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RESUMO 

 

A hepatite C e a esquistossomose são graves problemas de saúde pública no Brasil. 
Quando essas doenças estão associadas na comorbidade (CM), a fibrose evolui 
mais rapidamente para cirrose. As células T regulatórias (T reg) são produzidas em 
presença de estímulo antigênico e identificadas por marcadores de superfície (CD4+, 
CD25+) e intracelular (FOXP3+) e pela produção de citocinas IL-10 e TGF-β. Ainda, 
estão associadas à proteção do tecido hepático contra danos causados pela 
resposta imune celular efetora contra o hepatitis C virus (HCV) e Schistosoma 
mansoni. Portanto, o objetivo foi avaliar o perfil de células T reg periféricas naturais 
(nTreg), induzidas (iTreg) e totais em pacientes com esquistossomose (n=22), com 
hepatite C (n=25) e com a comorbidade (n=14). O percentual dessas células foi 
obtido por citometria de fluxo. Níveis de IL-10 e TGF-β foram dosados por ELISA e a 
expressão gênica de FOXP3 foi verificada por qPCR (∆Ct comparativo). Houve 
maior percentual de nTreg, iTreg e de T reg total no grupo com esquistossomose 
comparado ao CM (p = 0,036; 0,037 e 0,023, respectivamente). Também houve 
diferença entre o percentual de nTreg nos grupos esquistossomose e hepatite C (p = 
0,006). Ao associar estes resultados ao grau de fibrose nos grupos hepatite C e CM, 
não houve diferença. Os percentuais de iTreg (p = 0,026) e totais (p = 0,040) foram 
maiores no grupo esquistossomose em relação ao CM quando associados ao 
padrão D de fibrose. Nos padrões E/F houve diferença no percentual de nTreg (p = 
0,046) e T reg totais (p = 0,044), sendo maior também no grupo esquistossomose. A 
IL-10 manteve-se elevada nos grupos infectados por S. mansoni (p = 0,023). Os 
grupos hepatite C (p = 0,001) e CM (p = 0,048) apresentaram níveis elevados de 
TGF-β em relação ao grupo esquistossomótico. A expressão gênica de FOXP3 foi 
maior 4,27 e 4,89 vezes nos grupos hepatite C e esquistossomose que na CM. 
Conclui-se que o grupo com esquistossomose apresentou maior percentual de 
células T reg, produção elevada de IL-10 e baixos níveis de TGF-β em relação aos 
grupos hepatite C e CM. Isto sugere que o maior percentual de T reg observado em 
doenças com menor morbidade está relacionado a um efeito protetor contra danos 
causados ao tecido hepático.  
Palavras chave: Hepatite C; esquistossomose; comorbidade; células T regulatórias; 
imunopatologia. 
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ABSTRACT  

 
Hepatitis C and schistosomiasis are serious public health problems in Brazil. When 
these diseases are associated in comorbidity (CM), the fibrosis can progress more 
quickly to cirrhosis. T regulatory cells (T reg) are produced in presence of antigenic 
stimulation and identified by surface (CD4+, CD25+) and intracellular (FOXP3+) 
markers and production of cytokines IL-10 and TGF-β. Furthermore, they are 
associated with protection against liver tissue damage caused by effectors immune 
response against HCV and Schistosoma mansoni. The objective was to evaluate the 
peripheral natural (nTreg), induced (iTreg) and total T reg cells profiles in 
schistosomiasis (n=22), hepatitis C (n=25) and comorbidity (n=14) patients groups. 
The proportion of T reg was obtained by flow cytometry. Levels of IL-10 and TGF-β 
were obtained by ELISA and gene expression of FOXP3 by qPCR (ΔCt 
comparative). There was a higher percentage of nTreg, iTreg and total T reg in 
schistosomiasis group in comparison to CM group (p = 0.036, 0.037 and 0.023, 
respectively). Difference between the percentage of nTreg in schistosomiasis and 
hepatitis C groups (p = 0.006) was observed. When T reg cells were associated with 
fibrosis degree in hepatitis C and CM, no difference was found. The percentage of 
iTreg (p = 0.026) and total T reg (p = 0.040) were higher in schistosomiasis group in 
relation to CM group, when associated with D fibrosis pattern. Analyzing E/F fibrosis 
patterns between these two groups, the percentage of nTreg (p = 0.046) and total T 
reg (p = 0.044) were higher again in schistosomiasis group. IL-10 remained 
increased in the S. mansoni infected groups (p = 0.023). Hepatitis C (p = 0.001) and 
CM (p = 0.048) exhibited elevated levels of TGF-β in relation to schistosomiasis 
patients. The FOXP3 gene expression was 4.27 and 4.89 times greater in hepatitis C 
and schistosomiasis than in CM group. It is concluded that schistosomiasis patients 
had a higher percentage of T reg cells, high production of IL-10 and low levels of 
TGF-β in relation to hepatitis C and CM patients groups. This suggests that the 
highest percentage of T reg observed in disease with less morbidity is related to a 
protective effect against liver tissue damage.  
Key words: Hepatitis C; schistosomiasis; comorbidity; regulatory T cells; 
immunopathology.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A hepatite C e a esquistossomose são doenças hepáticas crônicas e 

constituem importantes problemas de saúde pública no Brasil e em vários países do 

mundo. Quando se encontram associadas no mesmo indivíduo na comorbidade 

(CM), a lesão hepática provocada pelo vírus da hepatite C (HCV) pode evoluir mais 

rapidamente para cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC), o que pode agravar o 

quadro clínico do paciente e levá-lo a óbito em poucos anos (MORAIS, 2007; 

PEREIRA et al., 1995, 2001). 

Do ponto de vista imunológico, quando ocorre a infecção pelo HCV, há o 

aumento do número de células T efetoras que penetram no fígado através da veia 

porta e artéria hepática, entrando em contato com as células apresentadoras de 

antígeno (APCs) infectadas por este vírus (MORAIS, 2007). Durante a fase aguda, 

linfócitos T CD4+ e CD8+ são recrutados na tentativa de eliminar a infecção, sendo 

que o aparecimento destes últimos está relacionado com a diminuição da carga viral 

(COOPER et al., 1999; SHEVACH, 2002; THIMME et al., 2002). Além disso, as 

respostas imunes efetoras estão associadas com a cura clínica, sendo a ausência 

dessas respostas relacionadas à persistência da infecção e evolução para 

cronicidade (FERRI et al., 2011; MORAIS, 2007). Há também outros fatores que 

contribuem para a cronicidade da doença, como falha na ativação de células T 

CD4+, fatores genéticos do hospedeiro e estratégias eficientes do HCV para escapar 

das respostas imunes inatas e adaptativas (BARNABA, 2010; DIEPOLDER, 2009; 

REHERMANN; NASCIMBENI, 2005).  

Embora a ação efetora dos linfócitos TCD4+ e T CD8+ ativados no 

parênquima hepático esteja associada com a cura clínica da hepatite C aguda, ela é 

a principal responsável pelo desenvolvimento de fibrose e cirrose no fígado (FERRI 

et al., 2011; POYNARD et al., 2003).  Na fase crônica, apesar da atividade pró-

inflamatória ainda observada pelas células T CD4+ e citotóxica pelas T CD8+, a lesão 

hepática causada pelo HCV é geralmente de progressão lenta, evoluindo para 

cirrose em até 20 anos, isso quando não há associação com outras comorbidades 

(MORAIS, 2007). 
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Estudos mostram que a evolução lenta para a cronicidade durante a hepatite 

C se deve à existência de células T CD4+CD25+ conhecidas como células T 

regulatórias (T reg), que têm papel imunomodulador e supressor da resposta imune 

efetora (SAKAGUCHI, 2005; UNITT et al., 2005; YOSHIZAWA et al., 2010). As 

células T reg são subclassificadas em naturais ou “nT reg” (CD4+CD25+FoxP3+) e 

induzidas ou “iT reg” (CD4+CD25-FOXP3+) e estas últimas só possuem efeito 

supressor quando na presença do antígeno (GAO et al. 2012; SUFFIA et al., 2006). 

As células iTreg são um subgrupo de células T CD4+ naive que têm a função 

supressora ativada, devido a expressão de um marcador intracelular chamado fator 

de transcrição forkhead box P3 (FOXP3+) e secretam citocinas supressoras, como 

 transforming growth factor beta (TGF-β) e interleucina (IL) 10 (AKBAR et al., 2007; 

GAO et al., 2012; UNITT et al., 2005). As células nTreg suprimem a ativação e 

proliferação exagerada de linfócitos efetores T CD4+ e T CD8+ na resposta imune 

sistêmica contra antígenos próprios e não-próprios (GAO et al., 2012) Ambas as 

populações atuam evitando o dano tecidual hepático desordenado quando há uma 

infecção aguda por HCV (FERRI et al., 2011; UNITT et al., 2005), podendo 

apresentar dessa forma um efeito protetor a este tecido. As células T reg também 

podem servir como preditor de evolução para cronicidade, uma vez que na fase 

aguda, as respostas predominantes são as Th1 e citotóxica. Já na fase crônica da 

hepatite C, a resposta imunológica tende a ser do tipo anti-inflamatória, incluindo a 

produção de citocinas IL-10 e TGF-β, além da verificação da presença do maior 

número de células T reg naturais e depois, as induzidas (TSAI et al., 1997; TSENG 

et al., 2012; YOSHIZAWA et al., 2010). 

Na literatura, existem lacunas e controvérsias sobre questões fundamentais 

para o entendimento dos mecanismos de imunorregulação exercidos pelas células T 

reg naturais e induzidas, inclusive frente à infecção pelo HCV. Alguns autores creem 

que o papel dessas células na resposta imune é prejudicial, uma vez que está 

associada à persistência viral e a cronicidade da infecção (CABRERA et al., 2004), 

impedindo a total eliminação do HCV pelo organismo do hospedeiro. Outros, no 

entanto, afirmam que o papel das células T reg é protetor, impedindo que cargas 

virais elevadas possam potencializar uma resposta efetora dos linfócitos T frente ao 
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HCV, prejudiquem o tecido hepático intensamente e levem a uma evolução rápida 

para cirrose e CHC (FERRI et al. 2011; TSENG et al. 2012; UNITT et al., 2005). 

Em relação aos indivíduos infectados por Schistosoma mansoni e com alta 

carga parasitária, após a eliminação de ovos do parasita nas fezes, há uma elevada 

produção de IL-10 e baixos níveis de interferon gama (IFN-γ) no soro 

(MONTENEGRO et al., 1999; SILVEIRA et al., 2004). Devido ao caráter 

predominante Th2 da resposta imune frente a esta doença, a evolução para a fase 

crônica é quase sempre observada, uma vez que a resposta Th2 inibe a ação de 

células Th1 e T CD8+ citotóxica. Este perfil favorece a não eliminação dos vermes, 

no entanto apresenta efeito protetor contra danos causados ao tecido hepático frente 

às respostas inflamatórias exacerbadas contra os antígenos parasitários, além de 

estimular a ativação de células T reg naturais e induzidas (LAYLAND et al., 2010; 

MCKEE & PEARCE, 2004).  

Acredita-se que as células T reg estejam envolvidas na resposta imune dos 

indivíduos infectados pelo S. mansoni e que elas são responsáveis por suprimir a 

proliferação de linfócitos T CD4+ convencionais, através da produção de citocina IL-

10 e em presença de TGF-β (GRAINGER et al., 2010). Essas citocinas parecem ser 

responsáveis por regular as respostas imunes Th1 e citotóxica, polarizando ainda 

mais para o perfil Th2 e com isso, evitando danos mais graves ao tecido hepático 

(BAUMGART et al., 2006).  

No entanto, muitos dos mecanismos regulatórios da resposta imune frente à 

esquistossomose em humanos ainda permanecem desconhecidos e mais estudos 

são necessários para entender se o papel das células T reg e das citocinas por elas 

produzidas é prejudicial ou benéfico durante essa parasitose (ABATH et al., 2006; 

BELKAID, 2007; LAYLAND et al., 2010). 

Ainda, quando há a presença da associação da hepatite C e esquistossomose 

no mesmo indivíduo, a resposta antiviral Th1 contra o HCV está suprimida pela 

presença de antígenos parasitários do S. mansoni, que induz fortemente a resposta 

imune Th2. Sendo a resposta Th1 crucial para o controle do vírus e da evolução da 

hepatite C (KAMAL; KHALIFA, 2006), a supressão dessa resposta pode levar a um 

comprometimento imunológico localizado da resposta efetora celular e favorecer a 

rápida replicação viral e o aparecimento de lesões hepáticas mais severas, fazendo 
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com que a hepatite C evolua mais rapidamente para a fase crônica e para as formas 

mais graves, com desenvolvimento de cirrose e CHC (FARID et al., 2005; MORAIS, 

2007; SERUFO; LAMBERTUCCI, 1997). 

O papel das células T reg frente à comorbidade hepatite C e esquistossomose 

é um tema novo e muito pouco explorado ainda pela literatura e o papel dessas 

células, tanto na comorbidade quanto nas doenças isoladas, está ainda pouco 

esclarecido (YOSHIZAWA et al., 2010).  

A importância de se avaliar o papel das células T reg, tanto naturais quanto 

induzidas, frente à hepatite C, à esquistossomose e também à comorbidade, que é 

comum no Nordeste brasileiro, é de extrema relevância para o conhecimento da 

imunopatologia das duas doenças e da influência da comorbidade no grau de lesão 

hepática (GABRYSOVÁ et al., 2011). Este estudo também poderá auxiliar no 

desenvolvimento de imunoterapia e vacinas. Além disso, a quantificação relativa das 

células T reg pode ser uma ferramenta complementar para mensurar o grau/padrão 

de fibrose hepática e para a avaliação da resposta imune, auxiliando nas medidas 

de controle destas enfermidades (DOLGANIUC; SZABO, 2008). Com isso, haverá 

melhora na qualidade de vida dos pacientes portadores da comorbidade, e também 

daqueles com hepatite C ou esquistossomose, isoladamente. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Epidemiologia e transmissão da hepatite C 

 

Atualmente, a hepatite C é um grave problema de Saúde Pública no mundo, 

com cerca de 180 milhões de pessoas infectadas pelo HCV e prevalência mundial 

de 3% (CASTELLO et al. 2010; SEEFF, 2009). É a principal causa de hepatite 

crônica, cirrose e CHC no mundo ocidental, além de ser a maior causa de 

transplantes hepáticos no Brasil e nos Estados Unidos da América (EUA) (MATTOS; 

DANTAS-CORRÊA, 2010).  Estima-se que cerca de 27% dos casos de cirrose e 

25% dos casos de câncer de fígado no mundo sejam causados pela infecção com o 

HCV (ALTER, 2007; REHERMANN; NASCIMBENI, 2005). 

No Brasil, a situação não é diferente. Estatísticas mostram que a prevalência 

da hepatite C no país pode chegar até 2,6%, sendo os estados do Sudeste os que 

possuem maior número de casos diagnosticados. Calcula-se que exista até 3,8 

milhões de casos de hepatite C crônica no país, número bem acima do estipulado 

pelo último censo do Ministério da Saúde, realizado em 2000 (DIAMENT, 2007; 

VALENTE, 2005). Na região Nordeste, a prevalência desta doença no grupo de 

indivíduos entre 10 a 69 anos em 2010 foi de 0,7%, variando até 3,8%, dependendo 

da faixa etária analisada (BRASIL, 2011).  

A transmissão do HCV ocorre principalmente por via parenteral, através do 

contato com sangue contaminado. No entanto, nem sempre é possível definir a via 

de infecção (BRASIL, 2008b). Antes da implantação, em 1993 dos testes sorológicos 

de rotina para triagem do sangue contaminado pelo HCV nos bancos de sangue 

brasileiros, o maior fator de risco para a infecção pelo vírus C era as  transfusões de 

sangue ou hemoderivados durante esses procedimentos. Porém, essa forma de 

infecção tem se tornado cada vez mais rara nos dias atuais, por conta do maior 

controle das bolsas de sangue para hemotransfusão, havendo dessa forma 

diminuição da incidência da doença em pacientes transfundidos (MATTOS; 

DANTAS-CORRÊA, 2010).  

Atualmente, o principal fator de risco apontado na literatura é o 

compartilhamento e a reutilização de agulhas e seringas pelos usuários de 
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medicamentos ou de drogas ilícitas, que ocorre na maioria dos países 

industrializados (KAMAL, 2008; WASLEY; GRYTDAL; GALLANGHER, 2008). Ainda, 

procedimentos invasivos em serviços de saúde, como endoscopias e colonoscopias, 

têm se tornado fatores de risco importantes para adquirir esta infecção (ELDIN et al., 

2008; KAMAL, 2008; MARTINEZ-BAUER et al., 2008; SANTANTONIO; WIEGAND; 

GERLACH, 2008). Alguns autores afirmam ainda que se pode adquirir o HCV 

através da exposição ocupacional, da transmissão vertical, do contato sexual com 

indivíduos portadores do vírus C e do compartilhamento de objetos pessoais, como 

giletes, barbeadores, tesouras e alicates contaminados com gotículas de sangue 

entre várias pessoas (COX et al., 2009; IRVING et al., 2008). A transmissão vertical 

é rara quando comparada à hepatite B, porém já foi demonstrado que gestantes com 

carga viral elevada de HCV ou co-infectadas pelo vírus da imunodeficiência humana 

(HIV) apresentam um risco maior de transmissão da doença para os recém-nascidos 

(STRAUSS, 2001). 

A possibilidade de infecção através do contato sexual é mais rara, contudo 

esta pode ocorrer principalmente em pessoas com múltiplos parceiros ou entre os 

homossexuais masculinos ou aqueles que usualmente praticam sexo sem uso 

adequado de preservativo. Também quando há coexistência com outras doenças 

sexualmente transmissíveis, incluindo o HIV, a transmissão do HCV torna-se mais 

comum (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 1998; BRASIL, 

2008b).  

Em vista disso, o padrão epidemiológico encontrado em indivíduos portadores 

do HCV no mundo é diverso, com diferentes fatores de risco predominantes e isto 

pode ser reflexo das diferentes condições socioeconômicas dessas populações 

(KAMAL, 2008). 

 

2.1.1 Agente etiológico 

 

O HCV, descoberto por Choo et al. (1989), é o agente etiológico da hepatite C 

e é constituído por uma cadeia simples de ácido ribonucleico (RNA), com polaridade 

positiva e genoma de aproximadamente 9.600 nucleotídeos (GAD et al., 2001). Este 

vírus pertence ao gênero Hepacivirus e à família Flaviviridae e tem como 
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característica principal o tropismo por hepatócitos, embora este tenha sido 

encontrado também infectando células dendríticas e células linfocitárias do tipo B 

(BAIN et al., 2001; SUNG et al., 2003). 

O HCV é capaz de sintetizar proteínas estruturais e não estruturais no 

citoplasma da célula infectada através de mecanismos que utilizam proteases virais 

e celulares (MOURÃO et al., 2008; THOMSOM; FINCH, 2005). As proteínas 

estruturais do HCV são três: core, envelope 1 (E1) e E2. As proteínas não 

estruturais (NS) são sete: p7, NS-2, NS-3, NS-4A, NS-4B, NS-5A e NS- 5B, sendo 

as duas últimas responsáveis pela replicação do vírus (STRAUSS, 2001).  

Através da análise de sequência nucleotídica, sabe-se que existem até o 

momento seis diferentes genótipos do HCV, numerados de 1 a 6, e para cada um 

desses, há uma grande variedade de subtipos (mais de 100), diferenciados por uma 

letra minúscula após o número do genótipo (SIMMONDS et al., 1994). Alguns 

genótipos têm distribuição mundial, porém outros são encontrados apenas em 

regiões restritas do mundo (THOMPSON; FINCH, 2005).  

No Brasil, os genótipos mais frequentes são o 1, 2 e 3 (ALVARIZ, 2004). 

Devido à capacidade mutagênica do HCV, com alta taxa de replicação viral, a 

sequência nucleotídica e a imunogenicidade da maior parte da população viral muda 

rapidamente. Isso está provavelmente associado ao mecanismo de escape à 

resposta imune do hospedeiro, o que pode ser um fator esclarecedor no 

desenvolvimento da cronicidade por parte da maioria dos portadores (FARCI et al., 

2000). O genótipo 4 não é normalmente encontrado no Brasil (MOURÃO et al., 

2008). 

Mourão et al. (2008) defendem que a determinação dos genótipos é de 

grande importância não só para o estudo epidemiológico, como também para a 

prática clínica, uma vez que certos genótipos podem ou não estar associados a uma 

maior gravidade da doença e com a resposta terapêutica antiviral. Já Ghany et al. 

(2009) dizem que este fator não altera em nada o curso natural da doença. 
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2.1.2 A doença 

 

2.1.2.1 Infecção aguda 

 

Apenas 20 a 30% dos casos agudos de hepatite C são sintomáticos, 

tornando-a desta forma, muito difícil de ser detectada na fase aguda (HELLER; 

REHERMANN, 2005; MATTOS; DANTAS-CORRÊA, 2010). Os sintomas mais 

comuns são: febre, náusea, icterícia, fadiga e anorexia e por serem inespecíficos, 

são muitas vezes confundidos com outras enfermidades. Outro fator limitante para o 

diagnóstico precoce é a falta de marcadores imunológicos específicos capazes de 

identificar essa doença no início (MATTOS; DANTAS-CORRÊA, 2010). 

É do conhecimento que apenas um pequeno número de indivíduos (15%) 

consegue controlar a infecção aguda espontaneamente, o que sugere que a 

resposta imune ao HCV na maioria das vezes seja ineficiente (FUNG; LOK, 2005). 

Mesmo com respostas imunes deficientes para a eliminação do vírus, esses 

indivíduos são frequentemente assintomáticos e são mais propensos a evoluírem 

para a forma crônica da hepatite C (POYNARD et al., 2003). 

O tempo de incubação e o aparecimento dos sintomas clínicos são variáveis, 

de 1 a 13 meses (STRAUSS, 2001), e o método diagnóstico mais eficaz é a 

detecção do RNA viral no soro, que pode aparecer a partir da primeira ou segunda 

semana após a infecção. No entanto, este método é caro e na prática clínica é 

normalmente usado para quantificar a carga viral, apenas quando a verificação de 

anticorpos contra o HCV (anti-HCV) através de enzyme linked immunosorbent assay 

(ELISA) é considerado reagente. Porém, o ELISA não é um método adequado para 

diagnosticar a infecção pelo HCV no seu estágio inicial, uma vez que a 

soroconversão pode ocorrer apenas entre 4 a 6 semanas após o contágio (HELLER; 

REHERMANN, 2005; THOMAS; SEEF, 2005).  

 

2.1.2.2 Infecção crônica 

 

 Os mecanismos que levam o indivíduo a desenvolver a forma crônica da 

doença ainda não foram totalmente elucidados (STRAUSS, 2011). Entre os 
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indivíduos infectados, cerca de 85% dos casos evoluem para esta fase, que é 

caracterizada pelo caráter debilitante, devido às graves lesões que acometem o 

tecido hepático durante o curso natural da doença (ALTER, 2007). Estas lesões 

evoluem para fibrose hepática e a progressão desta evolução é variável e não 

necessariamente ocorre de maneira semelhante em indivíduos com o mesmo tempo 

de infecção (STRADER et al., 2004; THOMSON; FINCH, 2005). 

 Entre os indivíduos cronicamente infectados, 20% a 30% desenvolvem 

cirrose, na qual ocorre severa alteração das funções hepáticas, com morte celular 

dos hepátocitos e com intensa produção de tecido fibroso e substituição das células 

hepáticas por este tecido. De 2 a 5% dos pacientes com hepatite C crônica têm 

chance de evoluir para CHC após o diagnóstico de cirrose (MATTOS; DANTAS-

CORRÊA, 2010). Essas complicações evoluem entre 21 ± 10 anos, para cirrose, e 

29 ± 10 anos, para CHC, após a infecção pelo HCV (GILLEECE et al., 2005). 

 Na fase crônica, a hepatite C pode ocorrer com ou sem a alteração das 

aminotransferases, e ser associada ou não à inflamação crônica e fibrose hepática 

progressiva. Apesar da detecção dos níveis de RNA do vírus no soro, 1/3 dos 

indivíduos infectados apresentam os níveis de alanina aminotransferase (ALT) 

persistentemente normais (MATTOS; DANTAS-CORRÊA, 2010). 

 

2.2 Imunopatologia da hepatite C 

 

A resposta imune induzida pelo HCV está diretamente relacionada com a 

progressão das lesões hepáticas e acredita-se que a eliminação ou persistência do 

vírus está relacionada com a qualidade da resposta imunológica efetora específica 

(STRAUSS, 2001). As células da imunidade inata ativam linfócitos natural killer (NK) 

que secretam IFN-γ, além de ampliar a produção de quimiocinas responsáveis pela 

migração de linfócitos efetores para o parênquima hepático. A partir de então, 

células T citotóxicas e auxiliares reconhecem o complexo maior de 

histocompatibilidade (MHC) I e II e os subprodutos virais (peptídeos) nas APCs, 

principalmente nas células dendríticas e nos hepatócitos infectados e dessa forma, 

vão desenvolver suas funções específicas (THIMME et al., 2002).    
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A cura espontânea durante a fase aguda da doença é associada a uma 

resposta vigorosa dos linfócitos efetores T CD8+ e CD4+ aos epítopos antigênicos 

estruturais e não-estruturais do HCV (LECHNER et al., 2000).  

No entanto, a não eliminação do patógeno e o grau de lesão hepática 

parecem estar ligados ao desequilíbrio das respostas Th1 e Th2. Uma das causas 

para a persistência viral, é que durante a fase inicial da infecção pelo HCV, alguns 

linfócitos T CD8+ apresentam uma dificuldade em secretar IFN-γ, não sendo possível 

dessa forma um eficiente controle da viremia, ocorrendo uma deficiência no controle 

da infecção, deleção dos linfócitos T CD8+ não reativos e progressão para a forma 

crônica da doença (KLENERMAN; THIMME, 2012). Os mecanismos responsáveis 

por isto ainda não estão esclarecidos, mas uma hipótese plausível é a exaustão 

celular ocorrida devido à superestimulação antigênica, que contribui para o escape 

viral e cronicidade da infecção (JANEWAY, 2007).  

Ambas as respostas Th1 e Th2 são efetoras, porém agem antagonicamente, 

uma vez que a IL- 4 e a IL-10 produzidas pelo perfil Th2 ao mesmo tempo em que 

estimulam a formação de anticorpos, com ação anti-inflamatória, inibem as células 

Th1, as quais secretam IL-2 e IFN-γ, relacionadas com a resposta antiviral citotóxica 

do hospedeiro. Contudo, ainda não se sabe quais elementos condicionam o 

direcionamento para um ou outro tipo de resposta no indivíduo (MISSALE et al., 

1998, 2004). 

