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RESUMO

O parasito Schistosoma mansoni € o agente etiologico da esquistossomose, uma doenga parasitaria que determina
elevadas taxas de mortalidade e morbidade em humanos. Além do ser humano, algumas espécies de roedores
silvestres também sdo susceptiveis ao parasito e as sucessivas infecgdes nesses animais podem favorecer a
selecdo de novas linhagens de S. mansoni, cujo impacto na morbidade, transmissdo e controle da
esquistossomose ainda ¢ desconhecido. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi descrever o processo de
isolamento da linhagem HS de S. mansoni obtida de roedores Holochilus sciureus naturalmente infectados,
capturados no Maranhdo, Brasil. Posteriormente, o presente estudo avaliou, de forma comparativa, aspectos
morfologicos e genéticos do parasito isolado, além da cinética parasitaria e da resposta imunopatoldgica induzida
pelas linhagem HS e linhagem LE (originalmente isolada de humano) durante infec¢des experimentais em
camundongos BALB/c e caramujos Biomphalaria glabrata. Para isolar o parasito, miracidios obtidos de figados
de H. sciureus foram utilizados para infectar B. glabrata de linhagens simpétrica (SB) e alopatrica (BH) e as
cercarias produzidas foram usadas para a infeccdo dos hamsters e/ou camundongos BALB/c. Apos isolamento,
o perfil parasitologico da infecgdo nesses hospedeiros foi avaliado e as regides 16S e cox 1 de vermes obtidos
desses modelos experimentais foram amplificadas e sequenciadas. Posteriormente, novas infeccdes foram
realizadas em camundongos e B. glabrata, utilizando as linhagens HS e LE de S. mansoni para a avaliacao
comparativa de aspectos morfologicos e morfométricos de ovos eliminados nas fezes, miracidios, cercarias e
vermes adultos. Para realizar avaliagdes parasitologicas e imunopatoldgicas da infec¢do pela linhagem HS de S.
mansoni em BALB/c, grupos de camundongos infectados com 50 cercérias HS ou LE foram comparativamente
avaliados durante a esquistossomose experimental aguda e cronica. Por fim, para investigar a interagdo entre B.
glabrata e a linhagem HS de S. mansoni, grupos de caramujos infectados com 15 miracidios das linhagens HS
ou LE foram comparativamente avaliados durante 91 dias de infeccdo. As nossas tentativas de isolamento
demonstraram que apenas miracidios obtidos de camundongos infectados, mas ndo de hamsters, foram capazes
de infectar B. glabrata, permitindo a manutengdo do parasito em laboratorio. As sequéncias genéticas obtidas
de vermes adultos HS apresentaram 100% de similaridade com S. mansoni, e a analise filogenética mostrou que
essa linhagem do parasito forma um grupo com outros isolados do Brasil, Porto Rico, Guadalupe e Quénia.
Apesar dessa similaridade genética com outros isolados de S. mansoni, a linhagem HS apresentou
particularidades bioldgicas: a infeccdo experimental de B. glabrata SB com S. mansoni HS resultou em dois
picos de eliminagdo de cercarias, aos 45 e apds 70 dias pos-infec¢do (dpi), e a taxa de recuperagdo de vermes
em camundongos foi baixa, aproximadamente 13%. Além disso, as avaliagdes morfologicas comparativas
demonstraram que os miracidios HS apresentaram menores dimensdes corporais; entretanto, as cercarias HS
foram maiores que as da linhagem LE. Adicionalmente, vermes adultos machos da linhagem HS apresentam
maior nimero de tubérculos tegumentares na regido anterior do corpo e as fémeas uma menor area da
espermateca ¢ uma maior frequéncia de ovos no ootipo, quando comparado com a linhagem LE. Em
camundongos BALB/c, verificamos que a infec¢do pela linhagem HS apresentou menor carga parasitaria;
entretanto, as fémeas HS apresentaram maior fecundidade, quando comparado com as da linhagem LE. Além
disso, a infec¢do pela linhagem HS resultou em menor concentragdo de IL-5, IL-10 e IL-13 e atividade de EPO
no homogenato hepatico, mas maiores concentragdes de TNF- o, IFN-y, IL-12 e IL-17 no homogenato do
intestino delgado, quando comparado com a infecgdo pela linhagem LE. A infec¢do pela linhagem HS de S.
mansoni também resultou em maiores concentragdes de produtos finais de NO tecidual e induziu um aumento
nos niveis de transaminases plasmaticas, formacdo de granulomas maiores e maior taxa de mortalidade. Em B.
glabrata, verificamos que a infec¢do pela linhagem HS induziu uma maior taxa de infec¢do e um atraso na
migracdo de esporocistos secundarios (30—40 dpi) e eliminagdo de cercarias (77 dpi.), quando comparado com
a linhagem LE. Além disso, B. glabrata infectado com a linhagem HS ndo teve alteragdo significativa no nimero
de hemocitos circulantes em comparagdo aos caramujos ndo infectados, resultando em menor quantidade de
c¢lulas em relacdo aos caramujos infectados com a linhagem LE, aos 15 dpi. A infec¢do pela linhagem HS
também resultou em uma redu¢do da concentracdo de proteinas homologas a TNF-a e IL-17 de humanos na
hemolinfa e aumento de H>O,, mieloperoxidase e arginase no tecido. Dessa forma, nossos dados demonstraram
que os camundongos BALB/c e caramujos B. glabrata suportam a manutengdo de S. mansoni isolado de H.
sciureus em condi¢des de laboratorio. A partir desse conhecimento, foi possivel caracterizar o perfil genético da
linhagem HS e demonstrar que ela apresenta caracteristicas morfologicas proprias e padrdes parasitologicos e
imunopatologicos diferenciados que podem favorecer sua transmissdo e induzir maior gravidade da
esquistossomose.

Palavras-chave: esquistossomose; Holochilus sciureus; morbidade; resposta imune; caracterizagdo genética;
reservatorio silvestre; Biomphalaria glabrata.



ABSTRACT

Schistosoma mansoni is the etiologic agent of schistosomiasis, a parasitic disease associated with high rates of
mortality and morbidity in humans. In addition to humans, some species of wild rodents are also susceptible to
this parasite and successive infections in these animals may favor the selection of new strains of S. mansoni,
whose impact on morbidity, transmission and control of schistosomiasis is still unknown. Thus, this work aimed
to describe the isolation process of S. mansoni obtained from naturally infected Holochilus sciureus rodents (HS
strain), captured in Maranhao, Brazil. Subsequently, the present study comparatively evaluated morphological
and genetic aspects of the isolated parasite, in addition to the parasitic kinetics and immunopathological response
induced by the HS and the LE strain (originally isolated from humans) during experimental infections in BALB/c
mice and Biomphalaria glabrata snails. To isolate the parasite, miracidia obtained from livers of H. sciureus
were used to infect sympatric (SB) and allopatric (BH) strains of B. glabrata, and the cercariae produced were
used to infect hamsters and/or BALB/c mice experimentally. After isolation, the parasitological profile of the
HS strain infection in these hosts was evaluated and the 16S and cox 1 genetic regions of worms obtained from
these experimental models were amplified and sequenced. Subsequently, new infections were performed in mice
and B. glabrata, using the HS and the LE strain of S. mansoni for the comparative evaluation of morphometric
aspects of eggs eliminated in feces, miracidia, cercariae and adult worms. To assess the parasitological and
immunopathological profile of S. mansoni HS strain infection in vertebrate hosts, groups of BALB/c mice were
infected with 50 cercariae of HS or LE strain, and these animals were comparatively evaluated during acute and
chronic experimental schistosomiasis. Finally, to investigate the interaction between B. glabrata and the HS
strain of S. mansoni, groups of snails infected with 15 miracidia of the HS or LE strains were comparatively
evaluated during 91 dpi. Our isolation attempts demonstrated that only miracidia obtained from infected mice,
but not from hamsters, were able to infect B. glabrata, allowing the maintenance of the parasite in the laboratory.
The sequences showed 100% similarity with S. mansoni, and the phylogenetic analysis demonstrated that the
HS strain of the parasite forms a group with isolates from Brazil, Puerto Rico, Guadeloupe, and Kenya. Despite
this genetic similarity with other S. mansoni isolates, the HS strain had biological peculiarities: experimental
infection of B. glabrata SB with S. mansoni HS resulted in two peaks of cercariae shedding, at 45 and after 70
days post-infection (dpi), and the worm recovery rate in mice was very low, about of 13%. In addition, our
comparative morphological evaluations showed that HS miracidia had smaller body dimensions; however, HS
cercariae were larger than those of the LE strain. Additionally, adult male worms of the HS strain have a greater
number of tegumental tubercles and the female worms have a smaller area of the spermatheca and a higher
frequency of eggs in the ootype, compared to the LE strain. In BALB/c mice, we showed that the infection by
the HS strain had a lower parasite burden; however, the HS females showed higher fecundity when compared to
the LE strain. Moreover, mice infected with the HS strain showed reduced concentrations of IL-5, IL-10, and
IL-13, and lower EPO activity in liver homogenate; but higher concentrations of TNF-a, IFN-y, IL-12, and IL-
17 in the small intestine homogenate, compared to the LE strain. S. mansoni HS strain infection also resulted in
higher concentrations of NO end-products in tissues and induced an increase in plasma transaminase levels,
formation of larger granulomas, and a higher mortality rate. In B. glabrata snails, we demonstrated that the
infection by the HS strain had a higher rate of infection and a delay in secondary sporocyst migration (30—40
dpi) and cercariae shedding (77 dpi.), compared to LE strain. In addition, B. glabrata infected with the HS strain
did not significantly change the number of circulating hemocytes compared to uninfected snails, resulting in a
smaller number of cells compared to snails infected with the LE strain, at 15 dpi. Infection by the HS strain also
resulted in a reduction in the concentration of proteins homologous to humans in the hemolymph, such as TNF-
o and IL-17, and an increase in H,O», myeloperoxidase, and arginase in the tissue. Thus, our data demonstrate
that BALB/c mice and B. glabrata snails support the maintenance of S. mansoni isolated from H. sciureus under
laboratory conditions. Based on this knowledge, it was possible to characterize the genetic profile of the HS
strain and demonstrate that this parasite strain has distinct morphological characteristics and differentiated
parasitological and immunopathological patterns in vertebrate and invertebrate hosts, which may favor its
transmission and induce greater severity of schistosomiasis.

Keywords: schistosomiasis; Holochilus sciureus; morbidity; immune response; genetic characterization; wild
reservoir; Biomphalaria glabrata.
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A esquistossomose humana ¢ uma doenga causada por trematddeos parasitos de vasos
sanguineos pertencentes ao género Schistosoma, que possui grande relevancia para a satide publica
mundial devido a elevada morbidade e gravidade decorrentes da infeccao (GRYSEELS et al.,
2006; McMANUS et al., 2018). A espécie S. mansoni € considerada um dos principais agentes
etiologicos dessa parasitose, que afeta aproximadamente 250 milhdes de pessoas em todo mundo,
principalmente em areas endémicas localizadas na Africa, Asia e América Latina (GRYSEELS et
al., 2006; STEINMANN et al., 2006; HOTEZ et al., 2014; WEERAKOON et al., 2015; WHO,
2015).

O ciclo de vida de S. mansoni € do tipo heteroxeno, o qual envolve duas fases de reproducao
em diferentes hospedeiros: uma assexuada em caramujos de agua doce do género Biomphalaria
(hospedeiro invertebrado) e uma sexuada que ocorre principalmente em seres humanos
(hospedeiro vertebrado) (KATZ; ALMEIDA, 2003; LOVERDE, 2019). Entretanto, outros
mamiferos como roedores silvestres ja foram encontrados naturalmente infectados por S. mansoni
em dareas endémicas da Africa, Caribe e Brasil (THERON et al., 1992; REY, 1993;
DUPLANTIER; SENE, 2000; HANELT et al., 2010; MIRANDA et al., 2017; CATALANO et
al., 2018), o que pode impactar diretamente nas taxas de transmissdo da esquistossomose,
contribuindo para manter a endemicidade desta parasitose mesmo apos sucessivos programas de
tratamento da populacdo humana. Além disto, a presenga destes diferentes hospedeiros pode
favorecer a formagao de novas linhagens do parasito.

A carga parasitaria associada a resposta imune dos hospedeiros influencia diretamente na
patologia da doenga em humanos (DE JESUS et al., 2002; ABATH et al., 2006; COLLEY;
SECOR, 2014), como também ditam o sucesso ou o fracasso da infeccdo em Biomphalaria spp.
(LOCKYE et al., 2004; COUSTAU; THERON, 2004; PILA et al., 2017), e diferentes linhagens
de S. mansoni podem alterar essa dindmica da interagdo parasito-hospedeiro. Especificamente em
hospedeiros vertebrados, ¢ bem conhecido que o curso da infecg¢do provocada por S. mansoni induz
respostas imunes mediadas principalmente por células TCD4+ (T helper) e seus subtipos, a
depender da fase da infeccdo (PEARCE; MACDONALD, 2002; DUNNE; COOKE, 2005;
GRYSEELS et al, 2006). A resposta imune durante a fase aguda pré-postural ¢
predominantemente do tipo 1 e estd associada ao aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatérias como, interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-6, IL-12, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a), e interferon-gama (IFN-y), que estimulam a ativagao classica de macréfagos (M1) (COULSON
et al., 1998; PEARCE; MACDONALD, 2002; DUNNE; COOKE, 2005; COLLEY; SECOR,
2014). Entretanto, apds o inicio da ovipostura (fase aguda postural), os antigenos solaveis

presentes no ovo (SEA) do parasito sdo um dos principais responsaveis por estimularem a
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polarizacdo da resposta imune para um perfil predominante do tipo 2, que estd associado ao
aumento na producdo de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, aumento de eosinofilia e diferenciagdo de
macrofagos alternativamente ativados (M2) (CHEEVER; HOFFMANN; WYNN, 2000;
PEARCE; MACDONALD, 2002; PEARCE et al., 2004; BURKE et al., 2009). Esse tipo de
resposta ¢ capaz de balancear o perfil imune pro-inflamatdria das fases iniciais e € responsavel
pela formacao dos granulomas teciduais (BRUNET et al., 1997; HAMS; AVIELLO; FALLON,
2013).

Os granulomas sao estruturas multicelulares altamente organizadas e compostas por uma
variedade de células como Th2 (CD4+), células T citotoxicas (CD8+), macrdofagos, eosindfilos,
mastocito, além de um envolvimento adicional de miofibroblastos (FALLON et al., 1998;
HERBERT et al, 2004; BARRON; WYNN, 2011a, b; FU; ODEGAARD; HSIEH, 2015;
COSTAIN; MACDONALD; SMITS, 2018). Os granulomas sdo essenciais para conter a lesdo
tecidual provocada pelas substincias liticas excreto-secretadas pelo ovo do parasito em
desenvolvimento; entretanto, se nao for bem modulado pela resposta imune do hospedeiro, esses
granulomas evoluem progressivamente para depdsitos de fibrose, principalmente na regido
periportal do figado, sendo responsaveis pela patologia grave da doenga (LENZI et al. 1998;
CHEEVER; HOFFMANN; WYNN, 2000; HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013; SCHWARTZ;
FALLON, 2018). A evolugdo para um prognostico benigno em hospedeiros vertebrados durante a
fase cronica da infecgdo, depende de uma resposta imune regulatoria capaz de modular
adequadamente as respostas do tipo 1 e 2, principalmente via IL-10, minimizando a severidade da
doenga, uma vez que reduz a resposta inflamatéria, o tamanho do granuloma e a formagdo de
fibrose (HESSE et al., 2004; LUNDY; LUKACS, 2013; BOOTH et al., 2004). A producao da
citocina IL-10 também ¢ induzida pelo parasito para favorecer sua sobrevivéncia, uma vez que o
perfil regulatorio inibe mecanismos imunes que atuam no controle do parasito (HESSE et al.,
2004). Dessa forma, a severidade da esquistossomose esta associada diretamente ao equilibrio
entre o papel protetor e a intensidade da inflamacdo e fibrose induzidas pelo processo de formagao
dos granulomas, e diferentes linhagens do parasito podem alterar o equilibrio da resposta imune e
afetar a gravidade da esquistossomose.

Além do desenvolvimento em hospedeiros vertebrados, o parasito S. mansoni necessita
interagir com moluscos do género Biomphalaria para completar seu ciclo de vida. Apesar de serem
mais basais na escala evolutiva quando comparado com os mamiferos, Biomphalaria possui um
arsenal de células e moléculas soluveis na hemolinfa capazes de destruir eficazmente as fases
intramolusco de S. mansoni (LOKER et al., 2004; NEGRAO-CORREA et al., 2012; PILA et al.,

2017). O processo de ativagdao dessa resposta imune inata nesses caramujos ocorre inicialmente
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pelo estimulo da penetragcdo dos miracidios nos tecidos moles, associado a liberagdo de antigenos
de transformacdo larval e os seus produtos secretados/excretados (LODES; YOSHINO, 1990;
SULLIVAN; PIKIOS; ALONZO, 2004; NEGRAO-CORREA et al., 2012; CASTILLO et al.,
2020). Em infecgdes primarias, a primeira linha de defesa do sistema interno de Biomphalaria é
composta principalmente por células denominadas de hemdcitos, que sdo classificados em dois
morfotipos bésicos: granulécito e hialinécito (MARTINS-SOUZA et al., 2009; NEGRAO-
CORREA et al., 2012; ATAEV; KUDRYAVTSEV; POLEVSHCHIKOV, 2016). Essa interacao
entre parasito e célula ocorre via padrdes de reconhecimentos, sendo que os mais conhecidos sao
os receptores do tipo “toll” (Toll-Like Receptors - TLR) e as lectinas (MARTINS-SOUSA et al.,
2006; PEREIRA et al., 2008; PILA et al., 2016b, HUMPHRIES; DENECKERE, 2018). Apos
reconhecimento e ativagao, as células efetoras (principalmente os granulocitos) produzem espécies
reativas de oxigénio (ROS), que s@o capazes de destruir o parasito (HAHN; BENDER; BAYNE,
2001a, b; BENDER et al., 2005). Essa a¢do recebe um feedback positivo via atracdo de mais
células para o local de penetracdo do parasito, processo que ¢ orquestrado pela produgdo de
mediadores inflamatorios como BgMIF, proteina homoéloga ao fator inibidor da migragdo de
macrofagos (MIF) de mamiferos e que € produzida pelos hemocitos ativados (BAEZA GARCIA
et al., 2010). Além disso, outras proteinas funcionalmente homologas as citocinas TNF-a, IL-1p,
e IL-17 de mamiferos, ja tiveram suas participacdes descritas no sistema interno de defesa de B.
glabrata contra S. mansoni (OUWE-MISSI-OUKEM-BOYER et al, 1994; GRANATH Ir,
CONNORS; TARLETON, 1994; ZHANG et al., 2015; ADEMA et al., 2017; CASTILLO et al.,
2020); entretanto, seus verdadeiros papeis na imunidade inata de Biomphalaria ainda ndo foram
totalmente definidos.

