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RESUMO

No Brasil, a esquistossomose € uma doenca endémica e negligenciada, configurando-se em
um grave problema de saide publica. As manifestacdes clinicas no hospedeiro humano
estdo associadas a reacdo inflamatoria granulomatosa aos ovos do parasito, em decorréncia
das atividades de células que compdem o sistema imunoldgico, como linfécitos,
macrofagos, neutrofilos e eosindfilos. Entretanto, o papel dos mastocitos na
imunopatogénese da esquistossomose é muito pouco conhecido, evidenciando uma lacuna
de conhecimento que pode ser mitigada com a utilizagdo de modelos murinos. No presente
estudo, a histopatologia da infeccdo por Schistosoma mansoni em modelo murino
deficiente de mastdcitos foi avaliada no figado, baco, pulméo e intestinos delgado e grosso.
Foram observados, nos tratos portais dos camundongos deficientes de mastdcitos, maiores
intensidades de atividades inflamatdrias em 34,29% dos camundongos e menor fibrose em
4,29%, com diferencas estatisticamente significativas dos camundongos Controle, que
apresentaram em 4,40% dos camundongos menor intensidade de atividade inflamatdria e
em 18,68% maior fibrose. Nos pulmdes, intestinos e no bago foram observadas alteragdes
arquiteturais e resposta inflamatéria granulomatosa ao redor de ovos do parasito no grupo
deficiente de mastdcitos, mas sem diferencas estatisticamente significativas com o grupo
Controle. Esses resultados demonstram que 0s mastocitos participam da imunopatologia da
esquistossomose, indicando um provavel papel regulador da inflamacéo e indutor da sua
resolucdo por fibrose. O presente estudo permite novas perspectivas na busca de
compreender e elucidar a ocorréncia da resposta imune da esquistossomose, bem como a

participacdo e atuacdo dos mastdcitos na doenca.

Palavras Chave: Schistosoma mansoni; esquistossomose; imunopatologia; mastécitos;

modelo murino.



ABSTRACT

In Brazil, schistosomiasis is an endemic and neglected disease, becoming a serious public
health problem. The clinical manifestations in the human host are associated with the
granulomatous inflammatory reaction to the parasite's eggs, due to the activities of cells
that make up the immune system, such as lymphocytes, macrophages, neutrophils and
eosinophils. However, the role of mast cells in the immunopathogenesis of schistosomiasis
Is very little known, showing a knowledge gap that can be mitigated with the use of murine
models. In the present study, the histopathology of Schistosoma mansoni infection in a
deficient murine model of mast cells was evaluated in the liver, spleen, lung and small and
large intestines. In the portal tracts of mast cell deficient mice, greater intensities of
inflammatory activities were observed in 34.29% of the mice and less fibrosis in 4.29%,
with statistically significant differences in the Control mice, which presented in 4.40% of
the mice lower intensity of inflammatory activity and 18.68% higher fibrosis. In the lungs,
intestines and spleen, architectural changes and granulomatous inflammatory response
were observed around the parasite's eggs in the mast cell deficient group, but without
statistically significant differences with the Control group. These results demonstrate that
mast cells participate in the immunopathology of schistosomiasis, indicating a probable
role that regulates inflammation and induces its resolution by fibrosis. The present study
allows new perspectives in the search to understand and elucidate the occurrence of the
immune response of schistosomiasis, as well as the participation and performance of mast

cells in the disease.

Keywords: Schistosoma mansoni; schistosomiasis; immunopathology; mast cells; murine

model.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca negligenciada causada pela infecgdo por helmintos que
pertencem a classe Trematoda, familia Schistossomatidae e género Schistosoma, as trés
espécies mais importantes para a salde humana sdo: Schistosoma mansoni, S.
haematobium e S. japonicum (CARVALHO, 2008; CAMPOS, 2012; McMANUS, et. al.,
2018). No Brasil, a espécie S. mansoni é o agente etiologico desta doenca, conhecida
popularmente como “xistose”, “barriga d’agua” e “doenca dos caramujos” (BRASIL,
2017), sendo endémica em grande extensdo do territério e um grave problema de Saude
Publica no Brasil (BRASIL, 2014; NOYA, et. al., 2015; KATZ, 2018).

Essa parasitose acomete cerca de 240 milhdes de pessoas no mundo, tendo incidéncia em 78
paises na Africa, Asia e Américas, sendo considerada como um grave problema de Salde
Publica. Nas Ameéricas, o Brasil é o pais mais prevalente em nimero de casos, com cerca
de 1,5 milh&o de pessoas infectadas por Schistosoma mansoni, sendo acometido devido a
diversidade geogréfica, climatica, econdmica e social que permitem a incidéncia dos casos
e manutencdo do ciclo de vida do parasito (BRASIL, 2014; BORGES, 2018; KATZ, 2018;
CRUZ; SALAZAR; CORTE, 2020).

As manifestacGes clinicas da esquistossomose no hospedeiro humano sao classificadas em
forma aguda (fase inicial) e forma cronica (fase tardia), sendo provocadas principalmente
pela resposta imune do proprio hospedeiro frente a presenca e quantidade dos parasitos.
Considerando que a principal caracteristica histopatoldgica da doenca é o desenvolvimento
de granulomas em torno dos ovos do parasito e que a formacgéo deste granuloma depende
da participacdo das células que constituem a resposta imune inata, particularmente
linfécitos, macrofagos, neutrofilos e eosindfilos, (AMARAL, 2015; ROCHA, 2015;
SOUZA, 2015; BRASIL, 2017), ha importante lacuna de conhecimento sobre a

participacdo dos mastocitos na imunopatologia dessa parasitose.

Os mastdcitos sdo células da imunidade inata que possuem um relevante potencial de
secrecdo de mediadores quimicos atuantes na modulacdo do sistema imunoldgico e no
processo de defesa do hospedeiro. Destaca-se, nos mastocitos, a expressao do receptor

FCeRI, que tem afinidade e capacidade de se ligar ao anticorpo imunoglobulina E (IgE)
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fixado a superficie dos parasitos, direcionando a resposta celular antiparasitaria. A ativacéo
dos mastacitos ocorre quando esses anticorpos se ligam ao antigeno, induzindo eventos de
sinalizacdo intracelular que acarreta a liberacdo do conteudo presente nos granulos
citoplasmaticos para o espaco extracelular. Essa ligacdo pode ocorrer através do receptor
Fce por helmintos revestidos de IgE que resulta na eliminacdo de grénulos, que contém
aminas vasoativas e na secre¢ao de citocinas, como TNF- o e quimiocinas que induzem a
inflamacédo, ajudando na destruicdo do parasito. Os mastdcitos também estimulam os
leucdcitos recrutados envolvidos na imunidade adquirida atraves da liberacdo de citocinas
imunomoduladoras, como a IL-4 e a IL-10 que sdo responsaveis pela inducdo da
diferenciacdo das células Th2, participando do processo de fibrose e remodelacéo tecidual.
(BRAGA, 2006; ABBAS et.al., 2011; COSTANZA, 2011; MUKAI, et. al., 2018; RECH,;
GRAGCA, 2006; SANTOS, et. al., 2010; GALLI; GAUDENZIO; TSAI 2020).

Modelos murinos tém sido muito utilizados para analisar a imunopatologia da
esquistossomose e, mesmo diante de limitagdes existentes, extrapolar a reposta
imunolégica e alteracfes histopatdlogicas observadas, para uma melhor compreensdo da
doenga em humanos (ATTA, et. al., 1981; CHEEVER, et. al. 2002; ROCHA, 2015). No
caso do estudo dos mastdcitos, 0 modelo experimental knockout para o receptor c-kit séo
utilizados para analisar o desenvolvimento e funcéo dessas células em diversas patologias,
como nematoides intestinais, malaria, leishmaniose, esquistossomose e doencas de
carrapato (COSTANZA, 2011; MUKAI, et. al., 2016). Os camundongos apresentam
caracteristicas proprias, tais como a auséncia de melandcitos e de mastdcitos circulantes e
teciduais, que permitem a interpretacdo das diferentes respostas imunes, bem como estudo
da fungdo dos mastocitos nos diferentes tecidos, contribuindo para o conhecimento dos
aspectos do mecanismo de protecdo contra infeccdes e reinfeccdes, bem como para as
consequéncias imunopatologicas decorrentes de infeccBes na auséncia de mastocitos
(GRIMBALDESTON, et. al., 2005; REBER; MARICHAL; GALLI, 2012; AMARAL,
2015; GALLI; GAUDENZIO; TSAI 2020).

Assim, devido a essa lacuna de conhecimento, o presente trabalho objetivou analisar a
histopatologia da esquistossomose em modelo experimental deficiente em mastdcitos para
produzir evidéncias da participagdo dessas células na modulacdo da resposta

imunopatologica do hospedeiro a infeccdo esquistossomatica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Esquistossomose mansoni

A esquistossomose € uma doenca parasitaria, causada por trematédeos do género
Schistosoma, onde € considerada uma das principais doencas tropicais negligenciadas
(CARVALHO, 2008; ROCHA, 2015). Essa parasitose acomete cerca de 240 milhdes de
pessoas no mundo, tendo incidéncia em 78 paises na Africa, Asia e América (Figura 1),
sendo considerada como um grave problema de Salde Pablica. Nas Américas, o Brasil, é 0
pais mais prevalente em numero de casos, devido a diversidade geogréafica, climatica,
econdmica e social que permitem a incidéncia dos casos e manutencédo do ciclo de vida do
parasito. A esquistossomose acomete cerca de 1,5 milhdes de pessoas, apresentando relatos
em todas as cincos regides brasileiras, tendo os estados de Alagoas, Bahia, Espirito Santo,
Minas Gerais, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe endémicos.
Aonde, atualmente, a esquistossomose é identificada em uma extensdo continua que
adentra o interior da Bahia, Minas Gerais e Maranhdo e nas regides Norte, Centro Oeste e
Sul a transmissdo ocorre em areas restritas (BRASIL, 2014; BORGES, 2018; KATZ, 2018;
CRUZ; SALAZAR; CORTE, 2020).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica dos paises endémicos para esquistossomose no ano de
2020.

Non-endemic
Mo PC required
Interruption of transmission to be confirmed
Status of transmission to be determined
. Requiring preventive chemotherapy (PC)

Mot applicable

Fonte: OMS, 2020.

O agente causador da esquistossomose no Brasil € o Schistosoma mansoni, que tem um ciclo
heteroxénico, no qual o seu desenvolvimento depende de um hospedeiro intermediério,
molusco do género Biomphalaria e um hospedeiro definitivo, onde o homem tem sido a
espécie que apresenta importancia epidemioldgica (NOYA, et. al., 2015; McMANUS, et. al.,
2018). A manutencao do ciclo (Figura 2) ocorre no momento em que as fezes contendo os
ovos de S. mansoni entram em contato com recursos hidricos, onde 0s ovos maduros
eclodem, liberando o miracidio que ao penetrarem no molusco género Biomphalaria
transforma-se em esporocistos, e em seguida por uma reproducdo assexuada originam as
cercarias, que sdo as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado (BRASIL, 2008;
GOMES, 2017).

No hospedeiro definitivo a infecgdo ocorre quando 0 mesmo tem contato com recursos
hidricos contaminados com cercarias de S. mansoni, onde ¢ infectado pela penetragdo dos
parasitos atraves da pele e mucosas. Apds a penetracdo, inicia-se um processo de
adaptacao bioquimica e morfoldgica especifica para esquistossdmulos que migram através
da corrente sanguinea e/ou via linfatica para o lado direito do coracdo, sendo distribuidos

via artéria pulmonar até os pulmdes, onde o seu desenvolvimento completa-se nos vasos
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intra-hepéticos, transformando-se em vermes adultos (macho ou fémea) e atingindo a
maturidade sexual. Em seguida, os casais migram para veias mesentéricas proximas ao
intestino, onde realizam a postura dos ovos que podem ser encontradas nas fezes do
hospedeiro, entretanto os ovos que ndo chegam a luz intestinal sdo carreados pela corrente
sanguinea e acumulam-se nos tecidos, principalmente no figado, onde sdo alvos da
resposta imune (CARVALHO, 2008; OLIVEIRA, 2016).

Figura 2 - Ciclo evolutivo do parasito de S. mansoni
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Fonte: adaptado CDC, 2019.

A evolugdo da infeccdo por S. mansoni pode apresentar manifestacBes clinicas no
hospedeiro definitivo, desenvolvendo em duas fases: aguda e cronica. A fase aguda é
considerada como o estagio inicial da doenca, onde o individuo pode apresentar dermatite
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cercariana, sindrome de Katayama e manifestacbes inespecificas, como febre, mal-estar,
emagrecimento, dor abdominal, nduseas e diarreia (ROCHA, 2015; GOMES;
DOMINGUES; BARBOSA, 2017). A fase cronica esta relacionada a evolucdo da doenca,
que pode apresentar distdrbios vasculares pulmonares, forma clinica hepatointestinal,
hepatoesplénica e hepética, tendo como principal caracteristica a reacdo granulomatosa em
torno dos ovos com infiltrado inflamatdrio celular na regido periportal e discreta fibrose,
conhecida como fibrose de Symmers (SILVA, 2008; MELO, 2010; GOMES;
DOMINGUES; BARBOSA, 2017).

2.2. Imunopatogénese da esquistossomose

As fases de migracdo apresentadas pelo parasito de S. mansoni no organismo do
hospedeiro definitivo possuem a resposta imunoldgica como um fator determinante para a
sua eliminacdo e o desenvolvimento de alteracbes histopatoldgicas, assim, a resposta
imunolégica induzida pelo parasito vem sendo estudada. A resposta imunoldgica induzida
pelo parasito no hospedeiro definitivo esta envolvida no desenvolvimento das alteracfes
patoldgicas concomitantemente a infec¢do, demonstrando que o perfil da resposta
imunolégica varia no decorrer da infeccdo por S. mansoni (CARVALHO, 2008;
OLIVEIRA, 2014).

