfligos utlg;ill.l.i.-..
Deve conter mo mixima 2500 palnvras, Deve ser informativo.
contendo o ohjetive, os procedimemos, ox resullados com sus
yig;ni ficincin edintistion ¢ ns conclusdes, A estruhoagio devie !\:guil' a
segeinte ondem:

Ohjeriva: com o propdadnn do traballo

Miétodo: descriydo do material dos pacienies ¢ dos métodos,

Resultados: descrigio dos achados principais com dados
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INSTRUCOES ADS AUTORES - Continuagdo

estalisticos @ sun sigmificincia
Conclusdes: descrigio dos principais conclusies
Deseritores (anfes anltermos): servem para pesguisa ¢
recuneraglo de asuntos da lieraturs cientifics em bases de dades.
Dievein comstar do Del™S { Descritores em Cidncias da Saode) crisdo
pela BIREME & disponivel em hiip:idecs bvs br. Podem ser citados
atd doz {10 descritones.

TEXTO

Tntrodugla: Deve indicar o objetive do mabalho ¢ 8 hipitese
fomnulads Infrmagdes que sitiem o problema na Hiemtm e susciem
o imeresse do leitor podem ser menclonadas. Devem-se evitar
extensas revisfies hiblingrificns, hisidrion, bases enolmicns e cooess
i tpoiie s de amlores. Milo meluir doados mem conclusles

Mol (anves denominado paciemies o material ¢ métodos):
Texio procisn, breve, evitendo-se exierans descrighes de procedimenios
s, 1 necessirio identificar precismente Lodas as drosgs, apeaneios,
s, sushstineias quimses, méodos de dosagem, eie, mas s=m wilizar
NCATBES COWKPCERS, Proanes ou inicids de pacientes, nem ssus ndmens
de registro no Hespitzl, A deserigho dos meéiodos dove possibilitar a
reproxluciio dos mesmos porsatnos auiores, Incluirdescrigho geral dos
metindos esntlsticos @ 0 aprovaciio do tmbalho pels Comisslo de
Tkica da Imstituiclo onde o trabatho foi realirmda

Resnltados: Devem ser ag los em cma lopic nao
fexta, ¢ exclusivamenie nesie flem, de manetra concisa, farembo,
guanddn necessdrio, referéncins aproprindns noiwhelns que sindeizem
achadeos expermmentais ou fgums que lustrem portos Imporontes.
Mita forer comentdrios nestn sesslo reservando-os para o capliule
iscussto, Mio repetir o que B estiver nas inbelss,

Docussde: Deve ncluir 04 principais achades, 2 valubde = o
significade do wabalho, comelacionando-o com owtms publicagies
sohre o psgunte, Deve ser clar e sucints evitando-se exienes revisio
da literasura, bem como hipdleses ¢ generalizagibes sem suporie mos
dados obtidos po trabalho, Nesie item devem ser incluldas as
conclusbes desde que fundumenindas pos dades do frabalho ¢
reco daplies quando drin,

Almiract: Deve conder aié 250 palavras e ser estruiurads do
seguinte mancie:

Backpround: propdsite de trabalho ou investipagiio,

Methods: descricio do material e méiodos.

Results: descrigio dos achados principals com dados estatisticos.

Conclosion: descrigio dns principois conclusfes

Key Wards:  vide Descritones.

Referénclas: Devem ser predominantemente de trabalhos
prbicades nee cineo (Himes anos. restrngindo-se aos rbalhes reftrides
no texio, em ordem de citwclo, numerndss consscutivamente ¢
apreseniados conforme a5 Mormas o Index Medicus, Observopies
nilo publicadns ou referéncios o “Summaries™ de Congressos ¢
comumnicaphes pessonis devem ser ciindns no texio, entre parénieses,
Ex:{Amie AD, e al: Hepatology, 1981, 1:492, Summmary). Mencionar
toscbos ars anrtores, O autones doartigo sho respomsiveis pela vercidede
das referéncine. Exemplos de fameas de referincias