Uma variedade de fatores pode contribuir para a cronicidade da infecção, 

dentre eles: mutação viral ou escape viral, como resposta à ação de linfócitos T 

efetores, falha na resposta efetora imune, anergia de linfócitos T CD4+, exaustão de 

linfócitos T CD8+, indução de células T reg e diminuição da capacidade de 

apresentação de antígeno pelas células dendríticas (CABRERA et al., 2004; 

CLAASSEN et al., 2010; FULLER et al., 2010; GRUENER et al., 2001; LE-GUILLOU-

GUILLEMETTE et al.; TESTER et al., 2005; ULSENHEIMER et al., 2003). 

 Do ponto de vista da imunopatologia, o reconhecimento dos hepatócitos 

infectados pelo HCV pelas células efetoras do sistema imune pode causar lesões 

hepáticas extremamente variáveis, com diferentes intensidades de lesões necro-

inflamatórias. Por outro lado, quando o papel das células citotóxicas torna-se 

ineficiente, o processo inflamatório e a destruição hepática deixam de ser contínuos, 
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e isto pode favorecer a não eliminação total do vírus. Este fato indica que o vírus 

pode utilizar estratégias eficientes para evitar as respostas imunes inatas e 

adquiridas do hospedeiro (MISSALE et al., 2004; POYNARD et al., 2003). Apesar 

disso, segundo Strauss et al. (2001), não há associação entre a atividade 

inflamatória e o desenvolvimento da fibrose hepática, o que leva a crer que outros 

fatores podem estar envolvidos no desenvolvimento destas lesões no fígado. 

Kamal et al. (2000a) mostraram que a proteína core do HCV pode ser capaz 

de promover alterações celulares, simulando moléculas próprias do indivíduo e 

desta forma, impedir o reconhecimento pelo sistema imune efetor para a eliminação 

do vírus C. No entanto, não existem muitas evidências que genótipo e carga viral 

influenciem diretamente na progressão da fibrose, embora ambos sejam importantes 

na avaliação da resposta ao tratamento e na sua duração (COSTA et al., 2002; 

FREEMAN et al., 2003; KAMAL et al., 2004; KAMAL et al., 2006; POYNARD et al., 

2003). 

Outros fatores também podem contribuir para a cronicidade da doença, como 

falha na resposta de células T CD4+ na estimulação de linfócitos T CD8+, fatores 

genéticos do hospedeiro que codificam o tipo de MHC responsável pela 

apresentação de antígeno viral e estratégias eficientes do HCV para escapar das 

respostas imunes inatas e adaptativas do hospedeiro (REHERMANN; NASCIMBENI, 

2005). Entretanto, um dos fatores mais relevantes para a evolução da hepatite C 

parece ser o estado imunológico dos indivíduos. A doença tende a evoluir mais 

rapidamente para cirrose e CHC em pacientes crônicos ou imunossuprimidos 

quando comparada aos imunocompetentes (STRAUSS, 2001). Um exemplo é na co-

infecção HCV-HIV, onde a progressão da hepatite C apresenta-se mais rápida, 

diferentemente dos pacientes HIV negativos (SORIANO et al., 1999). 

Atualmente, um grupo de células do sistema imune, as células T regulatórias 

(T reg), tem despertado o interesse da comunidade científica e vem sendo estudado 

com maior ênfase. Acredita-se que evolução lenta para a cronicidade durante a 

hepatite C se deve à existência destas células na circulação sanguínea e no tecido 

hepático infectado, uma vez que elas apresentam atividade imunomoduladora e 

supressora na resposta imune (UNITT et al., 2005; YOSHIZAWA et al., 2010).  
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Entre as células T reg, há um subgrupo dessas células chamadas de nTreg 

que é caracterizado pela expressão do marcador de superfície CD25+ e de um 

marcador intracelular chamado FOXP3+ (AKBAR et al., 2007; UNITT et al. 2005). As 

nTreg são formadas no timo, a partir da estimulação por antígenos próprios durante 

a maturação dos linfócitos e são responsáveis pela imunossupressão de doenças 

autoimunes sistêmicas e também atuam no controle da imunidade efetora contra 

antígenos microbianos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).  

Entretanto, existe outro subgrupo de células T CD4+, as iTreg, que não 

apresenta o marcador de superfície CD25 (CD25-) e é formado fora do timo em um 

microambiente onda há a estimulação por antígenos não-próprios e com grandes 

concentrações de citocinas como IL-10 e TGF-β e devido a esses estímulos, são 

induzidas a expressar o FOXP3+ (O’GARRA; VIEIRA, 2004; ZHENG et al., 2004).  

As células T reg têm como funções principais a supressão da ativação e da 

proliferação exacerbada de linfócitos efetores T CD4+ e T CD8+, e a secreção de 

citocinas supressoras (TGF-β e IL-10), evitando dessa forma o dano tecidual 

hepático desordenado causado pela resposta imune adaptativa vigorosa frente à 

infecção pelo HCV (UNITT et al., 2005). Além disso, nTreg estimuladas logo no início 

da infecção pelo HCV podem produzir IL-10, que contribui para potencializar o efeito 

da exaustão celular e supressão de linfócitos T CD8+. Esta exaustão acontece em 

cerca de metade dos linfócitos T CD8+ circulantes diminuindo a capacidade efetora 

destas células (BENGSCH et al., 2010). 

Em vista disso, acredita-se que as células T reg apresentam um efeito 

protetor ao tecido hepático no indivíduo, uma vez que modulam ou controlam 

respostas imunes efetoras exacerbadas (BILLERBECK; BÖETTLER; THIMME, 

2007). 

Resultados divergentes sobre o papel das células T reg são encontrados na 

literatura, e por isso há lacunas a serem elucidadas sobre o seu mecanismo 

supressor na infecção pelo HCV. Cabrera et al. (2004) acreditam que a ação das 

células T reg não é influente na resposta imune como um todo, uma vez que a 

hepatite C parece estar mais associada à persistência viral, que leva à cronicidade 

da infecção. Por outro lado, Unitt et al. (2005) afirmam que as células T reg 

apresentam uma função benéfica, pois impedem que cargas virais elevadas, que 
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podem ter a sua ação potencializada pela resposta de linfócitos efetores, 

prejudiquem o tecido hepático intensamente e levem a sua destruição severa. 

 

2.2.1 Diagnóstico 

 

 O método mais utilizado atualmente para diagnóstico da infecção pelo HCV é 

o ELISA de 3ª geração para detecção de anticorpos anti-HCV, apresentando 

elevada sensibilidade (99%), quando o paciente não está no período de janela 

imunológica, além de relativo baixo custo (MATTOS; DANTAS-CORRÊA, 2010; 

STRAUSS, 2001).  

Mesmo com alta sensibilidade, o ELISA de 3ª geração pode apresentar 

resultados falso-negativos nas primeiras semanas após a infecção pelo HCV. Neste 

sentido, técnicas de biologia molecular, embora menos acessíveis, além de 

dispendiosas e complexas, ganharam espaço e mostraram ser necessárias para a 

confirmação diagnóstica. Através da detecção qualitativa do RNA viral, utilizando a 

reação em cadeia da polimerase (PCR), é possível detectar menos de 100 cópias de 

RNA viral/ml de soro (POYNARD, 2003). Devido a isto, torna-se possível detectar a 

viremia em exposições recentes, em fases iniciais da hepatite aguda, em 

imunossuprimidos e também auxiliar na confirmação de casos negativos que 

possuem alto risco (STRAUSS, 2001; MATTOS; DANTAS-CORRÊA, 2010). 

Nos casos de início ou monitoramento de tratamento, a quantificação da 

carga viral mostrou-se muito útil para avaliar a resposta terapêutica à droga. Além 

disso, a determinação do genótipo e os valores quantitativos auxiliam na definição 

da duração do tratamento (PAWLOTSKY, 2002; STRAUS, 2001). 

Outro método diagnóstico bastante utilizado é a avaliação histológica através 

da biópsia hepática (MATTOS; DANTAS-CORRÊA, 2010). No entanto, esta técnica 

só é recomendada após a confirmação diagnóstica através de ELISA e a 

quantificação da carga viral, para avaliar o grau de dano hepático, uma vez que é 

uma técnica invasiva e dolorosa. A biópsia também se mostrou importante na 

decisão terapêutica e é capaz de fornecer subsídios quanto à confirmação da 

etiologia pelo HCV (STRAUSS, 2001). 
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A Figura 1 nos mostra o esquema diagnóstico recomendado para identificar a 

infecção pelo HCV mais eficientemente, evitando ao máximo os falsos resultados 

positivos e negativos.  

 

Figura 1 - Algoritmo para a confirmação diagnóstica de Hepatite C. 

 

 

Fonte: Schiff; Medina; Kahn (1999). 
 

 

 

 

2.2.2 Tratamento 

 

O principal objetivo do tratamento para hepatite C é impedir a progressão da 

fibrose hepática, através da inibição da replicação viral do HCV. Entre as drogas 

disponíveis no mercado, o interferon α-peguilado e a ribavirina, apesar de serem as 

drogas de escolha, apresentam em alguns casos baixa eficácia terapêutica e 

provocam importantes efeitos colaterais, como astenia, dores de cabeça, enjoos, 

cansaço físico (KAMAL et al., 2000b). Elas costumam ser administradas por um 

longo período de tempo, em torno de um a dois anos, dependendo do genótipo do 

vírus, e por isso exige constante monitoração médica e laboratorial especializada do 

Legenda: 
ALT: Alanina aminotransferase 
AST: Aspartato aminotransferase 
RNA: Ribonucleic acid 
VHC: Vírus da hepatite C 
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paciente. Também como fator limitante do uso dos medicamentos, está o alto custo 

do processo terapêutico, no caso do Brasil, isso limita as pessoas portadoras do 

HCV aos serviços de distribuição de medicamentos do Sistema Único de Saúde – 

SUS (STRAUSS, 2001). 

O tratamento da hepatite C crônica está indicado nas seguintes situações: ser 

portador do HCV identificado por detecção de RNA no soro; ter realizado biópsia 

hepática na qual tenha sido evidenciada atividade necro-inflamatória de moderada a 

intensa e/ou presença de fibrose de moderada a intensa, nos últimos 24 meses; ter 

entre três e 70 anos; ter contagem de plaquetas acima de 50.000/mm3 e de 

neutrófilos acima de 1.500/mm3 (BRASIL, 2008b). 

Para a utilização do interferon-α peguilado, uma variação do interferon-α com 

maior tempo de meia vida e menor toxicidade, os pacientes devem estar 

enquadrados nos critérios citados anteriormente e também serem portadores do 

genótipo 1 do HCV (BRASIL, 2008b). 

Apesar dessas indicações, ainda há dúvidas na comunidade médico científica 

sobre o melhor esquema terapêutico para cada tipo de paciente, quais indivíduos 

devem ser tratados e quando iniciar o tratamento (MATTOS; DANTAS-CORRÊA, 

2010). 

 

2.3 Esquistossomose mansônica 

 

2.3.1 Epidemiologia 

 

A esquistossomose mansônica é uma doença parasitária crônica, causada 

pelo helminto Schistosoma mansoni, que acomete o tecido hepático e veias 

mesentéricas e afeta cerca de cerca de 200 milhões de pessoas no mundo 

(CHITSULO et al., 2000; GRYSEELS et al., 2006). Esta doença é encontrada em 52 

países e territórios como: América do Sul, África, Caribe e Leste do Mediterrâneo, 

sendo os países como Egito, Sudão e Brasil, regiões consideradas endêmicas no 

mundo (BRASIL, 2005). Sua ocorrência está diretamente relacionada às condições 

sócio-ambientais, educacionais e econômicas precárias das populações (ARAÚJO 

et al., 2007), por isso é mais comum em países em desenvolvimento.  
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No Brasil, as áreas endêmicas se estendem desde o litoral do Rio Grande do 

Norte até a Bahia, além de haver focos no interior do Espírito Santo e de Minas 

Gerais e em outros estados da região Norte, Sudeste e Sul (Figura 2) (BRASIL, 

2005). As mais altas taxas de prevalência encontram-se na região do Nordeste, com 

valores também elevados nos estados de Espírito Santo e Minas Gerais (BRASIL, 

2005).  

Em 1971, através de um inquérito epidemiológico, foi estimado que no Brasil 

o número de indivíduos infectados pelo S. mansoni era de 5 a 6 milhões (REY, 

2008). Raia, Mies e Alfieri (1991) estimaram que haveria 12 milhões de indivíduos 

infectados no país. Contudo, a quantidade de pessoas infectadas por S. mansoni é 

incerta, uma vez que medidas de controle e de políticas públicas de prevenção, de 

diagnóstico e tratamento foram realizadas desde o passado até os dias atuais, além 

da crescente migração de moradores da área rural para a área urbana (BARBOSA 

et al., 2004). 

 

Figura 2 - Áreas endêmicas e focais da esquistossomose mansônica. 

 

Fonte: GT-Esquistossomose/CDTV/CGDT/SVS/MS (BRASIL, 2004). 
 

Em Pernambuco, a área endêmica para esquistossomose ocupa 79 dos 167 

municípios do estado, dos quais 55 estão na zona Litoral-Mata e 24 no Agreste 

(FAVRE et al., 2001). Apesar de ser historicamente predominante na Zona da Mata, 
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novas notificações e focos de vetores da doença no litoral apontaram uma expansão 

da endemia com mudança no perfil clínico-epidemiológico (ARAÚJO et al., 2007). 

 

2.3.2 Agente etiológico e ciclo de transmissão  

 

O agente etiológico da esquistossomose é o platelminto do gênero 

Schistosoma, pertencente à classe Trematoda (NEVES, 1995; REY, 2008). Este 

verme possui sexos separados (dióicos) e um acentuado dimorfismo sexual. São 

três espécies importantes causadoras de patologia no homem: S. mansoni, 

Schistosoma japonicum e Schistosoma hematobium, cada uma possuindo 

características morfológicas e fisiológicas peculiares, com distribuição geográfica 

diferente e localização topográfica distintas no organismo do hospedeiro definitivo 

(REY, 2008). 

A esquistossomose teve início nas Américas, principalmente durante o 

período da migração de mão de obra escrava africana no tempo da colonização. 

Graças à presença de moluscos suscetíveis e boas condições ecológicas que 

favoreceram o ciclo de vida do parasita, a espécie S. mansoni conseguiu se fixar 

neste continente (NEVES, 1995; REY, 2008). 

As três espécies de caramujos importantes para a transmissão da 

esquistossomose que são encontradas no Brasil são do gênero Biomphalaria, sendo 

eles: B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila (MALAGUEÑO; SANTANA, 1994). 

De acordo com a distribuição geográfica, foi observado que as espécies B. glabrata 

e B. straminea são encontradas na região Nordeste do país (REY, 2008). 

O ciclo biológico é heteróxeno, com várias formas larvárias e pelo menos um 

hospedeiro intermediário (Figura 3). O homem ao eliminar as fezes junto às coleções 

de água, libera os ovos do parasita, que contamina lagos e rios. Os ovos contém 

miracídios, que são liberados nessa água e conseguem penetrar nos hospedeiros 

intermediários: os caramujos. Dentro deles, os miracídios evoluem até a fase de 

esporocisto, multiplicam-se e transformam-se em cercárias, que são a forma 

infectante do verme para os hospedeiros vertebrados. Quando liberadas na água, 

estas nadam até encontrarem o seu hospedeiro definitivo, que na maioria das vezes 

é o homem (REY, 2008). 
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Após as cercárias penetrarem ativamente pela pele ou mucosa do hospedeiro 

e perderem sua cauda, elas se transformam em esquistossômulos, migram através 

da corrente sanguínea ou linfática, até o sistema porta intra-hepático e, em até 30 

dias, se transformam em vermes adultos. Quando atingem a maturação sexual, os 

vermes adultos, machos e fêmeas, migram acasalados contra a corrente sanguínea, 

alcançam as ramificações mais finas da veia mesentérica inferior e as vênulas do 

plexo hemorroidário superior, e lá as fêmeas depositam seus ovos na mucosa ou 

submucosa do reto, do sigmóide ou das regiões mais altas do intestino. Cerca de 40 

dias após a infecção, os ovos que atravessaram a mucosa até a luz intestinal são 

eliminados pelas fezes, dessa forma recomeçando o ciclo (REY, 2008). Os ovos que 

não conseguem ser eliminados podem ficar retidos na mucosa intestinal ou serem 

arrastados para o fígado através da corrente sanguínea, onde lá vão originar os 

granulomas (NEVES, 1995). 

  

Figura 3 - Ciclo de transmissão da esquistossomose. 
 

 

Fonte: http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/IFN_Esquisto.htm 
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Embora alguns grupos sejam mais suscetíveis à infecção pelo S. mansoni, a 

transmissão da esquistossomose ocorre independente do sexo, raça ou idade, uma 

vez que, ao entrar em contato com águas superficiais contaminadas com a presença 

de cercárias, qualquer indivíduo pode se infectar e desenvolver a parasitose 

(BRASIL, 2008a). 

 

2.3.3 A doença 

 

A infecção humana pelo S. mansoni é, na maioria das vezes, assintomática 

ou oligossintomática. No entanto, durante esta infecção, ocorrem alterações 

anatomopatológicas do tecido hepático e mesentérico de graus variáveis e que 

podem expressar situações clínicas diferentes, com um prognóstico incerto (RAIA; 

MIES; ALFIERI, 1991; REY, 2008). A etnia do hospedeiro definitivo, a carga 

parasitária, as características e condições de vida dos indivíduos, a duração da 

infecção e as condições imunológicas são alguns dos fatores que influenciam o 

quadro inicial e o processo patológico da esquistossomose. Em vista disso, esta 

doença é caracterizada por várias formas clínicas, desde as leves, assintomáticas, 

comuns em habitantes de áreas endêmicas, até as formas mais graves e limitantes 

(DOMINGUES; DOMINGUES, 1994; REY, 2008). 

Apesar da gravidade que as lesões causadas pelo verme possam provocar, a 

maioria dos pacientes infectados apresenta quadros relativamente benignos. A 

primeira lesão relatada é o exantema, que aparece na pele após a penetração das 

cercárias, acompanhada de prurido e outros tipos de reações alérgicas. Essas 

reações costumam durar entre dois e três dias, e depois regridem (REY, 2008). Em 

regiões endêmicas, os exatemas podem não ser notados (HUGGINS; SANTOS, 

1994; REY, 2008).  

Na fase aguda da esquistossomose, a maioria dos pacientes não apresenta 

sintomas importantes ou eles podem ser confundidos com outras enfermidades, por 

serem inespecíficos. Os sintomas mais comuns dessa fase são astenia, mal-estar, 

febre, dores abdominais e diarréia. Nesta fase, o diagnóstico pode ser difícil. Ainda, 

o fígado e o baço podem estar aumentados, com abdome distendido e doloroso. 
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Também é possível observar uma leucocitose moderada, com quantidades 

relativas de 25 a 50% de eosinófilos (REY, 2008). 

Os ovos do parasita aparecem nas fezes em até seis semanas após a 

infecção (REY, 2008), o que pode retardar o diagnóstico através de métodos 

parasitológicos (BARBOSA et al., 2004). Como a fase aguda geralmente é 

inespecífica em indivíduos moradores de áreas endêmicas, o diagnóstico 

geralmente só é realizado quando o portador já evoluiu para a fase crônica da 

esquistossomose (DOMINGUES; DOMINGUES, 1994). 

Exposições à reinfecções sucessivas e elevadas cargas parasitárias 

geralmente favorecem a evolução da doença para a fase crônica, com formas 

clínicas mais distintas e sintomáticas que podem ser divididas em: intestinal, 

hepatointestinal, hepatoesplênica (EHE) e extra-hepática (DOMINGUES; 

DOMINGUES, 1994; PORDEUS et al., 2008). 

As manifestações clínicas da forma intestinal e hepatointestinal são 

praticamente as mesmas, embora na segunda um maior acometimento hepático 

seja observado, com o fígado aumentado no exame clínico, principalmente o lobo 

esquerdo (DOMINGUES; DOMINGUES, 1994). 

A EHE caracteriza-se pelo aumento do fígado e baço, causando o 

comprometimento funcional desses órgãos (DOMINGUES; DOMINGUES, 1994). O 

principal fator para a morbidade da esquistossomose é devido à deposição de ovos 

pelo S. mansoni na veia porta. Os ovos são levados pela circulação sanguínea até o 

tecido hepático, podendo ficar retidos nos capilares deste órgão e induzir uma 

resposta inflamatória local dependente de células T, com a formação de granulomas 

e com congestão hepática (REY, 2008). Como consequência, o paciente 

apresentará fibrose hepática periportal, com hipertensão portal, o que pode levar à 

formação de circulação colateral, varizes esofágicas e gástricas (RAIA; MIES; 

ALFIERI, 1991). O rompimento dessas varizes causa hemorragia digestiva alta 

recorrente, podendo levar o indivíduo ao óbito (ANDRADE, 2009). O 

hiperesplenismo ocorre devido à associacão da esplenomegalia (aumento do baço), 

decorrente da hipertensão portal e o aumento da função do baço (MAIA, 2002).  
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Nesse estágio, os exames hematológicos apresentam plaquetopenia, 

leucopenia e anemia devidas principalmente ao hiperesplenismo. Também se 

podem observar desordens da coagulação sanguínea (REY, 2008). 

O quadro clínico na EHE descompensada é mais grave, caracterizado por 

hemorragias, ascite e edemas. Circulação colateral superficial e aparecimento de 

insuficiência hepática pronunciada também podem ser observados (RAIA; MIES; 

ALFIERI, 1991; REY, 2008). 

 

2.4 Imunopatologia da esquistossomose 

 

 Inicialmente, a cercária ao penetrar na pele do hospedeiro, se transforma em 

esquistossômulo, que leva à estimulação da produção de imunoglobulina E (IgE). 

Esse anticorpo vai sensibilizar os mastócitos, que vão aderir ao parasita, que por 

sua vez já se encontra revestido por substâncias do sistema complemento. Os 

mastócitos têm a propriedade de liberar mediadores químicos, como os fatores 

quimiotáticos capazes de recrutar eosinófilos, que possuem ação citotóxica, 

destruindo o tegumento do verme (REY, 2008). Ainda assim, normalmente, a 

eliminação do verme não é verificada. Um dos motivos para que isso aconteça é que 

o S. mansoni, ao mimetizar antígenos com os do hospedeiro vertebrado, adsorvidos 

ou incorporados em sua membrana, confere ao parasita um mecanismo de escape 

da resposta imunológica efetiva (REY, 2008). 

A imunopatologia da esquistossomose é caracterizada pela resposta efetora 

das células T contra os ovos que ficam presos nos tecidos hepáticos e mesentéricos 

(PEARCE et al., 2002). Essa resposta imune é principalmente do tipo Th2, que 

suprime ações citotóxicas e pró-inflamatórias de linfócitos T CD8+ e T CD4+ do tipo 

Th1, promovendo a formação do granuloma esquistossomótico no tecido hepático 

(PEARCE et al., 2002; WYNN et al., 2004). Esse perfil favorece a não eliminação 

dos vermes. No entanto, ele apresenta um efeito protetor contra danos causados ao 

tecido hepático, originados por células imunes efetoras que atuam contra os 

antígenos parasitários (MCKEE et al., 2004). 

Estudos feitos em camundongos mostraram que o perfil Th2 aumenta os 

níveis das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10, estimuladoras da produção de prolina, 
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aminoácido essencial para a formação das fibras de colágenos, presentes nos 

granulomas (GRZYCH et al., 1991; HESSE et al., 2001). A IL-10 também é 

responsável pela polarização do perfil Th1 para o perfil Th2, evitando danos mais 

graves ao tecido hepático infectado (BAUMGART et al., 2006; MOORE et al., 2001; 

MONTENEGRO et al., 1999). Além disso, outros estudos mostraram que 

camundongos com deficiência na produção de IL-4 e IL-10 exibiram uma resposta 

Th1 mais eficiente, e que apesar de ainda existir formação de granulomas, houve 

aumento da hepatotoxicidade e das taxas de mortalidade dos animais, o que sugere 

que a resposta Th2 efetiva esteja relacionada com um melhor prognóstico (FALLON 

et al., 2000; HOFFMANN ; CHEEVER; WYNN, 2000; EDWARDS et al., 2005). 

Ainda, os ovos de S. mansoni podem se acumular no cólon e provocar uma 

inflamação neste tecido, com polarização da resposta Th2 promovendo a evolução 

para a cronicidade da doença (TURNER et al., 2011). 

No entanto, pessoas não infectadas e residentes de áreas endêmicas para 

esquistossomose produzem mais IFN-γ em resposta aos antígenos parasitários do 

que aquelas com infecções adquiridas e não residentes em áreas endêmicas 

(VIANA et al., 1994), indicando que a intensidade de infecção por S. mansoni afeta a 

produção e a imunomodulação de citocinas contra este patógeno (ABATH et al., 

2006). Ao contrário do que ocorre nos pacientes com esquistossomose aguda, o 

perfil de citocinas nos pacientes com esquistossomose intestinal e hepatointestinal é 

principalmente Th2, com produção de IL-10, que embora induza à cronicidade, 

possui efeito protetor ao tecido hepático (ARAÚJO et al.,1994, 1996; MWATHA et 

al., 1998). Nos pacientes hepatoesplênicos, há um aumento dos níveis do fator de 

necrose tumoral alfa  (TNF-α) e IFN-γ, mas o perfil de resposta Th2 se mantém 

(CONTIGLI et al.,1999), demonstrando esta resposta ser ponto decisivo na 

progressão da fibrose hepática durante a esquistossomose crônica (ABATH et al., 

2006). 

Recentemente, foi descoberto que as células T reg também apresentam um 

papel imunológico no controle da esquistossomose, produzindo IL-10, assim como 

as células Th2 (HESSE et al., 2004; MCKEE; PEARCE, 2004).  Um estudo mostrou 

que a transferência de células T reg em camundongos com deficiência de IL-10, 

conferiu uma redução na resposta pro-inflamatória, com redução dos níveis de IFN-γ 
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(MCKEE; PEARCE, 2004) e outra pesquisa sugere que as células T reg, além de 

suprimirem o desenvolvimento das células Th1, também conseguem limitar a 

magnitude das respostas Th2 (TAYLOR; MOHRS; PEARCE, 2006). 