No comeco da infeccdo, a partir da penetracdo da cercaria no hospedeiro vertebrado
através da pele, observa-se uma importante reacdo inflamatoria dérmica e subdérmica,
ocasionando dermatite cronica, podendo considerar como a primeira linha de defesa contra
a infeccdo, devido a sua capacidade de destruir cercérias e esquistossdmulos ainda na pele.
A reacdo inflamatoria no local desencadeia uma resposta de hipersensibilidade do tipo I,
ocasionando a ativacao e desgranulacédo mediada por IgE (SOUZA, 2011; SOUZA, 2015).
Na qual na fase aguda, onde ocorre a migracdo dos esquistossomulos, a diferenciagédo e
maturacdo dos vermes adultos, a resposta imune Thl e células CD4+ sdo predominantes,
com a producdo de interferon-gama (IFN-y), interleucina-2 (IL-2), IL-12 e citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF- a), IL-1 e IL-6 e baixa producéo
de citocinas do tipo Th2 (SILVA, 2008; SOUZA, 2015). Os mediadores imunologicos que
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estimulam a patogénese da fase aguda e os antigenos do parasito que induzem a resposta
do hospedeiro definitivo ainda ndo estéo totalmente esclarecidos, mas estudos demonstram
que os antigenos dos esquistossomulos sejam os mediadores da resposta (HIATT et al.
1979; CAPRON; DESSAINT 1985; BUTTERWORTH et al. 1994; OLIVEIRA, 2016).

A transcricdo da fase aguda para a cronica é marcada pelo predominio da resposta imune
Th2 (BRASILEIRO, 2016), onde com o desenvolvimento do parasito em verme adulto e a
producdo de ovos ocorre liberacdo de antigenos, que ocasionam a diminui¢do da resposta
Thl e o aumento resposta Th2, com a producdo de IL-4, IL-13 e IL-5 (MELO, 2010;
ROCHA, 2015). Essa mudanca no tipo de resposta tem sido relacionada a producéo de IL-
4 que é induzida por antigenos do ovo, na qual os ovos liberam antigenos solUveis (SEA)
que induzem a producdo de citocinas Th2 reguladoras, resultando na modulagdo da
resposta Thl e a diminuicdo do tamanho do granuloma, essa resposta imune é considerada
de transicdo ou subaguda, onde ndo tem caracteristicas intensas da aguda e ndo tem
caracteristicas marcantes da crénica (Figura 3). A IL-10 tem demonstrado ser uma eficaz e
importante citocina na regulacdo da resposta Th1l e Th2 por meio da reducdo do IFN-gama
e IL-4, respectivamente (SOUZA, 2015; MIRANDA, 2020).
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Figura 3 - Inducdo da resposta Thl e Th2 e o desenvolvimento das células apds infecgdo
pelo S. mansoni.
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O granuloma ¢é caracterizado por ser uma reacdo inflamatoria que circunda os ovos de S.
mansoni, sendo uma les&o tipica da doenca, aonde os ovos maduros liberam antigenos que
sdo fundamentais para a reacdo granulomatosa (SILVA, 2008; SOUZA, 2015). A
participacdo de citocinas pré-inflamatdrias e quimiocinas apresenta uma funcao importante
na formacgdo e modulacdo da resposta granulomatosa (Figura 4), entretanto, na literatura
ndo estd estabelecido a sua associacdo com a taxa de incidéncia da esquistossomose
humana (OLIVEIRA, 2014).
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Figura 4 - Principais componentes da resposta granulomatosa contra 0s ovos de S. mansoni

e as principais citocinas e quimiocinas que regulam essa resposta
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A sua formacdo é composta por elementos que compdem a resposta imune inata, como

macrofagos, eosindfilos, mastocitos e células dendriticas e da resposta imune adquirida,

como linfécitos T e B (SOUZA, 2015). Essas celulas sdo recrutadas, acumulando-se em

torno dos ovos dando origem ao granuloma, permitindo a destruicdo local dos tecidos e a

presenca de fibrose, que é um processo de cicatrizacdo, aonde os fibroblastos sao

conduzidos para a lesdo e produzem colageno, que podem ocasionar a perda de funcdo do

tecido (MELO, 2010). Uma peculiaridade do granuloma esquistossomotico € a inducéo de

uma potente resposta do tipo Th2 que sobrepde a resposta Thl, aonde a IL-10 é capaz de

regular esse tipo de resposta, além de minimizar os danos teciduais causados e diminuir o
tamanho dos granulomas (SOUZA, 2015; OLIVEIRA, 2016).
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2.3. Mastocitos

Os mastdcitos sdo células originadas na medula 6ssea, proveniente de células progenitoras
hematopoiéticas CD34+, que ao deixarem a medula déssea se tornam células agranulares
indiferenciadas na circulacdo periférica, passando por um processo de amadurecimento sob
influéncia de micro-ambientes relacionados com a area de contato dos parasitos e outros
patdgenos, existindo dois tipos de mastdcitos: tecido conjuntivo (MTC) e de mucosas
(MM) (BRAGA, 2006; ABBAS et.al., 2011; GALLI et. al.,, 2020). O processo de
diferenciacdo terminal dos mastocitos ocorre nos tecidos, estando presentes na pele e no
epitélio das mucosas, aonde o fator de celulas tronco (ligante c-kit) é uma citocina
fundamental para o seu desenvolvimento. Em suas membranas existem diferentes
receptores Fc épsilon para imunoglobulina E (IgE) de alta afinidade, além de receptores
para proteinas de complemento (C3a e C5a), B-adrenérgicos, colinérgicos e para histamina
(H1 e H2). E seus granulos contém histamina, heparina e outros mediadores (Figura 5)
(ABBAS et. al., 2011; BRASILEIRO, 2016; GALLI et. al., 2020).

Figura 5 - Representacdo esquematica de um mastocito, seus principais produtos e
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Os mastocitos participam dos mecanismos de defesa do organismo, estando relacionados
com processos fisioldgicos, patoldgicos e imunoldgicos, no qual as citocinas e histaminas
liberadas dos granulos fazem parte do processo inflamatorio provocando alteragdes nos
vasos sanguineos. Essas células tambeém expressam receptores que reconhecem proteinas
do complemento, neuropeptidios e produtos microbianos, sendo considerada uma célula
importante na defesa contra helmintos (BRAGA, 2006; ABBAS et. al., 2011).

A ativacdo dos mastdcitos ocorre quando 0s anticorpos presentes na sua superficie se ligam
ao antigeno, induzindo eventos de sinalizacdo intracelular que acarreta a liberagdo do
conteddo presente no granulo citoplasmatico para o espaco extracelular. Essa ligacdo pode
ocorrer através do receptor Fce por helmintos revestidos de IgE que resulta na
desgranulacdo dos mastocitos, e liberacdo de aminas vasoativas e a secrecdo de citocinas,
como TNF- a e quimiocinas que induzem a inflamag¢ao ajudando na destrui¢ao do parasito

(RECH; GRACA, 2006; ABBAS et. al., 2011; COSTANZA, 2011).

A ampla variedade de mediadores liberados pelos mastdcitos possibilita o desenvolvimento
de processos fisioldgicos e patoldgicos, estando intimamente envolvidos com a patogenia
da inflamac&o aguda, devido a liberacdo de histamina que é responsavel pela vasodilatacdo
e o fator de ativacdo plaquetario (PAF) que promove a adesao leucocitaria dependente de
CD18, sendo assim os mastdcitos realizam a liberacdo de fatores essenciais para o
recrutamento dos leucocitos como: selectinas, moléculas de adesdo e fatores quimiotaticos.
Os mastdcitos estimulam os leucdcitos recrutados envolvidos na imunidade adquirida
através de citocinas imunomoduladoras liberadas, na qual a IL-4 e a IL-10 sdo
responsaveis pela inducdo da diferenciacdo das células Th2, também participam do
processo de fibrose e remodelacdo tecidual, aonde as areas fibrdticas expressam um
excesso de mastocitos, devido a histamina e heparina estimularem o crescimento dos
fibroblastos, a sintese do colageno e a formacdo de cicatrizes (RECH; GRACA, 2006;
SANTOS, et. al., 2010; MUKAL, et. al., 2018).

Durante as infecgdes parasitarias por helmintos, ocorre a ligacdo dos mastocitos com IgE,
onde os mediadores liberados podem ocasionar danos ao parasito e/ou estimular o
recrutamento de células efetoras, como eosinéfilos. Os mastdcitos sdo considerados células
de defesa complementar durante a resposta imune adquirida, podendo proporcionar
autorregulacdo ou atenuacdo da resposta imune através da secrecdo de citocinas (RECH;
GRACA, 2006; MUKAI, et. al., 2016).
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Modelos experimentais tém sido utilizados para auxiliar na compreensdo da
imunopatologia da esquistossomose, devido a sua similaridade com o sistema imune
humano, possibilitando assim compreender e estudar a participacdo das células, como o0s
mastocitos, através do uso de camundongos geneticamente modificados. Para o estudo e
compreensdo da participagdo dos mastdcitos na parasitose utiliza-se como modelo
experimental camundongos deficientes em mastdcitos (KitW / Wv e KitW-sh / W-sh).
Os camundongos mutantes knockout para o receptor c-kit KitwW / Wv apresentam
deficiéncia na melanogénese, resultando em anemia, esterilidade e auséncia de
mastocitos circulantes e teciduais. Em contraposicdo, os camundongos KitW-
sh / W-sh, tém deficiéncia de mastécitos, mas carecem de anemia e
esterilidade, possibilitando a observacdo da resposta imune na presenca ou auséncia
dos mastocitos e a descricdo sobre a sua funcdo e importancia na manutencéo da resposta
imune frente a doenca estudada (GRIMBALDESTON, et. al., 2005; COSTANZA, 2011;
MUKALI, et. al., 2016; GALLI; GAUDENZIO; TSAI 2020).

2.4. Histopatologia da esquistossomose

A esquistossomose se apresenta de forma aguda e cronica no organismo do hospedeiro
definitivo, onde essa parasitose é responsavel por estabelecer lesdes histopatoldgicas em
determinados 6rgdos, causando assim alteracGes que comprometem a sua funcionalidade.
Sabendo-se que a intensidade e gravidade das leses ndo dependem apenas da presenca do
parasito, mas como também da capacidade imunol6gica do organismo, as alteracbes
morfolégicas sdo encontradas em 6rgdo que participam da manutencdo do ciclo, tendo
como 6rgdo alvo o figado e em outros 6rgdos por consequéncia da alteracdo hepatica
(CARVALHO, 2008; BRASILEIRO, 2016). As manifestacOes clinicas e as alteracdes
morfolégicas também podem ser observadas atraves de alteracbes pulmonares como
vasculopulmonar e hipertensdo pulmonar, nos rins como glomerulopatia, forma
neuroldgica com alteragcdes no sistema nervoso central (SNC) e outras formas clinicas que
aparecem com menor frequéncia, podendo citar como importantes localiza¢es o coragéo,
a pele, os dérgdos genitais femininos, testiculos, retina, tireoide e em qualquer 6rgao ou
tecido do corpo humano (BRASIL, 2014; BRASILEIRO, 2016).
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As alteracGes morfoldgicas mais caracteristicas sdo observadas no figado, que apresenta
fibrose portal e periportal, com formacdo de septos conjuntivos que interconectam espacos
portais adjacentes e alteracGes vasculares. Microscopicamente o figado pode apresentar
como alteracdo hepatica a fibrose de Symmers, alargamento fibroso dos espagos portais e
dos septos, encontrando-se lesGes obstrutivas e destrutivas dos ramos intra-hepaticos da
veia porta, que foram ocluidos por fibrose. Outro achado histopatolégico comum é a
proliferacdo da rede arterial hepatica nos espagos portais. No parénquima hepatico
observa-se a conservacao da sua estrutura lobular/acinar, mas também pode-se observar
atrofia, congestéo sinusoidal e fibrose perissinusoidal. E a formacdo de septos fibrosos
finos e longos a partir de espagos portais em direcdo ao parénquima, as vezes
interconectando espacos portais adjacentes (BRASILEIRO, 2016).

Apresentando também nos espacos portais, granulomas em torno de ovos de S. mansoni,
onde podem ser encontrados de forma numerosa no 6rgao, contendo diferentes estagios
evolutivos, como estdgios pré-granulomatosos (Fracamente/inicialmente reativo e
Exsudativo) e estagios granulomatosos (Exsudativo-produtivo; Produtivo; Involutivo)
conforme descritos por Lenzi, et.al. (1998) que varia de acordo o tempo de evolucdo e da
resposta imunitaria do hospedeiro. Os granulomas podem ser encontrados com diferentes
composicdes celulares, no qual sdo constituidos principalmente por células gigantes
multinucleadas, macrdfagos epitelioides e quantidade varidvel de linfdcitos, eosinofilos e
ocasionais plasmaocitos (CARVALHO, 2008; BRASILEIRO, 2016).

Observa-se como manifestacdo clinica do baco o seu aumento, devido a hiperplasia e
proliferacdo das células do sistema reticulo endotelial, podendo apresentar hipertensao
portal, congestdo, dilatacdo e fibrose dos corddes venosos intraesplénicos, o que
desencadeia a retencdo de células sanguineas, tendo dominio pelas altera¢fes que atingem
a polpa vermelha e ocasionando um grau de atrofia da polpa branca (CARVALHO, 2008;
BRASIL, 2014).