em Revivier Jonden PH. Thonryy 1. Twenty years afler parielal
cell vapotomy and antreciomy for treatment of duodenal uleer. Ann
Sarg. 1004 T 1) 2830

ewr Liveo: Bogossaan L. Chogue séption: recentes avangos de
fisiopatologia ¢ do tratameno. Rio de laneiro: Atheneu; 1991,

em Copifwle de Liveo: Bamoso FL, Sowsn TAG Perfuraghes
mépticns ghetricns & duadenais, In Barrose FL, Vieirs OM, aditores,
Abdome apude wfio tmuemdiico - Movas propostas. 12 ed, Rio de
Tanetre: Robe Ediborz; 1905 p. 301-220.

em Tese ¢ Momografie: Chinelli A, Colecisteciomia
laparoscopica: estudo de 35 casos | Dissenapdo]. Nierti: Undversidade
Feidernl Fluminense; 1992

e Malerial Eletrinice:

Artige: Morse 55, Factors In the emengence of infectious Jdis-
enses. Emerg Infect Dis | serizl on the Imernet). 1995 jan‘mar [cited

uhmm' d..hm

Arguive de Compatador: Hemodynambcs T The ups and downs
of hemodynantes [compuice program]. Version 2.2 Ciriandn (FLY;
Compusterized Fducatiomal Systems; [543,

Monagrafia em formato eletrinice: CDL Clinbeal dermatol-
oy Ellustraved [CO-ROMJ. Rosves JIRT, Maibach H. CMEA Mulii-
media Group, producers. 2™ od. Version 2.0 San Dicgo; CMEA;
1is.

Apradecimentos: Devem ser feitos i pessoas que coniribuimm
e frmn imvporiante parn o sus realizngda.
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TABELAS

Devem ser numerdas com algersmes ardhices, encabegadas
por suns legendas com wma ou duas semtengag, explicapdes dos
slmbolos no redaps ¢ digisdas separsdamente, uma por piglna.
Cite as tahelas no vodko om ordem numéricn inclundo apenas
dados necessdres i compreensiio de pontes importznbes do lexie.
Oz dados apresentados em inbelas nfio devem ser repotidos em
grificos. A montagem das fabelas deve seguir az Normas de
Apresemagio Tabalar, esubelecidas pelo Conselho Macional de
Eswmisticas (Rev. Bras. Est., 24: 42-60, 1963). Incluir o miximo
cinco (5) tabelas

ILUSTRAGOES

S#o fobografing, graficos, desenhos, ele., que ndo devem ser
escaneadas ¢ de preferdneia em preto ¢ branco, medinda
12Tmmx 1 T8 mm. As ilusiragdes, em prete ¢ branco serdio
reproduzidas sem dnus pare ofs) autoncs), moas lembranos gue
devido seu allo cuslo para a Bevisia, devern ser limiladas a seis(6)
para amipos ariginais ¢ duns (2) pars relatos de casos @ notns
prévias, ¢ whilizadas quando estrilamente nocessfrias. Todas os
figuras devem ser referidas mo texio, sendo numerndos
copsecativamente por algarismo ardbico Cado fGgura deve
ser geompanhada de uma legenda descritn em folha separadn o
colocnds npés as referéncins. Deve ser idemtificods no verso,
atravis de uma eliguets, com o pome do auter, namero oriemagio
espacinl (usar seins) da mesma, O desenhos ¢ grifices podem ser
feitas em papel vegelal com tinln nanguim, ou ainda, wlilizando
impressoras jabo de tala ou laser, com boa qualidade. e nunca
minnuscriins. Mo cpso de figures oo fotes, devem ser envindos dois
{2} comjuntos com milicag@o dn posiglio, colocadas em envelopes
seth usar clips sobre as mesmas.

O autores que desejarem publicar em seus anigos foiogmfias
coloridas poderdo fazé-lo 2 um cusio de B3 650,00 parz uma oo
por piging. Fotos adicionnis mn mesma piging sairdo por RS
130,00 cada. O pagamenio serd efeiuado através de baleto
bomncdrio, envinde oo outor principal guando da aprovagio o
arligs pata publicagdo.