Além do envolvimento de células no processo de defesa interna de B. glabrata, elementos
soluveis presente na hemolinfa também sdo capazes de montar uma resposta efetiva contra S.
mansoni sem a necessidade de encapsulamento celular, principalmente em infec¢des secundarias
(SIRE; ROGNON; THERON, 1998; PINAUD et al., 2016). Esse tipo de resposta imune humoral
compreende proteinas capazes de lesar diretamente o parasito, que incluem aquelas pertencentes
a familia de toxinas formadoras de poros B (B-PFT) semelhante a de bactérias, denominadas de
Biomphalisina e Glabralisina (GALINIER et al., 2013; LASSALLE et al., 2020), e as que facilitam
o reconhecimento do parasito, como as proteinas denominadas de TEPs (Thioester-containing
Proteins) e FREPs (Fibrinogen-related Proteins) (HANINGTON; ZHANG, 2011; PORTET et al.,
2018). Estudos recentes demonstram que a acao dessas proteinas ndo ocorre de modo isolado, mas
de uma maneira muito efetiva e coordenada a partir da interacdo entre si e com os hemdocitos,

favorecendo a destruicdo dos esporocistos de S. mansoni (LI et al., 2020). Assim, o padrao de
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compatibilidade entre hospedeiro invertebrado e S. mansoni dependem, dentre outros fatores, de
uma combinagdo de eventos imunoldgicos induzidos por uma composi¢do antigénica variada
atribuida a diferentes cepas de S. mansoni, denominadas de mucinas polimorficas (SmPoMuc)
(ROGER et al., 2008a, b). Nesse sentido, entender as bases imunoldgicas associadas a interagao
de diferentes linhagens de S. mansoni com seus hospedeiros intermedidrios, permitem elucidar os
diferentes padrdes de transmissdo do parasito e constituem novas abordagens de controle da
esquistossomose.

Embora S. mansoni seja primariamente um parasito de humanos, outros primatas
(NELSON, 1960; STANDLEY etal., 2011), bovinos (BARBOSA; BARBOSA; ARRUDA, 1962;
MODENA et al., 2008) e algumas espécies de roedores ja foram encontrados naturalmente
infectados por esse parasito (THERON et al., 1992; REY, 1993; ALARCON DE NOYA et al.,
1997; HANELT et al., 2010; MIRANDA et al., 2017; CATALANO et al., 2018). No Brasil, os
roedores das espécies Nectomys squamipes ¢ Holochilus sciureus sao considerados os principais
reservatorios de S. mansoni, pois apresentam alta suscetibilidade e persisténcia da infeccao
(SOUZA et al. 1992, MALDONADO et al. 1994; SILVA-SOUZA; VASCONCELOS, 2005;
MARTINEZ et al., 2008; MIRANDA et al., 2019), eliminam grande quantidade de ovos viaveis
nas fezes (PIVA; RUBENS; BARROS, 1966; DIAS et al., 1978; PICOT, 1992; SOUZA et al.,
1992; MIRANDA et al., 2019), e nao desenvolvem morbidade severa quando infectados
naturalmente ou experimentalmente (SILVA; ANDRADE 1989; COSTA NETO et al., 2013;
MIRANDA et al., 2019).

Diversos autores propdem que a participagdo de animais silvestres, principalmente
roedores, na transmissao de S. mansoni propicia a interacdo genética entre diversas espécies do
parasito, favorecendo o surgimento de hibridos e novos genétipos (LEGER; WEBSTER, 2017;
COLLEY; LOKER, 2018; CATALANO etal., 2020), o que representa um novo desafio em termos
de controle da transmissdo e reducdo da morbidade da esquistossomose, uma vez que novas
variantes e hibridos do parasito podem apresentar ganhos em adaptabilidade e viruléncia
(D’ANDREA et al., 2000; LEGER; WEBSTER, 2017). Particularmente, a presenca de hibridos
de Schistosoma pode impactar em vérias caracteristicas fenotipicas do parasito, como maior
fecundidade, causar maior patologia e pode ser capaz de infectar ambos os hospedeiros
intermediarios das espécies parentais, ampliando sua area de transmissao (LEGER; WEBSTER,
2017). Para S. mansoni, a inica possibilidade de hibridizagao efetiva descrita at¢ 0 momento com
espécies de Schistosoma proprias de roedores silvestres, foi com a espécie S. rodhaini MORGAN
et al., 2003; STEINAUER et al., 2008). Entretanto, apesar do Brasil apresentar diversos relatos de

infeccdo natural por S. mansoni em roedores silvestres, poucos estudos avaliaram mais
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detalhadamente espécies de Schistosoma isoladas de roedores e de humanos que residem na
mesma regiao.

Além dos hibridos, novos gendétipos e linhagens da espécie S. mansoni também podem
surgir a partir das sucessivas infec¢des e processos de adaptagdao aos animais silvestres. Estudos
moleculares com populagdes de S. mansoni coletados em roedores naturalmente infectados da
espécie Rattus rattus em Guadalupe (ilha do Caribe), demonstram que existem multiplos genotipos
circulando nesses animais (BARRAL et al., 1996; SIRE et al., 1999), assim como em roedores
capturados em areas endémicas na Africa (CATALANO et al., 2020). A existéncia de linhagens
de S. mansoni proprias de roedores silvestres no Brasil também foram sugeridas, a partir de dados
morfolégicos de vermes adultos (MACHADO-SILVA et al., 1994), compatibilidade e viruléncia
em caramujos Biomphalaria (BASTOS et al., 1982), sensibilidade a drogas (COSTA-SILVA et
al., 2012), e de estudos preliminares relacionados a variagdes antigénicas de parasitos isolados de
roedores silvestres (CARNEIRO et al, 1991). Entretanto, essas diferengas encontradas nesses
trabalhos prévios ndo sdo totalmente elucidativas e o verdadeiro impacto de possiveis novas
linhagens de S. mansoni na transmissao e patologia da esquistossomose ainda ¢ desconhecido.

Dessa forma, este estudo tem por objetivo realizar uma caracterizacdo detalhada do
processo de isolamento da linhagem de S. mansoni obtida do roedor H. sciureus (S. mansoni
linhagem HS), sua adaptacdo a infec¢Oes experimentais em animais de laboratorio, bem como
avaliar comparativamente aspectos morfologicos, genéticos, parasitoldogicos e imunopatologicos
decorrentes da infec¢do por S. mansoni da linhagem HS e da linhagem LE (originalmente isolada
de paciente infectado) em camundongos BALB/c e caramujos B. glabrata como modelos
experimentais. Os dados obtidos a partir dessas avaliagcdes nos permitird melhor entender como a
linhagem HS de S. mansoni utiliza seus hospedeiros para favorecer sua transmissao € o seu
possivel impacto na severidade da esquistossomose na populagdo humana exposta a essa linhagem

do parasito.
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2.1 Distribui¢cdo mundial das principais espécies do género Schistosoma Weiland, 1858

A esquistossomose ¢ uma doencga parasitaria de grande relevancia mundial, sendo causada
por helmintos que parasitam vasos sanguineos de mamiferos que pertencem ao filo
Platyhelminthes Gegenbauer 1859, classe Trematoda Rudolphi 1808, familia Schistosomatidae
Stiles & Hassal 1898, e género Schistosoma Weiland, 1858. Ao todo, sete espécies sdo
consideradas de interesse médico devido a capacidade de infectar o ser humano, sendo que a
transmissdo destas espécies de Schistosoma esta associada a diferentes regides endémicas, com
possibilidades de sobreposi¢do em suas areas de ocorréncia. Entre as espécies de Schistosoma
responsdveis por patologias hepato-intestinais destacam-se: S. mansoni Sambon, 1907, com
transmissdo na Africa e Américas e S. japonicum Katsurada, 1904, encontrado no Extremo
Oriente. Também parasitando os ramos mesentéricos do intestino, porém com baixas prevaléncias
e com transmissdo limitada a pequenas regides, destacam-se as espécies: S. mekongi Voge,
Brickner & Bruce 1978, encontrada no Sudeste asiatico; S. intercalatum Fischer, 1934 ¢ S.
guineensis Pages, Jourdane, Southgate & Tchuem, 2003, encontradas na Africa Ocidental e
Central; e S. malayensis Greer, Ow-Yang & Yong, 1988 (anteriormente designada por S.
Jjaponicum), encontrado em pequenos focos de transmissdo na Maldsia. A unica espécie causadora
de patologia primariamente genito-urinéria é S. haematobium (Bilhartz, 1852), comum na Africa
e Oriente Médio (Figura 1) (GRYSEELS et al., 2006; GRYSEELS, 2012; LATIF et al., 2013;
COLLEY etal., 2014; McMANUS et al., 2018). Entretanto, em 2013, esta espécie foi responsavel
por um surto de infecgdo em banhistas na ilha de Corsega, Franca (BOISSIER et al., 2016).

Estima-se que aproximadamente 250 milhdes de pessoas estejam contaminadas por
espécies de Schistosoma e que 700-800 milhdes permanecam em risco iminente de contrair a
doenga, pois residem em areas endémicas situadas principalmente nos paises em desenvolvimento
localizados na Africa, Asia e América Latina (GRYSEELS etal., 2006; STEINMANN et al., 2006;
HOTEZ et al., 2014; WHO, 2015; WEERAKOON et al., 2015). As infec¢des ocasionadas pelos
trematddeos do género Schistosoma ja foram notificadas em 78 paises, sendo que em 19 deles nao
se tem constatado notificagdes de casos recentes, o que pode indicar a interrup¢ao da transmissao
do parasito (WHO, 2012; WEERAKOON et al., 2015). No entanto, ainda se contabilizam cerca
de 200-280 mil obitos a cada ano (VAN DER WERF et al., 2003; STEINMANN et al., 2006)
devido ao parasitismo e suas complicagdes, fazendo com que essa parasitose continue sendo de

grande relevancia para a satide ptblica (VAN DER WEREF et al., 2003).
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Figura 1. Distribuicido mundial das principais espécies de Schistosoma de importancia médica. As
areas de transmissdo de esquistossomose nas Américas sdo determinadas exclusivamente pela espécie S.
mansoni. No extremo Oriente, a infec¢do é ocasionada principalmente por S. japonicum, embora pequenos
focos de transmissdo de S. mekongi também sejam observados. No Oriente médio, S. mansoni e S.
haematobium sdo co-endémicas. Com excecao de S. japonicum e S. mekongi, todas as outras espécies de
interesse médico sdo endémicas na Africa, determinando diversas areas de sobreposigdo entre elas. Fonte:
Weerakoon et al. (2015).

2.2 Cenario epidemiologico da esquistossomose mansoni no Brasil

De acordo com estudos filogenéticos (MORGAN et al., 2005; WEBSTER et al., 2013a;
CRELLEN et al., 2016), a chegada de S. mansoni nas Américas ocorreu entre séculos XI e XIX,
periodo em que houve uma intensa imigracao de escravos, possivelmente infectados, trazidos da
Africa. Atualmente, os dados do Inquérito de Prevaléncia da Esquistossomose no Brasil apontam
valores em torno de 0,99%, o que representa mais de 1,5 milhdes de pessoas na populacao
brasileira (KATZ, 2018) (Figura 2); entretanto, ¢ bem provavel que esse numero seja subestimado
devido a estreita faixa etaria investigada neste inquérito e a baixa carga parasitaria da maioria dos
individuos que vivem em areas endémicas do Brasil, o que dificulta o diagndstico por meio de
exame de fezes com a técnica de Kato-Katz (utilizada no levantamento) (COLLEY DG, ANDROS
TS, CAMPBELL, 2017; OLIVEIRA et al., 2018). Em relacdo a mortalidade, os dados mais
recentes demonstram uma taxa média de 0,38 6bitos/100 mil habitantes (PINHEIRO et al., 2020),
0 que indica que a esquistossomose permanece como um sério problema de saude publica no
Brasil.

Apesar dos extensos esforcos realizados para eliminag@o dessa parasitose no Brasil desde

a década de 70 (COURA; AMARAL, 2004), atualmente ainda existem registros de transmissao
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da doenca em 18 estados da federagdo, além do Distrito Federal. As principais areas endémicas se
situam nos estados de Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Pernambuco, enquanto que
areas focais sdo registradas no Ceara, Distrito Federal, Maranhao, Para, Rio Grande do Sul, Rio

de Janeiro e Sao Paulo (BRASIL, 2014).
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Figura 2. Distribui¢do geografica das areas de transmissdo da infeccdo por S. mansoni e estimativa de
prevaléncia da esquistossomose mansoni no Brasil, baseado nos dados do Inquérito de Prevaléncia da
Esquistossomose e das Geo-helmintoses (2010 — 2015). Fonte: Katz (2018).

Nessas 4reas, fatores econdmicos, sociais e ecoldgicos tém contribuido para a continua
transmissao da doenca ao longo dos anos. As precérias condi¢cdes de saneamento basico, o baixo
poder socioecondmico e nivel educacional dos moradores das areas endémicas, somado aos
habitos de vida (principalmente associados as atividades econdmicas de pesca e agricultura),
migracdo, a presenca dos hospedeiros intermediarios do parasito e o clima, sdo condi¢des que
permitem a permanéncia da transmissdo da esquistossomose (LOUREIRO, 1989; KLOOS et al.,
2008; KLOOS et al., 2010).

Assim como na Africa, no Brasil também tem sido reportado a presenca de reservatorios
silvestres de S. mansoni, o que pode constituir um importante elo para a permanéncia de areas
endémicas de esquistossomose em diversas regides brasileiras, porém este ¢ um aspecto sem
conclusdes definitivas e que ainda € pouco abordado (REY et al., 1993; GENTILE et al., 2012;
MIRANDA et al., 2017). Os principais reservatérios silvestres de S. mansoni conhecidos no Brasil

sdo os roedores de habitos semiaquaticos das espécies Holochilus sciureus e Nectomys squamipes



Pagina | 36

(VEIGA-BORGEAUD et al., 1986; GENTILE; COSTA-NETO; D’ANDREA, 2010; MIRANDA
etal., 2017, DO CARMO-SILVA et al., 2019). Estudos anteriores sugerem que a participagdo de
roedores silvestres na transmissao da esquistossomose pode potencializar a disseminagdo da
doenga, além de favorecer uma possivel alteracao no genotipo do parasito e na patologia da doenca
em humanos (BARRAL et al., 1996; SIRE et al., 1999; MIRANDA et al., 2017; CATALANO et

al., 2020) e estes aspectos precisam ser investigados.

2.3 Biologia e morfologia de S. mansoni

O parasito S. mansoni possui um ciclo de vida heteroxénico (Figura 3), o qual apresenta
uma fase de reproducao assexuada no hospedeiro intermediario, que sdo representados por
algumas espécies de caramujos de dgua doce pertencentes ao género Biomphalaria; e uma fase de
reproducdo sexuada em hospedeiros vertebrados, principalmente o ser humano (KATZ;
ALMEIDA, 2003). Entretanto, primatas nao-humanos (NELSON, 1960; STANDLEY et al.,
2011), bovinos (BARBOSA et al., 1962; MODENA et al., 2008) e principalmente roedores
silvestres (THERON et al., 1992; REY, 1993; ALARCON DE NOYA et al., 1997; MIRANDA et
al., 2017; CATALANO et al., 2018), ja foram encontrados naturalmente infectados pelo parasito.

Os caramujos hospedeiros pertencem ao género Biomphalaria (Preston, 1910), filo
Mollusca Linnaeus, 1758, classe Gastropoda Cuvier 1797, subclasse Pulmonata Cuvier 1817,
ordem Basommatophora Schmidt 1855 e familia Planorbidae Rafinesque, 1815 (MALEK, 1985;
PARAENSE, 2004; JARNE et al., 2011). Somente as espécies B. glabrata (Say, 1818), B.
tenagophila (Orbigny, 1835) e B. straminea (Dunker, 1848), foram encontradas naturalmente
infectadas e atualmente tém importdncia na transmissdo da esquistossomose no Brasil

(PARAENSE, 1972).
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Figura 3. Ciclo biolégico de Schistosoma mansoni. O parasito S. mansoni possui um ciclo de vida
heteroxeno, que requer a infecgdo de hospedeiros invertebrados (caramujos do género Biomphalaria) e
vertebrados (ser humano e outros mamiferos silvestres). Os hospedeiros intermediarios sdo infectados
pelas larvas denominadas de miracidios, que eclodem dos ovos do parasito quando em contato com
colegOes hidricas de agua doce. No interior dos caramujos, esses miracidios transformam-se em
esporocistos que dio origem a milhares de cercarias. Essas larvas sdo eliminadas no ambiente aquatico e
sdo infectantes para os hospedeiros vertebrados. As cercarias quando conseguem infectar seu hospedeiro
vertebrado, sdo potencialmente capazes de transformarem-se em esquistossdmulos e posteriormente em
vermes adultos machos e fémeas, que ficam instalados no interior das veias mesentéricas do intestino. Os
vermes machos e fémeas acasalam e parte dos ovos postos pelas fémeas podem atravessar o endotélio
vascular intestinal e serem eliminados pelas fezes, reiniciando o ciclo do parasito. Fonte: Schall et al.
(2007) e modificado pelo autor.

No desenvolvimento do parasito, os ovos maduros de S. mansoni sdo eliminados nas fezes
do hospedeiro vertebrado infectado e, ao entrar em contato com fontes hidricas de 4gua doce, como
rios e lagos, a larva ciliada, denominada miracidio, eclode do ovo, nada ativamente e encontra o
seu hospedeiro intermedidrio, dando inicio ao desenvolvimento assexuado no caramujo
(ROLLINSON; SIMPSON, 1987; JENKINS-HOLICK; KAUL, 2013). Os ovos maduros medem
cerca de 150 um de comprimento por 65 um de largura, tamanho considerado grande quando
comparado com de outros helmintos que parasitam o ser humano (Figura 4) (KATZ; ALMEIDA,
2003; NEVES et al., 2016).
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Espiculo

Miracidio

Figura 4. Ovo maduro de Schistosoma mansoni (a fresco) recuperado das fezes de camundongos
BALB/c com 8 semanas de infec¢ao, observado em microscopia de luz de campo claro. Barra = 50
um. Fonte: acervo do autor.