Na forma pulmonar os ovos de S. mansoni podem-se alojar nas arteriolas ou capilares
septais provocando uma obstrugdo vascular, na qual o nimero de granulomas e a gravidade
da hipertensdo pulmonar podem variar de acordo com a carga parasitaria presente no
hospedeiro definitivo. A presenga dos ovos obstruindo as arteriolas pulmonares ocasiona o

depdsito de fibrina, proliferacdo de células endoteliais, infiltracdo de células inflamatorias
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mononucleadas e eosindfilos com formacdo de células gigantes em torno dos ovos.
Podendo ocasionar a lesdo plexiforme em ramos arteriais pequenos, representando a
proliferacdo de paredes delgadas ao lado ou em torno de segmentos arteriais e pequenos
vasos tortuosos (BRASILEIRO, 2016).

E no intestino pode-se observar achados histolégicos como granulomas em diferentes fases
evolutivas, isolados ou multiplos em torno dos ovos do parasito, no qual os granulomas
podem ser observados em torno dos ovos embrionados ou granulomas fibrosados, com a
presenca ou auséncia dos ovos (BRASILEIRO, 2016).

Dessa maneira, devido existéncia da lacuna de conhecimento, na compreensdo e
elucidacdo da participagdo dos mastocitos na resposta imune da esquistossomose 0
presente trabalho objetivou analisar a histopatologia da esquistossomose em modelo
experimental deficiente em mastocitos para produzir evidéncias da participacdo dessas
células na modulacdo da resposta imunopatoldgica do hospedeiro a infecgdo

esquistossomotica.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Analisar a histopatologia da esquistossomose murina em linhagens mutantes sem
mastocitos.

3.2. Objetivo Especifico

e Estabelecer linhagens de camundongos WB (WBB6F1/J-Kit"/Kit") e SH (B6.Cg-
Kit"-*") em biotério;

e Descrever as alteragGes histopatolégicas do figado, baco, pulmdo e segmentos
intestinais (delgado e grosso);

e Comparar as alteracGes histopatolégicas observadas entre os camundongos

Deficientes em mastécitos com camundongos Controle.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1. Animais e aspecto ético

O presente estudo foi realizado com o total de 166 camundongos, sendo 31 camundongos
da linhagem WB (WBBG6F1/J-KitV/Kit"") e 135 camundongos da linhagem SH (B6.Cg-
Kit"=*"). A linhagem WB foi 0 modelo experimental inicial, mas foi substituida por
dificuldade de adaptacdo aos experimentos pela linhagem SH, que contém as mesmas
caracteristicas fenotipicas, garantindo continuidade do projeto. O presente projeto foi
submetido a0 Comité de Etica no Uso de Animais da Fundacio Oswaldo Cruz
(CEUA/FIOCRUZ), obtendo aprovacéo sob o Protocolo n°30/17-5.

Os camundongos foram mantidos em gaiolas grandes contendo 20 animais, sob condicGes
controladas de temperatura (mantidas entre 22 e 25°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro
de 12 horas), com livre acesso a agua e racdo, respeitando as orientagdes preconizadas no
biotério do Instituto René Rachou/ FIOCRUZ Minas. Os camundongos das linhagens
descritas foram divididos em dois grupos de estudo, o grupo Controle que avaliado no
estudo é considerado os animais que contém mastocitos (96 camundongos) e 0 grupo
Deficiente, sdo 0s animais que ndo contém mastocitos circulantes e teciduais (70
camundongos). No qual na linhagem WB 15 camundongos pertencem ao grupo Controle e
16 ao grupo Deficiente e na linhagem SH 81 camundongos pertencem ao grupo Controle e
54 ao grupo Deficiente. Na linhagem WB, o grupo Controle contém 04 fémeas e 11
machos, e no grupo Deficiente 04 fémeas e 12 machos. Na linhagem SH, o grupo Controle
contém 32 fémeas e 49 machos, e no grupo Deficiente 28 fémeas e 26 machos, segundo o

diagrama ilustrado pela Figura 6.
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Figura 6 - Diagrama com a divisdo dos camundongos

166 camundongos

31 camundongos da 135 camundongos da
linhagem WB linhagem SH
15 camundongos - 16 camundongos - 81 camundongos - 54 camundongos -
grupo Controle grupo Deficiente grupo Controle grupo Deficiente
04 11 04 12 32 49 28 26
Fémeas | | Machos Fémeas | | Machos Fémeas || Machos Fémeas | [ Machos

Do total de camundongos, 152 foram infectados com aproximadamente 15 cercarias de S.
mansoni, que é a forma infectante ao hospedeiro vertebrado, e 14 ndo foram infectados,
esse delineamento foi baseado na experiéncia do Grupo Diagndstico e Terapia de Doengas
Infecciosas e Cancer da FIOCRUZ Minas. Dentre dos dois grupos, no Controle 85
camundongos foram infectados com cercéarias de S. mansoni e 11 ndo foram infectados
com o parasito. E do grupo Deficiente 67 camundongos foram infectados com cercarias de

S. mansoni e 03 ndo foram infectados.

Nas cinco primeiras semanas, apés a infeccdo, foram eutanasiados 13 camundongos do
grupo Controle e 14 do grupo Deficiente, na décima semana foram 51 e 40 camundongos,
na vigésima semana 32 e 16 camundongos, respectivamente ao grupo Controle e

Deficiente.
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4.2. Delineamento Experimental

4.2.1. Pré-infecéo

No dia anterior da infeccédo percutanea, os camundongos tiveram a remocao dos pelos por
tricotomia, utilizando aparelho de barbear, em uma érea de 2,5 cm da regido abdominal, os
mesmos foram imobilizados para a realizacdo da remocéo. Posterior a remocao dos pelos,
os camundongos foram mantidos em gaiolas sem maravalha e contendo papel filtro. Esse
procedimento foi necessario antes e apos a infeccdo devido a possibilidade da maravalha
liberar substancias que interferem na viabilidade das cercarias de S. mansoni, podendo
assim, comprometer a infeccio (ARAUJO et. al., 2008A; ARAUJO et. al., 2008B;
COUTO et. al., 2010A; COUTO et. al, 2010B).

4.2.2. Infeccéo

A infeccdo dos camundongos foi realizada com cercarias de S. mansoni. As cercarias
foram obtidas de caramujos da espécie Biomphalaria glabrata infectados e foram
colocadas em um becker (SOUZA, 1993), originando um pool de cercérias provenientes
dos caramujos. Logo ap6s foi retirada uma aliquota de aproximadamente, 0,2mL do pool
de cercarias para serem contadas com auxilio de uma lupa. As aliquotas foram ajustadas, a
fim de se obter uma concentracdo equivalente a 15 (£5) cercérias, em um volume de
0,2mL.

Os camundongos foram anestesiados com Cloridato de Xilazina (15mg/kg) + Cloridato de
Ketamina (160mg/kg), via intraperitoneal, onde os anestésicos foram misturados e diluidos
em solucdo salina estéril para conseguir volume ideal na seringa. A utilizagdo da anestesia
é justificada pelo fato dos camundongos necessitarem permanecer imobilizados por um

periodo de 30 minutos, ao serem expostos as cercarias.

Os animais anestesiados ficaram sobre uma mesa, em decubito dorsal imobilizados, com as

patas afixadas a mesa por meio de tiras de esparadrapo. Sobre o abddmen de cada
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camundongo foi preso, por esparadrapo, uma placa de acrilico retangular (2,0 x 2,5 cm)
perfurada no centro (0,8 cm de didmetro e 0,5 cm de profundidade) para a deposicéo de
200uL de solugdo contendo 15 (£5) cercarias de S. mansoni. Essa via de infeccdo foi

escolhida com o objetivo de mimetizar a via de infec¢do em humanos.

Apdbs 30 minutos, o esparadrapo e a placa de acrilico foram removidos e os camundongos
colocados novamente na gaiola sem maravalha. E no dia seguinte da infecgdo foram

colocados em gaiolas contendo maravalha.

4.2.3. Pos-infeccdo

Para avaliar a eficacia da infeccdo, bem como, estudar os eventos imunopatol6gicos, 0s
animais infectados foram submetidos em tempos determinados a eutanasia, sendo 05
semanas, 10 semanas e 20 semanas. A escolha dos tempos decorre da intencdo de verificar
0s aspectos imunopatologicos no inicio dos sintomas (05 semanas), na fase da infeccdo
estabelecida (10 semanas) e na fase cronica (20 semanas). O procedimento de eutanasia
ocorreu através do deslocamento cervical do animal, método répido que induz a perda da
sensibilidade e a morte imediata do animal, sendo realizado por um técnico treinado e

capacitado.

4.3. Analises Histologicas

Apo0s a eutanasia dos camundongos, foi realizada a coleta de amostras do figado, baco,
pulmé&o e segmentos intestinais (delgado e grosso), na qual a metodologia utilizada para a
realizacdo da coleta dos 6rgéos foi baseada na experiéncia do Grupo Diagnostico e Terapia
de Doencgas Infecciosas e Céancer da FIOCRUZ Minas, obtendo a maior quantidade
possivel do Orgdo para uma amostragem mais ampla. Posteriormente as amostras dos
orgdos foram processadas rotineiramente e incluidos em parafina. Seccdes de
aproximadamente 4 pum de espessura foram obtidas em microtomo e submetidas a

colora¢do com Hematoxilina & Eosina (HE). Nos cortes histologicos, foram analisadas as



35

seguintes varidveis, conforme trabalhos prévios de MIRANDA, 2016; MIRANDA et. al.
2020; FIDELIS et. al., 2020:

e Figado: Estrutura do figado; Numero de tratos portais (> que 10); Arquitetura do
espaco portal; Infiltrado inflamatério portal; Presenca de granuloma portal;
Quantidade de granulomas; Constituicdo dos granulomas; Fase do Granuloma;
Atividade inflamatoria periportal; Atividade inflamatoria parénquima; Viabilidade
dos ovos. Especificamente, para a avaliacdo da atividade inflamatoria e infiltrado

inflamatorio portal, foram utilizados os critérios descritos na Figura 7.

Figura 7 - Esquema dos critérios utilizados para avaliacao da arquitetura do espaco porta

Legenda:

0 Veia porta hepatica

° £ - ’
@ Ducto Biliar o Células dosistemaimune
‘ Artéria hepatica Necrose

Legenda: (0) Trato portal totalmente preservado ou normal; (1) Trato portal alargado, mas sem septos; (2)
Trato portal alargado e com septos incompletos; (3) Trato portal alargados e com septos completos ou pontes
ou coalescente; (4) Cirrose. Fonte: Adaptado de Miranda, 2016.

e Bacgo: Estrutura do bago; Polpa Vermelha; Polpa Branca; Quantidade de
granulomas esplénicos; Constituigdo dos granulomas; Viabilidade dos ovos.
e Pulméo: Estrutura do pulméo; Proliferacdo endotelial em ramo de arteria

pulmonar; Lesdo plexiforme em ramo de artéria pulmonar; Tecido linféide
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associado ao bronquio (BALT); Quantidade de granulomas pulmonares;
Constituicdo dos granulomas; Viabilidade dos ovos; Presenga de neutrofilos no
espaco dos brénquios; Espessamento dos septos; Inflamacdo perivascular.

e Segmentos intestinais (delgado e grosso): Estrutura do intestino; Hipotrofia/
Atrofia; Ulceracdo; Quantidade de granulomas; Constituicdo dos granulomas;

Viabilidade dos ovos.

Os parametros histologicos considerados para as analises do figado, baco, pulméo e
segmentos intestinais (delgado e grosso) encontram-se de forma detalhada nos quadros em
anexo A, B, C e D, respectivamente. Os cortes histolégicos dos 6rgdos foram analisados
sem conhecimento prévio do tempo de infeccdo e do grupo dos camundongos. Todas as
analises foram efetuadas sob a orientacdo da Professora Dr2. Paula Vieira Teixeira Vidigal,
médica Patologista do Departamento de Patologia, da Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal de Minas Gerais. As imagens foram digitalizadas no Centro de
Aquisicdo e Processamento de Imagens (CAPI), localizada no Instituto de Ciéncias

Biologicas da UFMG e fotografadas no software CaseViewer.

4.4. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram armazenados em planilhas eletronicas usando o programa
EXCEL e submetidos a andlise através do MINITAB 17 (versdo 17). Para analises
descritivas, as varidveis categdricas foram apresentadas como nUmeros e porcentagens.
Para analise comparativa da diferenca entre os grupos, foram utilizadas abordagens
paramétrica, pelo teste t de Student, e ndo paramétrica, pelo teste Mann Whitney. As

diferengas estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0.05.
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5 RESULTADOS

5.1. AlteracGes Hepaticas

Na analise da estrutura do figado, 67 (73,63%) dos camundongos do grupo Controle
apresentaram uma estrutura parcialmente alterada. Adicionalmente, 20 (21,98%) e 04
(4,4%) desse mesmo grupo apresentaram estruturas totalmente e moderadamente alteradas,
respectivamente. Entre as amostras do grupo Deficiente (n = 70), 50 (71,43%)
camundongos apresentaram uma estrutura parcialmente alterada, 15 (21,43%) totalmente
preservada, 02 (2,86%) moderadamente alterada, 02 (2,86%) muito alterada e 01 (1,43%)
totalmente alterada (Grafico 1).