NORMAS PARA FURLICACOES SUPLEMENTOS O
EMUCARTES NA REVISTA IN) CBC

Todn ¢ qualquer publicaghe deverd der n aprovaglio Conselho
Editorial para onde seri encaminhada atrawvés da Diretoria de
Publicaeies. Para isto, o ineressado encaminharh uma solicitaghio
pot eseriin enderecada ao Direlor de Publicagies.

Ma caso de publicagio de Firum de Pesguisa, Congresso ou
Somada, o CBC deverd sor participanie do ovenio, [ exigido gue ofs)
organdrncon{es) de publicngilo sepsfm) membrods) ativel) do CRC.

A svalingfio da publicaglio Reard & cargo do Comselho Fadigo-
rial da Revista do CBC gue, apds andlise, de acordo com as mommas
de redagilo vipendes, teri poderes parn solicitar modificagdes ow
recusdelns,

O pagamenio das despesas com o trabalbe prafleo ¢ postagem
serd de tow] e completn responsabilidade do solicitonte, ¢ a
distribuigfin de suplemenios e encartes deverd incluir lodos os
membrog do CHC.
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ANEXO VIII

Normas para publicacdo na Revista Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz

N MEMORIAS DO INSTRUCTIONS TO AUTHORS

INSTITUTO
S OSWALDO ” )
d cruz 7 Scope and policy

Format style
? Checklist for manuscripts to be submitted

ISSN 0074-0276 printed
version

ISSN 1678-8060 online
version

Scope and policy

The Memorias do Instituto Oswaldo Cruz is a multidisciplinary journal which publishes
original research throughout the fields of tropical medicine (including pathology, field
epidemiology and clinical studies) medical and veterinary parasitology (including
protozoology, helminthology, entomology and malacology), and medica microbiology
(virology, bacteriology and mycology). It particularly welcomes basic and applied research in
biochemistry, immunology, molecular and cell biology, physiology, pharmacology and
genetics related to these fields. Short communications are also considered. Review articles are
invited. The journal publishes eight issues constituting one volume per year. Occasionally
papers presented at symposia or congresses are published as supplements. Submitted papers
must be written in Portuguese or English. English of low quality is a major cause of delay in
publication and we strongly advise authors with English as a foreign language to have their
manuscripts checked by someone with English as afirst language, preferably a scientist.

Submission of a paper to the Memodrias is understood to imply that is has not previously been
published (except in an abstract form), and that it is not being considered for publication
elsewhere. Responsibility for the accuracy of the materia in the manuscript, including
bibliographic citations, lies entirely with the authors.

Manuscripts will be peer-reviewed; acceptance will be based on scientific content and
presentation of the material.

All material should be sent to the Editorial Office, Memérias do Instituto Oswaldo Cruz,
Av. Brasil 4365, Pavilhdo Mourisco sala 308, 21040-900 Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Manuscripts that are not in accordance with these instructions will be immediately
returned to authors.

Manuscripts and figures should be sent in quadruplicate (including photographs) together
with a diskette containing the text (including tables, graphics and digitalized photographs) in
Word or Word Perfect for Windows format (Macintosh formats should be converted). Each
manuscript should be accompanied by a covering letter, signed by all authors,
containing the full address of the author who will deal with correspondence, his e-mail



LEITE, CARLOS ROBERTO CARVALHO Producéo de 6xido nitrico, super6xido desmutase...

and fax number.

Authors submitting a manuscript do so on the understanding that if accepted for publication,
copyright of the article, including the right to reproduce the article in al form and media, shall
be assigned exclusively to the Memdrias. The journa will not refuse any reasonable request
by authors for permission to reproduce any contribution.

For other instructions the authors should consult and follow the most recent number of the
Memodérias or consult the home-page of the Memorias (http://memorias.ioc.fiocruz.br/), or
contact the Editorial Office by phone (+55-21-2598.4335), Telefax (+55-21-2280.5048 /
2561.1442), or e- mails (E-mails. memorias@fiocruz.br/ memorias@ioc.fiocruz.br)

Format style

The manuscript should be prepared using standard word processing software and should be
printed (font size 12) double-spaced throughout the text, figure captions, and references, with
margins of at least 3 cm.