As T reg naturais e as induzidas, que são conhecidas por suprimir respostas 

Th1 e serem encontradas em mucosas, respectivamente, podem ser estimuladas 

durante a deposição de ovos no intestino e também no fígado, onde granulomas são 

formados. Com o aumento dos níveis de TGF-β produzido por estas células, foi 

observada a diminuição da inflamação nos linfonodos locais e a redução do tamanho 

do granuloma e da fibrose, com diminuição da produção de colágeno neste tecido 

(TURNER et al., 2011). A supressão ou remoção de células T reg in vitro promove 

um aumento do número de eosinófilos na circulação e aumento do tamanho do 

granuloma. Provavelmente, as células T reg induzidas controlam a inflamação nos 

granulomas durante a infecção crônica e são necessárias para conter a patologia 

durante uma infecção esquistossomótica intestinal (TURNER et al., 2011). 

Apesar das células T reg favorecerem a evolução da doença 

esquistossomótica para a fase crônica, elas são responsáveis por impedir que o 

tecido hepático seja demasiadamente lesado pelas ações citotóxicas de linfócitos T 

CD8+ e macrófagos (BELKAID; SUN; BOULADOUX, 2006).  No entanto, mais 

estudos são necessários para entender melhor o papel, tanto das células T reg 

como das outras linhagens de células T, assim como das citocinas produzidas por 

elas. Com isto, poderá ser possível entender os mecanismos regulatórios da 

resposta imune envolvidos na esquistossomose e o papel que as células T reg 

exercem durante esta parasitose (ABATH et al., 2006; BELKAID, 2007). 

 

2.4.1 Diagnóstico 

 

A esquistossomose pode ser diagnosticada através da história clínica e 

epidemiológica, de exames laboratoriais e através da ultrassonografia (US). No 

diagnóstico clínico, além de se levar em conta a fase da doença, é de fundamental 

importância fazer uma análise detalhada do local de residência do paciente, com a 

intenção de saber se ele vive ou já viveu em área endêmica para esquistossomose e 

se já tomou banho de rio, riachos e lagos contaminados (BRASIL, 2008a). Contudo, 
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mesmo com a presença de quadro clínico e com informações epidemiológicas 

compatíveis, devido à subjetividade destes critérios e à inconstância dos sintomas, 

os diagnósticos laboratorial e por imagem podem fornecer elementos seguros para a 

confirmação da doença (BRASIL, 2008a; REY, 2008). 

A pesquisa laboratorial consiste em testes imunológicos ou através da 

visualização dos ovos do S. mansoni em amostras fecais. Dentre os métodos 

utilizados, destacam-se o exame parasitológico das fezes, utilizando as técnicas de 

Hoffman (qualitativo) e a de Kato-Katz (quantitativo), a biópsia retal ou hepática, e a 

detecção de antígenos derivados do parasito na circulação sanguínea ou na urina 

(DOENHOFF et al., 2004 ; BRASIL, 2008a). 

 Apesar da identificação dos ovos nas fezes ou no material da biópsia ser um 

diagnóstico confirmatório, os resultados negativos não devem excluir a possibilidade 

da doença, uma vez que pacientes na fase crônica ou com infecção leve e de área 

não endêmica, podem apresentar uma carga parasitária muito pequena e 

consequentemente eliminar poucos ovos nas fezes (FERREIRA; ÁVILA, 2001). 

 No entanto, os testes sorológicos nem sempre são confiáveis, uma vez que 

eles podem apresentar reações cruzadas com outras parasitoses e não ser possível 

correlacionar seus resultados com carga parasitária. Devido a estes fatores, a 

visualização microscópica dos ovos do S. mansoni nas fezes ainda é o mais 

largamente utilizado, além de ter um custo baixo (RABELLO, 1997; SMITHERS; 

DOENHOFF, 1982). 

 

2.4.2 Tratamento 

 

 Praziquantel e oxamniquine são as drogas disponíveis no mercado para o 

tratamento da esquistossomose (CIOLI et al., 2004) por apresentarem baixa 

toxicidade e poderem ser utilizadas para a maioria dos pacientes com diagnóstico 

confirmado  (BRASIL, 2008a). 

Dentre os efeitos colaterais do praziquantel, a diarreia e a dor abdominal são 

os mais comuns. As reações adversas causadas pelo oxamniquine usualmente são 

as náuseas, tonturas e as reações urticariformes (BRASIL, 2008a).  
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Há também relatos de redução das taxas de cura e falha no tratamento, após 

administração de praziquantel pelos pacientes (BOTROS et al., 2003). Além disso, a 

existência de espécies resistentes do verme aponta a necessidade do 

desenvolvimento de novas drogas efetivas (PENIDO; COELHO; NELSON, 1999; 

RIBEIRO-DOS-SANTOS; VERJOVSKI-ALMEIDA; LEITE, 2006). Portanto, o 

desenvolvimento de novos compostos antiparasitários advindos de fontes naturais 

tem sido cada vez mais estudado (DA SILVA FILHO et al., 2008; PONTIN et al., 

2008). 

 

2.5 Comorbidade hepatite C e esquistossomose 

 

2.5.1 Epidemiologia 

 

A associação hepatite C e esquistossomose é comum em países em 

desenvolvimento como o Brasil, Egito, Etiópia e Sudão (AQUINO et al., 2000; 

BERTHE et al. 2007; EL-KADY et al., 2005; KAMAL et al., 2000a; KAMAL et al., 

2000b; MUDAWI et al., 2007a). Na região Nordeste do Brasil, onde a 

esquistossomose é endêmica (PEREIRA et al., 1995), a comorbidade pode ser 

encontrada principalmente em pacientes com a forma EHE da esquistossomose 

(MORAIS, 2007), devido às transfusões sanguíneas necessárias após episódios de 

sangramentos por conta da ruptura das varizes esofagianas, causados pela 

hipertensão portal esquistossomótica (RAIA; MIES; ALFIERI, 1991). 

Em pacientes com a comorbidade no Egito, a infecção por HCV foi 

provavelmente adquirida após a infecção pelo S. mansoni, devido à terapia anti-

esquistossomótica injetável, comum desde 1920 até 1980, na qual se reutilizavam 

as seringas e agulhas para aplicação de medicamentos em toda a população. As 

agulhas e as seringas de vidro não eram esterilizadas adequadamente (ANGELICO 

et al., 1997; EL-SAYED et al., 1997). No Brasil, a principal forma de transmissão do 

HCV nos pacientes com esquistossomose foi através de transfusões sanguíneas 

antes de 1993, quando ainda não havia triagem sorológica para HCV dos doadores 

de sangue nos centros de hematologia e hemoterapia brasileiros (CARRAZZONE et 

al., 2004; SERUFO et al., 1997).  
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Além disso, os pacientes com esquistossomose podem se infectar de outras 

formas, como o uso de drogas ou medicamentos injetáveis, ou outros procedimentos 

médicos-cirúrgicos, como ligaduras endoscópicas das varizes esofágicas. Especula-

se que práticas sexuais sem uso de preservativo e com múltiplos parceiros podem 

levar à contaminação pelo HCV (HOWE et al., 2005; JITTIWUTIKARN et al., 2006). 

Estudos reportaram que os pacientes com a comorbidade apresentam pior 

curso clínico da hepatite C, com maior incidência de cirrose e CHC, baixa resposta à 

terapia com interferon-α peguilado e elevada taxa de mortalidade, quando 

comparados com pacientes apenas infectados pelo HCV (ANGELICO et al., 1997; 

KAMAL et al., 2001a; PEREIRA et at., 1995). 

 

2.5.2 Imunopatologia da comorbidade 

 

Pacientes com a comorbidade exibem perfil clínico, viral e histológico bem 

característico, manifestado na maioria das vezes por maior persistência viral, 

extensas lesões necroinflamatórias e rapidez na progressão da fibrose hepática, 

visualizada através de biópsias. Além disso, com a evolução mais rápida da hepatite 

C crônica, danos mais severos ao tecido hepático são observados quando 

comparados com indivíduos unicamente infectados pelo HCV (ANGELICO et al., 

1997; KAMAL et al., 2001a).  

Acredita-se que este fato ocorra devido às mudanças no perfil da resposta 

imunológica quando estas doenças estão associadas.  A resposta Th1, muito 

importante no controle da replicação viral e da evolução da hepatite C (FARID et al., 

2005; KAMAL; KHALIFA, 2006), é suprimida pela presença dos antígenos 

parasitários do S. mansoni, que induz fortemente a resposta Th2 (CHEEVER; YAP, 

1997; HOFFMANN; CHEEVER; WYNN, 2000; KAMAL et al., 2001b). Uma vez 

suprimida a resposta Th1, o resultado é o aumento da replicação viral e progressão 

mais rápida da fibrose hepática. Ainda, alguns autores verificaram que quando 

ocorre essa mudança de perfil durante a fase aguda da hepatite C, pode haver o 

favorecimento à evolução para a fase crônica desta doença nos pacientes com a 

comorbidade (ANGELICO et al., 1997; KAMAL et al., 2000a; PEREIRA et at., 1995).  
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Portanto, suspeita-se que pacientes com a comorbidade provavelmente 

apresentem resposta imune deficiente contra o HCV, além da polarização do perfil 

para Th2 e lesões mais intensas no tecido hepático (KAMAL et al., 2001b). No 

entanto, outros autores afirmam que a esquistossomose não interfere em nada no 

curso natural da hepatite C, não exercendo qualquer influência na evolução da 

fibrose em pacientes com a comorbidade (SHIHA; ZALATA, 2002). 

Por acreditarem que a progressão da fibrose nesses pacientes ocorra mais 

rapidamente, Kamal et al. (2004) admitem que a associação HCV/S. mansoni seja 

um bom modelo para entendimento da relação da resposta imune e o consequente 

dano no tecido hepático. Em virtude dos resultados controversos, o papel das 

células T reg frente à comorbidade hepatite C e esquistossomose constitui um tema 

novo e ainda pouco explorado na literatura, necessitando de maiores elucidações 

(YOSHIZAWA et al., 2010; KAMAL et al., 2004). 

 

2.6 Células T regulatórias  

 

Atualmente, são descritas pelo menos dois tipos de células T regs: as T reg 

naturais (nTreg) e as T reg induzidas (iTreg). As nTreg expressam em sua superfície 

o receptor de cadeia alfa da IL-2, o CD25+, sendo produzidas nos corpúsculos de 

Hassal no timo como uma subpopulação de células T funcionalmente distintas e 

maduras (CD4+CD25+) e representam 5 % das células T CD4+ periféricas 

(BACHETTA; GAMBINERI; RONCAROLO, 2007; SAKAGUCHI, 2005; YAGI et al., 

2004). Estas células são geradas mediante reconhecimento de antígenos próprios, 

ligados às moléculas de MHC II, no timo através de receptores de células T (TCR) 

de alta afinidade com o timócito e são essenciais na supressão de doenças 

autoimunes (ABBAS; LITCHMAN, 2005; BELKAID, 2006; LOSIKOFF; SELF; 

GREGORY, 2012).  

Além do CD25+, as nTreg também expressam outros marcadores de 

superfície que não são específicos, mas auxiliam na identificação e na função destas 

células, entre os quais estão: CLTA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), GITR 

(Glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor), TNFR-2 (Tumor necrosis 

factor receptor-2) e HLA-DR (Human leucocyte antigen). Dentre estes marcadores, o 
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que parece influenciar diretamente a função das T regs é o CTLA-4 que, quando 

bloqueado, impede a função supressora destas células (GUPTA; CHANG; SUN, 

2008; READ et al., 2006). Há outros receptores descritos nas T reg (CD27, Fas, 

CD62L, CCR6, CCR7, CCR8 e CD103) que favorecem a migração destas células 

para o local da inflamação, no entanto estes marcadores são encontrados também 

em linfócitos T ativados (GUPTA; CHANG; SUN, 2008). 

No passado, acreditava-se que a expressão da molécula de superfície CD25+ 

era um requisito essencial para caracterizar as células T regs (FURTADO et al., 

2002). No entanto, experimentações em animais deficientes de IL-2, que é uma 

citocina essencial para a ativação de células T reg naturais e que se liga diretamente 

na molécula de superfície CD25, mostraram que ao ser administrada esta citocina, 

as células que antes não eram regulatórias e que não expressavam o fator de 

transcrição forkhead box P3 (FOXP3), passaram a expressá-lo, quando havia 

estimulação antigênica e passaram a ter função regulatória (CD4+FOXP3+), mesmo 

sem expressar o CD25 (COBBOLD et al., 2004; CUROTTO DE LAFAILLE et al., 

2004). 

Dessa forma, ficou demonstrado que as células iTreg não necessitam da 

expressão de CD25 nem do timo para serem ativadas, no entanto necessitam de 

alguma estimulação pela IL-2 e por epítopos antigênicos. 

As células iTreg são geradas na periferia a partir de células T CD4+ naive 

após estímulo antigênico ou em condições tolerogênicas (BACCHETTA; 

GAMBINERI; RONCAROLO, 2007) e produzem citocinas imunossupressoras como 

IL-10 e TGF-β (JONULLEIT; SCHIMIDT, 2003; SAKAGUCHI, 2006). Essas células 

são essenciais para manter a tolerância imunológica de mucosas, principalmente no 

intestino, contra antígenos alimentares e microbianos. Além disso, são úteis para o 

controle de inflamações alérgicas crônicas, como ocorre quando há deposição de 

ovos de S. mansoni neste tecido, que induz a produção de IgE e de histamina, além 

de considerável resposta alérgica (CUROTTO DE LAFAILLE; LAFFAILE, 2009). 

Ainda, as células iTreg podem ser divididas em vários subtipos: Tr1 

(produtora de IL-10), Tr3 (produtora de TGF-β), T CD4+FOXP3+ (induzidas ou 

adaptativas), T CD8+FOXP3+, NK FOXP3+ e gama-delta (TANG; BLUESTONE, 
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2008). No entanto, esta subdivisão não parece ser relevante, visto que as funções 

destas células são muito semelhantes entre si. 

A principal função das células T reg é induzir a supressão de células T 

efetoras, bloqueando a ativação e a função destas últimas, sendo importantes no 

controle da resposta imunológica frente a antígenos próprios e não-próprios 

(CAMPBELL; ZIEGLERl, 2007; SOJKA; HUANG; FOWELL, 2008). 

A expressão do fator de transcrição FOXP3 é uma característica essencial da 

linhagem de células T reg, tanto naturais quanto induzidas (SAKAGUCHI et al., 

2008; ZHENG; RUDENSKY, 2007) e influencia significativamente no fenótipo e na 

função destas células (CAMPBELL; ZIEGLER, 2007). 

A importância do gene FOXP3, que se localiza no braço curto do cromossomo 

X e consiste de 11 exons, foi descoberta quando se observou que indivíduos com 

mutações gênicas neste fator ou deleção funcional são acometidos por uma 

síndrome denominada immunodeficiency polyendrocrinopathy and enteropathy X-

linked syndrome (IPEX), que é caracterizada por um conjunto de doenças 

autoimunes graves, levando o indivíduo a óbito rapidamente, com menos de dois 

anos de idade (GAMBINERI; TORGERSON; OCHS, 2003; TOGERSON; OCHS, 

2007). 

A proteína FOXP3+ é produzida principalmente por células do timo, do baço e 

dos linfonodos, particularmente nas células T CD4+CD25+ (TOGERSON; OCHS, 

2007; YAGI et al., 2004) e regula a expressão de genes específicos, como o de IL-2, 

IFN-γ e o GM-CSF (ABBAS; LICHTMAN 2005). Além disso, aumenta a expressão de 

CD25+ e CTLA-4 (MELO; CARVALHO, 2009). 

O RNAm de FOXP3, além de ser expresso por células T CD4+CD25+ no timo 

e por células iTreg após estimulação antigênica, também pode ser expresso por 

alguns timócitos T CD8+CD25+, mas não no timócito CD25-. No entanto, esta 

população celular é muito pequena e por conta disso, não é muito estudada, pois 

não parece ter maiores efeitos sobre a imunomodulação de doenças. O FOXP3+ não 

é expresso em células B nem em macrófagos, sendo limitada sua expressão aos 

linfócitos T (MORGAN et al., 2005). 

Na literatura, há discordância se as células T reg naturais e induzidas têm a 

mesma capacidade imunossupressora e o mesmo mecanismo de ação in vivo e in 
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vitro. (ARICHA et al., 2008; CUROTTO DE LAFAILLE et al., 2008; DIPAOLO et al., 

2007). Além disso, não há um consenso sobre marcadores específicos fidedignos 

para cada tipo de T reg para avaliação de sua atividade imunossupressora. O que se 

sabe é que há um número maior de células T reg induzidas do que naturais, 

provavelmente por conta da exposição a vários antígenos ao longo da vida, mesmo 

sem a doença em curso (CUROTTO DE LAFAILE; LAFAILLE, 2009). 

Os mecanismos de ação das T regs para exercerem sua função supressora 

ainda não estão totalmente esclarecidos. No entanto, os mais estudados são 

(SHEVACH, 2009): 

a) Secreção de citocinas supressoras (IL-10, TGF-β, IL-35) e que inibem 

diretamente a ação de células T efetoras; 

b) A elevada expressão de CD25+ nas nTreg, que é um receptor da 

cadeia α de IL-2 e que se liga diretamente com essa citocina, 

competindo com as células T efetoras pelo sítio de ligação e dessa 

forma, leva à inibição da função e apoptose dessas últimas; 

c) Expressão de moléculas inibitórias de superfície, como a Galectina-1, 

que se ligam diretamente em linfócitos efetores e param sua maturação 

e ativação, assim como seu ciclo celular; 

d) As células T reg ativadas possuem ação citotóxica semelhante aos 

linfócitos T CD8+ e diretamente eliminam as células efetoras através da 

ligação de moléculas de Granzima A ou B com a célula efetora, 

levando-a a apoptose. 

Ainda, as células T reg suprimem as funções das APCs através da ligação de 

moléculas de superfície como CTLA-4, LAG-3, CD-39, Nrp-1, que inibem a 

maturação e a apresentação de antígenos pelas células dendríticas (SHEVACH, 

2009). 

De acordo com a literatura, o TGF-β possui função supressora sobre os 

linfócitos T efetores e modula a expressão de FOXP3+ pelas T reg. A citocina IL-10 

inibe a ação das APCs e é antagonista do IFN-γ, sendo relacionada a reações 

imunes para o controle da inflamação nos tecidos alvos (SOJKA; HUANG; FOWELL, 

2008). 
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No entanto, as diferenças de funções entre as duas subpopulações não está 

bem definida até o momento. Vários autores afirmam que as células iTreg são 

necessárias para conter graves inflamações teciduais e manter a tolerância de 

mucosas, principalmente na mucosa intestinal. Ainda, as iTreg suprimem a resposta 

imune e alergias contra alimentos e as respostas inflamatórias contra tumores e em 

transplantes, além de conter inflamações crônicas causadas por microorganismos. 

Por outro lado, a principal função das células nTreg é prevenir a autoimunidade e 

conter a ativação desenfreada da resposta imune sistêmica, seja inata ou 

adaptativa. (BILLERBECK; BÖTTLER; THIMME, 2007; CUROTTO DE LAFAILLE; 

LAFFAILE, 2009; LOSIKOFF; SELF; GREGORY, 2012). 

Portanto, mais estudos sobre as células T regulatórias e sua influência em 

enfermidades importantes para o cenário de saúde pública brasileiro, como a 

esquistossomose e a hepatite C, são necessários para elucidar os mecanismos 

imunopatológicos e com isso, auxiliar no desenvolvimento imunoterapias e vacinas. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A hepatite C e a esquistossomose são, atualmente, grandes problemas de 

saúde pública do Brasil e do mundo. Embora com diferentes formas de transmissão, 

são doenças de caráter crônico, que acometem o tecido hepático e que, em regiões 

como o Nordeste brasileiro, podem ser encontradas associadas no mesmo indivíduo 

com frequência. Quando essa associação acontece, a lesão hepática provocada 

pelo HCV tende a evoluir mais rapidamente para cirrose e carcinoma hepatocelular, 

aumentando significativamente as taxas de morbi-mortalidade da doença, podendo 

levar o paciente a óbito em poucos anos. 

Recentemente, foi identificado que um grupo de células do sistema imune, 

chamado células T regulatórias, pode ser responsável pela imunomodulação e 

supressão da resposta imune efetora das células T CD4+ e CD8+ e apresentar efeito 

protetor do tecido hepático, quando o paciente apresenta infecção pelo HCV ou 

Schistosoma mansoni ou sua associação. As células T reg são normalmente 

produzidas quando há estímulo antigênico e um maior percentual destas células 

pode estar associado à menor morbidade da doença.  

Por existir carência na literatura e para gerar conhecimento sobre o efeito 

supressor das células T reg tanto na hepatite C quanto na esquistossomose, e 

principalmente na comorbidade, é que a avaliação dessas células torna-se 

importante para o entendimento da imunopatologia dessas enfermidades.  

Com isso, os resultados obtidos a partir desse estudo poderão auxiliar no 

desenvolvimento de imunoterapia e vacinas e de marcadores de grau/padrão de 

fibrose, contribuindo para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes com 

doenças infecciosas hepáticas crônicas. Além disso, pode servir de ferramenta 

auxiliar no controle da evolução para as formas mais graves da hepatite C e da 

esquistossomose.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Geral 

 

Avaliar o perfil de células T regulatórias em pacientes com hepatite C, com 

esquistossomose e na comorbidade. 

 

4.2 Específicos 

 

a) Caracterizar os três grupos de pacientes quanto aos aspectos 

epidemiológicos. 

b) Determinar os padrões de fibrose hepática nos pacientes com 

esquistossomose e com a comorbidade através da ultrassonografia de 

abdômen. 

c) Determinar os graus de fibrose hepática e a atividade inflamatória nos 

pacientes com hepatite C e com a comorbidade através da análise 

histopatológica das biópsias hepáticas. 

d) Descrever o perfil de células T regulatórias de sangue periférico nos grupos 

estudados. 

e) Associar o perfil de células T regulatórias com os diferentes graus/padrões de 

fibrose hepática em cada grupo estudado. 

f) Comparar o perfil de células T regulatórias entre os grupos com a doença 

isolada e o grupo comorbidade, associando aos graus/padrões de fibrose 

hepática. 

g) Determinar os níveis plasmáticos das citocinas IL-10 e TGF- β e associá-los 

aos graus/padrões de fibrose hepática. 

h) Verificar a expressão gênica relativa de FOXP3 em leucócitos de sangue 

periférico nos grupos estudados e compará-los entre si. 
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5 PERGUNTA CONDUTORA 

 

Qual a relação entre o percentual de células T regulatórias periféricas, a 

expressão gênica de FOXP3 e os níveis de citocinas IL-10 e TGF-β com o 

grau/padrão de fibrose hepática encontrado em pacientes com hepatite C, com 

esquistossomose e na comorbidade? 
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6 METODOLOGIA 

 

6.1 População estudada 

 

Foram selecionados no ambulatório de Gastroenterologia do Hospital das 

Clínicas (HC) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), no período de 

agosto de 2010 a março de 2012, 61 indivíduos de ambos os sexos, com idade entre 

18 e 65 anos. 

Os pacientes foram convidados a participar da pesquisa no momento da 

consulta clínica, após a anamnese, análise dos prontuários e verificação dos 

resultados de exames clínicos e laboratoriais. Os indivíduos que aceitaram 

participar, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e foram 

classificados em três grupos de doenças, de acordo com os seguintes critérios de 

inclusão: 

I- Grupo Hepatite C (HCV; n = 25): pacientes com infecção confirmada 

através da detecção de anticorpos anti-HCV no soro e do RNA viral e/ou 

genotipagem por PCR, com biópsia hepática compatível com infecção pelo HCV (no 

máximo um ano até a coleta do sangue) e com ausência de infecção por S. mansoni 

(com dados parasitológicos e epidemiológicos ausentes). Além disso, os pacientes 

não estavam em tratamento para hepatite C. 

II- Grupo esquistossomose (n = 22): pacientes com esquistossomose 

hepatoesplênica (EHE), confirmada através de ultrassonografia de abdômen, 

histórico de banho de rio, parasitológico de fezes positivo para S. mansoni 

documentado no prontuário e com anti-HCV negativo. 

III- Grupo Comorbidade (CM; n = 14): pacientes acometidos por ambas as 

doenças, confirmadas através dos mesmos critérios empregados para definir os 

grupos I e II, sem outra doença em curso que acometa diretamente o sistema 

imunológico ou o tecido hepático. 

Os critérios de exclusão da pesquisa foram relacionados à ocorrência de: 

carcinoma hepatocelular (CHC) ou outra hepatopatia, doença renal crônica, doença 

cardíaca, doença autoimune, diabetes tipo 1, infecção por vírus HIV ou hepatitis B 

virus (HBV), pacientes transplantados ou esplenectomizados, pacientes em uso de 
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medicamentos imunossupressores, pacientes em uso de corticóides por mais de 10 

dias consecutivos e indivíduos com histórico recente de consumo de bebidas 

alcoólicas, sendo acima de 70 g de etanol por semana (O’CONNOR, 2009). 

Os exames laboratoriais anti-HCV, HCV RNA PCR qualitativa e quantitativa e 

genotipagem foram realizados no LACEN – Laboratório Central de Saúde Pública da 

Secretaria de Saúde do Estado de Pernambuco e estes exames fazem parte da 

rotina de acompanhamento dos pacientes no serviço de saúde do ambulatório de 

gastroenterologia do HC. A ultrassonografia de abdômen, a biópsia hepática e o 

exame clínico para classificação e inserção dos indivíduos nos grupos da pesquisa 

foram realizados no HC, por equipe médica especializada, e os resultados desses 

exames, incluindo o parasitológico de fezes, foram coletados dos prontuários de 

cada paciente. 

A biópsia hepática (grupos hepatite C e comorbidade) foi analisada no serviço 

de anatomia patológica do HC e foi avaliada através do estudo histopatológico do 

grau de fibrose e atividade inflamatória, de acordo com a classificação METAVIR 

(THE METAVIR COOPERATIVE GROUP, 1994). Portanto, o grau de fibrose 

hepática pode ser de quatro tipos (F1 a F4), sendo F0 = sem fibrose; F1= fibrose 

portal sem septos; F2 = fibrose portal com poucos septos; F3 = fibrose portal com 

numerosos septos sem cirrose e F4 = cirrose. A atividade inflamatória, isto é, a 

medida da intensidade do processo necroinflamatório no tecido hepático, é 

classificada em quatro situações: A0 = sem atividade inflamatória; A1 = atividade 

inflamatória leve; A2 = atividade inflamatória moderada; A3= atividade inflamatória 

severa.  