Gréafico 1 - Andlise da estrutura do figado de camundongos Controle e Deficiente em
mastdcitos infectados pelo S. mansoni

60 -

50 -

40 -

30 -

Percentual

20 -

10 -

0.
Grupo Controle Deficiente

Legenda: (0) Totalmente preservado ou normal. (1) Parcialmente alterada. (2) Moderadamente alterada. (3)
Muito Alterada. (4) Totalmente Alterada.
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Conforme observado, ha predominio de alteracbes arquiteturais discretas e ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas na estrutura do figado entre os grupos
Controle e Deficiente. Essas observacdes arquiteturais estdo ilustradas na Figura 8, que
demonstra em menor aumento, um parénquima hepéatico com focos de aspecto mais
basofilicos no grupo Controle (A). E no grupo Deficiente (B), um parénquima hepético
com os corddes de hepatocitos desorganizados e focos de aspecto mais basofilicos.
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Figura 8 - Achados histopatoldgicos da estrutura do figado dos camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni

Corte histoldgico com coloragdo Hematoxilina & Eosina demonstrando a estrutura do figado. Em (A) Grupo
Controle, observa-se um parénquima com descricdo: moderadamente alterada e imagem no aumento de 5x.
Em (B) Grupo Deficiente, tendo como descrigdo: muito alterada e imagem no aumento de 5x.

Em relacdo aos tratos portais, no grupo Controle, 89 amostras (97,80%) apresentaram o
nimero de tratos portais superior a 10 e somente 02 amostras (2,20%) apresentaram
inferior a 10. No grupo Deficiente, 70 amostras (100%) dos camundongos apresentaram o
numero de tratos portais superior a 10. Ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos para essa variavel (Grafico 2).
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Gréfico 2 - Andlise do nimero de tratos portais no figado de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni

60 -

50 -

40 -

30 -

Percentual

20 -

10 -

Grupo Controle Deficiente

Legenda: (0) Menor que 10 tratos portais. (1) Maior que 10 tratos portais.

As analises da reacdo inflamatdria portal, de acordo com a esquematizacdo da Figura 7
(vide pagina 35), demonstraram, no grupo Controle, 18 (19,78%) camundongos com
arquitetura tecidual totalmente preservada ou normal, 55 (60,44%) com tratos portais
alargados, 17 (18,68%) alargados e com septos incompletos e 01 (1,10%) alargados e com
septos completos ou pontes ou coalescente. No grupo Deficiente, 13 (18,57%)
camundongos apresentaram uma arquitetura totalmente preservada ou normal, 48 (68,57%)
alargados, mas com septos, 03 (4,29%) alargados e com septos incompletos e 06 (8,57%)

alargados e com septos completos ou pontes ou coalescente (Grafico 3).

A anélise estatistica demonstrou uma associacao significativa da presenca de fibrose no
trato portal no grupo Controle (18,68%), em relagdo ao Deficiente (4,29%). Avaliando
outros parametros, como as semanas de infeccdo (05, 10 e 20) pode-se observar que na
variavel que teve diferenca estatistica (alargados e com septos incompletos), nas cinco

primeiras semanas nenhum camundongo apresentou alteragdo, na décima semana apenas
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01 camundongo apresentou a alteracdo e na vigésima semana 19 camundongos
apresentaram alteragdes.

Gréfico 3 - Anélise da arquitetura do espaco portal no figado de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni

60 -|

50 -

40 -|

30 |

Percentual

20 -|

10 -

0L
Grupo Controle Deficiente

Legenda: (0) Totalmente preservado ou normal. (1) Alargados, mas sem septos. (2) Alargados e com septos
incompletos. (3) Alargados e com septos completos ou pontes ou coalescentes.

A avaliagdo da arquitetura do espaco portal no figado demonstrou no grupo Controle,
figura 9 (A), um parénquima hepéatico com arquitetura alargada e com septos completos ou
pontes ou coalescente, com a presenca de fibras finas e pigmentos acastanhado, sugestivo
de pigmentos esquistossomoticos e de ovos de S. mansoni, evidenciando a alteracdo
causada com a presenca dos mastocitos. No grupo Deficiente, figura 9 (B), observou-se um
parénquima hepético com uma arquitetura alargada, mas sem septos, com focos
basofilicos.
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Figura 9 - Achados histopatologicos da analise da arquitetura do espacgo portal no figado de
camundongos Controle e Deficiente em mastdcitos infectados pelo S. mansoni

Corte histoldgico com coloragdo Hematoxilina & Eosina demonstrando a arquitetura do espago portal no
figado. Em (A) Grupo Controle, tendo como descrigdo: alargados e com septos completos ou pontes ou
coalescente e imagem no aumento de 10x e insert de 40x. Em (B) Grupo Deficiente, tendo como descrig&o:
alargados, mas sem septos e imagem no aumento de 10x e insert de 40x.

Em relacdo ao infiltrado inflamatério portal, o grupo Controle apresentou 15 (16,48%) dos
camundongos sem a presenca de infiltrado inflamatdrio, 29 (31,87%) com infiltrado
inflamatdrio portal discreto, 43 (47,25%) moderado e 04 (4,40%) acentuado. E no grupo
Deficiente, 12 (17,14%) ndo apresentaram infiltrado inflamatério, mas 12 (17,14%)
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apresentaram infiltrado inflamatério portal discreto, 18 (25,71%) moderado, 24 (34,29%)
acentuado e 04 (5,71%) muito acentuado (Grafico 4).

Os grupos analisados demonstraram uma associagdo estatisticamente significativa do
grupo Deficiente (34,29%) para o Controle (4,40%), onde os camundongos deficientes em
mastocitos mostraram maior atividade inflamatéria. Avaliando outros parametros, como as
semanas de infeccdo (05, 10 e 20) pode-se observar que na varidvel que houve diferenca
estatistica (acentuado), nas cinco primeiras semanas 03 camundongos apresentaram de
forma acentuada o infiltrado inflamatorio, na décima semana 18 camundongos e na

vigésima semana 07 camundongos.

Gréfico 4 - Analise do infiltrado inflamatério portal no figado de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Ausente ou escasso. (1) Discreto. (2) Moderado. (3) Acentuado (4) Muito acentuado.

A avaliacdo do infiltrado inflamatério no figado demonstrou no parénquima do grupo
Controle a presenca de areas mais basofilicas exibindo um infiltrado inflamatério em focos

multifocais, figura 10 (A), e no grupo Deficiente o parénquima hepatico apresentou um
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acentuado infiltrado celular difuso, em relagdo ao Controle, contendo a presenga pigmentos
acastanhado, sugerindo ser pigmentos esquistossomoticos e de ovos, figura 10 (B),

evidenciando o aumento do infiltrado inflamatério na auséncia dos mastécitos.

Figura 10 - Achados histopatologicos da anélise do infiltrado inflamatorio portal no figado
de camundongos Controle e Deficiente em mastdcitos infectados pelo S. mansoni

Corte histolégico com coloragdo Hematoxilina & Eosina demonstrando o infiltrado inflamatdrio no figado.
Em (A) Grupo Controle, tendo como descricdo: discreto e imagem no aumento de 20x. Em (B) Grupo
Deficiente, tendo como descricdo: acentuado e imagem no aumento de 20x.
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Em relacdo a presenca de granuloma, no grupo Controle, 76 (83,52%) dos camundongos
apresentaram presenca de granuloma e 15 (16,48%) ndo apresentaram e no grupo
Deficiente, 60 (85,71%) apresentaram presenca de granuloma e 10 (14,29%) né&o
apresentaram (Gréafico 5). Nos grupos, Controle e Deficiente, ndo foram observadas
diferengas estatisticas significativas na presenca e auséncia de granuloma portal, onde 136
(84,47%) dos camundongos apresentaram a presenca de granuloma portal e 25 (15,53%)

néao apresentaram.

Gréfico 5 - Andlise da presenca de granuloma portal no figado de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Ausente. (1) Presente.

Em relacdo a quantidade de granulomas, no grupo Controle 15 (16,48%) dos camundongos
ndo apresentaram presenca de granuloma, 13 (14,29%) apresentaram raros ou escassos, 26
(28,57%) discretos, 32 (35,16%) moderados e 05 (5,49%) acentuados. E no grupo
Deficiente, 11 (15,71%) ndo apresentaram presenca de granuloma, 10 (14,29%) raros ou
escassos, 15 (21,43%) discretos, 23 (32,86%) moderados e 11 (15,71%) acentuados
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(Gréfico 6). No grupo Controle e Deficiente, ndo foram observadas diferengas estatisticas
significativas na quantidade de granuloma portal, onde 55 (34,16%) dos camundongos

apresentaram uma quantidade moderada de granulomas.

Gréfico 6 - Andlise da quantidade de granulomas no figado de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum granuloma. (1) Rara ou escassa. (2) Discreta. (3) Moderada. (4) Acentuada. (5) Muito
acentuada.

A andlise da constituicdo dos granulomas presentes no figado, no grupo Controle, 69
(75,82%) camundongos apresentaram como constituicdo dos granulomas linfdcitos,
macrofagos e eosindfilos e 07 (7,69%) linfocitos, macréfagos, eosinofilos e plasmocitos. E
no grupo Deficiente 58 (82,86%) apresentaram como constituicdo dos granulomas
linfécitos, macrofagos e eosinofilos e 01 (1,43%) linfocitos, macrofagos, eosinéfilos e
plasmdcitos. E 15 (16,48%) e 11 (15,71%) dos camundongos ndo apresentaram presenca
de granuloma no grupo Controle e Deficiente, respectivamente (Grafico 7). Ndo foram
observadas diferencas estatisticas no grupo Controle e Deficiente na constituicdo dos
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granulomas portais entre os grupos, onde 127 (78,88%) dos camundongos apresentaram a

mesma constituicdo dos granulomas (linfécitos, macrofagos e eosinofilos).

Gréfico 7 - Andlise da constituicdo dos granulomas no figado de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum granuloma. (1) Somente linfécitos e macréfagos (2) Linfécitos, macréfagos e
eosindfilos. (3) Linfdcitos, macréfagos, eosinéfilos e plasmdcitos. (4) Linfécitos, macréfagos, eosindéfilos,
plasmdcitos e células gigantes. (5) Todas as anteriores e outras células.

A avaliacdo da constituicdo dos granulomas presentes no figado indicou pela morfologia
celular que no grupo Controle continha linfocitos, macréfagos, eosindfilos e plasmacitos
demonstrado na Figura 11 (A). E no grupo Deficiente linfocitos, macréfagos e eosinofilos
demonstrado na Figura 11 (B).
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Figura 11 - Andlise da constituicdo do granuloma no figado de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni

Corte histologico com coloragdo Hematoxilina & Eosina demonstrando a constituicdo do granuloma no
figado. Em (A) Grupo Controle, tendo como descrigdo: linfocitos, macrofagos, eosindfilos e plasmocitos e
imagem no aumento de 40x. Em (B) Grupo Deficiente, tendo como descri¢do: linfdcitos, macréfagos e

eosindfilos e imagem no aumento de 40x.

Em relacdo a fase do granuloma, no grupo Controle, 36 (39,56%) tiveram o granuloma
precoce e 40 (43,96%) avancado, no grupo Deficiente 37 (52,86%) precoce e 22 (31,43%)
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avancado. 15 (16,48%) e 11 (15,71%) dos camundongos ndo apresentaram presenca de
granuloma no grupo Controle e Deficiente, respectivamente (Grafico 8). No grupo
Controle e Deficiente, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas nas fases
dos granulomas portais, onde 73 (45,34%) dos camundongos apresentaram como precoce a

fase do granuloma.

Gréfico 8 - Andlise da fase do granuloma no figado de camundongos Controle e Deficiente
em mastdcitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum granuloma. (1) Exsudativa. (2) Precoce. (3) Avangado. (4) Fibrético.

A anélise da atividade inflamatoria periportal demonstrou no grupo Controle 49 (58,85%)
dos camundongos com extravasamento de linfdcitos, 15 (16,48%) necrose saca-bocado
discreta, 08 (8,79%) moderada e 03 (3,30%) acentuada. E no grupo Deficiente, 32
(45,71%) com extravasamento de linfdcitos, 06 (8,57%) necrose saca-bocado discreta, 16
(22,86%) moderada e 04 (5,71%) acentuada. 16 (17,58%) e 12 (17,14%) camundongos nao
apresentaram grau de inflamacdo, no grupo Controle e Deficiente, respectivamente

(Gréfico 9). No grupo Controle e Deficiente, ndo foram observadas diferengas estatisticas
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significativas na atividade inflamatéria periportal, onde 81 (50,31%) camundongos

apresentaram extravasamento de linfocitos.

Gréfico 9 - Analise da atividade inflamatdria periportal no figado de camundongos
Controle e Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhuma atividade periportal. (1) Extravasamento de linfécitos. (2) Necrose saca-bocado
discreta. (3) Necrose saca-bocado moderada. (4) Necrose saca-bocado acentuada.

A andlise da atividade inflamatéria no parénquima indicou que, no grupo Controle, 54
(59,34%) dos camundongos demonstraram uma atividade discreta e focal, 19 (20,88%)
uma necrose focal em varios sitios, 03 (3,30%) uma necrose focal extensa e 15 (16,48%)
ndo apresentaram atividade inflamatdria no parénquima. No grupo Deficiente, 28 (40%)
dos camundongos demonstraram uma atividade discreta e focal, 28 (40%) uma necrose
focal em varios sitios, 03 (4,29%) uma necrose focal e confluente e 11 (15,71%) néo
apresentaram atividade inflamat6ria no parénquima (Grafico 10). No grupo Controle e
Deficiente, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas na atividade
inflamatoria no parénquima, onde 82 (50,93%) dos camundongos apresentaram atividade
discreta e focal.
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Gréfico 10 - Anélise da atividade inflamat6ria no parénquima no figado de camundongos
Controle e Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhuma atividade intralobular. (1) Atividade discreta e focal. (2) Necrose focal em véarios
sitios. (3) Necrose focal e confluente. (4) Necrose focal extensa.