The manuscript should be arranged in the following order: running title, title, authors names,
ingtitutional affiliations, summary, key words, introduction, materials and methods, results,
discussion, acknowledgements, and references. Sponsorships and corresponding author
(mentioning fax number and e- mail address) should be as a footnote on the first page.

Summary: up to 200 words (100 words in case of short communications). It should
emphasize new and important aspects of the study or observations.

Key words: 3-6 items must be provided. Terms from the Medical Subject Headings (Mesh)
list of Index Medicus should be used.

Introduction: should set the purpose of the study, give a brief summary (not a review) of
previous relevant works, and state what new advance has been made in the investigation. It
should not include data or conclusions from the work being reported.

Materials and Methods: should briefly give clear and sufficient information to permit the
study to be repeated by others. Standard techniques need only be referenced.

Ethics: when reporting experiments on human subjects, indicate whether the procedures
followed were in accordance with the ethical standards of the responsible committee on
human experimentation (institutional or regional) and with the Helsinki Declaration of 1975,
as revised in 1983. When reporting experiments on animals, indicate whether the institution's
or anational research council's guide for, or any national law on the care and use of |aboratory
animals was followed.

Results; should be a concise account of the new information discovered, with the least
personal judgement. Do not repeat in text al the data in the tables and illustrations.

Discussion: should be limited to the significance of the new information and relate the new
findings to existing knowledge. Only unavoidable citations should be included.
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Acknowledgements: should be short and concise, and restricted to those absolutely
necessary.

References. must be accurate. Only citations that appear in the text should be referenced.
Unpublished papers, unless accepted for publication, should not be cited. Work accepted for
publication should be referred to as "in press' and a letter of acceptance of the journal must be
provided. Unpublished data should only be cited in the text as "unpublished observations’,
and a letter of permission from the author must be provided. The references at the end of the
paper should be arranged in alphabetic order according to the surname of the first author.

The titles of journals should be abbreviated according to the style used in the Index Medicus.
Consult www.nlm.nih.gov/seria g/lii.html.

- In the text use authors surname and date: Lutz (1910) or (Lutz 1910).
With two authorsit is
(Lutz & Neiva 1912) or Lutz and Neiva (1912).

When there ae more than two authors, only the first is mentioned:
Lutz et a. (1910) or (Lutz et a. 1910).

- At the end of the paper use the following styles:
Journal article

Chagas C, Villela E 1922. Forma cardiaca da tripanosomiase americana. Mem Inst Oswaldo
Cruz 14: 15-61.

Book or Thesis

Morel CM 1983. Genes and Antigens of Parasites. A Laboratory Manual, 2nd ed., Fundagéo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, xxii + 580 pp.

Chapter in book

Cruz OG 1911. The prophylaxis of malaria in central and southern Brasil. In R Ross, The
Prevention of Malaria, John Murray, London, p. 390-398.

[llustrations: Figures and tables must be understandable without reference to the text.

- Figures should be mounted on a manuscript-size sheet. Photographs must be sharply
focused, well contrasted, black and white glossy prints. Photographs and line drawings must
be marked on the back with the author's name, the figure number and an arrow pointing to the
top. If mounted onto a plate, the figures should be numbered consecutively with Arabic
numbers. Magnification must be indicated by a line or bar in the figure, and referenced, if
necessary in the caption (e.g., bar = 1 mm). Plates and line figures should either fit one
column (8 cm) or the full width (16.5 cm) of the page and should be shorter than the page
length to allow inclusion of the legend. Legends must be provided on a separate sheet. Letters
and numbers on figures should be of a legible size upon reduction or printing. Collour
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illustrations can only be accepted if the authors defray the cost. However, a colour photograph
illustrates the cover of each issue of the Journal and authors are invited to submit illustrations
with legends from their manuscript for consideration for the cover at no charge.