Conforme mencionado anteriormente, do ovo maduro, eclode a larva ciliada de vida livre
e que nao se alimenta, denominada de miracidio. De formato oval e revestido por placas ciliadas,
o miracidio mede em torno de 150 a 170 um de comprimento por 60 a 70 pm de largura (Figura
5.A) (KATZ & ALMEIDA, 2003; NEVES et al., 2016). O sucesso do desenvolvimento do
miracidio de S. mansoni depende do encontro de caramujos Biomphalaria susceptiveis antes que
seus estoques de energia (glicogénio) sejam esgotados, o que ocorre aproximadamente 12 horas
apés a eclosdo. Assim, ao longo da evolucdo parasito-hospedeiro, o miracidio acabou
desenvolvendo fototaxia positiva e geotropismo negativo, migrando para locais na superficie
aquatica em que os caramujos preferencialmente habitam. No entanto, existem evidéncias que o
miracidio também apresenta uma resposta quimioatrativa as substancias presentes no muco do
caramujo (COELHO et al., 2008; LOVERDE, 2019). Ao encontrar o seu hospedeiro, o miracidio
penetra nas partes moles do caramujo (comumente nas bases dos pés e antenas), liberam o
conteudo das glandulas de adesdo e penetragdo, perdem suas placas ciliadas e sofrem modificagdes
fisiologicas, transformando-se em esporocistos primarios apos 72 horas (COELHO et al., 2008)

(Figura 5. B).
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Figura 5. Estagios evolutivos de Schistosoma mansoni associados a Biomphalaria spp., observados em
microscopia de luz de campo claro. A. miracidio, notar os cilios ainda presentes em sua superficie (seta).
Coloragdo: carmim cloridrico 2,5%. Fonte: acervo do autor. B. esporocisto mae ou primario (a fresco)
obtido em condigdes axénicas (MARTINS-SOUZA et al., 2011), notar o processo de divisdo celular no seu
interior e auséncia de cilios em sua superficie. C. Esporocisto filho ou secundario (a fresco) recuperado da
regido cefalopodal de Biomphalaria glabrata aos 20 dias de infecgdo. Fonte: acervo do autor. Barras = 50
pm.

Em condi¢des ideais de temperatura (entre 25°C e 28°C) ocorre a formacdao dos
esporocistos secundarios (Figura 5.C) por volta do 14° dia apos a penetragdo do miracidio. Os
esporocistos secundarios possuem uma dupla camada muscular abaixo de uma cuticula preenchida
por espinhos em sua camada mais superficial. Essas caracteristicas permitem a migracdo
intratecidual dessas larvas nos moluscos. A localizagdo final do esporocisto secundario ¢
principalmente nos espagos intertubulares da glandula digestiva, local com abundante riqueza
nutritiva. Porém, os esporocistos também podem se instalar nas glandulas reprodutivas do molusco
(ovotestis), ocasionando uma inibi¢do da reproducdo desses animais quando infectados (COELHO
et al., 2008; LOVERDE, 2019).

Os esporocistos secundarios sofrem ciclos de reproducdo assexuada formando novas
geracdes de esporocistos ou as cercarias, formas larvérias de vida livre que também ndo se
alimentam e sdo liberadas no ambiente aquatico, sendo infectantes para o hospedeiro vertebrado
(humanos e mamiferos silvestres). Os caramujos infectados com S. mansoni podem liberar
centenas de cercarias, com uma quantidade aproximada entre 250 a 600 por dia, dependendo da
susceptibilidade do hospedeiro (BRAUN; GRIMES; TEMPLETON, 2018). Condigdes como
iluminagdo e temperatura da dgua exercem influéncia direta na liberagao das cercarias nas colegdes
hidricas (BOGEA et al., 1996; WOLMARANS et al., 2002). As cercarias possuem curto periodo
de vida, sendo bastante ativa nas primeiras oito horas, mas dependendo das condi¢des ambientais
pode permanecer viavel apds 24-48horas de sua eliminagdo (LOVERDE, 2019). Dois segmentos

principais sdo facilmente identificados nas cercarias: a parte anterior, denominado de corpo, regido
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que posteriormente se desenvolve no verme adulto e onde sdo identificadas duas ventosas (oral e
a ventral ou acetabular). O corpo esta ligado ao segundo segmento, denominado de cauda, que ¢
bifurcada e extremamente muscular. A cauda serve para impulsionar a cercaria através da coluna
de agua e serve como ponto de apoio para ajudar na sua penetracdo na pele do hospedeiro
vertebrado. Morfologicamente, a cercaria apresenta uma cauda bifurcada de aproximadamente
150-200 um e dimensdes corporais totais em torno de 30-50 pm de largura por 500 um de
comprimento (Figura 6) (KATZ & ALMEIDA, 2003; NEVES et al., 2016). No corpo também
sao encontradas glandulas contendo secregdes importantes para a sua penetracio (MACHADO-

SILVA et al., 2000; INGRAM et al. 2012; LOVERDE, 2019).

Furcas

T

Cauda

Figura 6. Larva cercaria de Schistosoma mansoni recuperada de Biomphalaria glabrata aos 50
dias de infecgdo, e suas divisdes corporais, observadas em microscopia de luz de campo claro.
Vo. Ventosa oral. Vv. Ventosa ventral. (barra = 50 um). Coloragao: carmim cloridrico 2,5%.
Fonte: acervo do autor.

As cercérias sdo atraidas por substincias quimioatrativas, como: acido linoleico (4cido
graxo), € aminoacidos, como a arginina, presentes na pele do hospedeiro vertebrado (LOVERDE,
2019). Durante o processo de penetracao no tegumento do hospedeiro, as cercarias perdem a cauda
sofrem modificagdes estruturais, fisiologicas e bioquimicas, transformando-se em
esquistossomulos (Figura 7) (STIREWALT 1974; STIREWALT; COUSIN; DORSEY, 1983;
CURWEN; WILSON 2003; WHITFIELD et al., 2003). Os esquistossomulos entdo atingem a

circulacdo sanguinea e/ou linfatica em aproximadamente trés dias pos-infec¢do (MILLER;
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WILSON, 1978; MILLER; WILSON, 1980; SCHWARTZ; FALLON, 2018). Por meio dessa
circulagdo, os esquistossomulos chegam ao ventriculo direito e sdo levados, via artéria pulmonar,
aos pulmdes. Dos pulmdes migram aos vasos intra-hepaticos, preferencialmente, via circulagdo
passiva, pela aorta para o sistema porta-hepatico pela veia porta, ou circulando sistemicamente por
varios Orgdos antes de atingirem artérias que derivam no sistema porta-hepatico (MILLER;
WILSON, 1980; LENZI et al., 2008). Entretanto, também se admite que uma pequena parte dos
esquistossomulos possa atingir os vasos intra-hepaticos migrando ativamente pela da veia cava e

artéria hepatica, ou ainda, por migracao transdiafragmatica (LENZI et al., 2008).

Figura 7. Esquistossomulo pulmonar (& fresco) de Schistosoma mansoni recuperado de
camundongos BALB/c aos 6 dias de infec¢do, observado em microscopia de luz de campo claro.
Barra = 100um. Fonte: acervo do autor.

Na veia porta hepatica, os vermes adultos se alimentam de sangue (obtendo os nutrientes
necessarios para seu desenvolvimento), amadurecem sexualmente, acasalam-se e, s6 entdo migram
para veia mesentérica inferior, onde a fémea inicia a postura dos ovos entre 4 a 6 semanas apos a
penetracao cercariana (BLOCH, 1980; ROLLINSON; SIMPSON, 1987; JENKINS-HOLICK;
KAUL, 2013; SKELLY et al., 2014). Os machos e as fémeas apresentam dimorfismo sexual
(Figura 8). Os machos sdo menores (~ 1 centimetro), mais robustos e de coloracdo esbranquicada
quando comparado com as fémeas, que sdo vermes mais delgados e alongados (~ 1,5 centimetros),
de coloragdo escura (devido a presenca de sangue semidigerido — hemozoina — presente no ceco).

A estrutura mais robusta do macho permite que este carregue a fémea em seu canal ginecoforo e
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ancore o seu par de ventosas (oral e ventral) no endotélio vascular, vencendo a contracorrente do
fluxo de sangue e permitindo que a fémea chegue ao local da postura dos ovos (ramos mesentéricos
inferiores). O macho pode se desenvolver completamente na auséncia da fémea, mas a fémea
torna-se atrofiada e ndo atinge maturidade sexual na auséncia do macho (NEVES et al., 1998;
LOVERDE; CARVALHO-QUEIROZ; COOK, 2004a; LOVERDE; NILES; OSMAN, 2004b;
LOVERDE, 2019).

Figura 8. Vermes adultos macho e fémea (acasalados) de Schistosoma mansoni recuperados do sistema
circulatorio de camundongos BALB/c com 8 semanas de infecgdo, observados em microscopia de luz de
campo claro. Vo. Ventosa oral. Vv. Ventosa ventral. LT. Lobos testiculares. CG. Canal ginec6foro. Ov.
Ovdario (barra = 500um). Coloragao: carmim cloridrico 2,5%. Fonte: acervo do autor.

O numero de ovos produzidos diariamente pela fémea de S. mansoni varia de acordo com
a espécie do hospedeiro e da linhagem do parasito, porém, a maioria dos estudos indica a producao
de 150-400 ovos/fémea/dia da infeccdo (LENZI et al., 2008), sendo eliminado aproximadamente
um ovo a cada cinco minutos, um padrdo que permanece constante por pelo menos um ano
(CHEEVER et al., 1994). Do total de ovos eliminados pelo parasito, cerca de 40-50% sdo capazes
de aderir e atravessar o endotélio e a membrana basal do vaso sanguineo, atravessar a mucosa
intestinal e alcancar a luz desse 6rgdo, sendo eliminado nas fezes (PEARCE; MACDONALD,
2002; WYNN et al., 2004). Mais da metade dos ovos produzidos pelas fémeas de S. mansoni fica
retida na mucosa intestinal, ou quando ndo deixam os vasos, sao carreados pelo fluxo sanguineo e
se acumulam nos 0rgdos internos, principalmente no figado, onde se tornam alvo da resposta

imune do hospedeiro (BOROS; WARREN, 1970; WARREN, 1982; BURKE et al., 2009; HAMS;
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AVIELLO; FALLON, 2013; CHUAH et al., 2014). Quando recém-eliminados pelas fémeas, os
ovos ainda sdo imaturos; somente apos um periodo de seis a sete dias eles completam a maturagao,
desenvolvendo uma larva viavel denominada de miracidio (ASHTON et al., 2002). Os ovos do

parasito sdo inicialmente encontrados nas fezes a partir de 40-44 dias da infecgdo, reiniciando o

ciclo (SIQUEIRA-BATISTA et al., 1998; LENZI et al., 2008; SOUZA et al., 2011).

2.4 Interac¢ao S. mansoni e hospedeiro vertebrado: resposta imune e patologia

A morbidade da esquistossomose estd associada as caracteristicas inerentes ao parasito
como, a cepa e seu potencial reprodutivo e de desenvolvimento, além das caracteristicas do
hospedeiro, como o status nutricional, presengca de comorbidades, tipo e intensidade da resposta
imunolégica (KABATEREINE et al.,, 1999; DE JESUS et al., 2002; ABATH et al., 2006;
EUZEBIO et al., 2012). Essa resposta imunoldgica produzida pelo hospedeiro vertebrado no
decorrer da infecgdo por S. mansoni foi bastante detalhada em modelos experimentais e encontra-

se sintetizada na figura 9, a seguir.
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Figura 9. Ativagdo de diferentes tipos celulares inatos e adaptativos e producdo de suas moléculas
microbicidas e de comunicagdo, com énfase nos diferentes perfis de citocinas produzidas por linfocitos
durante a infec¢ao primaria por Schistosoma mansoni em modelo murino. Fonte: Dunne e Cooke (2005)
e modificado pelo autor.
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Embora a resposta imune contra S. mansoni seja mais evidente a partir da 3* semana de
infeccdo, ¢ conhecido que os momentos iniciais da penetracdo das cercarias e posterior
transformagao e migragao dos esquistossdmulos na pele, sdo capazes de darem inicio a uma série
de eventos imunologicos essenciais tanto para a prote¢ao do hospedeiro, como também para
sobrevivéncia do parasito.

A entrada da cercaria na pele induz uma resposta predominantemente inflamatoria,
caracterizada pelo recrutamento de células polimorfonucleares (PMNs) e mononucleares
(WHEATER; WILSON, 1979; INCANI; MCLAREN, 1984). Esse perfil inflamatério também ¢
caracterizado pela producdo localizada de citocinas, incluindo, interleucina (IL)-1p, IL-6, IL-12 ¢
fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) (HOGG et al., 2003a; HOGG; KUMKATE,;
MOUNTFORD, 2003b), principalmente por queratindcitos e células de Langerhans (LCs)
ativadas, promovendo a polarizando de uma resposta imune celular do tipo 1 (WINZLER et al.,
1997). Essa resposta inflamatoria € efetiva contra as fases iniciais do parasito na pele; entretanto,
como forma de escapar dessa barreira imunoldgica promovida pelo hospedeiro, antigenos
produzidos pelas cercarias e esquistossomulos sdo capazes de induzir mecanismos
imunomoduladores que controlam a intensidade da resposta inflamatéria e favorecem a
sobrevivéncia e migracdo do parasito (HESSE et al., 2004), especialmente em populacdes
frequentemente expostas a infeccdo (CALDAS et al., 2008) e em modelos experimentais de
reinfeccao (SANIN et al., 2015). Nesse sentido, estudos demonstram que principalmente os
produtos excretados/secretados (ES) pelas cercérias e esquistossomulos estimulam queratindcitos,
macrofagos, células B e células dendriticas (DCs) a produzirem IL-10 (HESSE et al., 2004). Essa
regulacdo via IL-10 atua nas cé€lulas apresentadoras de antigenos (APCs), inibindo a produgdo de
citocinas inflamatoérias como IL-12, [L-23 e [L-27 (MAZZONI et al., 2001; PEARCE et al., 2004;
JENKINS; MOUNTFORD, 2005; DE OLIVEIRA FRAGA et al., 2010), permitindo uma reducao
da intensidade da resposta Th1, danosa ao parasito. Os antigenos excretados-secretados (ES) pelo
parasito também promovem a ativagao de queratindcitos e produgdo de Prostaglandina 2 (PGE?2)
e Prostagladina D2 (PGD?2), que s@o moléculas indutoras na produgao de IL-10, reforcando ainda
mais a regulacdo do perfil Thl (RAMASWAMY; KUMAR; HE, 2000; ANGELI et al., 2001;
HARIZI et al., 2002). Além disso, j& foi demonstrado que a PGE2 é uma importante molécula
capaz de induzir vasodilatagdo, o que facilitaria a passagem dos esquistossomulos migrantes pelos
pequenos vasos sanguineos (RUZICKA; PRINTZ, 1984).

Ap0s a passagem pela pele, os esquistossomulos ja transformados, dispdem de uma série
de estratégias para evadir-se do sistema imune no pulmao, como uma rapida troca de tegumento,

mascaramento com antigenos adquiridos do hospedeiro e apresentacdo de antigenos com baixa



Pagina | 45

imunogenicidade (GOBERT et al., 2003; SKELLY; WILSON, 2006). Apesar disso, sua passagem
pelo pulmao e migragdo por outros 6rgaos até atingirem sua localizacdo final para realizarem a
ovipostura, induz inflamacao via ativacao de receptores Toll-like (TLRs), principalmente de
macrofagos e DCs, em resposta a antigenos do parasito (COULSON et al., 1998; DABBAGH;
LEWIS, 2003; SILVEIRA-LEMOS et al., 2013). Assim como na pele, essa ativacdo induz a
polarizacdo de resposta imune celular do tipo 1 (Thl), com uma produ¢do predominante de
interferon gama (IFN-y) por linfocitos TCD4+ (SILVEIRA-LEMOS et al., 2013). Por sua vez,
esses linfocitos capacitam as APCs a produzirem mais citocinas inflamatérias como IL-12, IL-23
e IL-2 (ROBINSON; O’GARRA, 2002). A ativagdo da reposta Thl (principalmente via IFN-y,
TNF-a ou IL-12) é capaz de ativar classicamente macrofagos (CAMs), regulando positivamente a
expressao de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), que ¢ responsavel por promover a hidrélise
da L-arginina em 6xido nitrico (NO) e citrulina (COULSON et al., 1998; GORDON, 2003).

Desta forma, no periodo que envolve a migracao dos esquistossdmulos até o momento de
maturagdo dos vermes adultos, denominado de fase aguda pré-postural, o hospedeiro produz
predominantemente uma resposta imune de perfil Thl, que atinge maior ativagdo entre a 3* e 5*
semana apos a exposi¢ado a cercaria (GRZYCH et al., 1991; PEARCE et al., 1991). Dados obtidos
com infecgdes em modelos experimentais deficientes na produgdo de uma resposta Th2 e Treg
(IL-47" ¢ IL-10"7"), demonstraram que a ativacdo da exacerbada da resposta Thl est4 associada a
intensa lesdo tecidual, pois os camundongos apresentaram hemorragia intestinal, caquexia e
intensa lesdo hepatica, que foi associada a produgado excessiva de TNF-o (BRUNET et al., 1997;
HOFFMAN, CHEEVER; WYNN, 2000).

Em populagdo humana de area endémica, os estudos indicam que os principais sintomas
associados ao inicio da infec¢do, sdo os quadros de dermatite cercariana, que podem se manifestar
como uma urticaria local, minutos ap6s a infec¢do pelas cercarias, que ocorre especialmente em
alguns individuos previamente expostos a infeccdo (GRYSEELS et al., 2006; BURKE et al., 2009;
LAMBERTUCKCI, 2010). Em modelo experimental, foi demonstrado que essa inflamacgado local
estd relacionada ao quadro de hipersensibilidade associada ao perfil Th2, a qual eosinodfilos
parecem desempenhar um papel importante nessa reacdo (LICHTENBERG et al. 1976). Em
contraste, a maioria desses individuos de 4rea endémica previamente expostos ao parasito,
apresentam poucos sintomas clinicos durante a fase de migracdo dos esquistossomulos e
maturacdo dos vermes adultos, devido a frequente exposicdio (RABELLO, 1995;
LAMBERTUCCI, 2010). Entretanto, em humanos primo-infectados, durante esse periodo inicial
da migracdo do parasito, podem surgir sintomas associados a inflamagao sistémica como, febre

elevada acompanhada de calafrios e significativa sudorese, mal-estar geral, astenia, tosse nao
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produtiva, sintomas estes que sdo conhecidos como Sindrome de Katayama ou forma toxémica, e
que estdo associados a uma intensa resposta Th1 (COURA et al., 1970; GRYSEELS et al., 2006;
CALDAS et al., 2008; BURKE et al., 2009; SOUZA et al., 2011).

Com o inicio da producao dos ovos (fase aguda postural), inicia uma mudanga no perfil
dos mediadores imunologicos produzidos pelo hospedeiro, sendo observado aumento de producao
de citocinas do tipo 2, como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, de quimiocinas como CCL11 e CCL24, que
estimulam eosinofilia, diferenciacdo de macréfagos alternativamente ativados e a producao de IgE
(CHEEVER et al., 1987, CHEEVER; HOFFMANN; WYNN, 2000; PEARCE; MACDONALD,
2002; PEARCE et al., 2004; BARTLEY et al., 2006; BURKE et al., 2009; HAMS; AVIELLO;
FALLON, 2013).