A avaliacdo da atividade inflamatoria periportal e no parénquima do figado, demonstrou no
grupo Controle, figura 12 (A), necrose saca-bocado acentuado, com penetracdo de células
inflamatorias entre 0s hepatdcitos e necrose focal extensa no espago periportal e
parénquima, respectivamente, e a presenca de pigmentos acastanhados
(esquistossomoticos). E no grupo Deficiente, figura 12 (B), necrose saca-bocado discreta e
necrose focal em varios sitios no espaco periportal e parénquima, respectivamente,

apresentando menor intensidade.
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Figura 12 - Achados histopatologicos da analise da atividade inflamatoria periportal e no
parénquima do figado de camundongos Controle e Deficiente em mastdcitos infectados
pelo S. mansoni

Corte histolégico com coloragdo Hematoxilina & Eosina demonstrando a atividade inflamatéria periportal e
no parénquima do figado. Em (A) Grupo Controle, tendo como descri¢do: necrose saca-bocado acentuado e
necrose focal extensa no espaco periportal e parénquima, respectivamente e imagem no aumento de 40x. Em
(B) Grupo Deficiente, tendo como descri¢do: necrose saca-bocado discreta e necrose focal em varios sitios no

espaco periportal e parénquima, respectivamente e imagem no aumento de 40x.
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Na medida em que os granulomas se desenvolvem os ovos de S. mansoni perdem a sua
viabilidade, descrevendo assim a viabilidade dos ovos presentes no figado, em que no
grupo Controle 72 (79,12%) dos camundongos demonstraram ovos viaveis e 04 (4,40%)
ovos inviaveis, no grupo Deficiente, 51 (72,86%) dos camundongos demonstraram 0vos
viaveis e 07 (10%) ovos inviaveis. 15 (16,48%) e 12 (17,14%) dos camundongos n&do
continham ovos de S. mansoni no grupo Controle e Deficiente, respectivamente (Gréafico
11). No grupo Controle e Deficiente, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas na viabilidade dos ovos, sendo que em 123 (76,40%) dos camundongos

apresentaram a maioria dos ovos viaveis.

Gréafico 11 - Analise da viabilidade dos ovos no figado de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum ovo. (1) Maioria viavel. (2) Maioria inviavel.

As andlises histopatologicas das amostras de figado dos animais ndo infectados
demonstraram a arquitetura hepatica totalmente preservada ou normal, nimero de tratos
portais superior a 10, tratos portais totalmente preservados ou normais e auséncia do
infiltrado inflamatdrio portal. Essas amostras também ndo apresentaram granulomas

portais ou intralobulares e, consequentemente, auséncia de atividade inflamatoria
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periportal, de atividade inflamat6ria no parénquima e de ovos de S. mansoni. Entre essas
amostras de animais ndo infectados, cinco ndo apresentaram a estrutura do figado para as
analises histopatologicas completas. Na tabela 01, encontra-se descrita as principais

alteracdes observadas na analise das variaveis no figado.

Tabela 1: Principais alteracdes descritas na analise das variaveis no figado

Figado

Resultado

Estrutura do 6rgao

NuUmero de tratos portais

Arquitetura do espaco
portal

Infiltrado inflamatdrio

portal

Presenca de granuloma

portal
Quantidade de granuloma

Constituicéo dos
granulomas
Fase do granuloma
Atividade inflamatoria
periportal
Atividade inflamatdéria no
parénquima

Viabilidade dos ovos

Maior % com estrutura parcialmente alterada

Maior % com numero de tratos portais maior que 10
Maior % com arquitetura do espaco portal
alargados, mas sem septos. Apresentando diferenca
estatistica significativa entre os grupos na analise da
descricdo alargados e com septos incompletos
Maior % com infiltrado inflamatério portal
moderado. Apresentando diferenca estatistica
significativa entre os grupos na analise da descri¢do
acentuado

Presenca de granuloma em maior % dos
camundongos

Maior % com moderadas quantidades de granuloma
no figado

Maior % dos granulomas constituidos de linfécitos,
macrofagos e eosinofilos.

Maior % com granulomas em fase precoce

Maior % com extravasamento de linfdcitos na
atividade inflamatoria periportal

Maior % com atividade inflamatoria no parénquima
hepatico discreta e focal

Maioria viavel

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2. Alterac6es Esplénicas

A andlise da estrutura do bago demonstrou, no grupo Controle, 60 (66,67%) dos
camundongos com uma estrutura totalmente preservada ou normal, 25 (27,78%)
parcialmente alterada, 02 (2,22%) moderadamente alterada e 03 (3,33%) muito alterada.
No grupo Deficiente, 45 (67,16%) dos camundongos apresentaram uma estrutura
totalmente preservada ou normal, 12 (17,91%) parcialmente alterada, 05 (7,46%)
moderadamente alterada e 05 (7,46%) muito alterada (Grafico 12). No grupo Controle e
Deficiente, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas na estrutura do baco,
ja que 105 (66,88%) dos camundongos apresentaram a estrutura totalmente preservada ou

normal.

Gréafico 12 - Andlise da estrutura do baco de camundongos Controle e Deficiente em
mastdcitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Totalmente preservado ou normal. (1) Parcialmente alterada. (2) Moderadamente alterada. (3)
Muito alterada. (4) Totalmente alterada.
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A andlise da polpa vermelha do baco dos camundongos do grupo Controle demonstrou que
49 (54,44%) se encontrava imatura, 26 (28,89%) discretamente congesta, 13 (14,44%)
moderadamente congesta e 2,22% acentuadamente congesta. No grupo Deficiente, em 40
(59,70%) camundongos a polpa vermelha se encontrava imatura, 17 (25,37%)
discretamente congesta e 10 (14,93%) moderadamente congesta (Grafico 13). No grupo
Controle e Deficiente, ndo foram observadas diferengas estatisticas significativas na
estrutura da polpa vermelha do baco, onde 89 (56,69%) dos camundongos apresentaram a

polpa vermelha imatura.

Gréafico 13 - Analise da polpa vermelha do baco de camundongos Controle e Deficiente em
mastdcitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Imaturo. (1) Discretamente congesta. (2) Moderadamente congesta. (3) Acentuadamente
congesta.

A analise da polpa branca no grupo Controle mostrou que 76 (84,44%) dos camundongos
ndo apresentaram alteracdes, 09 (10%) apresentaram discreta hiperplasia e 05 (5,56%)
moderada. No grupo Deficiente, 57 (85,07%) ndo apresentaram alteracdes, 09 (13,43%)
discreta hiperplasia e 01 (1,49%) moderada (Grafico 14). No grupo Controle e Deficiente,
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ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas na estrutura da polpa branca do
baco, onde 133 (84,71%) dos camundongos apresentaram a polpa branca sem alteragéo.

Gréfico 14 - Andlise da polpa branca do baco de camundongos Controle e Deficiente em
mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Sem alteracBes. (1) Discretamente hiperplasica. (2) Moderadamente hiperplésica. (3)
Acentuadamente hiperplasica.

A avaliacdo da estrutura histoldgica do bago demonstrou no grupo Controle, figura 13 (A),
a sua polpa esplénica muito alterada, com acentuada congestdo na polpa vermelha e
hiperplasia na polpa. No grupo Deficiente, figura 13 (B), o parénquima esplénico
demonstrou-se moderadamente alterado, contendo moderados pontos esbranquigcados

hiperpléasicos referente a polpa branca e pontos congestos referente a polpa vermelha.
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Figura 13 - Achados histopatoldgicos do bago de camundongos Controle e Deficiente em
mastocitos infectados pelo S. mansoni

Corte histolégico com coloracdo Hematoxilina & Eosina demonstrando a alteragdo da estrutura no baco, a
polpa vermelha e branca. Em (A) Grupo Controle, tendo como descrigcdo: muito alterada para a estrutura,
acentuadamente congesta e hiperplasica para polpa vermelha e branca, respectivamente e imagem no
aumento de 10x e insert de 20x. Em (B) Grupo Deficiente, tendo como descri¢cdo: moderadamente alterada,
congesta e hiperplasica para estrutura, polpa vermelha e branca, respectivamente e imagem no aumento de
10x e insert de 20x.

Em relacdo a quantidade de granulomas esplénicos, pode-se observar que no grupo

Controle 87 (96,67%) dos camundongos ndo apresentaram granulomas e 03 (3,33%)
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apresentaram raros ou escassos. No grupo Deficiente, 63 (94,03%) n&o apresentaram
granulomas, 03 (4,48%) apresentaram de forma rara ou escassa e 01 (1,49%) discreta
(Grafico 15). Em tais grupos, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas na
quantidade de granulomas no baco, onde 150 (95,54%) dos camundongos né&o

apresentaram granulomas.

Gréfico 15 - Analise da quantidade de granulomas esplénicos nos camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum granuloma. (1) Rara ou escassa. (2) Discreta. (3) Moderada. (4) Acentuada. (5) Muito
acentuada.

Ao avaliarmos a constituicdo dos granulomas no bago observamos que no grupo Controle
87 (96,67%) ndo apresentaram granulomas e apenas 03 (3,33%) apresentaram como
constituicdo linfécitos, macrofagos e eosindfilos. No grupo Deficiente, 63 (94,03%) ndo
apresentaram granulomas e 04 (5,97%) apresentaram como constituicdo linfocitos,
macrofagos e eosindfilos (Gréafico 16). Em ambos os grupos, os camundongos
apresentaram como constituicdo linfdcitos, macrofagos e eosindéfilos, sendo 07 (4,46%),

ndo demonstrando diferencas estatisticas significativas entre o grupo Controle e Deficiente.
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Gréfico 16 - Analise da constituicdo dos granulomas no baco de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum granuloma. (1) Somente linfocitos e macréfagos (2) Linfécitos, macrofagos e
eosinofilos. (3) Linfdcitos, macrofagos, eosindfilos e plasmocitos. (4) Linfécitos, macrofagos, eosindfilos,
plasmdcitos e células gigantes. (5) Todas as anteriores e outras células.

Ao avaliarmos a viabilidade dos ovos de S. mansoni presentes no bago, notamos que no
grupo Controle 88 (97,78%) dos camundongos nao tinham ovos e 02 (2,22%) encontrou-se
ovos viaveis. No grupo Deficiente, 63 (94,03%) nédo havia ovos e 04 (5,97%) encontrou-se
ovos viaveis (Grafico 17). Em 151 (96,18%) dos camundongos ndo foram encontrados
ovos de S. mansoni e 06 (3,82%) apresentaram ovos viaveis, ndo demonstrando diferenca

estatistica significativa entre o grupo Controle e Deficiente.



61

Gréfico 17 - Andlise da viabilidade dos ovos no bago de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni

60 - B-VI
W
mo

50 -

40 -

30 -

Percentual

20 -

10 -

0.
Grupo Controle Deficiente

Legenda: (0) Nenhum ovo. (1) Maioria viavel. (2) Maioria inviavel.

As analises histopatolégicas dos animais que ndo foram infectados demonstraram a
estrutura do bago totalmente preservada ou normal, a polpa vermelha imatura, a polpa
branca sem alteragdes, auséncia de granuloma e ovos de S. mansoni. Das amostras
analisadas, nove ndo tinham a estrutura do bago para realizar a analise histopatol6gica
descrita. Na tabela 02, encontra-se descrita as principais alteracGes observadas na analise
das variaveis no baco.
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Tabela 2: Principais alteracdes descritas na analise das variaveis no baco

Baco

Resultado

Estrutura do 6rgao

Polpa Vermelha
Polpa Branca
Quantidade de granuloma
Constituicéo dos
granulomas

Viabilidade dos ovos

Maior % com estrutura totalmente preservada ou
normal

Maior % imatura

Maior % sem alteracdes

Maior % com auséncia de granuloma

Todos os granulomas presentes foram constituidos
de linfécitos, macrofagos e eosinofilos.

Maioria viavel

5.3. Alteragdes Pulmonares

Fonte: Elaborada pela autora.

No grupo Controle, 39 (41,49%) camundongos apresentaram a sua estrutura totalmente

preservada, os demais demonstraram pelo menos uma alteracdo, sendo 33 (35,11%)
parcialmente, 06 (6,38%) moderadamente, 10 (10,64%) muito e 06 (6,38%) totalmente. No

grupo Deficiente, 27 (40,30%) camundongos apresentaram a estrutura do pulméo

totalmente preservada ou normal, 25 (37,31%) parcialmente alterada, 06 (8,96%)

moderadamente alterada, 06 (8,96%) muito alterada e 03 (4,48%) totalmente alterada

(Gréfico 18). No grupo Controle e Deficiente, ndo foram observadas diferencas estatisticas

significativas na estrutura do pulmao, onde 66 (40,99%) dos camundongos apresentaram a

estrutura totalmente preservada ou normal.
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Gréfico 18 - Andlise da estrutura do pulmdo de camundongos Controle e Deficiente em
mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Totalmente preservado ou normal. (1) Parcialmente alterada. (2) Moderadamente alterada. (3)
Muito alterada. (4) Totalmente alterada.

A avaliacdo da estrutura dos pulmdes, observou-se em menor aumento, no grupo Controle,
figura 14 (A), a sua estrutura parcialmente alterada, com espessamento dos septos alveolar
e diminuicdo dos alvéolos. No grupo Deficiente, figura 14 (B), uma estrutura muito
alterada, observando-se um espessamento dos septos alveolar de forma difusa, com
diminuicdo dos alvéolos e a presenga de um infiltrado inflamatério, com neoformagéo de

vasos sanguineos.
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Figura 14 - Achados histopatoldgicos da estrutura do pulméo de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni

Corte histolégico com coloragcdo Hematoxilina & Eosina demonstrando a alteragdo da estrutura no pulmao.
Em (A) Grupo Controle, tendo como descricdo: parcialmente alterada e imagem no aumento de 10x. Em (B)
Grupo Deficiente, tendo como descri¢do: muito alterada e imagem no aumento de 5x e insert de 40x.