- Tables should supplement, not duplicate, the text and should be numbered with Roman
numerals. A short descriptive title should appear above each table, with any explanations or
footnotes (identified with a, b, c, etc.) below.

Short communications should communicate rapidly single results or techniques. They
should occupy no more than four printed pages including figures and/or tables. They should
not contain excessive references. References should be cited at the end of the paper using the
same format as in full papers. A brief summary and three key words must be provided.

Alternative format: manuscripts may be submitted following the "Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals’ produced by the International Committee of
Medical Journa Editors also known as the Vancouver Style. In this case, authors should
follow the guidelines in the fifth edition (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, or at
the website http://www.acponline.org/journals/resource/unifregr/htm) and will be responsible
for modifying the manuscript where it differs from the instructions given here, if the
manuscript is accepted for publication.

Authors should aso follow the Uniform Requirements for any guidelines that are omitted in
these Instructions.

Once a paper is accepted for publication, the authors must provide:
* a diskette containing the text of the final approved version of the manuscript (including
tables and graphics) in Word or Word Perfect for Windows format (Macintosh formats should

be converted);

« an affidavit, provided by the Editorial Office, signed by all authors. Authors from different
countries or institutions may sign in different sheets containing the same basic statement;

* a copyright assignment form, provided by the Editorial Office, signed by the corresponding
author.

Page char ges: there will be no page charges.

Proofs. one set of page proofs will be supplied for the author to check for typesetting
accuracy, to be returned by the stipulated date. No changes to the original manuscript will be
allowed at this stage.

Offprints: authors will receive 30 free offprints. An order form will be sent to the author
enabling further offprints to be ordered at prices listed on the form.

Checklist for manuscriptsto be submitted

Please check every item below before submitting your manuscript to Memoarias do I nstituto
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Oswaldo Cruz.

 Please provide a cover letter, signed by all authors, with your submission specifying the
corresponding author as well as an address, telephone and facsimile number, and e-mail.

e Submit four printed copies of your manuscript, each with a complete set of original
illustrations, and a diskette containing the text, tables, graphics and digitalized photographs.

» The entire manuscript (including tables and references) must be typed double-spaced, font
size 12, and printed on standard-sized paper. The left and right margins must be at least 3 cm.

* Please number pages beginning with the title page.

* The title page must include a running headline of not more than 40 characters, a title of no
more than three printed lines (250 letters and spaces), authors (no titles or degrees),
institutional affiliations, complete address of author to whom correspondence must be
addressed, and footnotes indicating sources of financial support and changes of address.

» The order of appearance of material in al manuscripts should be as follows: running
headline, title, authors, institutional affiliations, abstract, key words, footnotes, introduction,
materials and methods, results, discussion, acknowledgements, references, tables, legends for
figures, and figures.

» References must be cited on the line of the text and in parentheses, e.g., (Chagas 1909).
References not cited in the text cannot appear in the reference section. Reference citations
must follow the format established by the "Index" (see examplesin Format style).

* If you reference your own unpublished work (i.e., an "in press" article) you must enclose an
acceptance letter from the journal.

* If you cite unpublished data that are not your own, you must provide a letter of permission
from the author of that publication.

* Please provide three glossy or laser-produced prints of each figure. Label all figures with
the first author's name and figure number (place typed label on back of figure). Provide a
figure legend for each figure on a separate page at the end of the manuscript.

» Tables must be on a separate page at the end of the manuscript. A short descriptive title
must be provided for each table.