Em infec¢des experimentais unissexuais ja foi demonstrado que tanto os vermes machos
quanto as fémeas podem promover individualmente uma resposta Th2 antes da postura dos ovos,
a partir da indugdo de producdo de IL-4 via linfocitos TCD4+ (DE OLIVEIRA FRAGA et al.,
2010). Entretanto, diversos autores demonstraram que sdo os antigenos secretados/excretados pelo
ovo do parasito (Soluble Egg Antigens — SEA), devido a presenca dos miracidios ainda
biologicamente ativos, os verdadeiros responsaveis pela polarizacao da resposta Th2 detectada na
fase pos-postural da infeccdo (PEARCE et al., 1991; STADECKER; HERNANDEZ, 1998;
PEARCE; MACDONALD, 2002; MAIZELS; YAZDANBAKHSH, 2003; PEARCE et al., 2004).
Os principais antigenos responsaveis por essa potente inducdo de uma resposta Th2 sdo
glicoproteinas denominadas de 6mega 1 (w-1) e IPSE/alfa 1 (a-1) que sdo capazes de estimular a
producdo de IL-4 por células da resposta imune inata, como Natural Killer (NK), eosinodfilos e
mastdcitos, potencializando a estimulagdo da resposta Th2 (SABIN; KOPF; PEARCE, 1996;
BROWN et al., 1996; DUNNE; COOKE, 2005). Além disto, antigenos que compoem SEA, como
lacto-N-fucopentose III (LNFPIII) e -1, também ativam a maturagdo de células dendriticas (DCs)
ndo inflamatorias, via receptores de lectina do tipo C em conjunto com receptores do tipo Toll, e
estas DCs maduras por sua vez promovem a diferenciacdo das células T virgens para um perfil
Th2, responsaveis por parte da producao de citocinas do tipo 2, como IL-4, IL-5 e IL-13, na
esquistossomose (HERVE et al., 2003; OKANO et al., 2001; EVERTS et al., 2009; HAMS;
AVIELLO; FALLON, 2013). Tanto um ambiente de proliferagao celular promovido por citocinas
do tipo 2, quanto os proprios antigenos dos ovos de S. mansoni, estimulam a diferenciacao de
macrofagos alternativamente ativados (AAMacs), os quais desempenham um papel importante na
regulacdo da inflamagdo e no reparo tecidual (HERBERT et al. 2004; BARRON; WYNN, 2011a,
b; FU; ODEGAARD; HSIEH, 2015).
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A estimulagdo da resposta do tipo 2 é a principal responsavel pela formacdo dos
granulomas nos tecidos onde os ovos do parasito ficam retidos, pois ja se tem demonstrado
experimentalmente que camundongos com deficiéncia na produgao de IL-4 apresentam formacgao
de granuloma significativamente prejudicada e aumento da mortalidade associada a patologia
intestinal (BRUNET et al., 1997). Os granulomas sdo estruturas multicelulares altamente
organizadas e compostas por uma variedade de células imunes ativadas e recrutadas pelo perfil de
citocinas e quimiocinas do tipo 2, incluindo as proprias células Th2 (CD4+), células T citotoxicas
(CD8+), macrofagos, eosinofilos e mastodcitos. O recrutamento e ativagao destas células levam a
um acumulo local de citocinas como IL-4, IL-13 e IL-5, que também afetam células teciduais,
como € o caso das células hepaticas estreladas que se diferenciam em miofibroblastos e contribuem
na deposicdo de matriz extracelular, essenciais para a formacgao do granuloma hepatico (FALLON
et al., 1998; HERBERT et al, 2004; BARRON; WYNN, 2011a, b; FU; ODEGAARD; HSIEH,
2015; COSTAIN; MACDONALD; SMITS, 2018). Nessa fase inicial da formagao dos granulomas
costumam ocorrer os primeiros sintomas intestinais, devido a disseminagao dos ovos no intestino,
provocando necroses (ANDRADE, 2004). Esses granulomas evoluem progressivamente para
depositos de fibrose, principalmente no sistema porta hepatico, e sdo responsaveis pela patologia
grave da doenga (LENZI et al. 1998; CHEEVER; HOFFMANN; WYNN, 2000).

E importante salientar que, mesmo sendo formados a partir de reagdes inflamatorias ao
redor dos ovos retidos nos tecidos, existem diferencas entre os granulomas hepaticos e intestinais
em termos de tamanho, composi¢do celular e deposicdo de matriz extracelular (WEINSTOCK;

BOROS, 1983; LINDER, 2017; SCHWARTZ; FALLON, 2018) (Figura 10).
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Figura 10. Comparacgdo da composicao celular e perfil de deposicao de matriz extracelular em granulomas
do figado e do intestino em fases iniciais e tardias de formagao. Fonte: Schwartz e Fallon (2018).

Os granulomas intestinais sdo formandos principalmente por DCs, macréfagos do perfil
M2 (alternativamente ativados), e células Th2 (WEINSTOCK; BOROS, 1983; SCHWARTZ;
FALLON, 2018). O processo imunoldgico de formagao dos granulomas intestinais ainda ndo ¢é
completamente conhecido; entretanto € proposto que as células endoteliais das veias mesentéricas,
via liberagdo de IL-33, e posteriormente produgdo de IL-13 e fator de crescimento tumoral (TGF)-
B, sdo capazes de iniciarem o seu processo inflamatorio (COSTAIN; MACDONALD; SMITS,
2018). Em relagdo a sua composi¢do celular, os granulomas intestinais sdo semelhantes aos
granulomas de hepaticos em fase inicial, porém possuem mais macrofagos e menos eosinofilos,
células B e T (WEINSTOCK; BOROS, 1983; SCHWARTZ; FALLON, 2018). Os granulomas
intestinais podem ser divididos em fase recente e tardia, sendo esta Ultima, caracterizada pela
presenca de fibroblastos, colageno, auséncia de basofilos e neutrofilos, quando comparado com as
fases iniciais de sua formag¢ao (SCHWARTZ; FALLON, 2018).

Devido sua localizacdo em outro tecido, o granuloma hepatico ¢ formado com a
contribuicdo de populagdes de células hepaticas proprias, como células estreladas (HSCs),
hepatdcitos, células Kupffer e células endoteliais sinusoidais (CHUAH et al., 2014). Essas células
ativadas sdo capazes de produzirem quimiocinas, tais como CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1,CXCL2

e CXCL10 que promovem o recrutamento de leucdcitos para o figado em resposta a lesao hepatica
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promovida por antigenos secretados pelo ovo (WARMINGTON et al., 1999; SEKI et al., 2007;
KARLMARK et al., 2008; SAIMAN; FRIEDMAN, 2012). Especificamente CCL2 ¢ capaz de
recrutar monocitos e macrdofagos por meio do receptor CCR2, sendo os macréfagos capazes de
comporem aproximadamente 30% da populacdo de células do granuloma hepatico (RAGHEB:;
BOROS, 1989; WARMINGTON et al., 1999; SEKI et al., 2007, KARLMARK et al., 2008;
SAIMAN; FRIEDMAN, 2012). Por sua vez, os eosin6filos contribuem com aproximadamente
50% dessa populacao celular nas fases iniciais da formacao do granuloma hepatico (REIMAN et.
al., 2006) e sua migragdo da circulagdo para o local inflamatério da infeccdo ¢ induzida
principalmente pela quimiocina CCL11 (BEHM; OVINGTON, 2000; SHIN; LEE; MIN, 2009).
O eosindfilo quando ativado € capaz de produzir IL-4 e IL-5 sustentando ainda esse perfil imune
do tipo 2 (RUMBLEY et al., 1999). Embora por muito tempo tenha tido um papel controverso na
formag¢do dos granulomas, no desenvolvimento da fibrose ou carga parasitdria de vermes
recuperados (LENZI; LENZI; SOBRAL, 1987; SHER et al., 1990; SWARTZ et al., 2006), 0 nosso
grupo de pesquisa demonstrou recentemente que os eosindfilos sdo importantes para o
estabelecimento e/ou amplificacdo da resposta imune Th2 e regulatéria no figado durante a
esquistossomose experimental, o que € essencial para modular a gravidade da doenca (OLIVEIRA
et al., 2022).

Ao contrario do intestino, o ovo retido no figado nao ¢ eliminado e o granuloma formado
ao seu redor evolui para fibrose. A principal citocina conhecida que esta associada ao processo de
formacao de fibrose ¢ a IL-13, que ¢ produzida em grandes quantidades por células Th2
(PUNNONEN et al., 1998; LIU et al., 2012). Os mecanismos conhecidos pelo qual IL-13 € capaz
de induzir fibrose envolvem a ativagao alternativa de macrofagos e a transdiferenciacao de HSCs
para miofibroblastos produtores de colageno (FALLON et al., 2000; HESSE et al., 2001; LIU et
al.,, 2012; ANTHONY; RAMM; McMANUS, 2012; HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013).
Especificamente para macrofagos, IL-33 juntamente com IL-4, induzem a expressdo de arginase,
que cliva a L-arginina para formacao de L-ornitina (LIU et al., 2012). A ornitina aminotransferase
converte a L-ornitina em prolina, uma molécula chave na producdo de colageno e
consequentemente no desenvolvimento de fibrose (HESSE et al., 2001). Esses macrofagos
produtores de arginase sao denominados de M2 e sdo conhecidos por expressarem altos niveis de
transcricdo génica de arginase-1 (Arg-1), Ym-1 e Fizz-1/RELM-0, (HESSE et al., 2001;
GORDON, 2003). Entretanto, estudos demonstram que algumas populacdes de macrofagos M2
também sdo capazes de expressarem elevados niveis transcricionais da proteina IL-13Ra2, que
esta envolvida na inibi¢ao da atividade de IL-13 e controle da fibrose (MENTINK-KANE et al.,
2004; WILSON et al., 2007)
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Uma importante subpopulagdo de linfocitos T auxiliares mais recentemente descrita,
denominada de Th17, também estd envolvida na formagdo do granuloma hepético e associada as
patologias severas das principais esquistossomoses humanas (RUTITZKY; STADECKER, 2006;
ZHANG et al., 2012; MBOW et al., 2013). Os linfocitos Th17 sdao estimulados a se diferenciarem
pela presenca de IL-1f, IL-6, IL-21, IL-23 e TGF-B e produzem IL-17 como a principal citocina
de assinatura, além de IL-22 e IL-23, que juntamente promovem principalmente o recrutamento
de neutréfilos (MARTINEZ et al., 2008; KORN et al., 2009). Sua relagdo com a severidade da
patologia da esquistossomose ¢ devida seu papel na inducdo de inflamagdo, pois estudos
demonstraram que quando a citocina IL-17 ¢ bloqueada em modelos experimentais, a patologia
inflamatoria em resposta a infec¢do por S. japonicum e S. mansoni é reduzida (RUTITZKY;
STADECKER, 2006, ZHANG et al., 2012). Além de induzir uma potente inflamagao, IL-17 ¢
descrita como tendo um papel fundamental no desenvolvimento de fibrose hepatica em modelos
experimentais de S. mansoni (WANG et al., 2015).

Apbs a resposta do tipo 2 atingir seu pico em aproximadamente oito semanas pos-infecgao,
ocorre uma progressiva modulagdo da resposta imune do hospedeiro, dando inicio ao
estabelecimento da fase cronica da infec¢do (PEARCE et al., 1991; PEARCE; MACDONALD,
2002; WYNN et al.,, 2004; WILSON et al.,, 2007). Este processo de modulagdo ocorre
principalmente via IL-10 e TGF-f, que sdao produzidas por DCs e células regulatorias como Treg
e Breg, que atingem maxima ativagdo por volta da 11-12* semanas de infec¢do (ARAUJO; DE
JESUS; BACELLAR, 1996; PEARCE; MACDONALD 2002; WYNN et al. 2004; WILSON et
al. 2007). Essa produc¢do de IL-10 por células B regulatorias ocorre principalmente pelo estimulo
dos antigenos a-1 e LNFPIII secretados pelo ovo do parasito, e favorece a indugdo de células
TReg, outra fonte importante de IL-10 (CHEEVER et al., 1985; VELUPILLAI; HARN, 1994; EL
RIDI; VELUPILLAI; HARN, 1996; HAEBERLEIN et al., 2017). Outros produtos derivados dos
vermes adultos, como: ciclofilina-A e lisofosfatidilserina (liso-OS), também sdo capazes de ativar
a matura¢do de DCs ndo inflamatorias que ativam uma expansao preferencial de Tregs produtoras
de IL-10 (VAN DER KLEIJ et al., 2002; FLOUDAS et al., 2017).

Durante essa fase cronica, os ovos de S. mansoni continuam sendo produzidos
continuamente; entretanto, devido a capacidade de seus antigenos estimularem uma rede de células
reguladoras, a maioria dos individuos cronicamente infectados ndo desenvolvem uma patologia
letal (COSTAIN; MACDONALD; SMITS, 2018). De fato, em estudos com humanos infectados,
a presenca sistémica de IL-10 estd inversamente relacionada com a presenca de fibrose ou formas

graves da doenga (BOOTH et al., 2004; MARTINS-LEITE et al., 2008). Dessa forma, o processo
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modulatério estd envolvido com o progndstico benigno da doenga, uma vez que promove a redugao
do tamanho do granuloma (PEARCE; MACDONALD, 2002; LUNDY; LUKACS, 2013).

De acordo com estudos em populacdes humanas, trés formas clinicas sdo bem evidentes e
caracterizadas na esquistossomose cronica: intestinal, hepatointestinal ¢ a forma mais grave
denominada hepatoesplénica (BINA, 1996; BINA; PRATA, 2003; ANDRADE, 2004). Os
sintomas clinicos da esquistossomose nessa fase sdo atribuidos a fibrose associada a intensidade
da resposta granulomatosa induzida por substancias liticas liberadas pelos ovos do parasito
(antigenos soluveis) (LENZI et al., 1998; WILSON et al., 2007; ANDRADE, 2009). Entretanto, o
granuloma ao mesmo tempo em que € danoso ao individuo, ja que representa uma intensa reagao
celular, que pode evoluir para grave fibrose hepatica, também ¢ benéfico, na medida em que
favorece a eliminacdo dos ovos pela mucosa intestinal (PEARCE; MACDONALD, 2002) e
sequestra os antigenos liberados pelos ovos, os quais apresentam efeitos hepatotoxicos (HAMS;
AVIELLO; FALLON, 2013). Assim, uma evolugao mais benigna da esquistossomose depende de
um balango imunolégico adequado, que favorece a formagao ¢ a modulagdo dos granulomas.

Dessa forma, o equilibrio entre o papel protetor do granuloma e a intensidade da inflamagao
¢ determinante na evolugdo da morbidade associada a esquistossomose e diferentes linhagens do
parasito, com possiveis novas composi¢des antigénicas, podem alterar este equilibrio e afetar a

gravidade da esquistossomose.

2.5 Interagdo S. mansoni e Biomphalaria spp.: resposta imune e compatibilidade

A interacdo entre S. mansoni € Biomphalaria spp. envolvem fatores como, condigdes
ambientais, compatibilidade genética e mecanismos fisiologicos e imunoldgicos, que sdo
determinantes para o sucesso ou o fracasso da infeccdo por parte do parasito (LOCKYE et al.,
2004; COUSTAU; THERON, 2004; PILA et al., 2017). Os moluscos sdo capazes de utilizarem
varios mecanismos imunes inatos que envolvem reagdes mediadas por células associadas a
ativacdo de fatores soluveis presentes na hemolinfa que participam do reconhecimento e
eliminagdo de patogenos invasores (LOKER et al., 2004; NEGRAO-CORREA et al., 2012; PILA
etal., 2017). O principal modelo de estudo utilizado para elucidar esses mecanismos imunologicos
envolvidos no processo de reconhecimento e destruicao de esporocistos de S. mansoni ¢ a infec¢ao

em caramujo da espécie B. glabrata (Figura 11).
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Figura 11. Descrigdo dos componentes do sistema interno de defesa de Biomphalaria glabrata e
mecanismos de ac¢do frente a infeccdo por Schistosoma mansoni, com €nfase nas funcdes efetoras das
células de defesa circulantes na hemolinfa e nas respostas humorais que envolvem fatores soliveis presentes
na hemolinfa acelular que participam no reconhecimento e destruicdo do patdogeno e recrutamento e
ativacdo de células. Fonte: Pila e colaboradores (2017).

Estudos demonstram que a ativacdo da resposta imune de B. glabrata t€m inicio com a
penetracdo do miracidio, que ao lesionar o tecido do molusco e também ao secretar/excretar
produtos antigénicos, € capaz de sinalizar, via receptores de reconhecimento de padroes (PRRs), a
invasdo de um possivel patogeno. A partir desse momento, linhagens resistentes de Biomphalaria
conseguem montar uma resposta rapida e eficiente capaz de eliminar o parasito logo nas primeiras
horas de infeccao (NEGRAO-CORREA et al., 2012; CASTILLO et al., 2020); entretanto, em

linhagens susceptiveis, essa acdo coordenada do sistema interno de defesa nao € totalmente eficaz,
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permitindo o desenvolvimento do parasito (NEGRAO-CORREA et al., 2012; CASTILLO et al.,
2020).

Apos a estimulacdo por meio de produtos excretados/secretados (ES) dos esporocistos, o
orgao produtor de amebdcitos (APO) (Figura 11. A) aumenta de tamanho visivelmente e exibe
uma intensa atividade mitotica associada a produgdo de hemocitos (LIE; HEYNEMAN; JEONG,
1976; SULLIVAN; PIKIOS; ALONZO, 2004). Os hemdcitos sdo as células de defesa presentes
na hemolinfa desses caramujos ou aderidos aos tecidos, que possuem uma morfologia
diversificada e mecanismos de agdo semelhantes aos macrofagos de mamiferos (NEGRAO-
CORREA etal., 2012). Essas células sdo frequentemente classificadas em dois morfotipos basicos,
diferenciados por tamanho e granularidade, denominados de granuldcitos e hialindcitos
(MARTINS-SOUZA et al.,, 2009; ATAEV; KUDRYAVTSEV; POLEVSHCHIKOV, 2016)
(Figura 12).

Figura 12. Hemécitos encontrados na hemolinfa de Biomphalaria glabrata. H. hialinocito. G.
granuldcito. A coloragdo com vermelho neutro (0,04%) permite diferenciar células fagocitarias,
como os granuldcitos, que se tornam avermelhados ao englobar o corante particulado (barra = 50
um). Fonte: acervo do autor.

A diferenciacdo dos hemdcitos em células efetoras ocorre principalmente pela agdo de
granulinas, denominadas de BgGRN em B. glabrata (PILA et al., 2016c). Granulinas sdo fatores
de crescimento que induzem a proliferagdo de células imunoldgicas em organismos, abrangendo
todo o reino animal (PILA et al., 2016c). Estudos demonstram que BgGRN ¢ capaz de induzir uma
maior diferenciacdo de granuldcitos (hemocitos aderentes), via sinalizagdo MAPPK (proteino-

quinases ativadas por mitégeno) (PILA et al., 2016c¢). Esse subtipo de hemocito é conhecido por



Pagina | 54

atuar no encapsulamento (LOVERDE; SHOULBERG; GHERSON, 1984; MARTINS-SOUZA et
al., 2009; PINA et al., 2017), fagocitose (HANINGTON, et al., 2010), e producdo de espécies
reativas de oxigénio (HUMPHRIES; YOSHINO, 2008; HAMBROOK et al., 2020), que sao
mecanismos importantes para a morte do parasito (MARTINS-ZOUZA et al., 2009; PILA et al.,
2016c PINA et al., 2017).