Os camundongos do grupo Controle demonstraram em 50 (53,19%) a auséncia da
proliferacdo endotelial em ramo de artéria pulmonar, 16 (17,02%) raros vasos contendo
essa proliferacdo, 22 (23,40%) frequentes vasos e 06 (6,38%) em quase todos os vasos. No

grupo Deficiente, 37 (55,22%) ndo apresentaram proliferacdo, 15 (22,39%) raros vasos
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lesionados, 12 (17,91%) frequentes vasos, 03 (4,48%) quase todos os vasos (Grafico 19).
No qual, nos grupos Controle e Deficiente, ndo foram observadas diferencgas estatisticas
significativas, onde 87 (54,04%) dos camundongos ndo apresentaram proliferacdo

endotelial em ramo de artéria pulmonar.

Grafico 19 - Analise da proliferacdo endotelial em ramo de artéria pulmonar de
camundongos Controle e Deficiente em mastdcitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Ausente. (1) Discreta (raros vasos com proliferacdo endotelial). (2) Moderada (frequentes vasos
com proliferacdo endotelial). (3) Acentuada (quase todos 0s vasos com proliferacdo endotelial).

No grupo Controle, 77 (81,91%) dos camundongos ndo apresentaram lesao plexiforme em
ramo de artéria pulmonar, ja 12 (12,77%) apresentaram em raros vasos, 04 (4,26%)
frequentes vasos, 01 (1,06%) quase todos os vasos. O grupo Deficiente, 61 (91,04%) néo
demonstrou lesdo e 06 (8,96%) em raros vasos (Grafico 20). Nos grupos Controle e
Deficiente, ndo foram observadas diferengas estatisticas significativas, onde 138 (85,71%)

dos camundongos nao apresentaram lesdo plexiforme.
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Gréfico 20 - Anélise da lesdo plexiforme em ramo de artéria pulmonar de camundongos
Controle e Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Ausente. (1) Discreta (raros vasos com lesdo plexiforme). (2) Moderada (frequentes vasos com
lesdo plexiforme). (3) Acentuada (quase todos os vasos com lesdo plexiforme).

Na anélise histopatoldgica da lesdo plexiforme em ramo de artéria pulmonar observou-se
no grupo Controle, figura 15 (A), artérias pulmonares com moderada lesdo, com presenca
de infiltrado inflamatdrio. E no grupo Deficiente, figura 15 (B), artérias pulmonares com
discreta lesdo apresentando o espessamento dos septos alveolar de forma difusa, com
diminuicdo dos alvéolos e a presenga de um infiltrado inflamatério, com neoformagéo de

vasos sanguineos.
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Figura 15 - Achados histopatolégicos vasculares do tecido pulmonar de camundongos
Controle e Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni

Corte histolégico com coloragdo Hematoxilina & Eosina demonstrando a lesdo plexiforme em ramo de
artéria pulmonar. Em (A) Grupo Controle, tendo como descri¢cdo: moderada e imagem no aumento de 40x.
Em (B) Grupo Deficiente, tendo como descrigdo: discreta e imagem no aumento de 5x e insert de 40x.

No grupo Controle, em 29 (30,85%) dos camundongos ndo foram encontrados a presenca
de tecido linfoide associado ao brénquio (BALT), 46 (48,94%) de forma focal, 06 (6,38%)
multifocal e 13 (13,83%) difusa. No grupo Deficiente, 26 (38,81%) ndo apresentou BALT,
28 (41,79%) focalmente, 05 (7,46%) multifocal e 08 (11,94%) difusa (Gréfico 21). Nos
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grupos Controle e Deficiente, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas,
onde 74 (45,96%) dos camundongos apresentaram um BALT focal.

Gréfico 21 - Andélise do BALT de camundongos Controle e Deficiente em mastocitos
infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Ausente. (1) Discreta. (2) Focal. (3) Multifocal. (4) Difusa.

A quantificagdo do numero de granulomas presente nos camundongos Controle e
Deficiente demonstrou que, no grupo Controle, em 59 (62,77%) dos camundongos nédo
continham granulomas e em 33 (35,11%) encontrou-se raros ou escassos granulomas, em
01 (1,06%) uma quantidade discreta e em 01 (1,06%) uma acentuada. Os do grupo
Deficiente, 40 (59,70%) nao foram encontrados granulomas, 22 (32,84%) demonstrou
granulomas raros ou escassos, 03 (4,48%) discretos e 02 (2,99%) moderados (Grafico 22).
Em tais grupos, ndo foram observadas diferengas estatisticas significativas na quantidade
de granulomas presentes no pulmdo, onde 99 (61,49%) dos camundongos n&o
apresentaram granulomas.
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Gréfico 22 - Anélise da quantidade de granuloma no pulm&o de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum granuloma. (1) Rara ou escassa. (2) Discreta. (3) Moderada. (4) Acentuada. (5) Muito
acentuada.

Ao avaliarmos a constituicdo dos granulomas no pulmdo observamos que no grupo
Controle 59 (62,77%) ndo apresentaram granulomas e 35 (37,23%) apresentou como
constituicdo linfocitos, macrofagos e eosindfilos. E no grupo Deficiente, 40 (59,70%) ndo
continha granulomas e 27 (40,30%) teve como constituicdo linfdcitos, macréfagos e
eosindfilos (Grafico 23). Dos camundongos, 62 (38,51%), apresentaram como constituicdo
linfocitos, macrofagos e eosinofilos, ndo demonstrando diferengas estatisticas

significativas entre o grupo Controle e Deficiente.
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Gréfico 23 - Andlise da constituicdo dos granulomas no pulmao de camundongos Controle
e Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum granuloma. (1) Somente linfécitos e macrdfagos (2) Linfocitos, macrofagos e
eosindfilos. (3) Linfdcitos, macrofagos, eosinéfilos e plasmdcitos. (4) Linfécitos, macréfagos, eosindéfilos,
plasmdcitos e células gigantes. (5) Todas as anteriores e outras células.

Ao avaliarmos a viabilidade dos ovos de S. mansoni presentes no pulmao, notamos que no
grupo Controle 80 (85,11%) ndo apresentou ovos, e nos demais camundongos onde foram
encontrados ovos, 10 (10,64%) eram viaveis e 04 (4,26%) inviaveis. No grupo Deficiente,
45 (67,16%) ndo apresentaram ovos e em 22 (32,84%) encontrou-se apenas Ovos Viaveis
(Gréfico 24). Em 125 (77,64%) dos camundongos ndo foram encontrados ovos de S.
mansoni, 32 (19,88%) apresentaram ovos viaveis e 04 (2,48%) ovos inviaveis, nao

demonstrando diferenca estatistica significativa entre o grupo Controle e Deficiente.
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Gréfico 24 - Andlise da viabilidade dos ovos no pulmdo de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum ovo. (1) Maioria viavel. (2) Maioria inviavel.

No decorrer da analise observou-se a presenca de neutréfilos no espaco dos bronquios, em
08 (8,51%) do grupo Controle e 08 (11,94%) no grupo Deficiente, onde em 86 (91,49%) e
59 (88,06%) dos grupos, respectivamente, ndo demonstraram a presenca dos neutréfilos
(Gréfico 25). No grupo Controle e Deficiente, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas, onde 145 (90,06%) dos camundongos nao apresentaram neutrofilos

intrabrénquicos e 16 (9,64%) apresentaram.



72

Gréfico 25 - Analise da presenca de neutrdfilos no espaco dos bronquios pulmonares de
camundongos Controle e Deficiente em mastdcitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Ausente. (1) Presente.

Na analise do grupo Controle para avaliar o espessamento dos septos dos camundongos, 47
(50%) apresentou o espessamento e 47 (50%) ndo apresentou. No grupo Deficiente 28
(41,79%) dos camundongos apresentaram o espessamento e 39 (58,21%) nao apresentou
(Gréfico 26). No grupo Controle e Deficiente, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas, onde 86 (53,42%) dos camundongos ndo apresentaram espessamento dos
septos e 75 (46,58%) apresentaram.
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Gréfico 26 - Analise do espessamento dos septos pulmonares de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Ausente. (1) Presente.

Os camundongos do grupo Controle, 55 (58,51%) ndo apresentaram inflamacao
perivascular e 39 (41,49%) apresentaram e no grupo Deficiente 44 (65,67%) ndao
apresentaram e 23 (34,44%) apresentaram a inflamacéo (Gréfico 27). No grupo Controle e
Deficiente, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas, onde 99 (61,49%)

dos camundongos ndo apresentaram espessamento dos septos e 62 (38,51%) apresentaram.
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Grafico 27 - Analise da inflamag&o perivascular no pulmédo de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Ausente. (1) Presente.

A anélise histopatologica dos animais que ndo foram infectados demonstrou caracteristicas
histopatol6gicas de normalidade, onde a estrutura do pulm&o apresentava-se totalmente
preservada ou normal e auséncia de proliferacdo endotelial em ramo de artéria pulmonar,
lesdo plexiforme em ramo de artéria pulmonar, BALT, granulomas, ovos de S. mansoni,
neutréfilos intrabrénquios, espessamento de septos e inflamacgdo perivascular. Das
amostras analisadas, cinco, ndo tinham a estrutura do pulmdo para realizar a analise
histopatoldgica descrita. Na tabela 03, encontra-se descrita as principais alteracGes

observadas na andlise das varidveis no pulméo.



Tabela 3: Principais alteracdes descritas na andlise das variaveis no pulméo

Pulmao

Resultado

Estrutura do 6rgao

Proliferacdo endotelial em
ramo de artéria pulmonar
Leséo plexiforme em ramo
de artéria pulmonar
Tecido linfoide associado ao
brénquio (BALT)

Quantidade de granuloma

Constituicéo dos

granulomas
Viabilidade dos ovos

Presenca de neutrdfilos
intrabrénquicos
Espessamento dos septos

Inflamacéo perivascular

Maior % com estrutura normal e parcialmente
alterada

Maior % com auséncia de proliferacéo endotelial,
quando presente discreta

Maior % com auséncia de lesdo plexiforme, quando

presente discreta
Maior % com BALT focal

Maior % com rara ou escassa quantidade de
granulomas no pulméo

Maior % dos granulomas constituidos de linfécitos,
macrofagos e eosindéfilos.

Maioria com auséncia de ovos e quando presente

viaveis
Maior % com auséncia

Maior % com auséncia

Maior % com auséncia

5.4. Alterag0es Intestinais

No grupo Controle 84 (97,67%) dos camundongos estavam com a estrutura do intestino
delgado totalmente preservada e 02 (2,33%) apresentaram totalmente alterada. No grupo
Deficiente 63 (100%) dos animais estavam com a estrutura totalmente preservada ou
normal (Grafico 28). Em tais grupos, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas, onde 147 (98,66%) dos camundongos apresentaram a estrutura do intestino
delgado totalmente preservado ou normal, e 02 (1,34%) apresentaram a estrutura

totalmente alterada.

Fonte: Elaborada pela autora.



76

Gréfico 28 - Analise da estrutura do intestino delgado de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Totalmente preservado ou normal. (1) Parcialmente alterada. (2) Moderadamente alterada. (3)
Muito alterada. (4) Totalmente alterada.

No grupo Controle 90 (98,90%) dos camundongos apresentaram a estrutura do intestino
grosso totalmente preservada ou normal e 01 (1,10%) totalmente alterada. E no grupo
Deficiente 65 (100%) dos animais apresentaram uma estrutura totalmente preservada ou
normal (Gréafico 29). Nos dois grupos ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas, onde 155 (99,36%) dos camundongos apresentaram a estrutura do intestino
grosso totalmente preservado ou normal, e 01 (0,64%) apresentou a estrutura totalmente

alterada.
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Gréfico 29 - Anélise da estrutura do intestino grosso de camundongos Controle e
Deficiente em mastécitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Totalmente preservado ou normal. (1) Parcialmente alterada. (2) Moderadamente alterada. (3)
Muito alterada. (4) Totalmente alterada.

A avaliacdo da estrutura do intestino grosso, em menor aumento demonstrou no grupo
Controle, figura 16 (A), e no grupo Deficiente, figura 16 (B), uma estrutura parcialmente
alterada em ambos os grupos, podendo observar no grupo Controle a presenca focal de um

infiltrado inflamatorio.



78

Figura 16 - Achados histopatoldgicos da estrutura do intestino grosso de camundongos
Controle e Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni

P

Corte histolégico com coloragdo Hematoxilina & Eosina demonstrando a alteracdo da estrutura no intestino
grosso. Em (A) Grupo Controle, tendo como descri¢do: parcialmente alterada e imagem no aumento de 10x.
Em (B) Grupo Deficiente, tendo como descrigéo: parcialmente alterada e imagem no aumento de 05x.

Nos camundongos do grupo Controle e Deficiente o intestino delgado e grosso,
apresentaram auséncia de hipotrofia e atrofia nas porc¢des intestinais, 149 (100%) e 156
(100%) respectivamente, ndo sendo observadas diferencas estatisticas significativas.
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No grupo Controle que pertence ao intestino delgado, 85 (98,84%) dos camundongos nao
apresentaram ulceracdo e 01 (1,16%) apresentaram de forma difusa. No grupo Deficiente
63 (100%) dos camundongos nao apresentaram ulceracdo (Grafico 30). Nos grupos
analisados, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas, onde 148 (99,33%)
dos camundongos apresentaram auséncia de ulceragdo no intestino delgado e 01 (0,67%)
apresentou ulceracéo difusa.