A fibrose periportal dos pacientes com esquistossomose e aqueles com a 

comorbidade foi avaliada através de exame ultrassonográfico por um único 

examinador, utilizando a classificação de Niamey (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 1996), que caracteriza os graus de fibrose em 6 padrões, que vão do A 

(ausência) ao F (mais grave). São eles: A- ausência de fibrose, B- fibrose duvidosa, 

C- fibrose periférica, D- fibrose central, E- fibrose avançada e F- fibrose muito 

avançada.  
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Além disso, amostras de sangue de cinco indivíduos sadios, sem nenhuma 

das duas doenças nem outra patologia aparente, foram utilizadas para padronização 

das técnicas laboratoriais utilizadas neste projeto. 

Também foram preenchidos questionários com os dados epidemiológicos de 

cada paciente, através de entrevista oral, e com os dados clínicos, coletados do 

prontuário médico, para caracterização dos grupos. Todas as informações foram 

inseridas em um banco de dados da pesquisa. Esse banco de dados é composto por 

variáveis qualitativas (sexo, tipo de patologia e forma clínica, dados epidemiológicos, 

resultado de exames laboratoriais – positivo/negativo e graus/padrões de fibrose 

hepática) e quantitativas (idade, tempo de infecção, resultados relativos das análises 

das amostras para quantificação de células T regulatórias através de citometria de 

fluxo, dosagem de citocinas, expressão relativa de FOXP3, além de dados 

complementares como a carga viral para HCV).  

 

6.2  Coleta de sangue 

 

Neste projeto, foram coletados 30 ml de sangue venoso com heparina (10 

U/ml) dos pacientes participantes da pesquisa. A coleta foi feita no momento da 

consulta, no HC, por um técnico do CPqAM treinado para esse procedimento, em 

presença do médico responsável. Dessa amostra, 25 ml foram destinados à 

realização da quantificação de células T regulatórias através de citometria de fluxo e 

à verificação da presença de RNAm para o marcador FOXP3 através de PCR em 

tempo real. Os 5 ml restantes foram utilizados para a dosagem dos níveis das 

citocinas IL-10 e TGF-β. A separação dos leucócitos mononucleares periféricos 

(PBMCs), para posterior análise por citometria de fluxo e PCR em tempo real, foi 

realizada através da técnica de gradiente de densidade Ficoll-Hypaque modificada 

(COLIGAN, 2002), descrita abaixo. As dosagens das citocinas foram realizadas no 

plasma, obtido após centrifugação a 900 x g, por 15 min. 
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6.3  Isolamento das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) 

 

Após a punção venosa, as amostras de sangue foram levadas ao laboratório 

de Imunopatologia e Biologia Molecular do CPqAM-Fiocruz e a cada amostra foi 

adicionado tampão fosfato salino (PBS) pH 7,2 estéril, na proporção 1:2 em tubo do 

tipo Falcon de 50 ml.  

Após esse procedimento, o sangue foi transferido lentamente para um novo 

tubo Falcon contendo 10 ml de Ficoll-Hypaque e logo em seguida foi centrifugado a 

900 x g por 30 min. Como resultado da centrifugação, quatro fases puderam ser 

identificadas no tubo: o plasma, o anel de PBMCs, o Ficoll-Hypaque, e o sedimento 

hemático e os granulócitos. Com o auxílio de uma pipeta estéril, os anéis de PBMCs 

foram transferidos para outros dois tubos Falcon de 50 ml, onde as células foram 

lavadas, por duas vezes, com PBS estéril, seguidas de centrifugação, por 15 min a 

300 x g. Após as lavagens, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

ressuspendido com 2 ml de meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

completo, suplementado com 2mM de L-glutamina, 25 M HEPES, 100 U/ml de 

penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina, 2,5 µg/ml de anfotericina B e 10% de soro 

fetal bovino inativado a 37 °C. 

 

6.4  Fenotipagem celular ex vivo e citometria de fluxo 

 

A viabilidade celular foi verificada através da contagem de leucócitos em 

câmara de Neubauer, utilizando o corante supravital Trypan-Blue. Em seguida, foi 

transferido para os 5 tubos de citometria, o equivalente a 106 células por tubo. Cada 

tubo foi identificado de acordo com marcação a ser realizada: SM (sem marcação), 

CD4+ (marcação apenas para a molécula de superfície CD4), CD25+ (marcação 

apenas para CD25), FOXP3+ (marcação intracelular para FOXP3) e Tripla 

(marcação para CD4, CD25 e FOXP3). Neste momento, também foram 

armazenadas em 1 ml de Trizol, cerca de 106 células  e congeladas a -70°C para 

posterior utilização na técnica de PCR em tempo real. 

 O objetivo do tubo SM foi a otimização do citômetro de fluxo antes da 

compensação do equipamento para a leitura das amostras marcadas, evitando 
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interferências no resultado causadas por ligações de moléculas inespecíficas na 

superfície dos PBMCs. 

Após a adição das células nos tubos de citometria, procedeu-se a lavagem 

com 2 ml da solução salina PBS-Wash (1% de azida sódica e 5% de Albumina 

Bovina Sérica - BSA), seguida de centrifugação a 400 x g por 5 min, com descarte 

do sobrenadante. Após a lavagem das células, foram realizadas as marcações dos 

receptores de superfície CD4+ e CD25+, ao abrigo da luz, utilizando a câmara de 

fluxo laminar esterilizada com ultravioleta (UV).  As amostras foram incubadas por 30 

min em temperatura ambiente (TA), também ao abrigo da luz. Após a incubação, 

foram adicionados 500 µl de paraformaldeído a 1% em cada tubo, para fixação dos 

anticorpos monoclonais e conservação da integridade celular, seguida de uma 

incubação por 15 min em TA. Após esta etapa, foram adicionados 2 ml de PBS-

Wash para lavagem celular, e os tubos centrifugados a 400 x g por 5 min, 

descartando-se novamente o sobrenadante. Ao pellet foram adicionados 500 µl de 

solução fixadora/permeabilizante do kit PCH101 anti-FOXP3 humano conjugado a 

ficoeritrina, para permitir a marcação de FOXP3+ intracitoplasmático. As amostras 

foram então incubadas por 60 min a 4°C, no escuro. Depois, foram realizadas duas 

lavagens com 1 ml da solução tampão de permeabilização 1X, preparada a partir de 

uma solução estoque 10X concentrada e os tubos foram centrifugados a 400 x g por 

10 min. O sobrenadante foi descartado a cada lavagem e em seguida, foi realizada a 

marcação intracitoplasmática do FOXP3+. As amostras foram incubadas por 30 min 

a 4°C, ao abrigo da luz. Novamente foram realizadas duas lavagens com o tampão 

de permeabilização e centrifugação a 300 x g por 5 min. Após o descarte do 

sobrenadante, o pellet de PBMCs foi ressuspendido em 300 µl de PBS resfriado 

estéril, pH 7,2 para leitura imediata no citômetro de fluxo. 

Os anticorpos monoclonais de marcação de superfície celular foram obtidos 

comercialmente da BD-Biosciences Pharmingen – Ambriex, sendo eles: clone SK3 

anti-CD4+ humano conjugado a aloficocianina (APC; Cat. Nº: 340443) e clone M-

A251 anti CD-25+ humano conjugado a isotiocianato de fluoresceína (FITC; Cat. Nº: 

555431). O kit PCH101 anti-FOXP3 humano conjugado a ficoeritrina (PE; Cat. Nº: 

72-5776) para marcação intracitoplasmática de FOXP3+ foi obtido da e-Bioscience. 
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A leitura das amostras e a análise dos resultados foram realizadas no 

citômetro de fluxo FACS Calibur, utilizando o software Cell Quest Pro (BD 

Biosciences) em um computador interligado ao equipamento. 

A interpretação da aquisição das amostras no citômetro de fluxo foi realizada 

através de quantificação relativa, na qual 20.000 eventos (células) foram analisados 

e destes, foi extraído o percentual de T reg com marcadores CD4+, CD25+ e FOXP3+ 

(Figura 4). 

 

Figura 4 - Gráfico ilustrativo de citometria de fluxo realizada neste estudo. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
Legenda: A – R1: Região de linfócitos da população de PBMCs; B – População de linfócitos com 
marcação CD4+; C – População de linfócitos CD4+ com marcação CD25+ (quadrante superior 
esquerdo), FOXP3+ (quadrante inferior direito) e tripla (quadrante superior direito). 
 

6.5  Avaliação dos níveis das citocinas IL-10 e TGF-β 

 

As citocinas IL-10 e TGF-β foram dosadas utilizando amostras de plasma, 

através de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), utilizando os kits 

Quantikine, da R&D Systems (cód. D1000B e DB100B, respectivamente), para cada 

citocina específica e seguindo as instruções do fabricante. 

Placas de poliestireno com 96 poços, pré-sensibilizadas com anticorpos 

monoclonais anti-IL-10 ou anti-TGF-β, foram utilizadas como suporte sólido da 

reação. Os padrões das citocinas foram preparados a partir da reconstituição com 1 

ml de água destilada para IL-10 ou com 2 ml do diluente calibrador RD5-53 (1x) para 

TGF-β. Foi realizada uma diluição seriada destes padrões com concentrações 

iniciais de 500 pg/ml e 2.000 pg/ml para IL-10 e TGF-β até a concentração mínima 

de 7,8 pg/ml e 31,2 pg/ml, respectivamente. A diluição seriada foi necessária para 
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realização da curva padrão e interpolação dos resultados das amostras. Para a 

dosagem de TGF-β, as amostras de plasma (40 µl) foram ativadas utilizando solução 

de 1 N HCl (20 µl) e neutralizadas com 20 µl de 1,2 N NaOH/0,5 M HEPES [4-(2-

Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid sodium salt], antes de proceder a 

reação de ELISA, seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. A ativação das 

amostras para esta citocina foi necessária para que a forma latente do TGF-β 

pudesse ser transformada em sua forma imunorreativa, aumentando 

consideravelmente a sensibilidade do teste. As reações ocorreram em duplicata e 

dois poços contendo apenas diluente, sem padrões ou amostras, foram utilizados 

como controle do background da reação em cada placa. As amostras foram 

utilizadas nas quantidades sugeridas pelas bulas de cada citocina analisada e todas 

as etapas do ELISA foram realizadas em conformidade com seu protocolo 

específico. A revelação da reação ocorreu utilizando a solução substrato a base de 

tetrametilbenzidina (solução B) e peróxido de hidrogênio (solução A), fornecida pelos 

kits. O tempo de revelação para as duas citocinas foi de 30 min, com as placas ao 

abrigo da luz, em T. A.. A solução de parada da reação utilizada para a citocina IL-

10 foi ácido sulfúrico (2 N) e para o TGF-β, o ácido hidroclorídrico. As sensibilidades 

de detecção das citocinas IL-10 e TGF-β foram 3,9 pg/ml e 15,4 pg/ml, 

respectivamente. 

A intensidade de cor produzida em cada poço de placa foi mensurada em 

espectrofotômetro, utilizando comprimento duplo de onda de 450/595 nm.  

As leituras e os cálculos das concentrações referentes às dosagens de cada 

citocina para cada amostra foram feitos através do software Microplate Manager, 

versão 4.0 (BioRad Laboratories). 

 

6.6 Quantificação relativa da expressão gênica de FOXP3, utilizando PCR em 

tempo real 

 

Para que a quantificação relativa da expressão gênica de FOXP3 pudesse ser 

realizada, etapas anteriores de extração de RNA (Ribonucleic acid) das amostras de 

PBMCs e transcrição reversa do RNA para DNA complementar (cDNA) 

necessitaram ser executadas. Cada amostra de PBMCs (106 células) foi conservada 
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em Trizol por no máximo 1 ano, a -70°C, até o momento da extração de RNA. O 

Trizol é uma solução monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina, que mantém 

a integridade do RNA, enquanto lisa as células e degrada seus componentes 

intracelulares. O protocolo para isolamento do RNA através de Trizol baseia-se em 

modificações do método de isolamento de RNA total desenvolvido por Chomczynski 

e Sacchi (1987; 2006) e utiliza neste procedimento clorofórmio, para separação das 

fases polar (RNA), interface (DNA) e apolar (Trizol e restos celulares); isopropanol 

(para precipitar o RNA) e álcool a 75%, utilizado na lavagem do pellet de RNA. Cada 

tubo contendo amostra de PBMCs conservada em Trizol foi descongelado até atingir 

a temperatura ambiente e foi adicionado 200 µl de clorofórmio e incubado por 3 min, 

após leve agitação manual. Os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 10 min, a 

4º C, para a separação das três fases: aquosa (RNA), interface (DNA) e orgânica 

(restos celulares). Os sobrenadantes contendo RNA foram transferidos para novos 

microtubos e foram adicionados 500 µl de isopropanol, para a precipitação do RNA. 

Os tubos foram incubados por 10 min, em T. A. e ocorreu nova centrifugação 

(10.000 x g, 10 min, 4ºC). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi centrifugado 

duas vezes, a 4ºC, para lavagem com álcool 75%, durante 5 min, 10.000 x g. Após o 

último descarte do sobrenadante, o pellet de RNA foi submetido à secagem 

naturalmente, em T.A. por 30 min. Por fim, este pellet foi ressuspendido em 30 µl de 

água DEPC (dietilpirocarbonato) 0,1% livre de RNAse (cód. AM9915G; Applied 

Biosystems) e congelado a -70°C até a etapa da transcrição reversa. 

Para a conversão de RNA total em cDNA, utilizamos o kit High Capacity 

cDNA Reverse Transcription with RNAse Inhibitor (cód. 4374966), obtido 

comercialmente da Applied Biosystems, seguindo o protocolo sugerido pelo 

fabricante. Os componentes do kit são: 1 tubo de RT Buffer 1ml, 1 tubo de 10X RT 

primers randômicos 1ml, 1 tubo com 200µl de 25X dNTP mix (100 mM), 2 tubos com 

100 µl de Transcriptase Reversa MultiScribe 50U/µl e 2 tubos de inibidor de RNAse 

com 100 µl. O kit permite até 200 reações de transcrição reversa, com um volume 

final de 20 µl cada. As condições da PCR no termociclador foram: 1ª etapa - 10 min 

a 25°C; 2ª etapa - 120 min a 37°C; 3ª etapa - 5 min a 85°C e 4ª etapa - resfriamento 

a 4°C, até o momento da retirada do produto de PCR (cDNA) para armazenamento 

a -70°C para posterior utilização nas reações de PCR em tempo real. 
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Foi realizada a quantificação relativa da expressão gênica de FOXP3 em 

cDNA de amostras de pacientes com hepatite C, com esquistossomose e com a 

comorbidade. As amostras foram normalizadas com β-actina marcada com VIC-

MGB (cód. 4326315E), que foi o controle endógeno da reação. Para a reação de 

PCR, o protocolo utilizado, além dos primers e sondas, foram aqueles contidos no 

ensaio Taq-Man Gene Expression (cód. 4331182) com marcação FAM-MGB para 

FOXP3 em humanos (ID: HS00203958_m1) e TaqMan Universal PCR Master Mix 

(cód. 4304437), ambos obtidos comercialmente através da Applied Biosystems. 

As escolhas do controle endógeno da reação e do controle interno positivo 

para hepatite C e para esquistossomose, bem como o template das amostras, foram 

realizadas após padronização da reação de PCR em tempo real. Foram utilizadas 

diluições seriadas de β-actina e de 18S (cód. 4319413E, Applied Biosystems) como 

controles endógenos e também das amostras escolhidas para controles positivos de 

cada grupo de paciente. 

A reação de PCR por poço constou de: 10 µl de Master Mix + 1 µl de gene 

alvo (FOXP3) ou controle endógeno (β-actina) + 1 µl de amostra cDNA + 8 µl de 

água DEPC, totalizando um volume final de 20 µl por poço de reação. 

O volume final da reação para cada amostra analisada foi de 60 µl, pois foram 

realizadas em triplicatas, do tipo single plex (para aumento da sua eficiência), de 

acordo com o protocolo sugerido no kit do Master Mix. 

Para o gene alvo e a para o controle endógeno, foram incluídos três poços 

para cada reação, sem amostra, chamados de No Template Control (NTC), para 

controle do background da reação. 

O equipamento utilizado para a reação de PCR em tempo real foi o ABI Prism 

7500, da Applied Biosystems, disponível no Núcleo de Plataformas Tecnológicas 

(NPT), do CPqAM-Fiocruz. O método de análise dos resultados da qPCR foi o do Ct 

Comparativo (∆∆Ct), segundo Livak e Schmittgen, 2001. 

A expressão de mRNA para FOXP3 de cada amostra foi primeiramente 

normalizada com o controle endógeno (β-actina), obtendo-se dessa forma o ∆Ct 

(∆Ct = Ct alvo – Ct endógeno). O Ct corresponde ao ponto no gráfico de PCR em 

tempo real no qual a reação torna-se exponencial para cada um dos genes (alvo ou 

endógeno). Após a normalização de cada amostra, foi calculado o ∆Ct médio de 



VAN-LUME, D. S. M.                         Avaliação de células T regulatórias...   58 

 

 

 

cada grupo (hepatite C, esquistossomose e comorbidade), sendo o ∆∆Ct 

correspondente ao ∆Ct médio do grupo com a doença isolada (hepatite C ou 

esquistossomose) subtraído do ∆Ct médio do grupo com a comorbidade. Após o 

cálculo do ∆∆Ct, este foi aplicado na fórmula 2-∆∆Ct, obtendo-se dessa forma a 

expressão relativa de mRNA para FOXP3 dos grupos com a doença isolada em 

relação ao grupo comorbidade. 

 

6.7 Desenho epidemiológico do estudo 

 

O presente estudo tem como desenho epidemiológico a classificação de série 

de casos, com os pacientes selecionados em corte transversal para comparação 

entre os grupos hepatite C, esquistossomose e comorbidade. As comparações 

foram feitas entre os três grupos de pacientes para os dados epidemiológicos, para 

a quantificação de células T reg, para a dosagem de citocinas e a expressão gênica 

de FOXP3.  

Os pacientes com hepatite C e com a comorbidade foram subdivididos dentro 

de cada grupo em duas categorias de acordo com o grau das lesões histológicas: 1) 

sem fibrose significante ou leve (F0 e F1) e 2) com fibrose significante ou severa (F2, 

F3 e F4) de acordo com a classificação METAVIR. Esses pacientes também foram 

subdivididos em dois grupos de acordo com o grau de atividade inflamatória: 1) 

inflamação ausente ou leve (A0 e A1) e 2) inflamação moderada ou intensa (A2 e 

A3).  

Em relação aos pacientes com EHE e também ao grupo comorbidade, a 

divisão em subgrupos ocorreu de acordo com a classificação de Niamey 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 1996), em padrões de fibrose D e E/F. O 

padrão D foi considerado como fibrose moderada e os padrões E e F formaram um 

subgrupo de pacientes com fibrose avançada.  

Foram realizadas associações entre o perfil de células T reg e os 

graus/padrões de fibrose intragrupo para cada grupo de pacientes. Ainda, foram 

realizadas comparações intergrupo (entre os pacientes com hepatite C ou EHE e o 

grupo comorbidade) em relação ao perfil de células T reg ou aos níveis de citocinas, 

associados aos graus/padrões de fibrose específicos.  
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6.8 Análise estatística  

 

Para verificar a suposição de normalidade dos resultados obtidos e a 

homogeneidade das variâncias (homocedasticidade), foram aplicados os testes de 

Kolmogorov-Smirnov e de Levene, respectivamente. Dependendo da natureza da 

distribuição das variáveis, testes paramétricos ou não paramétricos foram utilizados 

para melhor eficiência na análise dos dados. Para a análise comparativa da 

quantificação relativa das células T reg circulantes ou da dosagem de citocinas entre 

dois grupos e seus padrões de fibrose, foram aplicados os testes t-Student ou de 

Mann-Whitney.  

Para comparar os três grupos de estudo entre si em relação à quantificação 

de células T reg naturais, induzidas e totais ou em relação à expressão gênica de 

FOXP3, foram utilizados os testes de Análise de Variância (ANOVA) ou Kruskal-

Wallis. Para testar as comparações múltiplas entre os subgrupos, foi utilizado o teste 

Least Square Deviance (LSD). Nos casos de ausência de homocedasticidade, foi 

utilizado o teste de Tamhane. Ainda, para analisar o risco relativo em relação aos 

fatores epidemiológicos foi utilizada a Odds Ratio (OR). Todas as conclusões foram 

tomadas ao nível de significância de 5%. Os softwares utilizados para análise 

estatística foram o SPSS, versão 16.0 e o Stata, versão 12.0. 

 

6.9 Considerações éticas 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, sob o número de registro 0018.0.000.095-

09.  

O projeto teve financiamento do edital Universal CNPq n º 472461/2010-9 e 

foi desenvolvido utilizando a estrutura física, equipamentos e insumos do Laboratório 

de Imunopatologia e Biologia Molecular (LIBM), do Laboratório de Imunogenética, 

ambos do Departamento de Imunologia e do Núcleo Integrado de Plataformas 

Tecnológicas (NPT), CPqAM/FIOCRUZ. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Dados epidemiológicos 

 

De acordo com resultados deste trabalho, a média de idade dos pacientes 

com hepatite C, com esquistossomose ou com a comorbidade foi maior que 48 

anos. Mais da metade dos pacientes foi do sexo feminino nos três grupos (Tabela 1). 

 
Tabela 1 - Distribuição dos pacientes quanto à idade e ao sexo. 
 

 

Características 

Grupos (n = 61) 

EHE HCV CM 

 

n (%) 

 

 

22 (36,0) 

 

25 (41,0) 

 

14 (23,0) 

Idade em anos (média ± DP) 

 

48,6 ± 10,2 49 ± 12,2 57,7 ± 6,7 

 

              Sexo n (%) 

M (n = 23) 

 

 

7 (31,8) 12 (48,0) 4 (28,5) 

F (n = 38) 15 (68,2) 13 (52,0) 10 (71,5) 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
Legenda: EHE – Esquistossomose hepatoesplênica; HC – Hepatite C; CM – Comorbidade; n – 
número de indivíduos estudados; DP – desvio padrão; M – Masculino; F – Feminino. 
  

 Em relação ao fator idade, houve diferença estatística entre as médias 

quando comparados os grupos esquistossomose e comorbidade (OR = 0,891; IC = 

0,806- 0,984; p < 0,023) e hepatite C e comorbidade (OR = 0,886; IC = 0,802- 0,978; 

p < 0,017), indicando que a comorbidade ocorreu em pacientes com idade mais 

avançada. No entanto, quando foi comparada a média de idade dos grupos hepatite 

C e esquistossomose, não foi observada diferença estatística (p > 0,05). 
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 As características epidemiológicas dos pacientes do presente estudo quanto 

aos fatores de risco para infecção por S. Mansoni e/ou HCV estão descritas na 

Tabela 2. 

Para a transmissão da esquistossomose, tanto no grupo com EHE quanto no 

grupo comorbidade, o fator de risco mais encontrado foi tomar banho de rio, seguido 

por realização de atividades de lazer no rio, como nado e pesca e ser morador de 

área rural. 

Quanto aos principais fatores de risco para adquirir a infecção pelo HCV, a 

prática sexual sem uso de preservativo foi o fator mais citado entre os pacientes com 

hepatite C, seguido de procedimentos odontológicos e internações 

hospitalares/cirurgia. Já para o grupo com a comorbidade, o fator de risco mais 

encontrado para a infecção pelo HCV foi internação hospitalar, seguido por 

procedimentos odontológicos/prática sexual sem preservativo e compartilhamento 

de seringas.  

Quando os fatores de risco foram comparados entre os grupos com a doença 

isolada e o grupo comorbidade, houve diferença estatística apenas para o item 

“compartilhamento de seringas” entre os grupos hepatite C e comorbidade (p < 

0,027), indicando que neste último grupo esta prática foi mais comum. 
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Tabela 2 - Características dos pacientes quanto aos fatores de risco para infecção por S. 
mansoni e/ou HCV. 
 

  Grupos  
 EHE HCV CM 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fatores 
de Risco 

n  
(%) 

 
 
 
 

 
S. 

mansoni 

 SIM NÃO SIM NÃO SIM NÃO 
Morador de área rural 18 

(81,8) 
4 

(18,2) 
- - 7   

(50) 
7   

(50) 
Histórico de banho 

de rio 
22 

(100) 
0 - - 14 

(100) 
0 

Atividades de lazer 
em rios 

 20 
(90,9) 

2  
(9,1) 

- - 13 
(92,9) 

1 
(7,1) 

Lavagem de roupas 
em rios 

16 
(72,7) 

6 
(27,3) 

- - 6 
(42,8) 

8 
(57,2) 

Presença de 
saneamento básico 

13 
(59) 

9   
(41) 

- - 9 
(64,3) 

5 
(35,7) 

Água encanada na 
residência 

19 
(86,3) 

3 
(13,7) 

- - 12 
(85,7) 

2 
(14,3) 

Presença de 
banheiro 

intradomiciliar 

19 
(86,3) 

3 
(13,7) 

- - 13 
(92,8) 

1  
(7,2) 

Consumo de água 
tratada 

16 
(72,7) 

6 
(27,3) 

- - 12 
(85,7) 

2 
(14,3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HCV 

Hemotransfusão -  8   
(32) 

17 
(68) 

5 
(35,7) 

9 
(64,3) 

Receptor de fator de 
coagulação antes de 

1987 

- -  
2     

(8) 

  
23 

(92) 

0 14 
(100) 

Hemodiálise - - 0 25 
(100) 

0 14 
(100) 

Compartilhamento de 
seringas 

- - 10 
(40) 

15 
(60) 

11 
(78,6) 

3   
(21,4) 

Presença de 
tatuagem ou 

piercings 

- - 1     
(4) 

24 
(96) 

0 14 
(100) 

Acupuntura - - 0 25 
(100) 

1  
(7,2) 

13 
(92,8) 

Práticas sexuais sem 
preservativo 

- - 25 
(100) 

0 12 
(85,7) 

2 
(14,3) 

Internação 
hospitalar/cirurgia 

- - 22 
(88) 

3   
(12) 

13 
(92,8) 

1  
(7,2) 

Procedimentos 
Odontológicos 

- - 24 
(96) 

1     
(4) 

12 
(85,7) 

2 
(14,3) 

Profissional da área 
de saúde 

- - 5   
(20) 

20 
(80) 

1  
(7,2) 

13 
(92,8) 

Causa desconhecida - - 0 25 
(100) 

0 14 
(100) 

Fonte: elaborada pela autora. 
Legenda: EHE – Esquistossomose hepatoesplênica; HC – Hepatite C; CM – Comorbidade; n – 
número de indivíduos estudados; S. mansoni – Schistosoma mansoni; HCV – Hepatitis C Virus. 
 