Entretanto, as atividades efetoras promovidas por esses hemocitos somente sao
concretizadas quando ha um efetivo reconhecimento do esporocisto de S. mansoni. Nesse sentido,
moléculas de reconhecimento foram investigadas em caramujos B. glabrata e diferentes familias
de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) foram descritas, principalmente: receptores
do tipo “toll” (Toll-Like Receptors - TLR) (PILA et al., 2016b, HUMPHRIES; DENECKERE,
2018) e proteinas relacionadas ao fibrinogénio (FREPs) (ZHANG; LOKER, 2003; HANINGTON;
ZHANG, 2011). Em B. glabrata, Pila et al. (2016b) caracterizaram a presenca de receptores
homologos a TLR, designado de BgTLR, e demonstraram que os TLRs de mamiferos com maior
homologia com os de B. glabrata sao TLR 4 (40%), TLR 3 (38%), além de TLR 13 (37%) presente
em camundongos. Além disso, descreveram que BgTLR ¢ detectado principalmente na superficie
extracelular da membrana plasmatica dos hemocitos, e menos frequentemente no seu citoplasma.
Seu papel durante a infeccdo por S. mansoni também foi demonstrado, sendo que BgTLR,
principalmente BgTLR 1, aumenta a capacidade fagocitica dos hemocitos e a resisténcia a infec¢ao
(JOHNSTON; YOSHINO, 2001; PILA et al., 2016b). Estudos descrevem que esse
reconhecimento via BETLR ocorre principalmente com a interacdo entre esse receptor e
carboidratos presentes no tegumento dos esporocistos (LEHR et al., 2007; LEHR et al., 2008;
PETERSON et al., 2009), como também associado com produtos gerados pela transformacao
larval, como glicoproteinas (WU et al., 2009).

Apds o reconhecimento do parasito, os hemocitos ligam-se ao tegumento dos esporocistos
e formam uma cépsula celular de multiplas camadas (LOKER et al., 1982). Os hemocitos presentes
nessas camadas secretam compostos toxicos, principalmente espécies reativas de oxigénio (ROS)
e nitrogénio (NOS), como H>O> e NO, respectivamente, que contribuem para a destruicdo do
parasito (HAHN; BENDER; BAYNE, 2001a, b; BENDER et al., 2005). Essa producdo de
ROS/NOS pelos hemdcitos ¢ estimulada principalmente por antigenos de S. mansoni contendo
manose, galactose e fucose, via sinalizagdo de PI3K (fosfatidilinositol-3-cinase) (HAHN;
BENDER; BAYNE, 2000; HAHN; BENDER; BAYNE, 2001a; HUMPHRIES; YOSHINO,
2008). Nesse momento, o parasito pode evadir-se desse mecanismo citotdxico, inibindo
principalmente a funcionalidade de hemocitos de caramujos susceptiveis, por meio da acdo dos

produtos de transformacgdo larval (LTPs), que interferem em sua motilidade e disseminacao
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(LODES; YOSHINO, 1990), sintese de proteina intracelular (LODES; CONNORS; YOSHINO,
1991) e capacidade de produzir espécies de oxigénio reativo (ROS) (ZAHOOR et al., 2009).

Esses hemocitos ativados que formaram uma multicamada celular em torno dos
esporocistos também sao capazes de coordenarem a atragao de mais hemocitos para o local do
encapsulamento, por meio de uma proteina homologa a citocina MIF (fator inibidor da migracao
de macrofagos) dos mamiferos (~31% com humanos), denominada de BgMIF (BAEZA GARCIA
et al., 2010). MIF foi uma das primeiras citocinas a ser descoberta em mamiferos e foi descrita
como um regulador central da resposta imune e inflamatoria inata (CALANDRA; ROGER, 2003).
Nesse sentido, Baeza-Garcia e colaboradores (2010) caracterizam extensivamente essa citocina
em B. glabrata, demonstrando que ela é produzida principalmente por granulécitos e
funcionalmente ¢ capaz de induzir a proliferacdo de hemdocitos por meio da ativacdo da via
ERK1/ERK2 (MAP quinase) e auxiliar na sobrevivéncia dessas células por meio da supressao de
apoptose induzida pela produgdo de NO. Além disso, esses pesquisadores demonstraram que
BgMIF fornece um sinal de migragdo para granuldcitos circulantes em dire¢do ao tecido invadido
pelo esporocisto de S. mansoni e que o knockdown dessa citocina em B. glabrata leva a um maior
sucesso de estabelecimento de S. mansoni e menor taxa de encapsulamento do parasito.

Além de BgMIF, outras proteinas com homologia as citocinas dos mamiferos também
foram detectadas no genoma de B. glabrata, como: TNF-a e IL-17 (ADEMA et al., 2017). A
presenca de TNF-a-like ja havia sido descrita por Ouwe-Missi-Oukem-Boyer e colaboradores
(1994) no plasma de B. glabrata por meio da deteccao homologa com anticorpo humano. Estes
autores demonstraram que os niveis TNF-a-like, assim como BgMIF, decaem ao longo da
infec¢do, principalmente nas primeiras 24 horas, indicando que o parasito ou células ativadas
podem estar realizando a inibi¢do ou o consumo de TNF-a-like, respectivamente. Por outro lado,
transcritos proteicos com homologia a IL-17 de mamiferos (IL-17-like) foram expressos em
tecidos de B. glabrata (genitalia e estomago) (CASTILLO et al., 2020). Além disso, estudos
sugerem que IL-17-like sé seja produzida frente a estimulos, diferente de TNF-a-like que ¢
constantemente produzida (ZHANG et al., 2015; OUWE-MISSI-OUKEM-BOYER et al, 1994);
entretanto, futuros estudos com B. glabrata frente a infec¢do por S. mansoni ainda devem ser
realizados para esclarecer o verdadeiro papel de IL-17-like no sistema interno de defesa desse
molusco. Apesar do genoma de B. glabrata ndo sustentar a presenga de regides codificadoras para
proteinas com homologia a IL-1p, anticorpos humanos que reconhecem esta citocina reagem com
o plasma de B. glabrata resistente a infec¢do. Além disto, a adi¢do da proteina recombinante de

IL-1p humano aumenta a produgao de superdxido em hemocitos de B. glabrata resistentes, porém



Pagina | 56

ndo altera a producdo desta molécula nos hemocitos dos caramujos suscetiveis (GRANATH;
CONNORS; TARLETON,1994).

A resposta imune celular inata de B. glabrata resistentes a infeccdo, sdo extremamente
eficazes em reconhecer e destruir os esporocistos de S. mansoni, principalmente em infecgoes
priméarias. Entretanto, ¢ bem conhecido que em infec¢des secunddrias, a morte dos esporocistos
pode ocorrer sem a necessidade de encapsulamento (SIRE; ROGNON; THERON, 1998; PINAUD
et al., 2016). Assim, a partir dessa observacao, diversos estudos propuseram que elementos
soluveis na hemolinfa de B. glabrata sao capazes de auxiliarem essa resposta celular, facilitando
o reconhecimento de S. mansoni, promovendo a ativagdo de hemocitos, ou destruindo diretamente
0 parasito, caracterizando assim a resposta imune humoral.

As moléculas soluveis capazes de lesar diretamente os esporocistos de S. mansoni
pertencem a familia de toxinas formadoras de poros B (B-PFT) semelhante a de bactérias, e sao
denominadas de Biomphalisina e Glabralisina (GALINIER et al., 2013; LASSALLE et al., 2020).
Em relacdo a Biomphalisina, seus niveis sdo constitutivamente expressos exclusivamente em
hemocitos e ndo sdo regulados pela infeccao por S. mansoni, sugerindo um papel sentinela dessa
molécula. Entretanto, sua atividade citolitica so ¢ efetiva quando na presenca de plasma, sugerindo
que outros fatores soltiveis interagem com a Biomphalisina para ativa-la (GALINIER et al., 2013).
Por sua vez, a Glabralisina foi recentemente descrita, sendo caracterizados cinco subtipos:
GlalAal, GlalAa2, Gla2Aal, GlalBal, GlalCal (LASSALLE et al., 2020). A maioria desses
subtipos foram expressos em diferentes tecidos, como estdmago, intestino, pé e ovotestis;
entretanto, somente Glal Aal foi exclusivamente expresso em hemocitos e seus niveis ndo foram
regulados pela infeccdo por S. mansoni, sugerindo o mesmo papel sentinela e de defesa que a
Biomphalisina.

Outros elementos soltiveis presentes na hemolinfa de B. glabrata podem apresentar um
duplo papel, ou seja, atuam no reconhecimento do parasito e também sdo capazes de modificar as
moléculas presentes em seu tegumento, facilitando também o processo de encapsulamento e
fagocitose. Nesse sentido, estudos demonstram que as glicosidases extracelulares secretadas por
hemocitos podem desempenhar um papel importante na inflamagdo e nas reacdes de defesa
humoral de B. glabrata (ZELCK; TRIPPENSEE; BECKER, 1996). E sugerido que essas
glicosidades (principalmente N-acetil-B-D-glucosaminidase - NAG) podem atuar em todos os
principais residuos de aglcar terminais de patdgenos, como a manose, galactose e N-
acetilglucosamina presentes na superficie do tegumento de esporocistos de S. mansoni (ZELCK;
BECKER, 1990; ZELCK, 1999), facilitando seu reconhecimento. Atualmente ¢ bem estabelecido

que NAG ¢ uma molécula produzida por células mononucleares de vertebrados e sua dosagem ¢
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utilizada para estimar indiretamente o recrutamento de macréfago nos tecidos (BOURBOUZE et
al., 1991; BARCELOS et al., 2005), o que poderia indicar também, de modo analogo, infiltrado
de hemocitos nos tecidos de B. glabrata. Entretanto, essa analogia no processo de infiltrado celular
tecidual ainda ndo foi estabelecida e o verdadeiro papel de NAG na resisténcia de B. glabrata
contra S. mansoni ainda ndo foi esclarecido.

Ao contrario das glicosidades, proteinas como as TEPs e FREPs presentes na fragao soluvel
da hemolinfa de B. glabrata, sao atualmente bem caracterizadas e desempenham um importante
papel em mediar o reconhecimento de S. mansoni a partir da interagdo entre elas, com outras
moléculas soluveis e com os proprios hemocitos, para coordenarem uma série de eventos
responsaveis pela resolu¢do da infecgdo por S. mansoni (HANINGTON; ZHANG, 2011; PILA et
al., 2017; PORTET et al., 2018).

As BgTEPs sdo proteinas caracterizadas pela presenca de residuos de cisteina na parte C-
terminal e um motivo tioéster altamente conservado (MONE et al., 2010). Recentemente, Portet e
colaboradores (2018) descreveram o papel dessas proteinas na imunidade protetora de B. glabrata,
demonstrando que BETEP ¢ expressa em um subtipo bem particular de hemocitos, as células
blasticas. Como as células blasticas ndo possuem o papel fagocitico, foi sugerido que BgTEP seja
secretado por essas células para que se ligue na superficie dos esporocistos e realize a interagdo
com células efetoras, como os granuldcitos. Além disso, a expressdo de BgTEP aumenta
regularmente nas primeiras horas de infec¢do por S. mansoni, reafirmando seu papel no sistema
interno de defesa de B. glabrata. Adicionalmente, sabe-se que BETEP ¢ capaz de inibir (de forma
dependente de metilamina), a atividade das proteinases cisteinicas produzidas pelos miracidio e
esporocistos de S. mansoni (BENDER et al., 1996). Estudos recentes demonstraram que o subtipo
BgTEP2 ¢ o mais expresso nos hemocitos e, portanto, pode ter um papel central na resposta imune
de B. glabrata contra S. mansoni (WU et al., 2017; DUVAL et al., 2020).

Por sua vez as FREPs sdo proteinas compostas por um dominio de fibrinogénio C-terminal
(FBG) e um ou dois dominios da superfamilia de imunoglobulina N-terminal (IgSF) ligados ao
dominio FBG por uma regido de intercessdo (ICR) (LE'ONARD et al., 2001; ZHANG et al., 2001;
ADEMA et al., 1997, HANINGTON; ZHANG, 2011). Essas proteinas sdo altamente
diversificadas e mostram variacdes de expressao de genes, mesmo entre individuos da mesma
linhagem de molusco (ZHANG; LOKER, 2004), sendo capazes de reconhecerem componentes
antigénicos polimorficos de S. mansoni, assemelhando-se, portanto, a capacidade dos anticorpos
no sistema imunologico de vertebrados de reconhecer epitopos antigénicos altamente diversos
expressos em patogenos (ALLAN et al., 2017; CASTILLO et al., 2020). Dentre os subtipos de

FREPs ja descritos, 0 2, 3 e 12 sdo capazes de se ligarem as LTPs soluveis de S. mansoni
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(GALINIER et al., 2017); entretanto, diversos estudos indicam que BgFREP3 (que possui dois
dominios IgSF) tem um papel central na resisténcia de B. glabrata contra S. mansoni
(HANINGTON; FORYS; LOKER, 2012; LOCKYER et al., 2012; PILA et al., 2017).

A resposta imune desenvolvida por diversas espécies de caramujos hospedeiros de S.
mansoni, dentre outros fatores, ¢ responsavel pelo polimorfismo de compatibilidade entre parasito-
hospedeiro. A compatibilidade ¢ uma caracteristica de um sistema onde o parasito ¢ capaz de
estabelecer a infec¢do e conseguir a transmissdo usando esta espécie hospedeira, devendo,
portanto, evadir-se do sistema de defesa do hospedeiro para completar seu ciclo de vida (VAN
DER KNAAP; LOKER, 1990; COUSTAU; THERON, 2004).

Estudos demonstram que diversas linhagens laboratoriais de B. glabrata apresentam varios
graus de susceptibilidade a infec¢do por S. mansoni (THERON; PAGES; ROGNON, 1997) ¢
diferentes cepas de S. mansoni apresentam diferentes niveis de infectividade para uma variedade
particular de populagdes de Biomphalaria spp. (THERON et al., 2014). Os padrdes geograficos
de compatibilidade entre S. mansoni e seus hospedeiros intermedidrios sugerem que as
combinagdes de simpdtricas sejam mais compativeis do que as combinacgdes alopdtricas
(SANDLAND et al., 2009).

Assim, € proposto que diferentes linhagens de S. mansoni apresentem uma diversidade de
antigenos que compartilham caracteristicas com moléculas da familia das mucinas (ROGER et al.,
2008b), denominadas de mucinas polimoérficas (SmPoMuc). Essas proteinas sdo altamente
glicosiladas e sdo apenas expressas durante os estagios evolutivos de S. mansoni intramolusco
(glandula apical de miracidios e esporocistos) (ROGER et al., 2008a) e sdo as principais
responsaveis pelos diferentes niveis de adaptacdo entre cepas de S. mansoni e de caramujos
Biomphalaria spp. Nesse sentido, entender como diferentes linhagens de S. mansoni interagem
com seus hospedeiros intermediarios, ¢ um pré-requisito para novas abordagens de controle da

esquistossomose.

2.6 Interacio entre as espécies de Schistosoma de humanos e as de animais silvestres ou de

criacio: a ascensio dos hibridos

Apesar das espécies de Schistosoma interesse médico estarem relacionadas com infecg¢des
humanas, diversos relatos ja demonstraram que elas também infectam animais silvestres (incluindo
redores) ou de criagdo, sendo em alguns casos, capazes de continuarem seu ciclo de vida; nesse
contexto, destacando-se as espécies: S. mansoni, S. japonicum, S. mekongi e S. malayensis

(LEGER; WEBSTER, 2017; McMANUS et al., 2018). Destas, S. japonicum ¢ a principal espécie
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comprovadamente de carater zoondtico, sendo que mais de 40 mamiferos selvagens e domésticos
foram descritos com a infecg¢do por esse parasito (HE et al., 2001; ZHOU et al., 2010). Entre os
hospedeiros de maior importancia epidemioldgica estdo os bovinos, particularmente os bufalos
semiaquaticos (Bubalus bubalis), que participam do ciclo de transmissao de S. japonicum na China
(MCMANUS et al., 2018; COLLEY; LOKER, 2018). Além desses animais, foi demonstrado que
roedores selvagens também participam da transmissdo de S. japonicum na China e nas Filipinas
(LU et al., 2010; LU et al., 2009; RUDGE et al., 2013), além de ser um elo importante na cadeia
de infecgdo de S. malayensis na Malasia (GREER et al., 1988) ¢ S. mansoni em areas da Africa,
Caribe ¢ América do Sul (REY, 1993; DUPLANTIER; SENE, 2006; GENTILE et al., 2010;
MIRANDA et al., 2017; MCMANUS et al., 2018; CHUAH et al., 2019).

Também ¢ importante salientar que os animais de produgao sao os hospedeiros definitivos
naturais de muitas outras espécies de Schistosoma, como: S. bovis e S. curassoni Brumpt, 1931
que infectam bovinos, ovinos e caprinos (MOUCHET, 1992; KINCAID-SMITH et al., 2016;
LEGER; WEBSTER, 2017); S. mattheei Veglia & Le Roux, 1929, que parasita bovinos
(MONRAD et al., 2006), e S. spindale Montgomery, 1906, S. nasale Rao, 1933 e S. indicum
Montgomery, 1906, que naturalmente infectam diferentes espécies de ruminantes (DE BONT et
al., 1989; DE BONT et al., 1991; OKPALA et al., 2004; YIHUNIE et al., 2019). Além disso,
alguns roedores selvagens também sdao hospedeiros definitivos de diferentes espécies de
Schistosoma, incluindo: S. sinensium Bao, 1958 (AGATSUMA et al., 2001), S. ovuncatum
(ATTWOQOD et al. 2002), S. kisumuensis (HANELT et al., 2009), S. incognitum Chandler, 1926
(BUNNAG et al.,, 1983), e S. rodhaini Brumpt, 1931 (ROLLINSON; SIMPSON, 1987;
DUPLANTIER; SENE, 2006; HANELT et al., 2010). Porém, devido a crescente proximidade
entre populacdes humanas e animais silvestres e de criagdo, potencializada por perda de habitat
original desses animais, mudangas climaticas, novas praticas agricolas e migragdes populacionais,
a interagdo entre essas espécies de Schistosoma ¢ constantemente favorecida na natureza (KING
et al. 2015; LEGER; WEBSTER, 2017) o que pode permitir a fecundagao cruzada entre essas
diferentes espécies com geragdao de descendentes viaveis, que sao denominados de hibridos por
diversos autores (LEROUX, 1954a; MORGAN et al., 2003; HUYSE et al., 2009; WEBSTER et
al., 2013b; LEGER; WEBSTER, 2017).