Gréfico 30 - Andlise da ulceracdo no intestino delgado de camundongos Controle e
Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Ausente. (1) Focal. (2) Multifocal. (3) Difusa.

Em relacdo ao intestino grosso, 90 (98,90%) dos camundongos do grupo Controle nao
apresentaram ulceracédo e 01 (1,10%) de forma multifocal. No grupo Deficiente 65 (100%)
dos camundongos ndo apresentaram ulceracdo. Nos grupos ndo foram observadas
diferengas estatisticas significativas, onde 155 (99,36%) dos camundongos apresentaram
auséncia de ulceracao no intestino grosso e 01 (0,64%) apresentou ulceragcdo multifocal.
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De acordo com a analise da quantidade de granulomas no intestino delgado, o grupo
Controle 65 (75,58%) dos camundongos nédo apresentaram granulomas, 18 (20,93%)
encontrou-se raros ou escassos granulomas, em 02 (2,33%) uma quantidade discreta e em
01 (1,16%) moderada. No grupo Deficiente, 58 (92,06%) ndo apresentaram granulomas e
05 (7,94%) encontrou-se raros ou escassos granulomas (Gréafico 31). Nos grupos acima néo
foram observadas diferencas estatisticas significativas na quantidade de granulomas no

intestino delgado, onde 123 (82,55%) dos camundongos ndo apresentaram granulomas.

Gréfico 31 - Andlise da quantidade de granuloma no intestino delgado de camundongos
Controle e Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum granuloma. (1) Rara ou escassa. (2) Discreta. (3) Moderada. (4) Acentuada. (5) Muito
acentuada.

No grupo Controle do intestino delgado, 65 (75,58%) dos camundongos ndo apresentaram
granulomas e 21 (24,42%) dos que apresentaram tiveram como constituicdo linfécitos,
macrofagos e eosinofilos. Dos camundongos que pertencem ao grupo Deficiente 05
(7,94%) apresentaram a mesma constituicdo do granuloma que o grupo Controle e 58
(92,06%) nao apresentavam granuloma (Grafico 32). Ao avaliarmos a constituicdo dos
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granulomas no intestino delgado observamos que 26 (17,45%) dos camundongos
apresentaram como constituicdo linfocitos, macrofagos e eosinofilos, ndo demonstrando

diferencas estatisticas significativas entre o grupo Controle e Deficiente.

Gréfico 32 - Andlise da constituicdo dos granulomas no intestino delgado de camundongos
Controle e Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum granuloma. (1) Somente linfécitos e macréfagos (2) Linfécitos, macréfagos e
eosindfilos. (3) Linfdcitos, macréfagos, eosinéfilos e plasmacitos. (4) Linfécitos, macréfagos, eosindéfilos,
plasmdcitos e células gigantes. (5) Todas as anteriores e outras células.

A avaliagcdo da quantidade de granulomas no intestino delgado, demonstrou em menor
aumento no grupo Controle, figura 17 (A), a presenca de granulomas de forma moderada,
com alteracdo da estrutura. E no grupo Deficiente, figura 17 (B), raros ou escassos
granulomas.
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Figura 17 - Achados histopatolégicos da quantidade de granulomas no intestino delgado de
camundongos Controle e Deficiente em mastdcitos infectados pelo S. mansoni
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Corte histolégico com coloracdo Hematoxilina & Eosina demonstrando os granulomas presentes. Em (A)
Grupo Controle, tendo como descri¢do: moderada e imagem no aumento 5x. Em (B) Grupo Deficiente, tendo
como descri¢do: rara ou escassa e imagem no aumento 10x.

Quanto a andlise da quantidade de granuloma presentes no intestino grosso, no grupo
Controle, 82 (90,11%) camundongos ndo apresentaram granulomas, 07 (7,69%) encontrou-
se raros ou escassos granulomas, em 01 (1,10%) uma quantidade discreta e em 01 (1,10%)
moderada. No grupo Deficiente, 62 (95,38%) ndo apresentaram granulomas, 02 (3,08%)
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encontrou-se raros ou escassos granulomas e 01 (1,54%) uma quantidade discreta (Grafico
33). Nos grupos ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas na quantidade
de granulomas no intestino grosso, onde 144 (92,31%) dos camundongos ndo apresentaram
granulomas.

Gréafico 33 - Analise da quantidade de granuloma no intestino grosso de camundongos
Controle e Deficiente em mastacitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum granuloma. (1) Rara ou escassa. (2) Discreta. (3) Moderada. (4) Acentuada. (5) Muito
acentuada.

E nas analises referente a constituicdo dos granulomas no intestino grosso, foi observado
que no grupo Controle 82 (90,11%) dos camundongos ndo apresentaram granulomas e 09
(9,89%) dos que apresentaram tiveram como constituicdo linfocitos, macrofagos e
eosindfilos. Dos camundongos que pertencem ao grupo Deficiente 03 (4,62%)
apresentaram a mesma constituicdo do granuloma que o grupo Controle e 62 (95,31%) nédo
apresentavam granuloma (Grafico 34). Ao avaliarmos a constituicdo dos granulomas no

intestino grosso observamos que 12 (7,69%) dos camundongos apresentaram como



84

constituicdo linfocitos, macréfagos e eosinofilos, ndo demonstrando diferencas estatisticas
significativas entre o grupo Controle e Deficiente.

Gréfico 34 - Andlise da constituicdo dos granulomas no intestino grosso de camundongos
Controle e Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum granuloma. (1) Somente linfocitos e macréfagos (2) Linfécitos, macrofagos e
eosinofilos. (3) Linfdcitos, macrofagos, eosindfilos e plasmocitos. (4) Linfécitos, macrofagos, eosindfilos,
plasmacitos e células gigantes. (5) Todas as anteriores e outras células.

Ao avaliarmos a viabilidade dos ovos de S. mansoni presentes no intestino delgado,
notamos que no grupo Controle 23 (26,74%) dos ovos eram viaveis, 02 (2,33%) era
invidveis e em 61 (70,93%) dos camundongos ndo foram encontrados ovos. Em relacdo ao
grupo Deficiente, nos camundongos que foram encontrados ovos 15 (23,81%) eram viaveis
e em 48 (76,19%) ndo foram encontrados ovos (Grafico 35). Nos grupos Controle e
Deficiente, 109 (73,15%) dos camundongos ndo apresentaram ovos de S. mansoni, 38
(25,50%) apresentaram ovos viaveis e 02 (1,34%) ovos inviaveis, ndo demonstrando

diferenca estatistica significativa entre o grupo Controle e Deficiente.
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Gréfico 35 - Andlise da viabilidade dos ovos no intestino delgado de camundongos
Controle e Deficiente em mastocitos infectados pelo S. mansoni
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Legenda: (0) Nenhum ovo. (1) Maioria viavel. (2) Maioria inviavel.

Ao avaliarmos a viabilidade dos ovos de S. mansoni presentes no intestino grosso, foi
observado no grupo Controle que em 06 (6,59%) dos camundongos encontrou-se apenas
ovos Vviaveis e em 86 (93,41%) nao foram encontrados ovos. No grupo Deficiente, em 63
(96,92%) ndo foram encontrados ovos e em 02 (3,08%) ovos viaveis. Em tais grupos, 148
(94,87%) dos camundongos ndo apresentaram ovos de S. mansoni, 08 (5,13%)
apresentaram ovos vidveis e em nenhum camundongo foi observado ovos invidveis, ndo

demonstrando diferenca estatistica significativa entre o grupo Controle e Deficiente.

A analise histopatoldgica do intestino delgado e grosso dos animais que ndo foram
infectados mostrou, em todos 0s casos, caracteristicas histopatoldgicas de normalidade.
Das amostras analisadas, dezessete ndo tinham a estrutura do intestino delgado e dez nédo
tinham a estrutura do intestino grosso para realizar a analise histopatoldgica descrita. Na
tabela 04 e 05, encontra-se descrita as principais alteracGes observadas na analise das

variaveis no intestino delgado e grosso, respectivamente.



Tabela 4: Principais altera¢des descritas na andlise das variaveis no intestino delgado

Intestino Delgado Resultado

Estrutura do 6rgao Maior % com estrutura normal
Hipotrofia/atrofia intestinal Todos os camundongos com auséncia
Ulceracao intestinal Maior % com auséncia
Maior % com auséncia, quando presente rara ou
Quantidade de granuloma
escassa a quantidade de granuloma
Constituicédo dos Maior % dos granulomas constituidos de linfécitos,
granulomas macrofagos e eosinofilos
Maioria com auséncia de ovos e quando presente

Viabilidade dos ovos o
viaveis

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 5: Principais alteracdes descritas na analise das variaveis no intestino grosso

Intestino Grosso Resultado

Estrutura do 6rgéo Maior % com estrutura normal
Hipotrofia/atrofia intestinal Todos os camundongos com auséncia
Ulceracdo intestinal Maior % com auséncia
) Maior % com auséncia, quando presente rara ou
Quantidade de granuloma _
escassa a quantidade de granuloma
Constituicdo dos Maior % dos granulomas constituidos de linfocitos,
granulomas macrofagos e eosindfilos
Maioria com auséncia de ovos e quando presente

Viabilidade dos ovos o
viaveis

Fonte: Elaborada pela autora.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, os resultados das analises histopatoldgicas do figado, principal 6rgéao
comprometido pelos ovos de S. mansoni, demonstraram importantes diferencas entre os
grupos Controle e Deficiente para mastdcitos, especialmente relacionadas a maior presenca
de fibrose e menores intensidades de atividades inflamatorias nos animais com mastécitos,
indicando assim, que os mastdcitos participam da imunopatologia da esquistossomose.
Para producdo desses resultados, apesar das limitacOes, foi reproduzido um modelo

experimental murino e técnicas classicas de analise morfoldgica.

As limitagdes existentes no trabalho relacionaram-se ao tempo de infeccdo e a eficécia da
quantidade de cercérias proposta para a infeccdo. Na proposta para o tempo de infeccéo e
considerando-se o papel dos mastdcitos na resposta inflamatoria, o trabalho foi
inicialmente estruturado para abordagem da fase aguda da esquistossomose. Quanto a
eficaicia da quantidade de cercarias em provocar infeccdo, foram seguidas as
recomendacdes do Laboratério de Esquistossomose do Grupo de Pesquisa Diagnostico e
Terapia de Doencas Infecciosas e Oncoldgicas da FIOCRUZ Minas, que tem longa
experiéncia com protocolos bem estabelecidos para modelo murino de esquistossomose.
Neste estudo, conforme o protocolo estabelecido, realizou-se um projeto piloto prévio para
determinar um numero satisfatorio de cercarias, tanto para mimetizar a resposta imune
quanto permitir um maior tempo de sobrevida do modelo murino. Outra limitagdo inerente
ao modelo experimental esta relacionada a transposicdo dos resultados para humanos, a
mesma ocorreu porqué, diferentemente das infeccdes humanas naturalmente adquiridas, as
infeccdes no modelo murino sdo associadas a elevadas cargas parasitarias que podem
influenciar a intensidade e organizacdo das respostas imunes (FLANNERY, 2003;
ABATH, et. al. 2006). Entretanto, mesmo diante dessas limita¢gdes, 0 modelo murino
utilizado mimetizou a historia natural da esquistossomose e permitiu avaliacdo adequada

da resposta inflamatdria.

Controladas essas limitacOes, os resultados deste estudo s&o corroborados por outras
pesquisas realizadas em camundongos mutantes deficientes em mastdcitos que indicaram a
influéncia dos mastdcitos nas respostas inflamatorias. Considerando a localizacdo dos
mastdcitos nos tecidos, principalmente na pele e mucosas, a expressao de FceRI e a grande

producdo de IgE nas infecgdes por parasitos, compreende-se a possibilidade de
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participacdo dos mastocitos nos diversos eventos ou etapas do processo inflamatorio. Por
ISso, interpreta-se que o modelo murino da esquistossomose neste estudo, onde esses
eventos inflamatorios se iniciaram com a entrada das cercarias na pele e se amplificaram
com a deposicdo de ovos nos tecidos, particularmente no figado, se aproxima dos modelos
das reagdes cutaneas desencadeadas pela injecdo intradérmica de IgE seguida por antigeno
especifico e das reaces inflamatérias nas vias aéreas e desencadeadas pela alergia
alimentar, além modelos murinos deficientes em mastocitos que estudaram respostas
imunolodgicas contra parasitos, como nematodeos. Em todos esses modelos, foi constatada
a participacdo dos mastocitos no processo inflamatdrio. No caso especifico dos modelos
murinos deficientes em mastécitos que avaliaram respostas imunoldgicas contra espécies
do género Strongyloides, os mastocitos representaram um componente importante da
resisténcia do hospedeiro a infeccGes primarias. No caso especifico da esquistossomose,
acredita-se que essa resisténcia do hospedeiro é dependente do papel da IgE, o que, em
tese, favorece o papel dos mastdcitos (GALLI et. al., 2020).

Por isso, neste contexto da participacdo dos mastdcitos na resposta inflamatoria, as
menores intensidades de atividades inflamatdrias evidenciadas nos animais com mastécitos
do presente estudo indicam influéncia ou efeito regulatério dos mastdcitos.
Fundamentando essa leitura, pesquisas com camundongos deficientes em mastdcitos
forneceram evidéncias de que os mastécitos podem limitar o desenvolvimento de edema
cutaneo e necrose provocados por reacdes de hipersensibilidade e mostraram que a referida
capacidade regulatéria dos mastocitos era dependente da quantidade de IL-10. Essa
producdo de IL-10 por mastécitos foi também associada a modulacdo de reaches

inflamatorias desencadeadas na bexiga urinaria (GALLI et. al., 2020).