 

Dentre os dados referentes ao genótipo do HCV dos 39 pacientes 

infectados pelo vírus (grupo com hepatite C e com a comorbidade), foi possível 



VAN-LUME, D. S. M.                         Avaliação de células T regulatórias...   63 

 

 

 

o resgate de 31 resultados de genotipagem, devido à falta de informação no 

prontuário nos oito restantes. Dos 31 resultados de genótipos de HCV 

resgatados, 80,7% (n = 25) dos pacientes tinham infecção pelo genótipo 1a ou 

1b, 16,1% estavam infectados pelo tipo 3 (n = 5) e apenas 1 paciente (3,2%) 

pelo genótipo 2, com diferença estatística significante entre as prevalências dos 

genótipos do HCV nesta população (p < 0,001).  

 

7.2 Resultados obtidos na quantificação relativa de células T reg por 

citometria de fluxo 

 

Na Tabela 3 e no Gráfico 1, podem ser observados os resultados referentes à 

quantificação relativa de células T reg nos três grupos de pacientes, sendo elas 

comparadas de três formas: a primeira foi através do percentual de células nTreg 

(CD4+CD25+FOXP3+), a segunda representada pelo percentual das iTreg 

(CD4+CD25-FOXP3+) e a terceira considerando-se a soma dos dois percentuais 

acima, chamada de total de células T reg, considerando 20.000 eventos. 

Quando comparadas as médias das quantificações relativas de células nTreg 

nos três grupos, foi observada diferença estatística significante (p = 0.007). O grupo 

com EHE apresentou percentual maior de células nTreg quando comparado com o 

grupo de pacientes com hepatite C (p = 0,006) e com o grupo com a comorbidade (p 

= 0.036). Em relação às células iTreg, observou-se diferença estatística entre os 

grupos com esquistossomose e com a comorbidade (p = 0,037). No percentual do 

total de células T reg, também houve diferença estatística entre estes dois grupos de 

pacientes (p = 0,023). 
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Tabela 3 - Percentual de células T regulatórias em pacientes com hepatite C, com 
esquistossomose e com a comorbidade. 
 
  N Mínimo Máximo Média DP p Sig. p 

T reg naturais%*         

Hepatite C (1) 25 0,13 1,97 0,36 0,37  

1x2 
1x3 
2x3 

0,006 
0,621 
0,036 

Esquistossomose (2) 22 0,20 2,08 0,71 0,46 0,007 

Comorbidade (3) 14 0,14 1,06 0,42 0,26  

         

T reg induzidas%†         

Hepatite C (1) 25 0,65 4,39 1,87 1,01  

1x2 
1x3 
2x3 

0,352 
0,136 
0,037 

Esquistossomose (2) 22 0,53 4,87 2,17 1,21 0,102 

Comorbidade (3) 14 0,55 2,94 1,44 0,57  

         

Total T reg %†         

Hepatite C (1) 25 0,95 4,58 2,23 1,10  

1x2 
1x3 
2x3 

0,101 
0,224 
0,023 

Esquistossomose (2) 22 0,81 6,47 2,89 1,57 0,036 

Comorbidade (3) 14 0,80 3,38 1,83 0,58  

Fonte: elaborada pela autora. 
Nota: *ANOVA e LSD  
          † Kruskal-Wallis e Tamhane 
Legenda: DP = Desvio-Padrão; Sig = Significante entre; T reg = Células T regulatórias. 
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Quando o percentual de células T reg foi associado com o grau de fibrose e 

com a atividade inflamatória encontrada nos pacientes com hepatite C, nenhuma 

diferença estatística foi observada entre os subgrupos (Tabelas 4 e 5). Não foi 

possível o resgate do resultado da biópsia de um paciente (amostra insuficiente para 

análise). 

 

Tabela 4. Associação entre o percentual de células T regulatórias e os graus de fibrose 
intragrupo nos pacientes com hepatite C. 
 
Hepatite C N Média DP p* 

T reg naturais %         

F0 e F1 12 0,27 0,19 0,208 

F2, F3 e F4 12 0,47 0,49  

     

T reg induzidas %     

F0 e F1 12 1,81 0,85 0,861 

F2, F3 e F4 12 1,74 1,00  

(Continua) 
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Total T reg %     

F0 e F1 12 2,08 0,90 0,770 

F2, F3 e F4 12 2,20 1,19  

Fonte: elaborada pela autora. 
Nota: *T-Student 
Legenda: F0 e F1 = Fibrose ausente e fibrose leve, respectivamente; F2, F3 e F4 = Fibrose 
moderada, avançada e cirrose, respectivamente; T reg= Células T regulatórias. 
 

 

Tabela 5. Associação entre o percentual de células T regulatórias e a atividade inflamatória 
intragrupo nos pacientes com hepatite C. 
 
Hepatite C N Média DP p* 

T reg naturais %         

A0 e A1 15 0,39 0,47 0,666 

A2 e A3 9 0,32 0,14  

     

T reg induzidas %     

A0 e A1 15 1,99 1,04 0,134 

A2 e A3 9 1,41 0,52  

     

Total T reg %     

A0 e A1 15 2,39 1,18 0,085 

A2 e A3 9 1,74 0,58  

Fonte: elaborada pela autora. 
Nota: *T-Student 
Legenda: A0 e A1 = Atividade inflamatória ausente e leve, respectivamente; A2 e A3 = Atividade 
inflamatória moderada e avançada, respectivamente; T reg = Células T regulatórias. 
 

 

 

 

 

 

Tabela 4: Associação entre o percentual de células T regulatórias e os graus de fibrose 
intragrupo nos pacientes com hepatite C. 
                                                                                                                                                                                                                               (Conclusão) 
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Quando o subgrupo formado pelos graus de fibrose F2, F3 e F4 e o subgrupo 

formado pela atividade inflamatória A2 e A3 foram associados à quantidade relativa 

de células T reg e comparados entre os grupos de pacientes com hepatite C e com a 

comorbidade, também nenhuma diferença estatística foi observada (Tabelas 6 e 7). 

 

Tabela 6. Comparação entre o percentual de células T regulatórias em pacientes com 
hepatite C e com a comorbidade, na associação com o grau de fibrose hepática. 
 
Graus F2, F3 e F4 N Média DP p* 

T reg naturais%         

Hepatite C 12 0,47 0,49  

Comorbidade 13 0,39 0,27 0,656 

     

T reg induzidas%     

Hepatite C 12 1,74 1,00  

Comorbidade 13 1,44 0,40 0,635 

     

Total T reg%     

Hepatite C 12 2,20          1,19  

Comorbidade 13 1,71          0,41 0,397 

Fonte: elaborada pela autora. 
Nota: *T-Student 
Legenda: F2, F3 e F4 = Fibrose moderada, avançada e cirrose, respectivamente; T reg = Células T 
regulatórias. 
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Tabela 7. Comparação entre o percentual de células T regulatórias em pacientes com 
hepatite C e com a comorbidade, na associação com a atividade inflamatória. 
 
A2 e A3 N Média DP p* 

T reg naturais%         

Hepatite C 9 0,32 0,14 0,644 

Comorbidade 12 0,37 0,25  

     

T reg induzidas%     

Hepatite C 9 1,41 0,52 0,772 

Comorbidade 12 1,49 0,60  

     

Total T reg%     

Hepatite C 9 1,74 0,58 0,670 

Comorbidade 12 1,85 0,63  

Fonte: elaborada pela autora. 
Nota: *T-Student  
Legenda: A2 e A3 = Atividade inflamatória moderada e avançada, respectivamente; T reg = Células 
T regulatórias. 
 

 A Tabela 8 nos mostra a comparação entre o percentual de células T reg e os 

padrões de fibrose intragrupo observados nos pacientes com esquistossomose. 

Como os pacientes com EHE e com a comorbidade não apresentam padrões de 

fibrose leve, eles foram divididos em dois subgrupos, de acordo com a classificação 

de Niamey: um grupo com moderado grau de fibrose, representado pelo padrão D e 

outro grupo com padrão de fibrose avançado, representado pelos padrões E e F. Foi 

observado aumento significativo do percentual de células iTreg (p = 0,020), quando 

os padrões de fibrose, nestes pacientes, foram do tipo E/F. O percentual das células 

nTreg e o do total de células T reg não se mostraram influenciados pelas variáveis 

desta análise. 
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Tabela 8. Associação entre o percentual de células T reg e os padrões de fibrose intragrupo 
nos pacientes com esquistossomose. 
 
Esquistossomose N Média DP p* 

T reg naturais%         

D 7 0,66 0,44  

E e F 15 0,74 0,49 0,720 

     

T reg induzidas%     

D 7 1,52 0,32  

E e F 15 2,48 1,35 0,020 

     

Total T reg%     

D 7 2,19 0,61  

E e F 15 3,22 1,79 0,060 

Fonte: elaborada pela autora. 
Nota: *T-Student  
Legenda: Padrão D = Fibrose periportal central; Padrão E e F = Fibrose periportal avançada e muito 
avançada, respectivamente; T reg = Células T regulatórias 
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Quando a mesma análise foi realizada para o grupo de pacientes com a 

comorbidade, apenas o percentual de iTreg apresentou diferença estatística (p = 

0,019) em relação aos padrões de fibrose analisados (Tabela 9), de acordo com a 

classificação de Niamey. 

 

Tabela 9. Associação entre o percentual de células T reg e os padrões de fibrose intragrupo 
nos pacientes com a comorbidade. 
 
Comorbidade N Média DP p* 

T reg naturais%         

D 7 0,48 0,34  

E e F 7 0,35 0,13 0,369 

     

T reg induzidas%     

D 7 1,08 0,33  

E e F 7 1,76 0,58 0,019 

     

Total T reg%     

D 7 1,57 0,37  

E e F 7 2,11 0,65 0,077 

Fonte: elaborada pela autora 
Nota: *T-Student 
Legenda: Padrão D = Fibrose periportal central; Padrão E e F = Fibrose periportal avançada e muito 
avançada, respectivamente; T reg = Células T regulatórias. 
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Ao se comparar o percentual de células T reg encontrado no padrão D de 

fibrose hepática entre os grupos de pacientes com esquistossomose e com a 

comorbidade, foi observada maior quantidade relativa dessas células, tanto 

induzidas (p = 0,026) como totais (p = 0,040), nos pacientes apenas com 

esquistossomose (Tabela 10).  

 

Tabela 10. Comparação entre o percentual de células T reg em pacientes com 
esquistossomose e com a comorbidade, na associação com o padrão D de fibrose hepática, 
classificação de Niamey. 
 
Padrão D N Média DP p* 

T reg naturais%         

Esquistossomose 7 0,66 0,44  

Comorbidade 7 0,48 0,34 0,416 

     

T reg induzidas%     

Esquistossomose 7 1,53 0,32  

Comorbidade 7 1,08 0,33 0,026 

     

Total T reg %     

Esquistossomose 7 2,19 0,61  

Comorbidade 7 1,57 0,37 0,040 

Fonte: elaborada pela autora. 
Nota: *Teste t de Student 
Legenda: Padrão D = Fibrose periportal central; T reg = Células T regulatórias 
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Ao realizar esta análise, desta vez observando os padrões mais severos de 

fibrose hepática (E e F), houve diferença estatística em relação ao percentual de 

nTreg (p = 0,046), refletindo também em diferença significante no número relativo de 

células T reg totais (p = 0.044), quando comparados os grupos de pacientes com 

esquistossomose e com a comorbidade (Tabela 11). 

 

Tabela 11. Comparação entre o percentual de células T reg em pacientes com 
esquistossomose e com a comorbidade, na associação com os padrões E e F de fibrose 
hepática, classificação de Niamey. 
 
Padrões E e F N Média DP p

# 

T reg naturais%         

Esquistossomose 15 0,74 0,49  

Comorbidade 7 0,35 0,13 0,046 

     

T reg induzidas%     

Esquistossomose 15 2,48 1,35  

Comorbidade 7 1,76 0,58 0,088 

     

Total T reg %     

Esquistossomose 15 3,21 1,79  

Comorbidade 7 2,11 0,65 0,044 

Fonte: elaborada pela autora. 
Nota: #Mann-Whitney 
Legenda: Padrão E e F = Fibrose periportal avançada e muito avançada, respectivamente; T reg = 
Células T regulatórias. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



VAN-LUME, D. S. M.                         Avaliação de células T regulatórias...   73 

 

 

 

7.3 Resultados obtidos das dosagens de citocinas utilizando ELISA 

 

De acordo com os resultados deste trabalho, houve diferença estatística entre 

as médias das dosagens das citocinas IL-10 e TGF- β para os três grupos de 

pacientes estudados (Tabela 12).  

 

Tabela 12. Comparação das médias das dosagens de citocinas IL-10 e TGF-β entre os 
grupos de pacientes com hepatite C, com esquistossomose e com a comorbidade. 
 

Citocinas 

pg/ml 

Hepatite C (n = 25) 

Médias (DP) 

Esquistossomose (n = 22) 

Médias (DP) 

Comorbidade (n = 14) 

Médias (DP) 

p* 

 

IL-10 1,78 (4,01) 9,96 (16,83) 5,25 (7,22) 0,016 

TGF-β  23.934 (10.210) 14.551 (6.360) 23.303 (17.200) 0,024 

  Fonte: elaborada pela autora. 
  Nota: *Kruskal-Wallis. 

 

Para identificar entre quais grupos de pacientes os níveis das dosagens de 

citocinas apresentou diferença estatística, os testes LSD e ANOVA foram aplicados, 

obtendo-se os seguintes resultados: 

 Para a citocina IL-10, houve diferença estatística entre os níveis das 

dosagens nos grupos de pacientes com hepatite C e com esquistossomose (p 

= 0,023, Gráfico 2), sendo maior neste último grupo. 

 Para a citocina TGF-β, houve diferença estatística entre os níveis das 

dosagens nos grupos com hepatite C e com esquistossomose (p = 0,001) e 

nos grupos de pacientes com esquistossomose e com a comorbidade (p = 

0,048, Gráfico 3), sendo menor no grupo com esquistossomose isolada. 
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Quando os graus de fibrose F2, F3 e F4 foram associados aos níveis das 

citocinas IL-10 e TGF-β, houve diferença estatística apenas entre as médias de IL-

10 quando comparados os grupos de pacientes com hepatite C e com a 

comorbidade (p = 0,027; Tabela 13). Em relação aos padrões de fibrose E e F, 

nenhuma diferença estatística foi observada entre as médias de IL-10 e de TGF-β 

entre os grupos com esquistossomose e com a comorbidade (p > 0,05;Tabela 14). 

 

Tabela 13. Comparação das médias das dosagens de IL-10 e TGF-β, em relação aos graus 
de fibrose F2, F3 e F4, entre os grupos de pacientes com hepatite C e com a comorbidade. 
 
Graus F2, F3 e F4 N Média Desvio p* 

IL-10 pg/ml         

Hepatite C 12 0,98 1,20  

Comorbidade 13 4,92 7,74 0,027 

     

TGF-β pg/ml     

Hepatite C 12 25.492,78 11.886,87  

Comorbidade 13 23.492,28 18.385,22 0,149 

Fonte: elaborada pela autora. 
Nota: *Mann-Whitney 
 

Tabela 14. Comparação das médias das dosagens de IL-10 e TGF-β, em relação aos 
padrões de fibrose E e F, entre os grupos de pacientes com esquistossomose e com a 
comorbidade. 
 
Padrões E e F N Média Desvio p* 

IL-10 pg/ml         

Esquistossomose 15 7,83 10,30  

Comorbidade 7 8,23 8,94 0,635 

     

TGF-β pg/ml     

Esquistossomose 15 14.854,02 4.428,07  

Comorbidade 7 15.346,25 9.587,54 0,357 

Fonte: elaborada pela autora. 
Nota: *Mann-Whitney 
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7.4 Resultados da expressão gênica relativa de FOXP3, utilizando PCR em 

tempo real 

 

Quando as médias dos ∆Cts de cada grupo de pacientes, após a 

normalização com o controle endógeno β-actina, foram comparadas entre si, houve 

diferença estatística entre os grupos com hepatite C e com a comorbidade (p < 

0,0001) e entre os grupos com esquistossomose e com a comorbidade (p < 0,0001). 

Nenhuma diferença estatística foi observada entre os grupos com hepatite C e com 

esquistossomose (Tabela 15). 

 

Tabela 15. Expressão gênica de FOXP3 em leucócitos periféricos de pacientes com 
hepatite C, com esquistossomose e com a comorbidade. 
 

 Grupos 
N Mínimo Máximo 

Média 

∆Ct 
Desvio p Sig. p* 

Hepatite C 25 0,89 7,81 4,18 1,69  1x2 

1x3 

2x3 

0,666 

0,0001 

0,0001 

Esquistossomose 21# 1,99 6,65 3,99 1,32 0,0001 

Comorbidade 14 1,75 8,40 6,28 1,51  

Fonte: elaborada pela autora. 
Nota: *ANOVA e LSD. 
               # Uma amostra foi descartada por ter sido contaminada. 
 

 Quando foi feita a comparação relativa dos ∆∆Cts (2-∆∆Ct) entre os grupos de 

pacientes com hepatite C e com esquistossomose em relação ao grupo com a 

comorbidade, foi observada uma expressão gênica de FOXP3 4,27 vezes mais no 

grupo com hepatite C e 4,89 vezes mais no grupo com esquistossomose quando 

comparados com a expressão de FOXP3 no grupo comorbidade (p < 0,0001). Não 

houve diferença estatística na expressão gênica de FOXP3 entre os grupos com 

hepatite C e com esquistossomose (p > 0,05). 
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8 DISCUSSÃO 

  

Este trabalho analisou inicialmente o perfil epidemiológico dos pacientes com 

hepatite C, com esquistossomose e com a comorbidade, em relação à média de 

idade, o sexo, o genótipo do HCV em pacientes infectados pelos vírus, além dos 

principais fatores de risco para as doenças em cada grupo. 

Em relação ao estudo da imunopatologia dessas doenças, a avaliação do 

perfil de células T regulatórias foi importante para verificar se houve relação entre o 

percentual aumentado de T reg ou dos níveis das citocinas IL-10 e TGF-β (também 

produzidas por essas células) com menor grau/padrão de fibrose, o que indicaria um 

possível efeito protetor ao tecido hepático. A expressão gênica de FOXP3 analisada 

neste estudo verifica se as células T reg estão com sua função supressora ativada.  

De acordo com os resultados obtidos sobre o perfil epidemiológico dos 

pacientes (Tabela 1), o fator idade mostrou-se com diferença significativa quando 

comparadas as médias entre os três grupos de pacientes, sendo mais avançada no 

grupo comorbidade. Isto indica que a idade mais avançada pode influenciar no risco 

de adquirir a infecção por HCV entre os indivíduos com esquistossomose 

hepatoesplênica, corroborando com estudos de Meira et al., (1999) e Silva et al. 

(2008). Este último trabalho mostrou que a média de idade encontrada entre os 

pacientes com a comorbidade foi de 55 ± 12 anos (com 71% acima dos 50 anos), 

sendo muito semelhante a média de idade para este grupo no presente estudo, que 

foi de 57,7 ± 6,7 anos. 

Em relação aos pacientes com esquistossomose e com hepatite C, a média 

de idade encontrada nestes grupos (48,6 ± 10,2 e 49 ± 12,2 anos, respectivamente) 

foi semelhante às médias encontradas nos grupos com estas enfermidades em 

outros trabalhos (AQUINO et al., 2000; KAMAL et al., 2000a; LACERDA et al., 1993 ; 

MOURÃO et al., 2008 ; MUDAWI et al., 2007a, 2007b). 

Quando foi analisada a variável sexo, surpreendentemente a grande maioria 

dos pacientes eram do sexo feminino nos grupos com EHE e com a comorbidade 

(68,2% e 71,5% respectivamente), contrariando dados dos estudos de Pereira et al., 

(2001) e Mudawi et al., (2007b), que afirmam que a maioria dos pacientes com a 

comorbidade são do sexo masculino, acima dos 50 anos. Ainda, em relação ao 
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grupo EHE, estes autores afirmam que a predominância masculina entre os 

pacientes se deve ao fato que os homens estão mais expostos à infecção por S. 

mansoni, devido ao trabalho em lavouras e à pesca em rios contaminados por 

cercárias.  

No presente estudo, a predominância do sexo feminino pode estar 

relacionada aos critérios de exclusão adotados. Um dos critérios que foi responsável 

pela exclusão da maioria dos pacientes foi o consumo moderado e/ou frequente de 

etanol, que costuma ser mais comum na população masculina (O’CONNOR, 2009), 

provocando um viés na categoria sexo. No entanto, com os critérios de exclusão 

selecionados, houve a obtenção de resultados fidedignos sobre as amostras 

coletadas, visto que o excesso de etanol prejudica as funções imunológicas (Pereira 

et al., 1995). 

Outra explicação para o fato de maioria dos pacientes esquistossomóticos 

provenientes de hospitais serem do sexo feminino, segundo Resendes, Souza-

Santos e Barbosa (2005), é que as mulheres normalmente demonstram um cuidado 

maior com a saúde e procuram mais frequentemente serviços ambulatoriais 

especializados. Embora haja resultados discordantes na literatura, Lacerda et al. 

(1993) e Silva et al. (2011) corroboram com os resultados deste trabalho quando foi 

encontrada que a maioria dos pacientes com essas enfermidades são do sexo 

feminino. 

O grupo de pacientes com hepatite C, nesta pesquisa, mostrou-se bem 

equilibrado em relação à variável sexo, com 52% de mulheres e 48% de homens, 

indo de encontro aos resultados obtidos por Mourão et al. (2008), nos quais 2/3 dos 

indivíduos que tinham hepatite C crônica eram do sexo masculino.  

Em relação ao genótipo, Campiotto et al. (2005) verificaram que a prevalência 

do genótipo 1 do HCV no Brasil é de 64,9%, seguida pelo genótipo 3, com 30,2% 

dos infectados. Na região Nordeste, a prevalência do genótipo 1 é de 66,7%, sendo 

que em Pernambuco, este genótipo atinge 60,7% da população infectada. No 

presente estudo, 80,7% dos indivíduos infectados pelo HCV apresentaram o 

genótipo 1, sendo maior do que o percentual encontrado para o estado de PE no 

trabalho destes autores. O genótipo 1, especialmente o 1b, costuma ser mais 

agressivo ao tecido hepático e provavelmente pode levar os pacientes a procurarem 
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serviços ambulatoriais mais frequentemente devido às queixas clínicas (FERREIRA; 

SILVEIRA, 2001). 

Em relação aos fatores de risco, a transmissão do vírus da hepatite C ocorre 

principalmente através de sangue contaminado. Algumas situações são 

consideradas de risco para adquirir a infecção por este vírus e são encontradas 

entre hemofílicos, usuários de medicamentos e/ou drogas injetáveis e pacientes 

submetidos à diálise renal (NAGHETTINI et al., 1997).  

No entanto, quando foram analisados os principais fatores de risco para 

adquirir a infecção pelo HCV no grupo com hepatite C, a prática sexual sem uso de 

preservativo apareceu como sendo o fator mais prevalente (100%) neste estudo, 

seguido de procedimentos odontológicos e internações hospitalares/cirurgia. Fatores 

importantes como compartilhamento de seringas e hemotransfusão antes de 1993 

ocorreram em 40% e 38% dos pacientes, respectivamente. 

 Relacionando a contaminação pelo HCV através da via sexual, o estudo de 

Diament (2007) aponta esta via como um fator de risco importante para adquirir o 

vírus, ocorrendo em 10% dos casos nos pacientes diagnosticados como HCV 

positivos em seu estudo. Porém, este número está bem abaixo do percentual 

encontrado neste trabalho. Vale salientar que a prática sexual sem uso de 

preservativo citada por 100% dos pacientes com hepatite C nesta pesquisa não é 

garantia de que a infecção pelo HCV aconteceu estritamente desta forma, visto que 

viés de memória sobre a história pessoal de cada paciente deve ser considerado 

como um fator de confusão para determinação de outros possíveis fatores de risco. 

Além disso, esta via de contaminação ainda continua controversa na literatura 

(FERREIRA; SILVEIRA, 2004; MOURÃO et al., 2008; THOMPSON; FINCH, 2005). 

Diament (2007) afirma que a reutilização de seringas para aplicação de 

medicamentos pode ser considerado um importante fator de risco na transmissão do 

HCV. Em relação ao compartilhamento de seringas para o uso de medicamentos 

e/ou drogas injetáveis, este fator de risco ocupou somente o 4º lugar na prevalência 

entre os pacientes com hepatite C no presente trabalho. No entanto, ele foi 

significativo ao se comparar com os pacientes do grupo comorbidade, no qual foi 

relatado o uso de seringas de vidro por 78,6% dos indivíduos. 
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Estes resultados divergentes indicam que as formas de contaminação com 

HCV ainda não estão totalmente elucidadas, variando entre as regiões do Brasil e 

por isso mais estudos epidemiológicos sobre os fatores de risco são necessários. 

Por outro lado, os fatores de risco para adquirir esquistossomose já estão 

bem elucidados na literatura. O banho de rio ou contato com água contaminada por 

cercárias em poças, açudes, lagoas (ARAÚJO et al., 2007; BARBOSA et al., 2004; 

REY, 2008) é responsável por praticamente todos os casos da doença. O que varia 

é a atividade realizada neste ambiente (lavagem de roupa, banho, pesca, 

agricultura) e a idade da população infectada, principalmente quando a área é 

endêmica, com a primo-infecção se dando, na maioria das vezes, no início da 

infância (FAVRE et al., 2001; REY, 2008).  

De acordo com os resultados obtidos, o banho de rio foi confirmado por 100% 

dos casos de esquistossomose, nos grupos de pacientes com EHE e com a 

comorbidade. O rio era utilizado por estes indivíduos principalmente para nadar e 

pescar. Um fator de risco importante é ter sido morador de área rural, o que confirma 

a falta de medidas de prevenção e controle da esquistossomose nestas áreas, além 

de um saneamento básico eficiente (ABATH et al., 2006; FAVRE et al., 2001; REY, 

2008). 

No Brasil, a comorbidade hepatite C/esquistossomose apresenta uma baixa 

prevalência entre a população geral, no entanto, altas taxas são observadas em 

pacientes provenientes de hospitais, variando entre 0,5%-19,66% (CONCEIÇÃO et 

al., 1998; PEREIRA et al., 2001). Um estudo de Silva et al. (2011) encontrou que a 

prevalência de hepatite C foi de 7,4% nos pacientes com EHE. A grande quantidade 

de casos de comorbidade em pacientes com idade avançada reflete a exposição 

cumulativa aos fatores de risco para infecção pelo HCV, como transfusões 

sanguíneas, cirurgias, endoscopias, corroborando com vários autores no mundo 

inteiro (AQUINO et al., 2000; BLANTON et al., 2002; KAMAL et al., 2000a; 

LACERDA et al., 1993; PEREIRA et al., 2001; SILVA et al., 2008, 2011). No entanto, 

estudos epidemiológicos observaram que não há associação entre maior risco de se 

infectar pelo HCV quando o paciente é esquistossomótico hepatoesplênico 

(BERTHE et al., 2007; KAMEL et al., 1994; MUDAWI et al., 2007a). 
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Em relação ao grupo comorbidade, a internação hospitalar, os procedimentos 

odontológicos e as práticas sexuais sem preservativo, além do compartilhamento de 

seringas para uso de medicamentos e drogas injetáveis foram os fatores que mais 

predispuseram a infecção por HCV neste grupo. Este último fator apresentou 

diferença estatística quando relacionado ao grupo apenas com hepatite C.  