A hibridizagdo ¢ um fenomeno bioldgico bem estabelecido para algumas espécies de
plantas e animais e ocorre quando duas espécies diferentes, mas filogeneticamente proximas, se
cruzam; no entanto, parece ter uma ocorréncia pouco frequente em parasitos, especialmente em
helmintos (BARTON, 2001; ARNOLD, 2004). No entanto, a formagdo de hibridos tem sido
descrita nos altimos anos para as espécies de Schistosoma (LEGER; WEBSTER, 2017), Fasciola
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(ICHIKAWA-SEKI et al., 2017) e Ascaris (EASTON et al., 2020). As principais preocupacdes
em relacdo a hibridizacdo em organismos patogénicos estdo relacionadas a modificagdo da
viruléncia e a possibilidade de expansdo de suas areas de transmissao devido a inclusao de novos
hospedeiros (ARNOLD, 2004). Portanto, a hibridizacao entre espécies de Schistosoma poderia ter
um impacto na morbidade do hospedeiro e nas areas de transmissao da esquistossomose em todo
o mundo (BOON et al., 2019).

Os relatos iniciais da formag¢ao de hibridos de Schistosoma foram baseados na variacao
morfologica dos ovos do parasito encontrados em amostras fecais, combinados com observagoes
sobre manifestagdes clinicas atipicas em humanos (ALVES, 1948; LEGER; WEBSTER, 2017).
Ao longo dos anos, os métodos para a detecgao de hibridos comecaram a utilizar marcadores
bioquimicos, especialmente padrdes de enzimas diferencialmente expressas, como a glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) e fosfoglucomutase (PGM) (WRIGHT; ROSS, 1980; LEGER;
WEBSTER, 2017). Atualmente, técnicas de biologia molecular que avaliam tanto as regides
nucleares (espacador transcrito interno — ITS) quanto as mitocondriais (citocromo ¢ oxidase — cox),
tém sido realizadas para identificar com mais precisdo hibridos de Schistosoma (NORTON et al.,
2008 a, b; HUYSE et al., 2013; MONE et al., 2015; LEGER; WEBSTER, 2017). A regio do ITS
¢ um marcador particularmente eficiente para detectar introgressao e, consequentemente, formagao
de hibridos (LEGER; WEBSTER, 2017), pois pode reter ambas as copias parentais por varias
geragdes antes de ser homogeneizada no curso da evolugdo. A partir dessa analise, picos duplos
em regides especificas de um cromatograma de DNA nuclear representam locais onde € possivel
identificar um hibrido de Schistosoma (NORTON et al., 2008a; HUYSE et al., 2013; MONE et al.
2015). Regides localizadas no gene cox/, apesar de mais varidveis, também podem ser utilizadas
para complementar a identificagio de hibridos de esquistossomos (HUYSE et al., 2009; MONE et
al., 2012; HUYSE et al., 2013; WEBSTER et al., 2013b).

Desde que essas ferramentas foram desenvolvidas, foi possivel verificar a ocorréncia
natural de hibridos de Schistosoma em humanos infectados, conforme ilustrado na figura 13. A
espécie S. haematobium promove os mais diversificados cruzamentos heterélogos, principalmente
com S. intercalatum (BURCHARD; KERN, 1985), S. mansoni (HUYSE et al., 2013; LE GOVIC
et al., 2019) e S. guineensis (WEBSTER et al., 2005; MONE et al., 2012). Além disso, S.
haematobium também ¢ capaz de hibridizar com esquistossomos que infectam animais selvagens
e de producao, como S. bovis (MONE etal., 2015, WEBSTER et al., 2013b; HUYSE et al., 2009;
CATALANO etal., 2018; REY et al., 2021; SAVASSI et al., 2021), S. mattheei (PITCHFORD et
al., 1961; WEBSTER et al., 2019) e S. curassoni (WEBSTER et al., 2013b). Entre essas interagoes,

destacam-se relatos recentes sobre a existéncia de hibridos de S. haematobium e S. bovis,
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principalmente em roedores selvagens na Africa (figura 13) (CATALANO et al., 2018; SAVASSI
et al., 2021). Esses relatos demonstraram que os roedores fornecem um importante sistema
biologico para interagdes bem-sucedidas entre diferentes espécies de Schistosoma de importancia
médica e veterinaria, além de serem suscetiveis a infec¢des por hibridos resultantes desses pares
heterélogos e possivelmente participarem de sua transmissdo. E importante ressaltar que S.
haematobium nao costuma utilizar roedores silvestres como hospedeiros; no entanto, foi
demonstrado que os hibridos de S. haematobium/S. bovis sao capazes de ultrapassar essa fronteira
e infectar esses animais (CATALANO et al., 2018; SAVASSI et al., 2021). Outro aspecto de
preocupacdo ¢ que apesar das espécies de S. bovis e S. curassoni nao completarem seu
desenvolvimento em humanos, o hibrido entre essas duas espécies ja foi encontrado em humanos
infectados no Niger, Africa Ocidental (LEGER et al., 2016), indicando que a hibridizagdo em

espécies de esquistossomos aumenta as possibilidades de transmissao desse parasito.
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Figura 13. Interacoes entre espécies de Schistosoma que infectam humanos, animais de producio e
roedores silvestres. Os cruzamentos mais frequentes e diversos sdo atribuidos a S. haematobium,
especialmente com S. bovis, espécie de grande relevancia veterinaria. Hibridos de S. haematobium/S. bovis
foram identificados em humanos, animais de produgdo e roedores selvagens (interseccdo central no
diagrama de Venn), demonstrando seu potencial de infectar diferentes hospedeiros vertebrados, incluindo
aqueles que ndo eram compativeis com as espécies parentais. Por outro lado, hibridos de S. haematobium/
S. curassoni e S. haematobium/S. mattheii foram encontrados somente em humanos. Para S. mansoni, foi
comprovada a existéncia de hibridizagdo natural com S. rodhaini a partir de amostras de cercarias
eliminadas por caramujos Biomphalaria em algumas regides da Africa, onde a distribuicio dessas duas
espécies se sobrepde. Apesar do potencial de interagdo entre esquistossomos de roedores silvestres e dos
animais de producdo, ainda ndo ha relatos de hibridizagdo natural entre eles. Fonte: autor.
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Embora existam muitos relatos de hibridizacdo com diferentes espécies do género
Schistosoma, estudos experimentais (WEBSTER et al., 1999) e em humanos (CUNIN et al, 2003;
CNOPS et al., 2021) mostram que esses hibridos de Schistosoma nem sempre sao capazes de gerar
descendentes férteis, especialmente hibridos formados com espécies filogeneticamente mais
distantes. Apesar disso, essa barreira foi superada, uma vez que uma infec¢gdo humana na Costa do
Marfim (Africa Ocidental) mostrou a presenga de ovos com gendtipo indicativo de hibridizagio
entre S. mansoni/S. haematobium, que pertencem a dois clados distintos (LE GOVIC et al., 2019).
Além disso, dados publicados sobre hibridos de Schistosoma sugerem que eles apresentam maior
fecundidade, maior patogenicidade e melhor capacidade de infectar ambas as espécies parentais
de hospedeiros intermediarios (caramujos). Como consequéncia desses ganhos adaptativos, ha
relatos recentes de expansdo da transmissdao da esquistossomose em uma area nao endémica
localizada na Ilha da Corsega, na Franca, que ocorreu devido a infec¢do por hibridos de S.
haemotobium/S. bovis (MONE etal., 2015; BOISSIER et al., 2016).

Embora os dados sobre infec¢cdes humanas por hibridos de Schistosoma spp. tenham
crescido nos ultimos anos, o impacto dessa nova variante do parasito na morbidade da
esquistossomose ainda ¢ desconhecido. Um estudo recente (FALL et al., 2021) demonstrou que
humanos infectados com hibridos de S. haematobium/S. bovis no Senegal, Africa, apresentaram
aumento da patologia hepatica (hepatomegalia), mas reducao da morbidade urogenital (lesdao
uretral) quando comparados aos individuos com infec¢des nao hibridas por Schistosoma. Nestes
casos, o tratamento com PZQ foi menos eficaz na reducdo da morbidade urogenital em criancgas
infectadas com hibridos de S. haematobium/S. bovis, mesmo um ano ap0s o tratamento (FALL et
al., 2021).

Diante desse novo cenario, fica claro que os hibridos de Schistosoma podem impactar
diretamente em diversos aspectos da epidemiologia, controle e morbidade da esquistossomose.
Portanto, ¢ necessario investigar a presenca de hibridos em regides onde a transmissdo da
esquistossomose ainda permanece ativa e descontrolada, principalmente onde ha transmissoes
sobrepostas de diferentes espécies de Schistosoma e a presenca de reservatorios silvestres. Além
dessa problemadtica, as sucessivas infecgdes em reservatorios selvagens também podem criar um
ambiente que favorega novos processos evolutivos e adaptativos que contribuam para o surgimento
de distintas linhagens de esquistossomos, que também podem impactar na transmissao e gravidade

da esquistossomose humana.
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2.7 O papel de roedores silvestres no contexto da esquistossomose mansoni: evidéncias do

surgimento de novas linhagens

O primeiro estudo publicado sobre a infec¢@o natural de S. mansoni em roedores silvestres
foi realizado por Kuntz em 1952, na Africa, onde o autor demonstrou a infecgio natural de
Gerbilus pyramidum (gerbil do Egito), com o trematddeo. Pouco depois, Amorim (1953) relatou
a presenga de roedores silvestres das espécies N. squamipes e H. sciureus naturalmente infectados
por S. mansoni em areas endémicas de esquistossomose do estado de Alagoas, no Brasil. Desde
entdo, varios estudos foram realizados na Africa (DUPLANTIER; SENE, 2000; HANELT et al.,
2010; CATALANO et al., 2018), e nas Américas (THERON, 1984; THERON et al., 1992;
GENTILE et al., 2006; DO CARMO-SILVA et al., 2019) para avaliar a participagdo desses
roedores silvestres na transmissao de S. mansoni, visando identificar se esses animais eram capazes
de manter o desenvolvimento do parasito independentemente da infecgdo humana. Foi somente na
década de 80 que pesquisadores, estudando focos urbanos e silvestres de transmissao de S. mansoni
na ilha de Guadalupe (Caribe), conseguiram provar que Rattus rattus poderia sustentar o ciclo de
vida do parasito em lugares sem habitagdo humana (THERON, 1984; THERON et al., 1992;
MORAND et al., 1999). Essas conclusdes s6 foram possiveis porque, nessas areas, os focos de
transmissdo (urbano e silvestre) estavam isolados uns dos outros, algo bastante incomum em outras
areas endémicas de S. mansoni.

Na Africa, estudos que avaliaram a esquistossomose em roedores silvestres mostraram que
as taxas de infec¢ao variam de 1,4% a 40% (DUPLANTIER; SENE, 2000; HANELT et al., 2010;
CATALANO et al., 2018). Entre esses roedores, Mastomys huberti € Arvicanthis niloticus
parecem desempenhar um papel central como hospedeiros definitivos alternativos de S. mansoni
na Africa (DUPLANTIER; SENE, 2000; CATALANO et al., 2018; CATALANO et al., 2020).
No entanto, diferente dos dados obtidos em Guadalupe, onde foi demonstrado que roedores
infectados por S. mansoni sdo capazes de manter a transmissao do parasito independentemente da
infeccdo humana (THERON, 1984; THERON et al., 1992; MORAND et al., 1999 ), um estudo
filogenético recente descrito por Catalano et al. (2020) demonstrou que, na regido da Bacia do Rio
Senegal (Africa Ocidental), genétipos de S. mansoni isoladas de roedores selvagens naturalmente
infectados e da populacdo humana infectada, sdo geneticamente semelhantes, sugerindo que ¢
improvavel que o desenvolvimento do parasito em roedores selvagens ocorra independentemente
da infeccdo humana, caracterizando a esquistossomose nesta area como uma anfixenose/zoonose.

No Brasil, apesar de muitas espécies de roedores serem encontradas naturalmente

infectadas por S. mansoni, apenas N. squamipes e H. sciureus mostraram alta suscetibilidade a
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infeccdo experimental com diferentes cepas brasileiras do parasito (SOUZA et al. 1992,
MALDONADO et al. 1994; SILVA-SOUZA; VASCONCELOS, 2005; MARTINEZ et al., 2008;
MIRANDA et al.,, 2019). Além disso, esses animais quando infectados naturalmente ou
experimentalmente apresentam grande quantidade de ovos vidveis eliminados nas fezes (PIVA;
RUBENS; BARROS, 1966; DIAS et al., 1978; PICOT, 1992; SOUZA et al., 1992; MIRANDA et
al., 2019), alta persisténcia da infeccdo (SOUZA et al., 1992) e maior tolerancia a patologia da
doenga (SILVA; ANDRADE 1989; COSTA NETO et al., 2013; AMARAL et al., 2016;
MIRANDA et al., 2019). De fato, em condi¢des naturais, a infec¢do por S. mansoni em N.
squamipes nao afeta significativamente a sua sobrevivéncia, capacidade de reprodugdo e
mobilidade, garantindo, assim, a continuidade do ciclo do helminto (D’ANDREA et al., 2000;
GENTILE; COSTA-NETO; D’ANDREA, 2010). Adicionalmente, foi comprovado também que
em ambiente semi natural, os roedores H. brasiliensis e N. squamipes foram capazes de completar
o ciclo de transmissdo sem interferéncia direta do ser humano, principalmente utilizando o
caramujo B. glabrata como hospedeiro intermedidrio (ANTUNES et al. 1973, CARVALHO;
ANDRADE; CORTES, 1976, KAWAZOE; PINTO, 1983).

No Brasil, H. sciureus (Figura 14) constitui uma das principais espécies com potencial de
manter a infec¢do por S. mansoni na natureza. Ao todo, existem quatro espécies desses roedores
presentes no territorio brasileiro (BRANDAO; NASCIMENTO, 2015): H. brasiliensis Wagner,
1842, H. sciureus Wagner, 1842, H. chacarius Thomas, 1906 e a recém descrita H. lagigliai
Pardifias, Teta, Voglino e Fernandez, 2013. Esses animais possuem uma pelagem curta, com a
coloracdo que varia do amarelado ao castanho no dorso, com areas mais claras nas laterais
(BARRETO; GARCIA- RANGEL, 2005). Devido aos seus habitos semiaquaticos, esses roedores
possuem membranas interdigitais que facilitam seu deslocamento na agua (BONVICINO et al.,
2008). Os machos sao maiores (33-36¢cm) e mais pesados (~200g) que as fémeas (~150g; 27-30cm)
(LIRA etal., 2016), e a dieta alimentar de ambos € constituida por gramineas, sementes e pequenos
invertebrados (TWICE, 1962; MARTINO; AGUILERA, 1993). Com trés meses de vida esses
roedores estdo aptos ao acasalamento, sendo que a gestagdo dura em torno de 21 dias com a
producdo de 5-10 filhotes por ninhada (BONVICINO et al., 2008; LIRA et al., 2016). O periodo
reprodutivo desses animais estd intimamente relacionado ao periodo chuvoso, provavelmente
devido a abundancia de alimentos disponiveis nessa estacdo do ano (LIRA et al., 2016). Os ninhos
sdo construidos em formato elipsoidal com restos de madeira e a propria vegetagdo, acima da

lamina d"agua (SAUTHIER et al., 2010).



Pagina | 65

Figura 14. Exemplares de H. sciureus capturados na cidade de Sdo Bento e mantidos em laboratorio.
Fonte: acervo do autor.

Das espécies anteriormente mencionadas que ocorrem no Brasil, apenas H. sciureus ¢ H.
brasiliensis foram registradas em areas endémicas de esquistossomose do Nordeste e Sudeste do
Brasil, respectivamente (REY et al., 1993; GENTILE et al., 2012; MIRANDA et al., 2017).
Infecgdes naturais de S. mansoni nessas duas espécies foram relatadas nos estados de Pernambuco,
Alagoas, Maranhao, Minas Gerais ¢ S3o Paulo com taxas de infecgdo variando entre 18,2-75%
(REY et al., 1993; MIRANDA et al., 2017; LICA et al., 2018; DO CARMO-SILVA et a., 2019).

Dentre as regides brasileiras mais estudadas e que existem os mais antigos relatos da
presenca do roedor Holochilus atuando como reservatorio de S. mansoni, destaca-se a Baixada
Ocidental Maranhense (02°41'45"S 44°49'17"0) (VEIGA-BORGEAUD et al., 1986). Essa regido
fica localizada no Nordeste do Brasil, na Amazonia Legal e ¢ composta por 21 municipios com
caracteristicas ecologicas semelhantes, com destaque para os campos naturais alagados, devido a
uma topografia levemente inclinada e drenagem superficial deficiente (COSTA-NETO et al.,
2001). Essas caracteristicas ambientais favorecem a ocorréncia tanto dos roedores silvestres com
comportamentos semiaquaticos quanto dos caramujos suscetiveis a infec¢do por S. mansoni
(CANTANHEDE et al., 2014; DO CARMO-SILVA et al., 2019). A principal atividade econdmica
da regido ¢ a pesca, e o contato constante com os corpos d'dgua potencialmente contaminados
promove a interagcdo entre reservatorios silvestres, humanos e hospedeiros intermedidrios.

Os primeiros estudos de vigilancia epidemiologica na regido foram realizados por Veiga-
Borgeaud et al. (1986), que confirmaram que H. sciureus coletado em Sao Bento, municipio da
Baixada Maranhense (Figura 15), apresentou taxa de infeccao de 30%, com grande quantidade de
vermes adultos nas veias mesentéricas e eliminacao de ovos viaveis nas fezes durante a maior parte
do ano, indicando seu potencial como reservatorio de S. mansoni. Trés décadas apos esse estudo

pioneiro, o roedor H. sciureus, coletado na mesma regido, ainda apresenta taxas de infeccao
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elevadas, variando de 20% a 64%, segundo diferentes estudos (MIRANDA et al., 2015; LIRA et
al., 2016, LICA et al. , 2018; DO CARMO-SILVA et al., 2019; SILVA-SOUZA et al., 2019), e
notavelmente maior do que na populacdo humana local, cuja taxa de infeccdo foi de 5%
(217/4.608), conforme relatado em um levantamento realizado em 2016 (BRASIL, 2016).
Recentemente, foi possivel verificar que as taxas de infec¢do em H. sciureus nao sdo influenciadas
pela distancia entre o local de captura e a regido urbana de Sdo Bento, bem como ndo variam
sazonalmente (DO CARMO-SILVA et al., 2019). Curiosamente, 0 mesmo estudo confirmou a
presenca de H. sciureus fora dos limites do municipio de Sdo Bento, indicando que esses roedores
poderiam atuar como reservatorios de S. mansoni em uma area ainda maior do que a atualmente

descrita.
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Figura 15. Localizacdo geografica (A-C) e caracteristicas ecologicas da cidade Sdo Bento, Baixada
Ocidental Maranhense, Maranhdo, Brasil (D). Fonte: adaptado de Do Carmo-Silva et al. (2019).