No caso da progressdo da fibrose hepatica, os animais com mastocitos apresentaram
espagos portais mais alargados e com emissdo de septos incompletos, indicando que a
presenca de mastdcitos esta associada & inducdo de resposta imune com polarizacao do tipo
Th2 e fibrose. Na recente revisdo de Galli, Gaudenzio e Tsai (2020), esta resposta se
caracteriza por elevada participacdo das citocinas e quimiocinas produzidas e liberadas
pelos mastocitos, como IL-4, IL-1, RANTES, Eotaxinas, IL-8 e CCL-2. Na recente de
revisao de Weuskirchen e colaboradores (2019), foi demonstrado que apds a leséo hepatica
ocorre um aumento significativo do nimero de mastécitos no tecido, aonde no figado os

mastocitos estdo principalmente associados ao tecido conjuntivo localizado ao redor das
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artérias hepaticas, veias e ductos biliares, sugerindo a existéncia de um papel importante
dessas células no figado, onde se demonstra a sua contribuicdo para a patogénese da

fibrose, permitindo entdo esse trabalho ser um suporte para os achados desse estudo.

Adicionalmente, o grupo deficiente apresentou uma maior quantidade de células
demonstrando que 0s mastocitos participam ativamente na regulacdo do infiltrado
inflamatorio, aonde na presenga do mastécito a inflamacdo ndo é exuberante, devido a
producéo da IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10 que sdo interleucinas moduladoras. Esses resultados
podem ser explicados pela presenca de IL-10 que s&o produzidas pelos mastocitos, como
recentemente observado por Reber e colaboradores (2017) nas dermatites topicas ou por

hipersensibilidade.

Nos demais 6rgdo analisados, baco, pulmdes e intestinos, ndo foi observado diferenca
estatistica significativa entre os grupos analisados, entretanto pode-se observar alguns
achados histopatolégicos frente a infeccdo da esquistossomose que caracteriza a doenca.
As observacbes histopatologicas analisadas nos 0Orgaos correspondem aos descritos
encontrados na literatura sobre as lesfes causadas pelo S. mansoni ja observadas em
modelo murino. No trabalho de Atta (1981), foi observado no bago dos camundongos
infectados hiperplasia da polpa branca de intensidade varidvel e uma leve/moderada

congestdo da polpa vermelha, com similaridade na analise encontrada no trabalho.

No caso das lesdes pulmonares, foi possivel observar a ocorréncia de lesdo plexiforme
arterial associadas a mastocitos, indicando que as citocinas e quimiocinas mastocitarias
participam da angiogénese, além da fibrose. Essas evidéncias de angiogénese e fibrose
associadas ao mastécito também foram recentemente observadas por Kyritsi e
colaboradores (2020) em modelo murino e foram associadas a sintese de TGF-B1. O
comprometimento do sistema vascular dos pulmdes também foi observado no trabalho de
Coelho (1954), que demonstrou um aspecto caracteristico no pulméo, associando as leses
observadas com o tempo de infeccdo, onde demonstrou na infeccdo recente uma
perivasculite exsudativa e nos casos cronicos um espessamento das tunicas vasculares
ocasionando a sua obstrucdo e a recanalizacdo do vaso. No trabalho de Ali e colaboradores
(2020), avaliou-se 0 numero e a distribuicdo de células inflamatorias em camundongos
infectados com S. mansoni, encontrando um aumento significativo de mastécitos no

pulméo, sugerindo assim, que 0s mastocitos podem contribuir para a vascularizagdo



90

pulmonar e a compreensdo da fisiopatologia da esquistossomose que pode resultar em

doencas vasculares pulmonares.

Entre os resultados expressivos do estudo na analise do intestino, a presenca do mastdcito
foi associada com maiores quantidade e variedade celular dos granulomas intestinais,
tornando um indicativo que os mastdcitos participam do recrutamento de linfocitos e
macrofagos, tipicos representantes do perfil Thl da imunidade adaptativa, e de eosindfilos,
que caracterizam a polarizagdo do tipo Th2. Observac6es similares foram observadas por
Metwali e colaboradores (1996), em modelo murino que avaliou a importancia das
citocinas produzidas pelos mastdcitos na formacdo dos granulomas esquistossomoticos no
intestino. No trabalho de Coelho (1954) foi observado a presenca dos ovos de S. mansoni
com mais frequéncia no intestino delgado e excepcionalmente no grosso, semelhante aos
achados do trabalho, no qual o intestino delgado apresentou um maior ndmero de

granulomas comparado com o intestino grosso.

A execucdo do estudo foi de fundamental importancia devido a utilizacdo de um modelo
experimental que demonstrou resultados significativos em relacdo a alteracdo e a avaliacao
da participagdo dos mastécitos na resposta imunoldgica induzida pelo S. mansoni.
Proporcionando dessa maneira, uma colaboragdo impar sobre a atuacdo dos mastocitos
nessa resposta, preenchendo a lacuna do conhecimento existente na compreensdo dos
processos de atuacao e alteracdo realizados por esse tipo celular. Pois, apesar de existir na
literatura nacional e internacional varios estudos sobre a relacdo do sistema imunoldgico
com a doenca, ndo ha informacdes sobre esse aspecto, configurando nosso estudo como o

pioneiro no entendimento desse papel.

Ademais, a escolha por esse tipo celular enriquece os estudos ja existentes sobre a relacdo
dos componentes imunolégicos ativados na presenca de helmintos, como o IgE e o0s
mecanismos utilizados pelos mastocitos ao se ligar a essas moléculas e ativar suas fun¢ées
frente ao parasito. O conjunto desses resultados demonstrou que 0s mastocitos participam
da imunopatogénese da esquistossomose, indicando um papel predominantemente
regulador da inflamacdo e indutor da sua resolugdo por fibrose. Esse estudo nos permite
aprofundar na compreensdo da participacdo dos mastocitos e assim compreender melhor a
lacuna de conhecimento que existe na esquistossomose em relacdo a maneira que a

resposta imune determina a doenca.
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7 CONCLUSAO

Concluimos, a partir desse estudo, que os mastocitos participam da imunopatologia da
esquistossomose, apresentando um papel provavelmente regulador da inflamacao e indutor

da sua resolucao por fibrose.

O presente estudo fortalece a necessidade de novas pesquisas, sobretudo moleculares, para
melhor compreensdo desta participacdo dos mastocitos na imunopatologia da
esquistossomose e, desta forma, cria perspectivas para conhecimento dos mecanismos

reguladores da inflamacéo e fibrose pelos mastécitos.
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ANEXO A

Tabela dos pardmetros utilizados para a analise histoldgica do figado.
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FIGADO

Cddigo

Variavel

Descricdo

Categorizacao

F-1

Estrutura do figado

Totalmente preservada ou normal

0

Parcialmente alterada

Moderadamente alterada

Muito alterada

Totalmente alterada

F-11

NUmero de tratos
portais (> que 10)

Menor que 10 tratos portais

Maior que 10 tratos portais

F-11

Arquitetura do espaco
portal

Totalmente preservado ou normal

Alargados, mas sem septos

Alargados e com septos incompletos

Alargados e com septos completos ou pontes ou coalescente

Cirrose

F-1v

Infiltrado inflamatério
portal

Ausente ou escasso (raras células inflamatorias)

Discreto (média de 100 células nos tratos portais)

Moderado (média de 1.000 células nos tratos portais)

Acentuado (média de 3.000 células nos tratos portais)

Muito acentuado (média de 5.000 células nos tratos portais)

Presenca de granuloma
portal

Ausente

Presente

F-VI

Quantidade de
granulomas

Nenhum granuloma.

Rara ou escassa (média de 1 granuloma/10CPA)

Discreta (média de 10 granulomas/10CPA)

Moderada (média de 20 granulomas/10CPA)

Acentuada (média de 40 granulomas/10CPA)

Muito acentuado (média de 50 granulomas/10CPA)

F-VII

Constituicéo dos
granulomas

Nenhum granuloma

Somente linfécitos e macrofagos

Linfocitos, macréfagos e eosinéfilos

Linfécitos, macréfagos, eosinéfilos e plasmdcitos

Linfocitos, macréfagos, eosinéfilos, plasmécitos e células
gigantes

Todas as anteriores e outras células (ex.: neutrdfilos)

F-VI1II

Fase do Granuloma

Nenhum granuloma.

Exsudativa

Precoce

Avancado

Fibrotico

F-1X

Atividade inflamatéria
periportal

Nenhuma atividade periportal

Extravasamento de linfécitos

Necrose saca-bocado discreta

Necrose saca-bocado moderada

Necrose saca-bocado acentuada

F-X

Atividade inflamatéria
parénquima

Nenhuma atividade intralobular

Atividade discreta e focal

Necrose focal em varios sitios

Necrose focal e confluente

Necrose focal extensa

F-XI

Viabilidade dos ovos

Nenhum ovo

Maioria viavel

Maioria inviavel
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ANEXO B

Tabela dos pardmetros utilizados para a analise histolégica do bago.
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BACO

Caodigo

Variavel

Descrigdo

Categorizacdo

B-1

Estrutura do bago

Totalmente preservada ou normal

Parcialmente alterada

Moderadamente alterada

Muito alterada

Totalmente alterada

B-11

Polpa Vermelha

Imaturo

Discretamente congesta

Moderadamente congesta

Acentuadamente congesta

B-111

Polpa Branca

Sem alteragdes

Discretamente hiperplasica

Moderadamente hiperplésica

Acentuadamente hiperplasica

B-1vV

Quantidade de granulomas
esplénicos

Nenhum granuloma

Rara ou escassa (média de 01 granuloma/10CPA)

Discreta (média de 10 granulomas/10CPA)

Moderada (média de 20 granulomas/10CPA)

Acentuada (média de 40 granulomas/10CPA)

Muito acentuado (média de 50 granulomas/10CPA)

B-V

Constituicao dos granulomas

Nenhum granuloma

Somente linfécitos e macréfagos

Linfocitos, macréfagos e eosindfilos

Linfécitos, macréfagos, eosinéfilos e plasmécitos

Linfécitos, macréfagos, eosinéfilos, plasmécitos e
células gigantes

Todas as anteriores e outras células (ex.: neutréfilos)

B-VI

Viabilidade dos ovos

Nenhum ovo

Maioria viavel

Maioria inviavel
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ANEXO C

Tabela dos pardmetros utilizados para a anélise histolégica do pulmao.
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PULMAO
Cédigo Variavel Descricdo Categorizacao
Totalmente preservada ou normal 0
Parcialmente alterada 1
P-1 Estrutura do pulméo Moderadamente alterada 2
Muito alterada 3
Totalmente alterada 4
Ausente 0
ol Prolifera(;éo’epdotelial em ramo Discreta (raros vasos com prolifera(;a(? endoNteIiaI) _ 1
de artéria pulmonar Moderada (frequentes vasos com proliferagéo endotelial) 2
Acentuada (quase todos os vasos com proliferagao 3
endotelial)
Ausente 0
P11l Lesdo ple?(iforme em ramo de | Discreta (raros vasos com lesdo plexiforme) 1
arteria pulmonar Moderada (frequentes vasos com lesdo plexiforme) 2
Acentuada (quase todos 0s vasos com lesdo plexiforme) 3
Ausente 0
oIV Tecido linfdide associado ao Focal 1
bronquio (BALT) Multifocal 2
Difusa 3
Nenhum granuloma 0
Rara ou escassa (média de 01 granuloma/10CPA) 1
Quantidade de granulomas Discreta (média de 10 granulomas/10CPA) 2
PV pulmonares Moderada (média de 20 granulomas/10CPA) 3
Acentuada (média de 40 granulomas/10CPA) 4
Muito acentuado (média de 50 granulomas/10CPA) 5
Nenhum granuloma 0
Somente linfécitos e macréfagos 1
Linfocitos, macréfagos e eosindfilos 2
P-VI Constituicdo dos granulomas || jn¢6citos, macréfagos, eosindfilos e plasmécitos 3
L_infc')citos, macr6fagos, eosinofilos, plasmaécitos e células 4
gigantes
Todas as anteriores e outras células (ex.: neutréfilos) 5
Nenhum ovo 0
P-VII Viabilidade dos ovos Maioria vidvel 1
Maioria inviavel 2
VIl Presenca de neutrofilos no Ausente 0
espaco dos brénquios Presente 1
Ausente 0
P-1IX Espessamento dos septos
Presente 1
_ Ausente 0
P-X Inflamacé&o perivascular 1

Presente




ANEXO D

Tabela dos pardmetros utilizados para a analise histoldgica dos intestinos.
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INTESTINO

Caodigo

Variavel

Descrigdo

Categorizacao

Estrutura do intestino
(delgado e grosso)

Totalmente preservada ou normal

Parcialmente alterada

Moderadamente alterada

Muito alterada

Totalmente alterada

Hipotrofia/atrofia intestinal

Ausente

Discreta

Moderada

Acentuada

Ulceracao intestinal

Ausente

Focal

Multifocal

Difusa

1-1v

Quantidade de granulomas
intestinais

Nenhum granuloma

Rara ou escassa (média de 01 granuloma/10CPA)

Discreta (média de 10 granulomas/10CPA)

Moderada (média de 20 granulomas/10CPA)

Acentuada (média de 40 granulomas/10CPA)

Muito acentuado (média de 50 granulomas/10CPA)

Constituicdo dos granulomas

Nenhum granuloma

Somente linfécitos e macréfagos

Linfocitos, macréfagos e eosindfilos

Linfocitos, macréfagos, eosinéfilos e plasmdcitos

Linfécitos, macréfagos, eosindfilos, plasmécitos e
células gigantes

Todas as anteriores e outras células (ex.: neutréfilos)

1-VI

Viabilidade dos ovos

Nenhum ovo

Maioria viavel

Maioria inviavel
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