A transfusão sanguínea, como fator de risco para o HCV, foi citada por 35,7% 

dos pacientes com a comorbidade e entre esses, todos haviam recebido transfusão 

antes de 1993, quando ainda não havia triagem sorológica para o HCV nos bancos 

de sangue no Brasil. Silva et al. (2011) afirmam que a transfusão sanguínea, 

recebida após episódios de sangramento do trato gastrointestinal alto, 

característicos de pacientes com a forma hepatoesplênica da esquistossomose, 

favoreceu a contaminação com o HCV, sendo considerada um importante fator de 

risco. Por conta disto, a idade dos pacientes com a cormorbidade costuma ser mais 

elevada. Ainda, alguns estudos apontam que a realização de endoscopias 

digestivas, comuns em pacientes com varizes esofagianas, pode ser um importante 

fator de risco para a infecção pelo HCV (DELAROCQUE-ASTAGNEAU et al., 2007; 

MIKHAIL et al., 2007).  

Avaliando o perfil de células T regulatórias nos grupos de pacientes deste 

estudo, foi observado um aumento significativo da quantidade relativa de células 

nTreg no grupo esquistossomótico, em relação ao grupos hepatite C e comorbidade 

(Tabela 3). Quando foi avaliada a quantidade relativa das iTreg, foi observada 

diferença estatística apenas nas comparações entre os grupos esquistossomose e 

comorbidade, sendo maior no primeiro grupo. As células T reg, tanto naturais como 

induzidas, agem bloqueando a ativação e o desenvolvimento de células T efetoras 

CD4+ e CD8+. Infecções crônicas causadas por helmintos estão associadas com o 

aumento do percentual de células T reg, especialmente as induzidas, reforçando os 

nossos resultados (CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE, 2009).  

Quando foi observado o percentual total de células T reg, houve diferença 

estatística entre os grupos com esquistossomose e com a comorbidade, havendo 

neste primeiro grupo um aumento do total destas células. Apesar de não ter havido 

diferença significativa entre os percentuais do total de T reg entre os grupos de 
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pacientes com hepatite C e comorbidade, essas células mostraram-se em maior 

quantidade no grupo hepatite C. 

Corroborando com resultados deste trabalho, foi observado por alguns 

autores que, em PBMCs de sangue periférico, há uma alta produção da proteína 

FOXP3+ quando há infecção pelo S. mansoni (METENOU et al., 2010; NAUSH et al., 

2011). Ainda, assim como este estudo, outros trabalhos afirmam que infecções por 

helmintos estimulam tanto a resposta imune de células T reg naturais quanto 

induzidas, ambas FOXP3+, com prejuízo das respostas Th1 e também Th2, embora 

esta última ainda seja predominante neste tipo de infecção (MCSORLEY et al., 

2008; TAYLOR et al., 2009; VAN DER WERF et al., 2011). 

Em relação à maior quantidade relativa de iTreg observada entre os pacientes 

esquistossomóticos, sabe-se que essas células podem ser ativadas devido aos 

antígenos do verme e do ovo de S. mansoni que são liberados localmente no tecido 

e no granuloma hepático e devido aos ovos que ficam retidos na mucosa intestinal, 

onde há um grande número de células TCD4+ naive (TURNER et al., 2011; 

ZACONNE et al., 2010). As células iTreg, quando ativadas, modulam positivamente 

a diferenciação de mais células T CD4+ naive em novas iTreg, geralmente em 

presença de TGF-β (CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE, 2009). No entanto, Suffia 

et al. (2006) afirmam que as iTreg normalmente ficam restritas ao sítios de infecção 

e dependem de estimulação antigênica para serem ativadas e sua função 

supressora mantida, dessa forma, sem expressar um efeito significativo na 

circulação periférica. 

Em pacientes com hepatite C crônica, há um aumento do número relativo de 

células T reg induzidas no fígado e também no sangue periférico quando comparado 

com indivíduos que conseguiram debelar a infecção durante a fase aguda 

(LOSIKOFF; SELF; GREGORY, 2012). Ebinuma et al. (2008) foram os primeiros a 

reportar o reconhecimento específico de epítopos do HCV em pacientes com 

hepatite C crônica por células T reg FOXP3+ provenientes do sangue periférico. 

Alguns estudos registraram o aumento de iTreg durante a infecção crônica pelo 

HCV, que produzem IL-10 e principalmente TGF-β, suprimindo a resposta imune 

efetora (MACDONALD et al., 2002; LANGHANS et al., 2010). 
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 Segundo Gravano e Vignali (2008), no início da infecção pelo HCV, a 

resposta supressora inicial contra epítopos do vírus é modulada pelas nTreg e induz 

a ativação do fator FOXP3 em linfócitos T CD4+ naive, transformando-os em iTreg, 

que é responsável pela tolerância imunológica. As células nTreg normalmente estão 

associadas à supressão da auto-imunidade. Alguns autores afirmam que a 

estimulação destas células por epítopos do HCV é sugestiva de que há peptídeos 

homólogos a antígenos próprios neste vírus (LI et al., 2007; MISHIRO et al., 1991). 

No entanto, em relação aos nossos resultados, não foi observado um percentual 

significativo de células nTreg em sangue periférico frente à infecção pelo HCV ou 

quando estava associada à esquistossomose, provavelmente porque os pacientes já 

estivessem na fase crônica da hepatite C, quando a quantidade de células iTreg 

geralmente é maior do que a de nTreg (LOSIKOFF; SELF; GREGORY, 2012). 

O aumento da quantidade relativa de células iTreg observado entre os 

pacientes com HCV pode ser explicado pelo fato de que as células T CD4+FOXP3+ 

respondem mais rapidamente à estimulação antigênica do que as células T CD4+ 

efetoras. Como a função supressora do primeiro tipo celular é logo ativada, ocorre o  

rápido aumento da frequência das células iTreg e a indução do fenótipo regulatório 

mais rapidamente do que o fenótipo efetor (MCSORLEY et al., 2008; TAYLOR et al., 

2009; VAN DER WERF et al., 2011). 

A indução de células T reg, tanto naturais quanto induzidas, por vírus pode ter 

duas consequências antagônicas: a persistência viral e a prevenção do dano 

tecidual exacerbado devido a respostas imunes efetoras (BELKAID, 2005; MILLS, 

2004). Embora a ativação de células regulatórias propicie a evolução da doença 

para a cronicidade, elas têm o papel de limitar a resposta imune localizada e o dano 

tecidual hepático (CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE, 2009). 

A resposta vigorosa de células T efetoras CD4+ e CD8+ contra o HCV na fase 

aguda é responsável pela eliminação do vírus em 1/3 dos indivíduos infectados. 

Quando isto não acontece, células T efetoras podem ser deletadas também devido a 

outros processos imunológicos como superestimulação antigênica, anergia (ABBAS; 

LITCHMAN; PILLAI, 2008), atividade supressora de células T regs e também às 

mutações virais. Todos esses são fatores que contribuem para persistência viral e 
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para a cronicidade da infecção pelo HCV (BOETTLER et al., 2005; RUSHBROOK et 

al., 2005). 

Cabe salientar que as células T reg de pacientes com hepatite C crônica são 

mais responsivas e apresentam maior atividade imunossupressora do que aquelas 

células encontradas em pacientes que tiveram a infecção aguda e ficaram curados, 

sugerindo que a evolução para cronicidade da infecção é importante para a 

expansão do número e ativação de células T reg (MANIGOLD et al., 2006). 

Quando foi relacionado o percentual de células T reg naturais, induzidas e 

totais com o grau de fibrose hepática no grupo de pacientes com hepatite C, que foi 

subdividido em dois: F0/F1 com ausência de fibrose e ou fibrose pouco significativa 

e F2/F3/F4 com fibrose significativa ou avançada, não foi observada qualquer 

associação entre o percentual dessas células com o maior ou menor grau de fibrose 

(Tabela 4). Em relação à atividade inflamatória, mesmo tendo observado o aumento 

do percentual de células nTreg, iTreg e T reg totais no grupo sem atividade 

inflamatória (A0/A1) em relação ao grupo que apresentou esta atividade (A2/A3), o 

que indicaria um efeito protetor, também não houve diferença estatística entre estes 

subgrupos de pacientes (Tabela 5). Um viés pode ser o número de pacientes em 

cada subgrupo ser relativamente pequeno. 

Quando foi comparada a quantidade relativa de nTreg, iTreg e o percentual 

de T reg total nos subgrupos com fibrose hepática F2/F3/F4 ou com atividade 

inflamatória A2/A3, entre os grupos hepatite C e comorbidade, foram encontrados 

perfis de T reg semelhantes entre eles, sem diferença estatística (Tabelas 6 e 7, 

respectivamente). Ainda não é muito claro por que o sistema imune humano 

geralmente falha na eliminação viral, uma vez que é um sistema multifatorial (LI et 

al., 2009).  

Corroborando com os resultados das Tabelas 6 e 7, Ferri et al. (2011) 

afirmaram que não há qualquer relação entre a quantidade de células T reg 

circulantes ou intra-hepáticas e o grau de fibrose no fígado em pacientes com 

hepatite C. No entanto, houve um aumento de células T reg naturais e totais nos 

pacientes com graus de fibrose mais avançados na hepatite C crônica, dado 

semelhante ao encontrado no presente estudo, embora não tenha sido significativo 

em relação ao grupo CM. 
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Por outro lado, Fu et al. (2007) relataram que há correlação entre o aumento 

do percentual de células T reg e o desenvolvimento de câncer hepático, uma vez 

que essas células são responsáveis por inibir a resposta efetora anti-tumoral. Muitos 

parâmetros podem contribuir para estas discrepâncias de resultados, incluindo o 

perfil genotípico e fenotípico dos pacientes, o estágio da doença e o método utilizado 

para identificar as células T reg, além do número de pacientes que compõem os 

grupos. 

Yoshizawa et al. (2010) também avaliaram a frequência de células T reg 

naturais em sangue periférico de pacientes com hepatite C crônica, cirrose e CHC. A 

frequência dessas células foi aumentada nos três grupos em relação a indivíduos 

saudáveis. Não houve relação entre os padrões de fibrose nem a atividade 

inflamatória e a frequência de células T reg, concordando com os resultados 

encontrados neste estudo e também nos de Cabrera et al. (2004) e Cao et al. 

(2007).  

No entanto, dados de Claassen et al. (2010) demonstraram que um grande 

número de células T reg CD4+FOXP3+ com atividade imunossupressora está 

localizado no infiltrado crônico hepático, mas não no sangue periférico e pode 

resultar na limitação da evolução da fibrose, sugerindo que elas agem através da 

imunomodulação da resposta imune e da supressão da ativação excessiva de 

linfócitos efetores contra hepatócitos infectados pelo vírus C. Ainda, a maioria das 

células T reg intra-hepáticas expressariam baixos níveis de CD25+, não sendo 

encontrado um número significante de células nTreg neste tecido. 

Estudar a frequência de células T reg em doenças inflamatórias no fígado 

utilizando amostras hepáticas é mais complicado do que avaliar estas células na 

corrente sanguínea periférica. Isso se dá porque os marcadores utilizados em 

células T reg sanguíneas circulantes são diferentes das células T reg teciduais e a 

obtenção do tecido hepático de pacientes, com quantidade de células suficientes 

para as metodologias utilizadas nem sempre é possível (PEISELER et al., 2012). 

 Contradizendo Claassen et al. (2010), outros autores afirmaram que em 

infecções crônicas pelo HCV, há uma elevada capacidade imunossupressora das 

células T reg periféricas, observada em pacientes com baixos níveis de morte celular 

de hepatócitos, refletidos pelos baixos níveis de ALT (BOLACCHI et al., 2006). No 
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entanto, este dado não aparenta ter qualquer relação com o controle ou resolução 

da imunopatologia da hepatite C, ou seja, com a evolução da fibrose hepática 

(BOLACCHI et al., 2006). 

Por outro lado, a associação de hepatite C com outras doenças pode acelerar 

a progressão da fibrose no tecido hepático. Sem a presença de outras 

enfermidades, a progressão da fibrose costuma ter evolução lenta e normalmente 

demora décadas, até evoluir para cirrose e CHC (CLAASSEN et al., 2010). 

Segundo alguns autores, a associação HCV/S. mansoni pode levar à 

aceleração do processo de fibrose e uma rápida progressão para o CHC, em relação 

àqueles pacientes que não tem a comorbidade (EL-ZAYADI et al., 2005; HASSAN et 

al., 2001). No presente trabalho, a progressão da fibrose hepática não pôde ser 

avaliada porque a seleção dos pacientes se deu em corte transversal. 

Quando foram analisados os percentuais de células T reg e o padrão de 

fibrose nos pacientes com esquistossomose (Tabela 8), foi observada diferença 

estatística com aumento do percentual de células iTreg no padrão E/F em relação ao 

padrão D. Este fato ocorre provavelmente devido à maior duração do estímulo 

antigênico em padrões de fibrose mais avançados e consequentemente maior 

ativação das iTreg, corroborando com resultados de Wherry (2011). Este autor 

afirma ainda que uma elevada estimulação de células iTreg por antígenos do S. 

mansoni combinada com uma modulação da capacidade das APCs pode favorecer 

o estado de exaustão celular (hiporresponsividade) das células efetoras, levando-as 

à apoptose. 

O fenômeno de exaustão celular é bem definido em células efetoras T CD8+ 

contra infecções virais e tumores e está associada com forte ativação do sistema 

imune induzida pela grande quantidade de antígeno ou persistência do mesmo por 

longos períodos. Esse fato pode levar a resposta efetora ao estado de falência 

imune, que é dependente do nível de exaustão celular. É possível que a perda da 

função efetora de citocinas Th2 observada em infecções por helmintos seja reflexo 

dos diferentes estágios dessa exaustão, muitas vezes sendo observado o aumento 

dos níveis de TGF-β e IL-10 concomitantemente (BORKOW et al., 2000; LENG et 

al., 2006). 
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Em infecções esquistossomóticas, o estado de hiporreatividade se sucede 

após uma forte resposta do tipo Th2, característica de infecções crônicas antigas e 

que leva à exaustão celular das células efetoras T CD4+ e T CD8+, com aumento 

relativo da quantidade de iTreg (WHERRY, 2011) e dos níveis de IL-10 e de TGF-β, 

sendo esta última estimuladora da produção iTreg teciduais (BORKOW et al., 2000; 

LENG et al., 2006). Esses estudos podem explicar porque foi encontrado um 

percentual maior de células iTreg no grupo esquistossomótico com padrão de fibrose 

mais avançado (padrão E/F) neste trabalho.  

Quando foi analisado o grupo comorbidade em relação ao percentual de 

células T reg e os padrões de fibrose periportal (Tabela 9), foi encontrada diferença 

estatística com aumento do percentual de células iTreg, quando o padrão de fibrose 

foi mais avançado (E/F). 

Além dos mecanismos supracitados que justificam os resultados semelhantes 

encontrados na Tabela 8, outros mecanismos imunológicos e bioquímicos ocorrem 

quando há a associação da infecção pelo HCV com S. mansoni. Apesar de o HCV 

estimular a resposta efetora Th1, no paciente esquistossomótico imediatamente há a 

predominância da resposta imune Th2. Isto pode resultar num aumento da 

replicação viral e uma progressão mais rápida para fibrose (EL-ZAYADI et al., 2005; 

NAPOLI et al., 1996; TSAI et al., 1997). A persistência viral inicial em pacientes com 

a comorbidade pode causar a exaustão da resposta imune, com linfócitos T efetores 

anérgicos e/ou hiporresponsivos, o que pode agravar o quadro da hepatite C 

(WODARZ; KLENEMAN; NOWAK, 1998). 

Embora as células Th2 efetoras permaneçam na circulação sanguínea 

durante a comorbidade, há um mecanismo de controle destas células, mantendo-as 

não funcionais, através de diferentes fatores extrínsecos regulatórios e moléculas 

mediadoras (KADY et al., 2005). A exposição persistente aos antígenos de diversos 

tipos leva à indução da imunossupressão (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; 

TAYLOR; WERF; MAIZELS, 2012).  

Similarmente, células Th2 com fenótipo anérgico têm sido descritas em 

infecções crônicas por helmintos isoladamente (CHAPPERT; SCHWARTS, 2010; 

MAIZELS et al., 2003; SEMNANI et al., 2001; SMITH et al., 2011), pois o S. mansoni 

possui a propriedade de mimetizar antígenos do hospedeiro e dessa forma, se 
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evade do sistema imune, já que mecanismos de auto-tolerância eliminam ou 

colocam em estado de anergia os linfócitos T autorreativos (SORCI; CORNET; 

FAIVRE, 2013). No entanto, algumas etapas desse mecanismo continuam sem 

elucidação.  

Na esquistossomose, a hiporresponsividade de células T CD4+ Th2 indica 

exaustão celular diferente da observada em células T CD8+, ou então uma forma de 

tolerância adaptativa desenvolvida em situações de persistência de estimulação 

antigênica (SCHWARTZS, 2003). No entanto, as células anérgicas e as 

hiporresponsivas aparentam ter funções similares. Porém uma análise gênica mais 

detalhada dessas células se faz necessária para caracterizar as suas diferenças 

(WHERRY, 2011). 

 Ainda, em situações extremas, quando há uma grande quantidade de 

estímulo antigênico, como ocorre na comorbidade hepatite C/esquistossomose, as 

células Th2 efetoras podem ser convertidas em iTreg, com expressão de FOXP3+, 

num fenômeno chamado de plasticidade celular (ABBAS; LITCHMAN; PILLAI, 2008; 

COLLISON et al., 2010). Este fenômeno resulta no desenvolvimento de tolerância 

imunológica adaptativa contra o patógeno e, consequentemente, um aumento do 

número de iTreg circulantes, mesmo na fase mais avançada da comorbidade, o que 

explicaria o aumento do percentual dessas células encontrado neste trabalho para 

os padrões E/F de fibrose. No entanto, há a flexibilidade do sistema imune em 

reverter a resposta de tolerância imunológica em resposta efetora novamente, 

quando há cura clínica das doenças, ratificando que a plasticidade do sistema imune 

pode ocorrer também a partir do sistema supressor para o efetor (COLLISON et al., 

2010). 

Ao se analisar o percentual de células T reg encontrado no padrão D de 

fibrose hepática entre os grupos esquistossomose e comorbidade (Tabela 10), foi 

observado maior percentual das células iTreg nos pacientes com esquistossomose e 

este percentual influenciou nas células T reg totais. Este resultado indica que, em 

doenças inflamatórias hepáticas crônicas por helmintos isoladamente, uma maior 

quantidade de iTreg pode estar associada a um perfil de menor morbidade e 

consequentemente a uma maior proteção do tecido hepático quando comparado 
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com o resultado observado na presença de comorbidade com hepatite C (KADY et 

al., 2005). 

Os resultados deste estudo corroboram com Kamal et al. (2001) que 

encontraram que pacientes apenas com esquistossomose apresentam baixa 

inflamação no tecido hepático, quando comparados ao pacientes com hepatite C ou 

com a comorbidade. No entanto, em pacientes com esquistossomose ou com a 

comorbidade, altos níveis de IL-10 foram encontrados, com predominância da 

resposta Th2. Em outro estudo de Kamal et al. (2004) foi observado que a 

progressão mais rápida da fibrose hepática no grupo comorbidade ocorreu devido à 

infecção pelo HCV e não à infecção por S. mansoni, quando os três grupos de 

pacientes foram comparados entre si. Ainda, foi observada uma maior produção de 

citocinas regulatórias IL-10 e principalmente TGF-β, durante a comorbidade. (KADY 

et al., 2005). 

Ao analisar os resultados obtidos na Tabela 11, houve diferença estatística 

nos percentuais de células nTreg e no de T reg totais encontrados nos padrões E/F 

entre os grupos esquistossomose e comorbidade. Estes resultados concordam com 

os achados de HESSE et al. (2004) que verificaram que a infecção crônica por S. 

mansoni em camundongos ilustra o efeito protetor das nTreg contra a 

imunopatologia da doença e a consequência de sua remoção da corrente sanguínea 

é o aumento do dano ao tecido hepático. 

Uma explicação para este fato, segundo Yoshizawa et al. (2010), é que 

quanto mais grave o estágio da doença hepática esquistossomótica, ou seja, com 

padrões de fibrose mais avançados, maior o número de células nTreg periféricas. No 

entanto, estas células provavelmente são células T reg naturais de memória, uma 

vez que possuem o fenótipo CD45RA-, característico dessa população celular. O 

fenótipo CD45RA+ é característico de célula T CD4+ naturais naive. Ainda, esse 

fenótipo de nTreg de memória pode ter sido induzido, como já foi citado acima, 

durante a infecção inicial pelo S. mansoni, quando há polarização da resposta imune 

para o perfil Th2, com maior produção de citocinas imunomoduladoras, que 

favorecem a ativação de um número maior de células nTreg (BAUMGART et al., 

2006; HESSE et al., 2004; TAYLOR et al., 2005).  
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Apesar dos padrões de fibrose avançados nos grupos esquistossomose e 

comorbidade na Tabela 11, o maior percentual de nTreg foi observado na situação 

que apresenta menor morbidade, ou seja, no grupo com esquistossomose apenas, 

ratificando mais uma vez que um maior número dessas células no sangue pode 

indicar uma resposta imune efetora menos agressiva e uma maior proteção contra 

danos causados ao tecido hepático pelos patógenos. 

O significado funcional das células T reg na susceptibilidade às infecções em 

humanos é um campo ainda difícil de elucidação, assim como as correlações entre 

os marcadores regulatórios e os mecanismos de supressão de células T efetoras 

(TAYLOR; WERF; MAIZELS, 2012). 

A imunorregulação é um aspecto benéfico e essencial do hospedeiro na 

diminuição de respostas inflamatórias potenciais contra antígenos próprios e não 

próprios e as células T reg claramente controlam a resposta imune Th2 em infecções 

helmínticas, quando não estão associadas com outras doenças (TAYLOR; WERF; 

MAIZELS, 2012). 

 Se por um lado, a resposta imunorreguladora de células T reg protege o 

tecido hepático contra danos causados por uma resposta imune efetora, por outro, a 

presença dessas células durante infecções é uma importante barreira para 

vacinação e estratégias de tratamento, porque suprimem justamente esta resposta, 

que é essencial no combate às infecções (CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE, 

2009). 

Os mecanismos pelos quais as células T reg limitam as respostas imunes in 

vivo ainda estão pouco compreendidos. Um dos principais mecanismos propostos é 

que as células T reg naturais indiretamente modulam a função das APCs e, além 

disso, produzem citocinas supressoras como TGF-β e IL-10. A produção dessas 

citocinas tem se mostrado importante para que as células T reg exerçam sua função 

supressora in vivo (TANG et al., 2006; VON BOEHMER, 2005). 

 Para a citocina IL-10, houve diferença estatística entre os pacientes com 

hepatite C e com esquistossomose, com níveis mais elevados neste último grupo. 

Não houve diferença significativa entre as médias desta citocina entre os grupos de 

pacientes com esquistossomose e com a comorbidade. 



VAN-LUME, D. S. M.                         Avaliação de células T regulatórias...   91 

 

 

 

Esse resultado corrobora com o estudo de Kady et al. (2005) que afirmam que 

a esquistossomose é caracterizada por uma forte resposta imune do tipo Th2, com 

produção aumentada de IL-10. No entanto, quando há infecção viral por HCV, há 

produção de IFN-γ, podendo levar a indução da resposta Th1, com redução da 

produção de IL-10. Mesmo assim, na comorbidade, os níveis dessa última citocina 

se mantêm aumentados quando comparados com pacientes com apenas HCV, que 

é um resultado semelhante ao encontrado neste trabalho. 

Ainda, outros autores compartilham da mesma conclusão quando afirmam 

que na comorbidade, há alteração no padrão de citocinas, na resposta efetora 

citotóxica de linfócitos e prejuízo de outras respostas imunes com a diminuição da 

capacidade de eliminação do HCV (KAMAL et al., 2001b; SUK; KIM; KIM, 2001). De 

acordo com os resultados destes autores, também foi encontrado aumento 

significativo dos níveis de IL-10 em pacientes com a comorbidade e com 

esquistossomose em relação àqueles com hepatite C apenas. 

A função da IL-10 tem sido estudada em modelos murinos de S. mansoni e 

tem sido demonstrado que esta citocina é responsável pelo controle de respostas 

Th1 e Th2, supressão de ativação de macrófagos e células dendríticas e ainda limita 

a hepatotoxicidade durante a fase aguda da infecção, evitando dano tecidual 

hepático intenso (HESSE et al., 2004; HOFFMANN; CHEEVER; WYNN, 2000; 

OSWALD et al., 1992). 

No entanto, Hesse et al. (2004) afirmam que, no contexto da 

esquistossomose, os efeitos regulatórios da expressão de FOXP3+ parecem 

continuar mesmo na ausência de IL-10. Este grupo acredita que a IL-10 tenha 

atuação mais local e regula principalmente a formação do granuloma, em vez de 

suprimir a resposta Th2 sistêmica, contrariando dados de De’Broski et al. (2008) e 

Couper et al. (2008). Além disso, alguns autores afirmam que as T reg FOXP3+ 

agem independente da citocina IL-10 (BAUMGART et al., 2006; TAYLOR et al., 

2005; TAYLOR; MOHRS; PEARCE, 2006; WILSON et al., 2005), com resultados 

divergentes de outros trabalhos publicados (DE’BROSKI et al., 2008; HESSE et al., 

2004; HOFFMANN; CHEEVER; WYNN, 2000; OSWALD et al., 1992). 

Quando foram analisados os resultados da dosagem de TGF-β no soro dos 

três grupos de pacientes, foi observada diferença entre os grupos hepatite C e 
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esquistossomose e entre os grupos esquistossomose e comorbidade, sendo 

encontrada no grupo esquistossomose menor quantidade desta citocina. Isto indica 

que a infecção pelo HCV parece estimular a produção de TGF-β. Porém, em relação 

a esta citocina, há controvérsias na literatura sobre sua indução e função regulatória. 