As sucessivas infeccdes nesses reservatorios silvestres também podem possibilitar um
ambiente que favoreca o intercambio genético entre diferentes linhagens de Schistosoma e o

surgimento de novas variantes do parasito com possiveis caracteristicas aprimoradas associadas a
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sua adaptabilidade e viruléncia (D’ANDREA et al., 2000; COLLEY; LOKER, 2018), o que
poderia impactar diretamente a morbidade da doenga em humanos. Apesar dos dados de
mortalidade e morbidade em humanos infectados na regido de Sao Bento serem incertos, estudos
epidemiologicos prévios (COURA et al., 1992; CUTRIM et al., 1998) conduzidos na comunidade
de Alegre, localizada na cidade de Sdo Bento, demonstraram que individuos infectados residentes
desse local apresentaram mais formas graves da esquistossomose (hepatoesplénica), mesmo apos
esquemas de tratamento em massa, quando comparado com as demais localidades da Baixada
Maranhense (Cururupu e Coroatd) avaliadas no estudo. Esses dados sugerem que a linhagem de S.
mansoni que circula nesse local pode ter sofrido diferentes pressdes seletivas associadas as
sucessivas infec¢des em roedores silvestres que atuam como reservatorios do parasito nessa regiao
e possivelmente pode ter alterado a patologia da esquistossomose nos residentes do municipio de
Sao Bento, Maranhao.

Os primeiros relatos de que variedades diferentes de S. mansoni poderiam ocorrer em
roedores foram descritos por Schwetz (1953, 1954) que identificou uma nova variedade
denominada de S. mansoni var. rodentorum, em roedores silvestres da regido de Kalemie
(anteriormente Albertville), Republica Democratica do Congo, a partir da analise morfologica de
ovos eliminados nas fezes. Entretanto, Le Roux (1954) observou que ovos de hibridos entre S.
mansoni € S. rodhaini apresentava uma grande semelhanga com os ovos de S. mansoni var.
rodentorum descrito por Schwetz (1953,1954), concluindo que ndo se tratava de uma nova
linhagem, mas um possivel hibrido entre essas duas espécies.

Atualmente existem fortes evidéncias de que novas linhagens de S. mansoni podem ter
surgido em dreas endémicas para esquistossomose onde a presenca de roedores silvestres
naturalmente infectados € frequentemente reportada. Em Guadalupe, foi demonstrado que padroes
de eliminagdo crepusculares de cercérias em B. glabrata ocorria nos focos com a presenga de R.
rattus naturalmente infectado, sendo considerado uma possivel adaptagdo do parasito aos habitos
crepusculares/noturnos dos roedores (THERON, 1984). Além disso, padrdes moleculares de S.
mansoni isolados de roedores silvestres em Guadalupe (BARRAL et al., 1996; SIRE et al., 1999)
e na Africa (CATALANO et al., 2020), também indicaram a presenga de genotipos distintos
circulando nesses animais. No Brasil, a existéncia de linhagens de S. mansoni proprias de roedores
silvestres também foram sugeridas, sendo incialmente denominada de linhagem silvestre (LS)
(BASTOS et al., 1978; BASTOS et al., 1982). Essa hipodtese foi sustentada por alguns dados
obtidos experimentalmente utilizando cepas humanas como forma de comparag¢ado, destacando-se:
diferengas em aspectos morfologicos de vermes adultos (MACHADO-SILVA et al., 1994),
patogenicidade em camundongos (BASTOS et al.,, 1984, SILVA; ANDRADE, 1989),
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compatibilidade e viruléncia em caramujos Biomphalaria (BASTOS et al., 1982) e sensibilidade
ao Praziquantel (PZQ) (COSTA-SILVA et al., 2012).

Dentre os poucos estudos utilizando isolados de S. mansoni a partir de infeccdes em
roedores Holochilus, Dias e Piedrabuena (1980) observaram que os vermes adultos e ovos de S.
mansoni recuperados de infecgcdes naturais em H. brasiliensis leucogaster capturados no Estado
de Sao Paulo, ndo apresentaram diferengas morfoldgicas quando comparado com isolados
humanos classicos do parasito. No entanto, estudos realizados com o isolado de S. mansoni obtido
a partir de H. sciureus da Baixada Maranhense, verificaram que essa linhagem foi trés vezes mais
virulenta (ocasionando maior mortalidade) em B. glabrata, do que a linhagem humana isolada da
mesma regido (BASTOS et al., 1982). Além disso, Carneiro et al. (1991) demonstraram a
existéncia de possiveis diferengas antigénicas na linhagem de S. mansoni isolada de H. sciureus
do Maranhao. Neste estudo os autores verificaram a reatividade do soro de 29 pacientes da Baixada
Maranhense infectados por S. mansoni frente a antigenos do isolado humano e silvestre do
parasito. Os autores identificaram, através da técnica de Western Blot, muitas proteinas antigénicas
comuns aos dois isolados, sendo as fracdes 38, 32 e 31 kilodaltons (kDa) as que reagiram mais
intensamente. A proteina de 42kDa do isolado humano foi reconhecida em 27,5 % dos soros de
pessoas infectadas, enquanto que a mesma proteina do isolado silvestre foi reconhecida em 69%
dos soros dos pacientes. Dessa forma, os autores sugerem que o roedor H. sciureus esteja
diretamente associado com a manutencdo da transmissdo desta parasitose com consequéncias
epidemioldgicas importantes, além de possivelmente poder impactar diretamente na patologia da
doenga em humanos, devido a existéncia de composicdes antigénicas proprias desse isolado.

A presenca de roedores silvestres também pode representar um dos principais entraves para
a eliminacao da esquistossomose e pode impactar diretamente os programas de controle baseados
apenas no tratamento de humanos infectados. Enquanto o papel dos reservatorios silvestres de S.
mansoni ndo estiver completamente elucidado e esses animais continuam negligenciados pelas
estratégias de controle, as metas propostas pela Organizagao Mundial de Saude de eliminacao da
transmissdo da esquistossomose em areas endémicas dificilmente serdo atingidas. Além disso,
diante das evidéncias que sugerem a existéncia de uma possivel linhagem de S. mansoni
proveniente do roedor H. sciureus, acreditamos ser necessario o isolamento dessa linhagem em
laboratdrio para permitir a realizacdo de estudos experimentais mais detalhados em hospedeiros
vertebrado e invertebrado, com o objetivo de melhor caracterizar aspectos morfoldgicos,
genéticos, bioldgicos, parasitoldogicos e imunopatoldgicos dessa linhagem. Assim, serd possivel
esclarecer melhor o verdadeiro impacto dessa linhagem de S. mansoni isolada de H. sciureus na

morbidade, transmissdo e controle da esquistossomose.



Pagina | 69

3. Justificativa
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A esquistossomose mansoni ¢ uma doenga tropical negligenciada de grande impacto para
a saude publica mundial, pois induz grave morbidade em populagdes humanas infectadas. Apesar
da Organizagao Mundial de Satde ter estabelecido a meta de eliminacao da esquistossomose em
paises selecionados até o ano de 2030 (NTD MODELING CONSORTIUM SCHISTOSOMIASIS
GROUP, 2019), essa doenga permanece com transmissdo ativa em muitas areas endémicas no
mundo, o que indica que o parasito causador dessa doenga pode estar utilizando estratégias de
transmissao que nao estdo sendo consideradas nas medidas de controle adotadas. De fato, em
regides da Africa e das Américas, animais silvestres, especialmente roedores, sdo encontrados
naturalmente infectados por S. mansoni (THERON etal., 1992; REY, 1993; HANELT et al., 2010;
MIRANDA et al, 2017; CATALANO et al., 2018), e podem estar contribuindo para a transmissao
da esquistossomose. Além disso, ¢ proposto que esses roedores fornecem um importante ambiente
natural de interacdo entre diversas espécies de esquistossomos, criando a possiblidade de
surgimento de hibridos (LEGER; WEBSTER, 2017). Adicionalmente, estudos demonstram que
isolados de S. mansoni obtidos de infec¢des naturais em roedores silvestres apresentaram
genotipos variados (BARRAL et al., 1996; SIRE et al., 1999; CATALANO et al., 2020) e que,
portanto, as sucessivas infeccdes nesses animais poderiam estar selecionando linhagens silvestres
do parasito (BASTOS et al., 1978; BASTOS et al., 1982; MIRANDA et al., 2017). Entretanto, as
consequéncias dessas novas variantes de S. mansoni na transmissdao e gravidade da
esquistossomose, ainda ndo sao totalmente conhecidas.

No Brasil, H. sciureus ¢ uma das principais espécies de roedores silvestres encontrada
naturalmente infectada por S. mansoni, em importantes areas endémicas para esquistossomose
(VEIGA-BORGEAUD et al., 1986; MIRANDA et al., 2017, DO CARMO-SILVA et al., 2019).
Apesar de analises morfologicas prévias terem caracterizado alguns aspectos morfoldgicos de
vermes adultos e ovos de S. mansoni obtido de Holochilus (DIAS; PIEDRABUENA, 1980), ainda
¢ necessario realizar estudos mais detalhados da morfologia das diferentes formas evolutivas do
parasito, além de descrever o seu perfil genético, como forma de confirmar a possivel existéncia
de genotipos, linhagens e hibridos de S. mansoni no Brasil. Além disso, avaliagdes prévias
demonstraram que S. mansoni isolado de H. sciureus apresenta um perfil protedmico distinto das
tradicionais linhagens humanas (CARNEIRO et al., 1991), sugerindo uma provéavel alteragdo em
sua composi¢ao antigénica, o que poderia impactar diretamente na classica imunopatologia da
esquistossomose em humanos. Portanto, a investigagao de infec¢des experimentais em modelos
vertebrados de laboratoério, utilizando isolados de S. mansoni obtidos de H. sciureus, sdo essenciais

para esclarecer essas questdes.
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Caracteristicas proprias de isolados silvestres de S. mansoni também foram observadas na
interacdo com os hospedeiros invertebrados. Estudos preliminares demonstraram que isolados de
S. mansoni de H. sciureus foram mais virulentos em B. glabrata, quando comparado com isolados
humanos. Entretanto, B. glabrata foi a Gnica espécie capaz de manter o desenvolvimento desse
isolado de S. mansoni em condi¢des seminaturais, utilizando H. sciureus em substituicdo ao ser
humano (CARVALHO; ANDRADE; CORTES, 1976; BASTOS et al., 1982). Esses dados prévios
claramente demonstram uma possivel adaptacdo desse isolado de S. mansoni a populagdes
especificas de hospedeiros intermediarios e que possiveis diferengas no padrdo de resposta imune
nesses caramujos poderiam ser a chave para melhor compreender a compatibilidade e o padrao de
propagac¢do desse isolado em B. glabrata na natureza.

Dessa forma, nossa hipotese de trabalho € que a participagao de roedores silvestres no ciclo
de transmissdo da esquistossomose pode alterar caracteristicas morfologicas, genéticas e
bioldgicas de S. mansoni e que esses novos atributos do parasito podem afetar a transmissao e a
patologia da doenga. Portanto, torna-se ainda necessario esclarecer diversos aspectos morfologicos
das diferentes formas evolutivas de S. mansoni isolado do roedor H. sciureus, além de uma
caracterizagdo parasitologica, genética e imunopatologicas mais detalhada da infec¢do gerada por
esse isolado em modelos experimentais vertebrado e invertebrado, quando comparado com uma
linhagem humana referéncia. Entretanto, para que essas perguntas sejam esclarecidas, ¢ essencial
o isolamento bem sucedido dessa linhagem de S. mansoni obtida de H. sciureus, em laboratorio.
Somente a partir desses dados sera possivel compreender melhor o papel de H. sciureus no ciclo

de transmissdo de S. mansoni e seu impacto na morbidade da esquistossomose.
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4. Objetivos
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4.1 Geral

Isolar e caracterizar comparativamente aspectos morfologicos, genéticos, parasitologicos e

imunopatoldgicos da linhagem de Schistosoma mansoni isolada do roedor silvestre Holochilus

sciureus (HS) e de uma linhagem do parasito isolada de infec¢do humana (LE), durante infec¢des

experimentais em camundongos BALB/c e caramujos B. glabrata.

4.2 Especificos
Capitulo I:

o Isolar e caracterizar geneticamente a linhagem HS de S. mansoni;

o Descrever o perfil parasitologico da linhagem HS de S. mansoni em infec¢des
experimentais de caramujos B. glabrata de populagdes simpatricas (SB) e alopatricas (BH)
ao parasito e camundongos BALB/c;

Capitulo I1:

o Caracterizar morfologicamente e morfometricamente, ovos, miracidios, cercérias e vermes
adultos (machos e fémeas) de S. mansoni da linhagem HS de S. mansoni em comparagao
a linhagem humana referéncia (LE);

Capitulo I1I:

o Analisar a curva de sobrevivéncia e ganho de peso em camundongos BALB/c controles e
infectados com S. mansoni HS e LE durante 12 semanas de infecgao;

o Realizar hemograma em camundongos BALB/c controles e infectados por S. mansoni HS
e LE durante a fase aguda (8* semana) e cronica (12 semana) da infec¢ao;

o Avaliar a carga parasitdria, pelo nimero de vermes adultos recuperados do sistema
circulatorio e pelo nimero de ovos eliminados nas fezes e retidos nos tecidos, em
camundongos BALB/c experimentalmente infectados por S. mansoni HS e LE durante a
fase aguda (8* semana) e cronica (12* semana) da infeccao;

o Quantificar o infiltrado de eosinodfilos, neutrofilos e macréfagos (verificando seus
diferentes perfis de ativagdo) no figado e intestino delgado de camundongos BALB/c
controles e experimentalmente infectados por S. mansoni HS e LE durante a fase aguda (8*
semana) e cronica (12* semana) da infec¢ao;

o Awvaliar a produgdo de citocinas dos perfis Thl, Th2, Th17 e Treg no figado e intestino

delgado de camundongos BALB/c controles e experimentalmente infectados por S.

mansoni HS e LE durante a fase aguda (8" semana) e cronica (12 semana) da infeccao;
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Verificar o nivel de alteragdo hepatica a partir da dosagem de transaminases (ALT e AST),
mensuracao da area dos granulomas e quantificacdo de hidroxiprolina em camundongos
BALB/c experimentalmente infectados por S. mansoni HS e LE durante a fase aguda (§*
semana) e cronica (12* semana) da infecgao;

Verificar o nivel de alteragdo intestinal a partir da analise da presenga de sangue oculto nas
fezes, mensuragdo da area dos granulomas e quantificacdo de hidroxiprolina em
camundongos BALB/c experimentalmente infectados por S. mansoni HS e LE durante a

fase aguda (8" semana) e cronica (12* semana) da infecgao;

Capitulo IV:

O

Analisar a curva de sobrevivéncia e a fecundidade em caramujos B. glabrata controles e
experimentalmente infectados por S. mansoni HS e LE, durante 91 dias de infec¢ao;
Avaliar a cinética de migragdo de esporocistos secunddrios na regido cefalopodal e o
potencial de produgdo de cercarias em B. glabrata experimentalmente infectados por S.
mansoni HS e LE, durante 65 e 91 dias de infecc¢do, respectivamente;

Caracterizar o perfil de células circulantes na hemolinfa de B. glabrata controles e
experimentalmente infectados por S. mansoni HS e LE, durante 6—48horas e 5-30 dias de
infecgao;

Quantificar os niveis de proteinas homologas as citocinas MIF, TNF-a, IL-18 e IL-17 de
humanos, na fra¢do acelular da hemolinfa de B. glabrata controles e experimentalmente
infectados por S. mansoni HS e LE;

Avaliar a presenca e quantificar os niveis de N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), nitrito
(produto final de NO), arginase e peroxido de hidrogénio (H20:) no tecido de B. glabrata

controles e experimentalmente infectados por S. mansoni HS e LE;
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CAPITULO I: ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO PARASITOLOGICA E
GENETICA DO ISOLADO HS DE Schistosoma mansoni OBTIDO DE
ROEDORES Holochilus sciureus NATURALMENTE INFECTADOS
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1. INTRODUCAO

O parasito Schistosoma mansoni Sambon, 1907 ¢ o agente etioldgico da esquistossomose
intestinal, doenga tropical negligenciada com grande impacto global na satde publica, devido a
sua grave patologia em humanos de areas endémicas (GRYSEELS et al., 2006; McMANUS et al.,
2018). As esquistossomoses humanas afetam 250 milhdes de pessoas em todo o mundo,
principalmente em paises da Africa, Asia e América Latina (GRYSEELS et al., 2006;
WEERAKOON et al. 2015). Somente S. mansoni afeta mais de 54 milhdes de pessoas,
especialmente na Africa Subsaariana, ilhas do Caribe, Porto Rico, Suriname, Venezuela e Brasil
(WHO, 2013; McMANUS et al., 2018; GUNDA et al., 2020).

Apesar dos esforcos da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) para elimina¢do da
transmissdo de S. mansoni nas principais areas endémicas mundiais, as taxas de infec¢do humana
persistem ao longo dos anos (ROLLINSON et al., 2013; SECOR, 2014), indicando que as medidas
de controle adotadas ainda ndo sdo suficientes. Embora esteja bem documentado que humanos sdao
os hospedeiros definitivos de maior importancia epidemioldgica na transmissdo de S. mansoni na
maioria das areas endémicas (GRYSEELS et al., 2006; McMANUS et al., 2018; LOVERDE,
2019), algumas espécies de roedores silvestres de areas endémicas para esquistossomose sdao
frequentemente encontradas naturalmente infectadas (THERON et al, 1992; Rey, 1993;
MIRANDA et al., 2017; CATALANO et al., 2018). Essa possivel dindmica de transmissao de S.
mansoni associada a fauna silvestre, resultou no surgimento de hibridos (LEGER; WEBSTER
2017), novos gendtipos (CATALANO et al., 2020) e linhagens (MIRANDA et al., 2017),
causando um impacto negativo nas atuais metas de eliminagao da esquistossomose para o ano de
2030 (NTD MODELING CONSORTIUM SCHISTOSOMIASIS GROUP, 2019). Portanto, ¢é
muito importante implementar uma abordagem coletiva e coordenada de satide inica no controle
da esquistossomose, que considere os determinantes ecologicos e sociais da saide humana e as
infec¢des naturais de roedores silvestres por S. mansoni.