© 1997-2006 Fundacao Oswaldo Cruz

Av. Brasil, 4365
21040-900 Rio de Janeiro RJ Brazil
Tel.: +55 21 2598-4335
Fax: +55 21 2280-5048 / 2561-1442

memorias@fiocruz.br
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ANEXO IX

Dados clinicos e resultados da producdo de NO, IL-6, IL-12 e atividade da SOD nos 4 grupos

Dados clinicos e resultados dos pacientes esquistossométicos hepatoesplénicos (Grupo EHE)

N¢ Idade Sexc NO' IL-6 IL-12° SOD°
1 19 M 55 620,0 50 14,2
2 24 F 64 6310 4,0 11,4
3 30 F 42 437,0 4,0 11,C
4 10 F 30 557,0 11,C 91

5 19 F 68 5910 3,0 55

6 21 M 50 88,C 6,0 6,6

7 23 F 52 500,0 50 45

8 22 F 69 607,0 25 16,2
e 21 F 43 49,C 30 71
10 21 F 75 599,0 3,6 45
11 17 F 41 477,0 45 9,3
12 13 F 50 459,0 35 11,2
Media+ DP 20,051 2M/10F 53+13 468,0 + 198,0 46+23 9,2+38

1:pmol/ml; 2: pg/ml; 3: uSOD/mg proteina

Dados clinicos e resultados dos pacientes esquistossomoticos hepatoespl énicos submetidos a esplenectomia
eligadura da veia gastrica esquerda (Grupo EHE/EL GE)

N¢ [dade Sexc NO” IL-6 IL-12 SOD”
1 18 F 69 606,0 10 7,7

2 25 M 69 650,0 10 43

3 23 F 68 673,0 10 74

4 27 F 66 658,0 10 73

S 23 M 60 598,0 10 11,3
6 26 F 68 627,0 10 12

7 27 M 73 608,0 32 13,8
8 23 M 60 599,0 10 54

8 30 F 69 644,0 12 6,8
10 23 F 65 620,0 10 73
11 27 F 61 629,0 12 52
12 28 F 72 640,0 20 8,6
13 20 F 71 620,0 11 14,3
Mediax DP  24,6£34 4M/9F 6,/ +0,4 628,60 + 23,4 1,306 85+32

1:pmol/ml; 2: pg/ml; 3: uSOD/mg proteina
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Dados clinicos e resultados dos pacientes esquistossomaticos hepat oesplénicos submetidos a esplenectomia,
ligadura da veia gastrica esquerda e auto-implante esplénico (Grupo EHE/EL GE/ALI)

Ne Idade Sexc NO' IL-6 IL-12¢ SOD°®
1 16 M 63 626,0 14 8,7
2 19 F 65 618,0 10 73
3 24 F 120 640,0 10 43
4 19 M 80 643,0 10 73
5 25 M 63 622,0 10 51
6 25 F 54 639,0 10 6,4
7 24 M 54 642,0 6,0 45
8 25 F 80 648,0 13 14,2
9 16 F 82 625,0 10 48
10 22 M 84 625,0 11 45
11 18 F 72 635,0 10 6,5
12 16 F 81 637,0 10 83
13 17 M 70 637,0 10 13,¢
14 17 F 70 6310 38 53
15 16 F 91 624,0 30 37
16 22 F 92 622,0 20 78
17 20 F 80 621,0 10 12,2
18 25 F 60 620,0 20 72
19 17 F 52 670,0 25 71
Média+ DP 20,2+ 3,€ 6M/13F 74+16 6329+ 128 1,7+13 73131

1:pmol/ml; 2: pg/ml; 3: uSOD/mg proteina

Dados clinicos e resultados dos individuos sadios (Grupo CT)

N¢ Idade Sexc NO* IL-6° IL-12 SOD°
1 15 M 120 585,0 30 53

2 28 F 120 595,0 10 42

3 20 F 50 663,0 10 89

4 24 M 82 583,0 10 43

5 25 F 60 655,0 4,0 23

6 25 M 66 630,0 10 58

7 20 F 40 655,0 4,0 82

8 17 F 60 677,0 20 82

8 15 M 120 679,0 30 5,6
10 15 F 80 673,0 22 2,7
11 16 F 70 642,0 21 6,3
12 19 M 78 612,0 30 41
13 17 F 110 660,0 25 29
14 19 M 110 643,0 20 38
15 15 M 70 636,0 15 42
Média+ DP  19,3£432 TM/8F 82+ 2,/ 639,2 + 32,2 22+10 51+2]1

1:pmol/ml; 2: pg/ml; 3: uUSOD/mg proteina