Andersson et al. (2008) mostraram que a principal função do TGF-β é 

converter células T naive FOXP3- em FOXP3+ (iTreg), via TCR, com ligação direta 

em células dendríticas, inibindo a função de APC destas últimas, corroborando com 

outros estudos (AKBAR et al., 2007; CHEN et al., 2003; DAVIDSON et al., 2007; 

FANTINI et al., 2004; SHEEVACK, 2005). Esta citocina também parece ser 

importante na manutenção da tolerância imune e no número de nTreg circulantes 

(LI; SANJABI; FLAVELL, 2006; MARIE et al., 2005). No entanto, Turner et al. (2009) 

afirmaram que a indução da expressão de FOXP3 pode ser realizada in vitro 

utilizando-se baixas doses de estímulo antigênico, independentemente da presença 

de TGF-β.   

Em resumo, estes autores demonstraram que a indução da expressão de 

FOXP3+ em células T CD4+ naive por TGF-β é modulada pela combinação de fortes 

sinais coestimulatórios/TCR e que a duração prolongada desta sinalização pode ter 

o efeito inverso, resultando na perda da expressão de FOXP3 em células T reg 

induzidas ex vivo (GABRYSOVÁ et al., 2011). 

Ainda, as nTreg controlam a ação de células efetoras através de contato 

direto e através da secreção de citocinas inibitórias como TGF-β e IL-10, sendo o 

TGF-β responsável por inibir a secreção de IFN-γ pelas células T efetoras 

(BOETTLER et al., 2005; CABRERA et al., 2004; GRABOWSKA et al., 2001), numa 

autorregulação positiva, justificando seus níveis aumentados em presença do HCV 

nos grupos hepatite C e comorbidade neste estudo. Cabrera et al. (2004) afirmaram 

que as nTreg secretam grandes quantidades de TGF-β e estão envolvidas na 

persistência viral, através da inibição pelo contato célula-célula, devido ao marcador 

CD25+, que é receptor de IL-2 e que inibe a atividade desta citocina por competição 

do sítio de ligação com os linfócitos T efetores. 

Outra explicação para o aumento dos níveis de TGF-β nos grupos infectados 

pelo HCV é que esta citocina é encontrada em níveis elevados no soro quando há 

cirrose e/ou tumores pequenos e iniciais no fígado (SONG et al., 2002), ou seja nos 
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grupos em que a doença hepática apresenta maior morbidade. Os achados destes 

autores sugerem que o aumento da frequência de células T reg na cirrose hepática e 

nos estágios iniciais do CHC podem ser as responsáveis pelo aumento da produção 

de TGF-β. No entanto, mais estudos são necessários para explicar a relação entre 

estas citocinas e o número de células T reg naturais de memória em pacientes com 

CHC. 

O TGF-β é produzido em altos níveis durante infecções crônicas e também é 

considerado um fator importante para a estimulação de células iTreg em mucosas 

ou linfonodos (CHEN et al., 2003; GREEN et al., 2003; LI; FLAVELL, 2008; ZHENG 

et al., 2004).  

Em relação à infecção esquistossomótica, De’Broski et al., (2008) sugerem 

que o TGF-β tem efeito local pequeno na supressão de células efetoras, enquanto 

que a IL-10 tem efeito sistêmico na inibição dessas células e no padrão de citocinas 

produzido. Porém, tanto a IL-10 quanto o TGF-β agem sinergicamente para 

promover a sobrevivência do hospedeiro, limitando a inflamação e atenuando os 

danos hepáticos causados durante a fase aguda da esquistossomose (DE’BROSKI 

et al., 2008). Esses autores ainda concluem que embora macrófagos e células 

dendríticas produzam TGF-β durante a infecção parasitária e esta citocina possa 

suprimir a imunidade Ag-específica das APCs, além de promover a diferenciação 

das células T CD4+ naive e estimular a função supressora das nTreg, ainda não foi 

demonstrado que o TGF-β seja capaz de suprimir a inflamação induzida por S. 

mansoni de uma forma eficiente. 

Nossos resultados foram semelhantes aos encontrados no trabalho de 

De’Broski et al. (2008), visto que a IL-10 foi observada em níveis mais aumentados 

no grupo com menor morbidade, que é o grupo esquistossomótico, enquanto que a 

produção de TGF-β não pareceu ser significativa durante a infecção por S. mansoni 

isoladamente. Estudos in vivo apontam que a produção de IL-10 pelas células T reg 

é um fator indispensável para a ativação de sua atividade supressora (BELKAID, 

2007; MCGEACHY; STEPHENS; ANDERTON, 2005). 

Quando foram avaliados os resultados encontrados para os graus de fibrose 

F2/F3/F4 e os níveis de citocinas entre os grupos de pacientes com hepatite C e 

comorbidade, foi encontrada diferença estatística apenas entre as médias para a 
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citocina IL-10 (Tabela 13). Seus níveis foram mais elevados no grupo comorbidade, 

no qual há polarização para resposta Th2 induzida pelo S. mansoni, fato 

anteriormente discutido. Já os níveis de TGF-β encontrados entre os grupos hepatite 

C e comorbidade foram muito semelhantes. 

Por outro lado, quando foram avaliados os padrões de fibrose E/F entre os 

grupos com esquistossomose e com a comorbidade, para as duas citocinas acima, 

nenhuma diferença estatística foi encontrada (Tabela 14), sugerindo que a alta 

produção de IL-10 ocorra desde os padrões de fibrose iniciais da esquistossomose e 

seja mantida ao longo da infecção. Não foi encontrada diferença entre os níveis de 

TGF-β entre esses dois grupos de pacientes para este padrão de fibrose. 

A expansão e ativação das células T reg diminuem a resposta Th2 contra os 

ovos de S. mansoni e consequentemente controlam o dano tecidual hepático 

causado pelas células efetoras (BAUMGART et al., 2006; TAYLOR; MOHRS; 

PEARCE, 2006), havendo correlação inversa entre a evolução da agressão ao 

fígado e o número de células iTreg (WANTANABE et al., 2009). 

No granuloma, o antígeno SEA pode induzir a produção de TGF-β 

(ZACCONE et al., 2010) por células T dos linfonodos e a ativação de células T CD4+ 

naive em iTreg, com função supressora, tudo isso num ambiente polarizado para 

resposta Th2, com altos níveis de IL-10. 

Este resultado sugere que, durante a comorbidade, mesmo com o perfil de 

citocinas polarizado para Th2 devido à infecção pelo S. mansoni e com altos níveis 

de IL-10, esta citocina, por si só, não é capaz de desempenhar papel protetor ao 

dano hepático isoladamente. Para que a proteção ao tecido hepático ocorra, o 

percentual aumentado de células T reg circulantes e sua ativação são importantes 

na imunomodulação da resposta efetora, tendo seu efeito supressor estimulado 

quando a reposta imune dominante é do tipo Th2, como ocorre na esquistossomose 

isoladamente. 

 Ainda não foi esclarecido como as células iTreg conseguem limitar o dano 

tecidual hepático e a fibrogênese quando o paciente tem hepatite C (CLAASSEN et 

al., 2010). Uma possibilidade é que a IL-10 iniba a deposição de matriz de colágeno 

pelas células hepáticas estreladas (WANG et al., 1998), por isso encontramos níveis 

baixos desta citocina quando a infecção pelo vírus C ocorre isoladamente. Ainda, as 
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células T reg, quando localizadas no tecido hepático, promovem a inibição de outras 

células hepáticas que indiretamente inibem a atividade das células estreladas. Ao 

contrário da IL-10, o TGF-β produzido por células T reg estimula as células 

estreladas a produzirem matriz de colágeno, dessa forma, favorecendo a fibrose em 

indivíduos com hepatite C e com a comorbidade (SHI; WAKIL; ROCKEY, 1997). 

Por outro lado, Piccirillo et al. (2002) mostraram que a produção ou 

estimulação de TGF-β por si só não é capaz de ativar a resposta supressora de T 

reg CD4+CD25+, parecendo não ter influência quando avaliado sozinho na ativação 

destas células. No entanto, eles não avaliaram a indução de expressão de FOXP3+ 

em presença de TGF-β.  

A contribuição do TGF-β in vivo na capacidade imunossupressora das T reg 

ainda está difícil de ser provada. Mamura et al. (2002) demonstraram que a 

produção autócrina desta citocina pelas T reg não é essencial para sua a atividade 

supressora. No entanto, o estudo de Maynard et al. (2007) em camundongos 

deficientes de TGF-β comprovou que linfócitos TCD4+ naive não são convertidos em 

iTregs, nem produzem IL-10. 

Em relação às células nTreg, alguns autores afirmaram que o TGF-β não é 

essencial para a geração destas células (LI; SANJABI; FLAVELL, 2006; MARIE; 

LIGGITT; RUDENSKY, 2006), uma vez que camundongos deficientes desta citocina 

apresentavam um quantitativo normal de nTreg no timo. Porém, quando há 

deficiência de TGF-β e IL-2 simultaneamente, não foi observada a presença de 

células nTreg neste órgão por Liu et al. (2008). Por outro lado, acredita-se que a IL-2 

por si só não é necessária para ativar o fator de transcrição FOXP3+ no timo, visto 

que camundongos deficientes desta citocina apresentaram populações de nTreg 

neste órgão (CUROTTO DE LAFAILLE et al., 2004). A produção de citocinas 

imunossupressoras pelas células T reg e a função destas citocinas na ativação das 

próprias T reg ainda permanecem como um campo desconhecido e a ser explorado 

na imunologia. 

A indução e ativação de células T reg, através da manipulação da resposta 

imune, representam um objetivo terapêutico quando o dano tecidual hepático for 

excessivo. Em modelos murinos, a transferência de células T reg naturais foi 

suficiente para controlar e estabilizar a doença inflamatória hepática causada pelo S. 
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mansoni, em presença de IL-2 e TGF-β (MOTTET; UHLIG; POWRIE, 2003; SINGH 

et al., 2005).  

Após a avaliação das células T reg através da quantificação relativa por 

citometria de fluxo e da dosagem de citocinas imunossupressoras e a comparação 

com os graus/padrões de fibrose hepática, também foi verificada a expressão do 

gene FOXP3 em PBMCs periféricos. A quantificação relativa deste gene foi 

realizada através de PCR em tempo real, utilizando o método do ∆Ct comparativo e 

o gene da β-actina como controle endógeno.  

O resultado obtido das comparações das médias dos ∆Cts dos grupos 

estudados foi estatisticamente significativo entre os pacientes com hepatite C ou 

esquistossomose quando comparados com o grupo comorbidade (Tabela 15). Ao se 

utilizar o ∆∆Ct na fórmula 2-∆∆Ct para realizar a quantificação relativa da expressão 

gênica do FOXP3, foi observado que este gene é expresso 4,27 vezes e 4,89 vezes 

mais nos grupos de pacientes com hepatite C e com esquistossomose, 

respectivamente, do que no grupo com a comorbidade.  

A expressão gênica de FOXP3 mais elevada nos grupos esquistossomose e 

hepatite C em relação ao grupo com a comorbidade indica que essas células 

provavelmente estão mais ativadas e funcionais durante a infecção pelo patógeno 

isolado. No entanto, os resultados encontrados na citometria de fluxo mostram que 

as células T reg estão em maior quantidade no grupo esquistossomótico, que 

apresenta menor morbidade. Não houve diferença estatística entre a expressão 

gênica de FOXP3 entre os grupos esquistossomose e hepatite C, embora a hepatite 

C isolada seja mais agressiva ao tecido hepático do que a infecção 

esquistossomótica pura (KADY et al., 2005). 

Nas células T reg, a expressão do fator de transcrição FOXP3 está 

condicionada à demetilação de regiões gênicas específicas no cromossomo X, como 

o exon 1 do TSDR (T reg cell specific demethylation region). Nas células iTreg, há 

uma demetilação parcial neste sítio, ao contrário do que acontece nas células nTreg, 

nas quais a demetilação é total. Por esse motivo, alguns autores acreditam que a 

expressão de FOXP3 esteja mais elevada e seja mais estável em células nTreg e 

com isso, acredita-se que sua atividade imunossupressora também seja mais 
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intensa. No entanto, há diferenças marcantes entre a demetilação do FOXP3 in vitro 

e in vivo (HUEHN; POLANSKY; HAMANN, 2009; MELO; CARVALHO, 2009).  

Quando há mutação do gene FOXP3 e consequentemente falha na sua 

expressão in vivo, a progressão da doença costuma ser rápida, indicando que as 

células T reg atuam na proteção contra danos teciduais e contra a superestimulação 

imune (HSIEH et al., 2006). 

Em modelo murino, a transferência do gene FOXP3, inserido em retrovírus, 

para o sítio de formação de granuloma, aumentou a expressão deste gene no local e 

fortemente suprimiu o desenvolvimento exacerbado do granuloma (SINGH et al., 

2005). Quando há o tratamento com anticorpo monoclonal anti-CD25 in vitro para 

remoção das T reg CD25+, há um aumento significativo do tamanho do granuloma 

nos tecidos, sugerindo que a contenção do mesmo se faça também por células 

nTreg (TURNER et al., 2011).  

Ainda, a depleção de células T reg, através da manipulação da resposta 

imune em camundongos, durante a infecção viral aguda pelo HCV, pode prevenir 

contra a persistência viral e aumentar a eficiência de vacinas. No entanto, também 

pode causar um dano tecidual hepático grave, caso as células T CD8+ efetoras não 

sejam suprimidas no tempo certo (SUVAS et al., 2003).  

Por outro lado, para que a vacinação contra helmintos seja efetiva, o epítopo 

antigênico utilizado não pode estimular o desenvolvimento de T regs ou então tem 

que ser incorporado com algum adjuvante na tentativa de neutralizar a resposta 

supressora das T reg antes de estimular a resposta efetora. Com isto, seria possível 

resgatar a função efetora de células Th2 e estimular novos pools para diferenciação 

neste tipo celular, num ambiente livre de células T reg, para restaurar a imunidade 

anti-helmíntica (TAYLOR; WERF; MAIZELS, 2012). 

Em relação à infecção pelo HCV, foi encontrada evidência que o efeito 

supressor das nTreg tem um distinto set de genes ativados e que é importante para 

suprimir as células T efetoras, o que ajuda a explicar por que as nTreg podem 

influenciar na resolução da infecção por esse vírus durante a infecção aguda (LI et 

al., 2009). Novas explicações têm sido propostas por estes autores, na tentativa de 

compreender como o ocorre a evasão do HCV pelo sistema imune, a tolerância 

imunológica e a ativação de células T reg naturais durante esta infecção. No 
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entanto, dois fatores que prejudicam a obtenção de um peptídeo imunogênico para 

vacina que contemple todos os genótipos de HCV é a variabilidade genética do vírus 

e seus subtipos, além da grande variabilidade do HLA dos pacientes infectados, 

fazendo com que cada resposta imune durante a infecção pelo HCV seja bastante 

específica (LI et al., 2009). 

Já foi dito que um número grande de células T reg naturais ou induzidas 

prejudicam a resposta contra vacinas, pois elas suprimem a função efetora de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+. No entanto, um número muito reduzido destas células T 

reg ou uma completa ausência das mesmas podem induzir a graves doenças auto-

imunes e levar o indivíduo à morte (ABBAS; LITCHMAN; PILLAI, 2008). 

Há um balanço entre os pontos positivos e negativos da resposta imune 

supressora das células T reg, um verdadeiro equilíbrio entre patógeno e hospedeiro. 

Porém, em alguns casos, quando a supressão é excessiva, o patógeno pode se 

multiplicar/replicar descontroladamente, invadindo o tecido do hospedeiro, 

danificando a estrutura do órgão e levando o paciente à morte (BELKAID, 2007). 

Devido a esses fatores, acredita-se que as células T reg são indispensáveis 

na manutenção da homeostase da imunidade, na tolerância imunológica e na defesa 

de tecidos importantes contra respostas imunes efetoras exacerbadas frente a 

patógenos. Qualquer manipulação do número ou da função dessas células ou da 

administração de citocinas imunossupressoras deve ser realizada com total 

conhecimento de como ocorre a ativação e o mecanismos de ação das células T reg 

e também, das consequências de seu efeito, por ser considerada uma manipulação 

de risco (TAAMS, 2006; ZHOU; CHONG; LITTMAN, 2009). 

Mais estudos são necessários para que as células T reg, especialmente as 

iTreg, possam ser utilizadas no futuro em imunoterapia para auxiliar no controle de 

doenças hepáticas crônicas, especialmente as mais agressivas, como a hepatite C, 

isolada ou associada a outras enfermidades.   

Dessa forma, pode-se afirmar que esta pesquisa é pioneira no estudo de 

células T regulatórias em doenças infecciosas hepáticas crônicas, pois avaliou estas 

células sob três aspectos fundamentais: a expressão gênica do FOXP3, a 

quantificação relativa do número dessas células circulantes no sangue e a produção 

de citocinas imunossupressoras IL-10 e TGF-β.  
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Além disso, este trabalho avaliou grupos de pacientes de extrema importância 

para o cenário da saúde pública brasileira: hepatite C, esquistossomose e 

comorbidade. Este último grupo ainda é muito pouco estudado, principalmente no 

que tange às questões sobre a imunopatologia da associação hepatite 

C/esquistossomose. 

O conhecimento gerado com esta pesquisa pode auxiliar no entendimento da 

imunopatologia dessas doenças e as abordagens imunológicas deste estudo podem 

nortear o desenvolvimento de imunoterapias e de vacinas para as doenças em 

questão. 
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9 CONCLUSÕES 

 

a) Nos pacientes com a CM, a média de idade foi mais avançada do que nos 

pacientes com hepatite C e esquistossomose isoladamente, sugerindo que o 

maior tempo de duração da doença esquistossomótica pode predispor ao 

risco de se infectar pelo HCV. No grupo CM, a utilização de seringas de vidro 

não descartáveis foi um fator de risco importante para a infecção pelo HCV, 

indicando que este grupo fez uso de medicamentos/drogas injetáveis mais 

frequentemente do que o grupo de pacientes com hepatite C isolada.  

b) O perfil imunológico Th2 da esquistossomose e a presença de IL-10 podem 

induzir a diferenciação de células T CD4+ naive em iTreg, com a observação 

do aumento do seu percentual neste grupo. Ainda, quando há a presença da 

comorbidade HCV/S. mansoni, a ativação de iTreg diminui, concluindo-se que 

o HCV provavelmente inibe a diferenciação e ativação das T reg por 

mecanismos de anergia, exaustão celular e/ou hiporresponsividade, ainda 

não completamente elucidados.  

c) Os pacientes esquistossomóticos e os do grupo CM com padrões de fibrose 

mais avançados apresentaram aumento das iTreg, provavelmente devido à 

maior duração do estímulo antigênico decorrente dos ovos de S. mansoni,  

retidos nos  tecidos  hepático e intestinal.  

d) Altos níveis da citocina IL-10 produzidos pelos pacientes infectados apenas 

pelo S. mansoni só possuem efeito supressor e protetor ao tecido hepático 

quando associados ao maior percentual de células T reg circulantes. Isto é 

confirmado ao se observar que esta citocina também teve sua produção 

aumentada em pacientes com a CM, no entanto este grupo apresentou um 

percentual de células T reg consideravelmente menor do que na 

esquistossomose isolada. 

e) Os níveis de TGF-β foi maior nos grupos com hepatite C e CM, sugerindo que 

a infecção pelo HCV pode estimular a produção desta citocina e 

consequentemente uma maior deposição de matriz de colágeno no tecido 

hepático, favorecendo a progressão da fibrose hepática. 
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f) Foi observada uma maior expressão relativa do gene FOXP3 no grupo 

esquistossomótico do que no grupo CM, indicando que as células T reg estão 

mais ativadas neste primeiro grupo. No entanto, apesar de o gene FOXP3 

estar expresso 4,2 vezes mais nos pacientes com hepatite C do que no grupo 

comorbidade, as células T reg parecem não exercer totalmente sua função 

supressora nos pacientes infectados apenas pelo HCV.  

g) Dessa forma, concluímos que as doenças hepáticas crônicas de menor 

morbidade, com a resposta efetora polarizada para Th2, como ocorre na 

esquistossomose, apresentam maior percentual de células T reg periféricas 

circulantes e ativadas, maior produção de IL-10 e expressão de FOXP3. 

Ainda, as células T reg podem ter efeito supressor na ativação exacerbada de 

respostas imunes inflamatórias, exercendo papel protetor ao tecido hepático e 

limitando o dano tecidual, atuando no balanço das respostas efetoras e 

supressoras. Portanto a manipulação do seu número ou função ou ainda, a 

administração da citocina IL-10 podem ser objetos de estudos futuros para 

proposição de imunoterapias e vacinas contra infecções pelo HCV ou S. 

mansoni, no intuito de reduzir ou controlar o dano tecidual hepático causado 

por esses patógenos. 
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10 PERSPECTIVAS 

 

 Como perspectivas, serão publicados quatro artigos científicos sobre o tema: 

o primeiro abordará o percentual de células T regulatórias e a comparação com os 

graus/padrões de fibrose hepática nos grupos; o segundo discutirá o perfil das 

citocinas imunossupressoras IL-10 e TGF-β e a expressão gênica de FOXP3 nestes 

grupos; o terceiro artigo irá abranger uma análise detalhada sobre o perfil completo 

das células T reg e as comparações intergrupos, associando aos graus/padrões de 

fibrose em pacientes com esquistossomose, com hepatite C e com a comorbidade e 

por fim, será escrito um artigo de revisão sobre as células T regulatórias.  

Posteriormente em outro projeto, será avaliado o perfil de citocinas anti-

inflamatórias, pró-inflamatórias e Th17, utilizando o soro dos pacientes dos três 

grupos já cadastrados. Esta avaliação servirá para compreender melhor o 

mecanismo de atuação dessas moléculas frente à esquistossomose, à hepatite C e 

à comorbidade, auxiliando em futuras propostas de imunoterapia, como já ocorre em 

várias outras doenças crônicas. 

 Além disso, será realizada uma busca ativa dos pacientes já cadastrados na 

pesquisa para uma nova coleta de sangue, e assim ser possível estudar, através de 

citometria de fluxo, outros marcadores celulares importantes, inclusive o perfil de 

células Th17 nos pacientes que apresentam hepatite C e a CM. 

 Também, com o material genético (cDNA) já obtido neste projeto, será 

realizado um estudo mais aprofundado de biologia molecular nesses três grupos de 

pacientes para o gene FOXP3 e outros genes de interesse. 

 Vale salientar que qualquer novo projeto que venha a ser executado a partir 

deste, será submetido ao comitê de ética em pesquisa do Centro de Pesquisas 

Aggeu Magalhães e somente será iniciado após sua aprovação. 
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APÊNDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido para o paciente 

 

 Eu, ____________________________________________________________ declaro que aceito 

participar do estudo científico: “AVALIAÇÃO DO PERFIL DE CÉLULAS T REGULATÓRIAS NA 

HEPATITE C, NA ESQUISTOSSOMOSE E NA COMORBIDADE”. Foi-me explicado que faz parte de minha 

participação neste estudo um exame médico completo, exames de sangue, ultrassonográficos, parasitológicos de 

fezes e também biópsia de fígado, se eu estiver com suspeita de hepatite C, que serão realizados antes do início 

do tratamento. Os riscos de retirar sangue são dor e hematoma local e muito raramente, pode ocorrer desmaio. A 

quantidade de sangue a ser retirada será cerca de 6 colheres de chá (30 ml) e não deve causar problemas para a 

minha saúde. Outro exame que será feito é a retirada de um pequeno pedaço do meu fígado (biópsia) que será 

analisado. Durante esse exame poderá haver sangramento excessivo no local, porém isso não deverá ocorrer 

porque antes farei testes de coagulação sanguínea. Minha participação nesse estudo vai me beneficiar direta e 

indiretamente, possibilitando o melhor entendimento das doenças e consequentemente melhoria do diagnóstico e 

da assistência prestadas a mim. Essa participação é voluntária e eu poderei deixar este estudo a qualquer 

momento se assim desejar. Os materiais biológicos obtidos nesse projeto serão arquivados em um banco de 

amostras, podendo ser utilizados em estudos relacionados à imunologia e bioquímica. Caso não queira participar, 

minha decisão não vai mudar meu atendimento médico ou tratamento neste hospital ou clínica, agora ou no 

futuro. Quando os resultados deste estudo forem apresentados em revistas médicas ou em reuniões científicas, eu 

não serei identificado pelo nome. Esse termo de consentimento será feito em duas vias para que uma delas 

permaneça comigo. Qualquer esclarecimento que eu necessite, eu devo entrar em contato com qualquer uma das 

pessoas da equipe médica a qualquer momento, pessoalmente ou pelos telefones abaixo: 

Drª. Silvia Maria Lucena Montenegro. Fone: (81) 2101-2565 

Drª. Clarice N.Lins de Morais. Fone : (81) 2101-2561 

Dr. Edmundo Pessoa Lopes. Fone : (81) 3227-0927/ (81) 9964-8308 

Drª. Ana Lúcia Coutinho. Fone: (81) 3227-0927/ (81) 9272-0218 

 

Recife,                 de                                              de 20         . 

 

___________________________________________________________ 

Assinatura do Participante 

 

____________________________________________________________ 

Assinatura do(a) Pesquisador(a) Responsável 

Daniele Silva de Moraes Van-Lume 

Biomédica e Doutoranda em Saúde Pública do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães/FIOCRUZ 

 Telefone para contato: (81) 2101-2566/ (81) 9173-6572. 
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APÊNDICE B- Termo de consentimento livre e esclarecido para indivíduo controle 

 

 Eu, ____________________________________________________________ declaro que aceito 

participar do estudo científico: “AVALIAÇÃO DO PERFIL DE CÉLULAS T REGULATÓRIAS NA 

HEPATITE C, NA ESQUISTOSSOMOSE E COMORBIDADE”. Foi-me explicado que faz parte de minha 

participação neste estudo exames de sangue e parasitológico de fezes. Os riscos de retirar sangue são dor e 

hematoma local e muito raramente, pode ocorrer desmaio. A quantidade de sangue a ser retirada será cerca de 6 

colheres de chá (30 ml) e não deve causar problemas para a minha saúde. Essa participação é voluntária e eu 

poderei deixar este estudo a qualquer momento se assim desejar. Os materiais biológicos obtidos nesse projeto 

serão arquivados em um banco de amostras, podendo ser utilizados em estudos relacionados à imunologia e 

bioquímica. Quando os resultados deste estudo forem apresentados em revistas médicas ou em reuniões 

científicas, eu não serei identificado pelo nome. Esse termo de consentimento será feito em duas vias para que 

uma delas permaneça comigo. Qualquer esclarecimento que eu necessite, eu devo entrar em contato com 

qualquer uma das pessoas da equipe médica a qualquer momento, pessoalmente ou pelos telefones abaixo: 

 

Drª. Silvia Maria Lucena Montenegro. Fone: (81) 2101-2565 

Drª. Clarice N.Lins de Morais. Fone : (81) 2101-2561 

Dr. Edmundo Pessoa Lopes. Fone : (81) 3227-0927/ (81) 9964-8308 

Drª. Ana Lúcia Coutinho. Fone: (81) 3227-0927/ (81) 9272-0218 

 

 

Recife,                 de                                              de 20         . 
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Assinatura do(a) Pesquisador(a) Responsável 
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Telefone para contato: (81) 2101-2566/ (81) 9173-6572. 
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APÊNDICE C – Modelo de questionário epidemiológico 

FICHA CADASTRAL DE INDIVÍDUOS DO PROJETO DE DOUTORADO EM SAÚDE PÚBLICA 

“AVALIAÇÃO DE CÉLULAS T REGULATÓRIAS NA HEPATITE C, NA ESQUISTOSSOMOSE E NA 

COMORBIDADE”. 

PESQUISADORA RESPONSÁVEL: DANIELE S. DE MORAES VAN-LUME. 

 

GRUPO: (  ) Hepatite C          (   ) Esquistossomose         (   ) Co-infectado           (   ) Controle negativo 

Data de inserção na pesquisa: ____/____/________. 

 

1) Número do prontuário: 

2) Nome completo: _____________________________________________________________________________ 

3) Idade:                        Data de nascimento: ____/____/________. 

4) Sexo: (   ) Masculino      (   ) Feminino                     

5) Raça: (   ) Branca           (   ) Negra          (   ) Amarela          (   ) Parda            (   ) Índia 

6) Anos de estudo: __________  anos. 

7) Endereço: _________________________________________________________________________________ 

    Fone: 

 

8) Hepatite C:   (   ) Sim           Tempo de infecção:  

                         (   ) Não     

 

FATORES DE RISCO 

 

SIM 

 

NÃO 

Hemotransfusão   

Receptor de fator de coagulação 

antes de 1987 

  

Hemodiálise   

Compartilhamento de seringas   

Presença de tatuagem ou 

piercings 

  

Acupuntura   

Práticas sexuais sem preservativo   

Internações hospitalares   

Procedimentos odontológicos   

Profissional da área de saúde   

Causa desconhecida   
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9) Biópsia hepática: (   ) Sim             (   ) Não 

a) Grau de fibrose (classificação METAVIR): (   ) F0 - Sem fibrose   (   ) F1 - Fibrose portal sem septos    

    (   ) F2 - Fibrose portal com poucos septos   (   ) F3 – Fibrose portal com numerosos septos sem cirrose    

    (   ) F4 - Cirrose 

b) Atividade inflamatória: (   ) A0 - Sem atividade inflamatória   (   ) A1 - Atividade inflamatória leve    

                                         (   ) A2 - Atividade inflamatória moderada   (   ) A3 - Atividade inflamatória severa 

 

10) Esquistossomose:   (   ) Sim           Tempo de infecção:  

                                       (   ) Não 

                           

FATORES DE RISCO 

 

SIM 

 

NÃO 

Morador de área rural   

Histórico de banho de rio   

Atividades de lazer (pesca/nadar) 

em rios 

  

Lavagem de roupas e utensílios 

em rios 

  

Saneamento básico (presença de 

fossas, esgotos, coleta de lixo) 

  

Água encanada na residência   

Presença de banheiro 

intradomiciliar 

  

Consumo de água tratada para 

beber (clorada e/ou fervida e/ou 

filtrada) 

  

 

Iniciou tratamento para esquistossomose: (   ) Sim    Data de início:  _____/_____/________. 

                                                                    (   ) Não 

 

11) Resultado da Ultrassonografia Abdominal (USG) (classificação de Niamey): 

Grau de fibrose: (   ) A – Ausência de fibrose   (   ) B – Fibrose duvidosa   (   ) C – Fibrose periférica    

                           (   ) D – Fibrose central   (   ) E – Fibrose avançada   (   ) F – Fibrose muito avançada 

Média fibrose: 

Padrão fibrose: 

Baço Longitudinal: 

Veia Porta: 
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12) Resultados dos exames laboratoriais: 

                           

EXAME 

 

RESULTADO 

Anti-HCV  

HCV RNA  

HCV Genótipo  

Anti-HBc  

Anti-HIV I e II  

  

13) Resultado do parasitológico de fezes: (   ) Positivo          (   ) Negativo 

    Hoffmann: 

    Kato-Katz: 

 

14) Critérios de exclusão: 

  

 CRITÉRIOS (presença de) 

 

SIM 

 

NÃO 

Insuficiência renal   

Insuficiência cardíaca   

Doença auto-imune   

Diabetes insulino-dependente   

Hepatocarcinoma em quimioterapia   

Hepatopatias de outras etiologias   

Infecção por HIV e/ou HBV   

Uso de imunossupressores   

Transplante de órgão   

Ingestão freqüente de álcool nos últimos 6 meses   
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ABSTRACT 1 

Introduction: The association between hepatitis C and schistosomiasis is a 2 

worldwide public health issue due to severe clinical symptoms and high 3 

morbidity rates, especially in people who live in developing countries. The aim 4 

of this study was to perform a systematic review about the prevalence of this 5 

association and the risk factors for hepatitis C virus acquisition in a population 6 

infected by Schistosoma mansoni. Methods: The research was performed 7 

through the website www.bireme.br, with route descriptors DeCS/MeSH, and 8 

included MEDLINE, LILACS, SciELO, Cochrane Library and IBECS databases. 9 

The research terms utilized were “Schistosomiasis mansoni” AND “Hepatitis C”. 10 

The criteria for the studies selection and the extraction data were based on 11 

systematic review methods. Results: 45 studies were found, with nine being 12 

excluded in a first screening since they did not fulfill the inclusion criteria. 13 

Further analysis of the 36 abstracts led to the exclusion of 14 articles. Of the 14 

remaining 22 articles that underwent complete reading, nine were excluded and 15 

13 articles were used for data extraction. The HCV infection rates in 16 

schistosomiasis populations ranging from 1% in Ethiopia to 50% in Egypt. 17 

Conclusion: Even in areas where are characterized by the hepatitis C and 18 

schistosomiasis association, such as Brazil and Egypt, some studies had poorly 19 

methodologies, which do not allow consistent conclusions. The occurrence of 20 

these diseases and the risk factors for acquiring HCV were widely variable. 21 

Despite the limitations, this review may help to identify regions with higher rates 22 

of hepatitis C and schistosomiasis association. However, more studies are 23 

necessary for the development of public health policies on prevention and 24 

control of these diseases.  25 
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 26 

RESUMO 27 

Introdução: A associação entre a hepatite C e esquistossomose é um 28 

problema de saúde pública mundial, que usualmente acomete populações de 29 

países em desenvolvimento e que pode levar os indivíduos a uma pior 30 

morbidade, com graves quadros clínicos. O objetivo deste trabalho foi realizar 31 

uma revisão sistemática sobre a ocorrência da associação VHC/ Schistosoma 32 

mansoni e os fatores de risco associados à aquisição do VHC, por indivíduos 33 

com esquistossomose. Métodos: A revisão foi realizada através do site 34 

WWW.bireme.br, via descritores DeCS/MeSH e incluiu as bases de dados 35 

MEDLINE, LILACS, SciELO, Biblioteca Cochrane e IBECS. Os termos de 36 

pesquisa utilizados foram “Esquistossomose mansoni” E “Hepatite C”. Os 37 

critérios de seleção e a obtenção dos dados foram baseados em métodos de 38 

revisão sistemática descritos na literatura. Resultados: 45 títulos relevantes 39 

foram encontrados, com nove estudos excluídos numa primeira triagem pois 40 

não preenchiam os critérios de inclusão. Após a análise dos 36 resumos, 14 41 

foram excluídos. Dos 22 artigos selecionados para leitura completa, nove foram 42 

excluídos por não se encaixarem nos critérios de inclusão e 13 artigos foram 43 

utilizados para extração de dados. A prevalência encontrada para esta 44 

associação variou de 1% na Etiópia a 50% no Egito. Conclusão: Mesmo em 45 

áreas já caracterizadas pela associação VHC/S. mansoni, como Brasil e Egito, 46 

alguns estudos encontrados apresentavam metodologias pouco definidas, o 47 

que não permitiu conclusões consistentes. As taxas de infecção pelo VHC em 48 

populações esquistossomóticas foram heterogêneas e os fatores de risco para 49 

adquirir este vírus foram variáveis, entre os estudos apresentados. Apesar das 50 
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limitações, esta revisão pode ajudar a identificar regiões com maiores taxas 51 

desta associação. No entanto, mais estudos serão necessários para o 52 

desenvolvimento de políticas públicas de prevenção e controle destas doenças. 53 

 54 

INTRODUCTION 55 

 56 

Schistosomiasis is the second most important parasitic infection after 57 

malaria and affects more than 200 million people in 74 countries in the world. 56 58 

In many countries, especially those in Africa, such as Egypt18, Kenya9 and 59 

Sudan27,44, and in South America, mainly Brazil, schistosomiasis is endemic, 60 

with high prevalence and morbidity rates1*.38 
61 

In the literature, prevalence of schistosomiasis ranged from 15-45% in 62 

Egypt and Brazil*.18,38 In this country, 6-8 million people are infected with 63 

Schistosoma mansoni and about 30 million people live under risk of infection*. 64 

In some areas of Northeast Brazil, the prevalence of Schistosomiasis mansoni 65 

(SM) can reach up to 27 % of the population38, turning this country into a major 66 

schistosomiasis endemic area in the world. 67 

The diverse clinical patterns observed for this disease depends on many 68 

factors, including parasite strain, host genetic background, host nutritional and 69 

immunological state, and co-infections.9,10,16,31,35 Schistosomiasis may progress 70 

to irreversible fibrosis, with granuloma formation, and consequently to digestive 71 

hemorrhage followed by severe portal hypertension, characterizing the most 72 

advanced stage of disease, the hepatosplenic form (HS), commonly observed 73 

in endemic areas.28,42,48 74 

                                                
1* Maciel RCR. Enzimas caniculares na forma hepatoesplênica da esquistossomose mansoni. 
Dissertation. Universidade Federal de Pernambuco. 2006; 95 p. 
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When SM comes combined with other hepatic disease, especially the 75 

Hepatitis C Virus (HCV) infection, the progression of hepatic fibrosis into 76 

cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC) can occur in a few years.29,40 77 

Concomitant SM and HCV infection is observed in a high frequency in 78 

Egypt2,7,47 and Brazil. 39 79 

Hepatitis C is also considered an important public health issue 80 

throughout the world, with approximately 3% of people (about 170 million) being 81 

infected with the HCV.1,2 It is also the most important cause of liver disease and 82 

HCC in developed countries, including the United Kingdom and USA5,41,53,54, 83 

and in developing countries, such as Egypt2,25,26 and Brazil.6,39,45 84 

In Egypt, estimates are that 8-10 million are infected and 68 million 85 

people have been exposed to HCV52, showing a prevalence of 10 to 60%, 86 

mainly in rural areas.15,17,21 In Brazil, the prevalence of HCV infection is lower 87 

than in Egypt and varies from 2.5% to 4.9%, corresponding to approximately 3.9 88 

to 7.6 million people.11 89 

A few studies indicate that, in developing countries, HCV may be 90 

implicated as a factor influencing the severity of schistosomiasis. Likewise, an 91 

influence of SM on HCV severity has been suggested by some authors.29,33,39 92 

Nevertheless, there are many contradictory data about the prevalence 93 

HCV/S. mansoni co-infection in SM endemic areas and the risk factors 94 

associated with increased susceptibility for HCV infection in a S. mansoni-95 

infected person, especially in the case of the HS form.2,4,7,49 96 

 The aim of this study was to perform a systematic review about the 97 

prevalence of the HCV/S. mansoni co-infection in SM-infected population living 98 

in endemic areas. The worldwide relevance of the hepatitis C and 99 



137 

 

 

schistosomiasis association as a public health issue is mainly due to the severe 100 

clinical patterns and high morbidity associated with it, especially in developing 101 

countries. This review may help to identify regions where this diseases 102 

association is relevant and the risk factors associated with HCV infection, and to 103 

aid on the implementation of prevention and control actions. 104 

 105 

MATERIAL AND METHODS 106 

 107 

The bibliography research about studies that reported the prevalence of 108 

the association between schistosomiasis and hepatitis C worldwide and the risk 109 

factors associated with HCV acquisition in a SM population was performed 110 

through a systematic research on May30th, 2011. The search terms 111 

“Schistosomiasis mansoni” AND “Hepatitis C” were utilized. The website used 112 

was www.bireme.br, with route descriptors DeCS/MeSH. MEDLINE, LILACS, 113 

SciELO, Cochrane Library and IBECS databases included. This database fulfills 114 

the minimum criteria search to conduct a systematic review, according with 115 

literature22. 116 

Firstly, 45 publications were obtained through the search in website 117 

described above and a first screening was performed. The criteria adopted for 118 

studies inclusion were:  119 

 Studies in scientific article formats published on or after 1989, year of 120 

HCV discovery; 121 

 Titles published in English, Spanish or Portuguese with available 122 

abstracts; 123 

 Studies performed with human populations. 124 



138 

 

 

According to these criteria, nine studies were excluded because they 125 

utilized experimental models, were presented as thesis or monograph or were 126 

redundant in different databases (Figura 1). 127 

A second screening was done by analysis of 36 abstracts selected. At 128 

this time, 14 studies were excluded because they did not contain information 129 

about the prevalence of HCV/S. mansoni association or the risk factors 130 

associated with HCV infection in a schistosomiasis population (Fig. 1). 131 

Following the two screening rounds described above, a total of 22 132 

articles were selected for complete reading. This step was carried out by a pair 133 

of reviewers where each one, independent, filled a table with the criteria 134 

relevant about the articles selected for data extraction.14,22 There was no 135 

discordance between the two reviewers in regard to articles selection, with 136 

kappa index = 1 (P < 0.05). The inclusion criteria adopted in this step were: 137 

 Population: subjects of both sexes infected by S. mansoni and living 138 

in endemic areas; 139 

 Age group: older than 18 years-old; 140 

 Measurement of HCV/S. mansoni association: studies that describe 141 

the methods utilized to measure the prevalence of HCV and S. 142 

mansoni infections; 143 

 Risk factors: studies that report the risk factors associated with HCV 144 

infection and if there is a correlation with schistosomiasis. 145 

Importantly, studies that used only serologic methods to evaluate the 146 

prevalence of S. mansoni infection were excluded because the distinction 147 

between past and present infection is not possible, raising doubts about the 148 

confirmed SM diagnosis.20 149 
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Among the 22 articles selected for the furthest step, 13 filled all inclusion 150 

criteria and offered data required for analyze the prevalence of hepatitis C and 151 

schistosomiasis association, in SM endemic areas. The reasons for the 152 

exclusion of the nine articles in the last screening are shown in Figure 1. 153 

1,3,20,24,25,34,49-51 154 

 155 

RESULTS 156 

 157 

 Table 1, 2 and 3 list the 13 articles that were analyzed. 
158 

2,6,8,9,19,29,30,32,36,37,39,40,45 Authors, epidemiological data and objective of each 159 

paper are listed in Table 1. The population size, the methods utilized to 160 

measure HCV and SM infections and the data about the prevalence of the 161 

HCV/S. mansoni association are shown in Table 2. Finally, the risk factors 162 

associated with susceptibility for HCV infection, the results and conclusions of 163 

each study can be observed in Table 3. 164 

 According to our analyses, the prevalence of HCV/S. mansoni 165 

association ranged from 0.837 to 50% among the studies, with the highest 166 

ranges found in Egypt (10-50%).2,9,19,29,30 In Brazil, diseases association rates, 167 

although not as high as in Egypt, can be considered relevant due to the high 168 

morbidity when HCV is present. When the study was conducted with hospital 169 

patients in Brazil, diseases association rates were up to 20%.32,39,40 170 

Among the 13 articles included in the final step of the review, 10 (77%) 171 

are cross-sectional studies.8,9,19,29,30,36,37,39,40,45 Of the three remaining articles, 172 

one is a retrospective cases series6, one is a prospective cases series2 and the 173 

other is a cases series with an external control group32. In regards to the study 174 
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site, five studies (38.4%)6,32,39,40,45 were conducted in Brazil, five in 175 

Egypt2,9,19,29,30, two in Sudan36,37, one in Ethiopia8 and one in Kenya9. A higher 176 

prevalence of HCV infection was found in the SM population of Egypt, as 177 

compared to the other countries (Table 1).  178 

Considering the main issues surveyed by the authors, eight 179 

studies2,6,19,32,36,37,40,45 (61.5 %) sought to determine the serologic prevalence of 180 

HCV infection in a SM population, and one study proposed to verify any 181 

epidemiologic relationship of schistosomiasis and HBV and HCV serologic 182 

markers.30 Moreover, six studies6,9,29,37,39,40 (46.15 %) aimed to evaluate the 183 

severity of hepatic lesions and morbidity of hepatitis C when associated with 184 

SM, and to correlate with serologic markers . The mean age of humans enrolled 185 

in these studies was 33.7 years old, and in four articles subjects were over 40 186 

years.6,29,32,36 187 

All studies were conducted in schistosomiasis endemic countries, which 188 

was the main inclusion criterion for this review. The inclusion criteria used by 189 

the authors to choose subjects with schistosomiasis were, mainly: people living 190 

in endemic areas with positive parasitological exams confirmed by the presence 191 

of S. mansoni eggs in stool samples or rectal biopsies (8 studies; 61.53%) 192 

and/or ultrasonography (US) compatible with periportal fibrosis (PPF) (6 193 

studies; 46.15%). The epidemiological history was considered in seven studies 194 

(53.84%) to compose diagnosis when in conjunction with one or both criteria 195 

mentioned above.  196 

The main exclusion criteria adopted for the selected studies for people 197 

enrollment was if the person did not live at the study site. Moreover, people with 198 

no history of contaminated water contact and/or with liver disease caused by 199 
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alcohol consumption, autoimmune disorders or by Hepatitis viruses A, B, D or 200 

with others etiologies were also excluded from these studies. Six studies 
201 

(46.15%) did not mention the exclusion criteria adopted.2,9,19,30,32,36  202 

In regards to HCV diagnosis, the most commonly chosen technique was 203 

3rd generation anti-HCV ELISA, utilized in five studies (38.46%).8,9,36,37,45 Four 204 

other studies utilized 2nd generation anti-HCV ELISA (30.7%).2,19,29,30 It is 205 

noteworthy that in 7 studies, the quantification of the viral titers was performed 206 

by HCV RNA PCR.6,9,29,36,37,39,40 207 

When the risk factors associated with HCV infection in SM patients were 208 

analyzed by the reviewers, only six studies made appropriate epidemiologic and 209 

statistical analyses to confirm this correlation. 19,29,32,36,37,40 The other articles 210 

only suggested possible risk factors, without any statistical correlation found.  211 

Among selected articles, blood transfusion was cited by seven of them 212 

(53.4%) as a risk factor for HCV contamination.2,6,29,32,39,40,45 The second most 213 

observed risk factor described in three studies was the antischistosomal mass 214 

treatment, due to the use of syringes and nosocomial equipments without 215 

proper sterilization.2,19,29 Surgeries procedures19,29, digestive endoscopy45, old 216 

age9,19, genetic background9 and hemodialysis2 were also cited as risk factors 217 

for HCV acquisition. However, four studies (30.76%) did not find any 218 

association between SM infection and an increased risk to acquire HCV.8,30,36,37 219 

All data mentioned are contained in Tables 1, 2 and 3. 220 

 221 

 222 

 223 

 224 
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DISCUSSION 225 

 226 

 Schistosomiasis is an important public health issue associated with 227 

poverty and poor sanitary conditions.13 All studies described in literature were 228 

conducted in developing countries, since 70´ decade, especially in Egypt, 229 

Sudan, Ethiopia, Kenya and Brazil, confirming the impact of this disease in 230 

them.13 The association between schistosomiasis and hepatitis C has been 231 

studied by many authors, showing the importance of this condition researches 232 

worldwide (Tables 1, 2 and 3). 233 

Our analyses show that the majority of articles found on the subject are 234 

cross-sectional studies (Table 1) and their aim were to determine the 235 

prevalence of HCV infection in a confirmed SM population. Cross-sectional 236 

studies are important to identify regions in developing countries that need more 237 

attention from the government authorities for implementation public health 238 

policies in regards to treatment and control for both hepatitis C and SM.  239 

Further, a few studies pointed to a correlation between the association of 240 

diseases with morbidity patterns, progression of liver damage29,39 and risk 241 

factors2,6,9,19,29,30,36,37,39,40,45 in acquire HCV, which could be useful to understand 242 

the clinical course of this particular condition and for treatment choices (Tables 243 

2 and 3). When schistosomiasis and hepatitis C association is established, the 244 

clinical course develops into severe hepatocellular damage. Moreover, some 245 

authors believe that viral persistence and hepatic cirrhosis can develop faster 246 

than in mono-infected people.6,29     247 

 The high percentage of HCV infection, in schistosomiasis populations of 248 

different countries, caught the attention of the scientific community for the 249 
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variable prevalence of diseases association rates.8,19,36,37,40,45 In Egypt, the 250 

rates ranged from 10 to 50%2,9,19,29,30, which mainly due the mass treatment of 251 

the schistosomiasis infected population in 70’ decade, public policy did not 252 

adopted in other countries, where the similar prevalence rates cannot be 253 

observed. 8,36,37 However, some authors point to the lack of a relationship 254 

between the high prevalence of HCV infection in schistosomiasis endemic 255 

areas and the indentification of risk factors associated, although many of them 256 

were well defined in literature. 19,29,32,40 257 

 In Brazil, conflicting results among studies on HCV/S. mansoni 258 

association46, performed by various research groups**26,40,45, reinforce the need 259 

of further studies about this condition, specially them with appropriated 260 

methodologies for prevalence and risk factors evaluations. Actually, 261 

methodological issues are the main problem of the majority studies worldwide, 262 

demonstrating the inadequacy of study designs. 263 

 In relation to diagnostic methods to evaluate HCV infections, the 264 

serologic method were the most commonly used, including recently developed 265 

techniques adapted from the older versions. The 3rd generation ELISA has been 266 

performed by many research groups, since it is a fast and relatively cheap 267 

technique.8,9,36,37,45 Some authors have rejected this method because in S. 268 

mansoni infection could has production of auto-antibodies against HCV 269 

epitopes, mimicking HCV infection3. However, this immunoglobulin (Ig) 270 

production is not well defined in literature and the auto-Ig’s ratios are low, which 271 

can be differentiated from HCV infection by increasing the cut-off point. As for 272 

schistosomiasis diagnosis, the method of choice continues being Kato-Katz 273 

                                                
2 **Morais CNL. Avaliação da relação entre marcadores biológicos com os graus de fibrose no 
complexo hepatite C e esquistossomose. Tese de doutorado. Programa de Pós-Graduação em 
Saúde Pública, CPqAM-FIOCRUZ; 2007 
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test, based on presence of S. mansoni eggs in stool samples or in rectal 274 

biopsies, and US patterns to evaluate the periportal fibrosis43,55 This review 275 

confirms that no significant diagnosis methods have been developed for both 276 

diseases in last decades. 277 

  The current systematic review also considered risk factors associated 278 

with an increase chance to acquire HCV infection when the subject has 279 

SM.19,29,32,36,37,40 These data may be useful to direct following and treatment 280 

campaigns for both diseases and may contribute to lower prevalence and 281 

morbidity rates in the future.  282 

The risk factors associated with HCV acquisition most cited by the 283 

authors were blood transfusion6,32,39,40,45, in Brazil, and as cited previously, the 284 

anti-schistosomiasis parenteral mass therapy2,19,29, in Egypt. Poorly sterilized 285 

syringes and equipments used during these campaings21,26 may be crucial to 286 

increase chances of acquiring HCV.  287 

  In the HS schistosomiasis form, common in endemic areas, the subject 288 

presents esophageal varices in most cases as a consequence of periportal 289 

hypertension and disease severity observed in SM.43 Disruption of these veins 290 

can cause digestive bleeding and blood transfusion may be required for patient 291 

survival3**.  292 

 Before 1993, the serological screening in Brazilian blood banks did not 293 

include anti-HCV markers, in spite of the recent discovery of HCV, thus blood 294 

transfusion before this year can be considered as a risk factor for HCV 295 

acquisition.12 In Egypt, the lack of proper sterilization of equipments and reused 296 

syringes during anti-schistosomiasis parenteral mass therapy21,23 increases the 297 

                                                
3 ** Morais CNL. Avaliação da relação entre marcadores biológicos com os graus de fibrose no 
complexo hepatite C e esquistossomose. Tese de doutorado. Programa de Pós-Graduação em 
Saúde Pública, CPqAM-FIOCRUZ; 2007 
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chance of HCV infection in SM patients. As can be observed, the reasons for 298 

acquire HCV infection are very different among the countries and represents a 299 

public policies reflex adopted in the most cases. 300 

 Nonetheless, in most articles the risk factors for HCV infection in a SM 301 

population were only suggested by the authors, based on patient reports and 302 

epidemiological history, without significant statistical analyses. Thus, more 303 

studies are needed to clarify HCV transmission routes and risk factors for 304 

HCV/S. mansoni association. It is worthy to mention that, through the search 305 

methodology conducted here, the last study on this issue was published only in 306 

2008, confirming the lack of more researches in this area. 307 

 308 

CONCLUSION 309 

 310 

 In conclusion, the purpose of this study was to review, through a 311 

systematic methodology, scientific articles published about the prevalence of 312 

the association between hepatitis C and schistosomiasis in the world. 313 

Furthermore, we considered the risk factors for HCV acquisition in SM patients, 314 

discussing the most relevant questions and pointing out the aims and 315 

conclusions of the selected studies. This revision shows the lack of well-316 

designed studies with appropriate methodology for evaluate prevalence of this 317 

condition in schistosomiasis endemic areas, as Brazil or outside that. Despite 318 

the limitations, our results may help to identify regions with higher HCV/S. 319 

mansoni association rates. So, new public health policies attempting to reduce 320 

the current high prevalence and morbidity rates observed in hepatitis C and 321 

schistosomiasis, especially in SM endemic regions, could be proposed. 322 
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Figure 1: Flowchart of the systematic review results. The database utilized for 

articles search was www.bireme.br and fulfills the minimum criteria to perform a 

systematic review.  
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