No Brasil, roedores silvestres semi-aquaticos das espécies Nectomys squamipes e
Holochilus sciureus (Rodentia, Cricetidae), sdo considerados potenciais fontes de transmissao de
S. mansoni (REY, 1993; GENTILE et al., 2010; MIRANDA et al., 2017). Esses animais sao
altamente suscetiveis a infecgao (SOUZA et al., 1992; MALDONADO et al., 1994; MIRANDA
etal., 2019), eliminam elevado nimero de ovos viaveis nas fezes (PIVA, 1966; DIAS et al., 1978;
PICOT, 1992; SOUZA et al., 1992), as infec¢des naturais sao persistentes (SOUZA et al., 1992) e
estes hospedeiros desenvolvem poucos sinais clinicos de esquistossomose e baixa mortalidade

(SILVA; ANDRADE, 1989; AMARAL et al.,, 2016; MIRANDA et al., 2019). Estudos
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experimentais prévios utilizando S. mansoni coletado de N squamipes e H. sciureus naturalmente
infectados, demonstraram a existéncia de caracteristicas morfologicas e bioldgicas distintas
quando comparadas aos parasitos isoladas de infec¢des humanos, especialmente com relagdo a
morfologia de vermes adultos (MACHADO-SILVA et al., 1994), patogenicidade provocada em
infecgdes experimentais em camundongos (BASTOS et al., 1984, SILVA; ANDRADE, 1989),
compatibilidade e viruléncia em infec¢des de caramujos do género Biomphalaria (BASTOS et al.,
1982) e sensibilidade ao tratamento com Praziquantel (PZQ) (COSTA-SILVA et al., 2012). No
entanto, para avangar no conhecimento sobre aspectos parasitoldgicos, genéticos e patologicos
associados aos esquistossomos de roedores silvestres brasileiros, ¢ importante isolar o parasita em
condi¢des de laboratdrio. Portanto, o presente trabalho utiliza abordagens de campo e laboratorio
para descrever o processo de isolamento de S. mansoni de H. sciureus naturalmente infectado, e
avaliar o perfil genético e comportamento parasitologico desta linhagem do parasito, em infecgdo

experimental de modelos de vertebrados e invertebrados.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Capturas de H. sciureus

A linhagem silvestre de S. mansoni utilizada neste estudo foi obtida a partir de roedores da
espécie H. sciureus (Rodentia, Cricetidae) naturalmente infectados capturados entre os anos de
2017 e 2018 nos municipios de Sao Bento (02°41'45"S 44°49'17"0) e Peri Mirim (02°34'40"S
44°51'14"0), estado do Maranhdo, em pontos de coleta localizados nos campos naturalmente
alagados caracteristicos da regido, conhecida como Baixada Ocidental Maranhense (DO CARMO-
SILVA et al., 2019). A esquistossomose humana ¢ endémica em ambos os municipios, mas as
taxas de infec¢do sdo baixas, com prevaléncia estimada de 4,96% (217/4.374) entre os moradores
de Sdo Bento e 2,35% (58/2.462) entre os de Peri Mirim, segundo dados apresentados em 2016
(BRASIL, 2016).

O estudo sobre H. sciureus no Maranhao fez parte de um projeto que teve inicio em 2017,
coordenado pelo prof. Dr. Néuton Silva-Souza da Universidade Estadual do Maranhdo, com o
objetivo de compreender a distribui¢do espacial e sazonal de H. sciureus naturalmente infectados
nos campos alagados na Baixada Ocidental Maranhense. A captura e manipula¢do dos roedores
foi autorizada pelo Sistema de Autorizagdo e Informac¢do em Biodiversidade - SISBIO (n°67253-
1, anexo A) e o projeto estd registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e

Conhecimentos Tradicionais Associados (registro nimero AB9E2EC, anexo B).
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Durante o periodo de julho de 2017 a junho de 2018, os roedores H. sciureus foram
capturados mensalmente com auxilio de armadilhas Tomahawk (Jeetekno, Hazelhurst, WI, USA),
sendo utilizado uma mistura de banana e pasta de amendoim como isca. Um total de 10 armadilhas,
com uma distancia de 10 metros entre elas, foram distribuidas em 14 pontos de coleta (Figura 16).
Pela manha (cerca de 14—16h apods a colocagdo em campo), as armadilhas foram verificadas e
roedores com caracteristica morfologica e biologica de H. sciureus, a espécie mais comum
encontrada nesta regido (BRANDAO; NASCIMENTO, 2015; MIRANDA et al. 2017), foram

levados ao laboratorio para confirmagao da espécie e realizacao das necropsias.
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Figura 16. Areas de amostragem de Holochilus sciureus, localizadas em regiio endémica para
esquistossomose intestinal, no Nordeste do Brasil. A. Mapa do Brasil. B. do Estado do Maranhao. C. e
dos Municipios de Sao Bento e Peri Mirim, indicando a area de coleta. D. Pontos de coleta em areas
alagadas entre Sdo Bento e Peri Mirim, com destaque para os pontos 1, 3, 7 e 11, investigados neste estudo.
E ¢ F. Ecossistema tipico da area estudada (retangulo preto na figura E indica a presenga de H. sciureus em
habitat natural). G. Armadilhas montadas & noite nos pontos de coleta.

2.2 Obtenc¢ao dos miracidios

Em laboratério, os animais foram eutanasiados com sobredose de anestésico (300mg/Kg

de cetamina e 30 mg/kg de xilazina) e necropsiados para a coleta dos figados (Conselho de Etica
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e Experimentacdo Animal da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA; protocolo
n°03/2017). Apds a necropsia, a identificacdo especifica de H. sciureus foi confirmada com base
nas caracteristicas cranianas e mandibulares (ROCHA et al. 2011; BRANDAO; NASCIMENTO,
2015).

Somente os figados dos animais com a presenca de vermes adultos semelhantes a S.
mansoni ou com alteragdes macroscopicas hepaticas sugestivas da infec¢do, foram utilizados para
a recuperagdo dos miracidios, que foi realizada conforme descrito por Standen (1952).
Resumidamente, a homogeneizacao do tecido hepatico foi realizada em salina concentrada (2%)
resfriada e submetida a decantag¢do no escuro por 1 hora a 4°C. Apo6s decantacdo, o sobrenadante
foi retirado e ao sedimento contendo os ovos do parasito foi adicionada agua desclorada em
temperatura ambiente, sendo essa suspensao exposta a luz e ao calor de lampadas incandescentes
por 30 minutos para estimular a eclosdo dos miracidios. Os miracidios foram concentrados em um
baldo volumétrico lacrado, para permitir a iluminag¢ao artificial apenas em seu topo, segundo Chaia
(1956). Devido ao fototropismo positivo (COELHO et al., 2008; LOVERDE, 2019), os miracidios
ficam concentrados no topo do baldo volumétrico. Em seguida, essas larvas foram recuperadas,
contadas com auxilio de estereomicroscopio (Zeiss Stemi Dv4, Jena, Alemanha) e utilizadas para
a infeccdo experimental de caramujos. Em referéncia ao nome genérico e epiteto especifico do
roedor H. sciureus, a linhagem de S. mansoni isolada desse animal foi denominada de HS neste

estudo.

2.3 Processo de isolamento em caramujos

Caramujos B. glabrata (5-6mm) descendentes de espécimes coletados no municipio de Sao
Bento (SB - linhagem simpatrica) e de espécimes coletados em Belo Horizonte (cepa BH -
linhagem alopatrica) foram utilizados para o isolamento da linhagem HS de S. mansoni. As
linhagens foram criadas e mantidas separadamente no moluscario do Laboratério de
Esquistossomose e Imunohelmintologia (Instituto de Ciéncias Bioldgicas/Universidade Federal de
Minas Gerais, ICB/UFMG), em aquarios contendo dgua sem cloro e alimentados com alface
(Lectuca sativa) previamente limpas em solugdo de acido acético (0,01%). A dieta dos caramujos
foi complementada com uma ragao previamente descrita (ROSA et al., 2003).

A infec¢do em massa dos caramujos foi realizada quando houve um baixo nimero de
miracidios recuperados do figado de H. sciureus, pois dificultava a estimativa numérica para
infec¢do individual. Portanto, todo o sobrenadante limpo obtido do homogenato do figado de H.

sciureus infectados foi coletado e transferido para recipientes de vidro de 2L. Um total de 8—15 B.
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glabrata foi colocado nesta solugio e mantido por um periodo de 12h sob luz direta (STANDEN,
1952).

Para infecc¢ao individual, cada caramujo foi colocado em um pogo de placas de cultura de
6 pocos (Plate Flat Bottom - SARSTEDT, Inc. USA), contendo cerca de 6 mL de agua desclorada
e um numero definido de miracidios obtidos do homogenato hepatico (5—8 miracidios/poco). As
placas foram mantidas por 12 h sob luz direta.

Caramujos de infecgdes individuais ou em massa foram avaliados entre 28-80 dias apds a
exposicao aos miracidios para identificar e quantificar a eliminagdo de cercarias. Resumidamente,
uma vez por semana os caramujos foram colocados individualmente em placas de cultura de 6
pocos (Sarstedt), contendo 6 ml de agua sem cloro e expostos a luz incandescente por 4 h
(BRASIL, 2008). A presenca de cercarias foi verificada usando um estereomicroscopio (Zeiss
Stemi Dv4), e os caramujos comprovadamente infectados foram separados em ambiente escuro a
23°C. Esses caramujos foram usados como fonte de larvas infectantes em infecgdes experimentais

posteriores.

2.4 Processo de isolamento em camundongos e hamsters

Hamsters heterogénicos (Mesocricetus auratus) e camundongos BALB/c isogénicos, com
idade entre 6—8 semanas, machos, foram utilizados como modelo vertebrado para infeccoes
experimentais com S. mansoni da linhagem HS. Os animais experimentais foram mantidos no
biotério para animais infectados do Departamento de Parasitologia — UFMG, alimentados com
racdo padrao (Presenga, Primor, Brasil) e com fornecimento de dgua ad libitum. Os experimentos
com esses animais foram aprovados pelo Conselho de Etica e Experimentagdo Animal da UFMG
(n°46/2019, anexo C). Esses dois modelos experimentais foram escolhidos pois sdo os mais
utilizados para a manutengao de diferentes linhagens de S. mansoni em laboratério (CHEEVER et
al., 2002; LOMBARDO et al., 2019)

As cercarias utilizadas para a infec¢do de hamsters e camundongos foram obtidas de B.
glabrata infectados com a linhagem HS de S. mansoni. Esses caramujos infectados foram
colocados em um béquer de vidro contendo 100mL de 4gua sem cloro e expostos a luz e ao calor
por 4 horas (BRASIL, 2008). Em seguida, os caramujos foram retirados do béquer e o liquido foi
inicialmente filtrado em uma tela de arame (40 malhas/polegada) para obtencao de uma suspensao
limpa. Essa suspensdo contendo as cercarias foi entdo concentrada em um funil de Buchner com
20-30pm de porosidade, sob vacuo (PELLEGRINO; MACEDO 1955).

Em algumas infecgdes, principalmente quando o niimero de cercérias eliminadas pelos

caramujos era baixo (dificultando uma estimativa numérica por mL), o método de infeccao em
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massa foi realizado conforme descrito por Brener (1956, 1959). Resumidamente, os camundongos
foram deixados individualmente em gaiolas de polipropileno (13x30x20cm) por 1h em contato
com 500mL de 4gua sem cloro contendo as cercarias previamente obtidas pelo método de
concentracgdo. A luz artificial foi mantida proxima as gaiolas para estimular a ativagdo e penetracao
das cercarias. Quando os caramujos eliminaram grande numero de cercérias, permitindo
concentragdo e quantificagdo, um niimero definido (entre 20—120 cercarias/animal) foi diluido em
500uL de solugdo salina (0,9% NaCl) que foi inoculada por via subcutanea em cada modelo
experimental vertebrado (PELLEGRINO; MACEDO, 1956).

Para confirmacdo qualitativa da infeccdo nos camundongos e hamsters, as fezes desses
animais foram coletadas semanalmente de 35 a 62 dias pds-infec¢do (dpi) e examinadas pela
técnica de sedimentacao (HPJ) (HOFFMAN et al., 1934). Apo6s 8 semanas da infec¢do (spi), os
camundongos e hamsters expostos as cercarias foram eutanasiados e submetidos a perfusdo do
sistema circulatorio, para a recuperagdo dos vermes adultos, conforme Pellegrino e Siqueira
(1956). Resumidamente, a cavidade abdominal dos animais devidamente anestesiados e
eutanasiados foi exposta e a regido distal do intestino grosso foi amarrada. Em seguida, uma agulha
acoplada a uma bomba de perfusdo (Automatic Pippeting Brewer Machine, B.D.) foi introduzida
na aorta toracica para perfusao do sistema circulatorio, utilizando soro fisiolégico 0,85% contendo
80 U/L de heparina. A solucao contendo os vermes adultos foi transbordada pela veia porta
(previamente seccionada) e coletada individualmente de cada animal. Os vermes foram lavados
varias vezes com solucdo salina 0,85% e deixados decantar por 20 min. para limpeza completa do
material. Em seguida, os vermes foram contados separadamente em machos e fémeas, conforme
Neves et al. (1998), com auxilio de um estereomicroscopio (Zeiss). Apds contagem, os vermes

foram preservados individualmente em microtubos a -20°C, para posterior analise molecular.

2.5 Extraciao de DNA, PCR e sequenciamento

O DNA gendmico de vermes machos adultos, obtido pela técnica de perfusao, foi isolado
usando o mini kit QIAamp® DNA (Qiagen, Alemanha), de acordo com as orientagdes do
fabricante. A extra¢do de DNA de parasitos fémeas foi evitada devido a possivel presenca de ovos
no seu sistema reprodutivo, o que resultaria na obtengdo de material genético de mais de um
individuo.

Ensaios da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento foram focados na
regido 16S-12S do mtDNA (referido aqui como 16S), usando os iniciadores 16SF2 (F) 5' GTG
CTA AGG TAG CAT AAT AT 3'e 16SR3 (R) 5'AGA AGC AGT TTA ACC GCG AC 3'; ena
regido da subunidade I (cox/) do citocromo c¢ oxidase, usando os primers CO1F (F) 5' GGC ATA
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TCT GTA TGA GTC TA 3'e COIR3 (R) 5' GCA TTT AAA TAR TCA ACA TG 3' (MORGAN
et al., 2005). Ambos os conjuntos de primers amplificam um fragmento de 730 pb. As reacdes de
PCR foram realizadas em um volume final de 25uL, consistindo em 1,25uL de cada primer
(concentragao final de 0,5uM), 12,5uL de GoTaq® Colorless Master Mix 2x (Promega, EUA),
1uL de molde de DNA (cerca de 20ng/uL) e 9 uL de dgua ultrapura. Os ciclos térmicos foram os
seguintes: 1 min a 95°C, 45s a 50°C e 90s a 70°C, seguidos por 29 ciclos de 30s a 95°C, 30s a
50°C e 90s a 72°C, e por uma extensao final a 72°C por 7 min (MORGAN et al., 2003). Nas
reagdes também foi incluido o controle negativo (DNA substituido por agua ultrapura utilizada na
reacdo), para avaliar a presencga de possiveis contaminantes. Em seguida, um volume de 4 pL do
produto da PCR e 5 pL de peso molecular (1kb DNA Ladder, Promega) foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,0% (m/v) (Midsci, Estados Unidos), com tampao Tris-Acetato-
EDTA-TAE (tris base 0,02M, 6% de acido acético ¢ 0,0001M de EDTA) e corado com GelRed®
(Biotium, Estados Unidos), para confirmagao da amplificagdo e tamanho do amplicon.

Os produtos da PCR com amplificacdo confirmada foram purificados por meio de
tratamento enzimatico com ExoSAP-IT™ Express (Thermo Fisher, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os produtos purificados foram encaminhados para sequenciamento
no CT vacinas (BHtec, Brasil), utilizando os conjuntos de primers da PCR. As sequéncias
contiguas foram montadas no Geneious (Geneious Prime ver. 2022 criado pela Biomatters,
disponivel em http://www.geneious.com/), seu consenso foi extraido e a sequéncia depositada no
GenBank. A busca preliminar do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) no banco de dados
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) foi realizada para confirmar a proximidade
genética entre as sequéncias obtidas nesse estudo e as de representantes a familia

Schistosomatidae.

2.6 Analise filogenética

As sequéncias escolhidas para as reconstrucdes filogenéticas foram de todos os
representantes do género Schistosoma, cujas regides genéticas eram congruentes com as do
presente estudo (consultar Tabela I e II). Sequéncias de mesmos isolados (clones ou outros com
100% de similaridade genética), amostras ndo identificadas em nivel de espécie e com
comprimento muito curto ndo foram incluidas. As sequéncias foram alinhadas usando M-Coffee
(NOTREDAME et al., 2000), depois avaliadas pelo escore de consisténcia transitiva, para verificar
a confiabilidade das posicdes alinhadas, e com base nesses valores, as posi¢des alinhadas de forma
ambigua foram retiradas (CHANG et al., 2014). Os conjuntos de dados (ou seja, alinhamentos de

acordo com cada marcador genético) foram submetidos a analises de maxima verossimilhanca
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(ML) e inferéncia bayesiana, usando PHYML e MrBayes, respectivamente (HUELSENBECK;
RONQUIST 2001; GUINDON; GASCUEL 2003).

Tabela 1. Sequéncias de nucleotideos de diferentes espécies de Schistosoma obtidas do GenBank e utilizadas em

reconstrugodes filogenéticas associadas a seus hospedeiros, origem geografica, nimero de acesso e regido genética 16S
(rDNA).

Espécie Hospedeiro Origem geografica  Numero do Genbank
Schistosoma haematobium  Mesocricetus auratus (lab) NI DQ157222
Schistosoma indicum Bovino Bangladesh NC 047240
Schistosoma japonicum NI NI KU196336
Schistosoma mansoni NI NI AF130787
Schistosoma mansoni Homo sapiens Brasil AY446205
Schistosoma mansoni Biompahalaria pfeifferi Quénia AY446210
Schistosoma mansoni Homo sapiens Guadalupe AY446211
Schistosoma mansoni Biompahalaria pfeifferi Tanzania AY446241
Schistosoma mansoni Homo sapiens Madagascar AY446261
Schistosoma mansoni NI Nigeria AY896581
Schistosoma mansoni NI Senegal AY 896594
Schistosoma mansoni NI Gana AY896607
Schistosoma mansoni NI Porto Rico HE601612
Schistosoma mansoni H. sciureus* Brasil HS 7 16S
Schistosoma mansoni H. sciureus* Brasil HS 12 16S
Schistosoma mansoni H. sciureus* Brasil HS 13 16S
Schistosoma mansoni H. sciureus® Brasil HS 15 16S
Schistosoma mansoni NI NI NC 002545
Schistosoma rodhaini Biomphalaria sudanica Quénia AF531309
Schistosoma rodhaini Biomphalaria sudanica Quénia AY446264
Schistosoma rodhaini Biomphalaria sudanica Quénia AY446265
Schistosoma spindale Bovino NI NC 008067
Trichobilharzia regenti * Radix peregra NI NC 009680

a= grupo externo usado nas analises filogenéticas;

lab= cepa mantida em animais de laboratorio, mas o hospedeiro original ndo foi informado;

*= linhagem mantida em camundongos de laboratorio, mas originalmente isolada de H. sciureus;
NI= néo informado.



Tabela II. Sequéncias de nucleotideos de diferentes espécies de Schistosoma obtidas do GenBank e utilizadas em reconstrugdes filogenéticas

associadas a seus hospedeiros, origem geografica, nimero de acesso e regido genética cox! (mtDNA).

Espécie Hospedeiro Origem geografica Nimero do Genbank
Orientobilharzia turkestanicum ¢ Caprino China EU436657
Schistosoma bovis NI Tanzania AY157212
Schistosoma curassoni NI Senegal AY157210
Schistosoma edwardiense NI Uganda AY197347
Schistosoma guineensis NI Sao Tomé e Principe AJ519517
Schistosoma haematobium Mesocricetus auratus (lab) NI DQ157222
Schistosoma hippopotami NI Uganda AY 197346
Schistosoma incognitum NI Tailandia AY157201
Schistosoma incognitum Caprino India JQ408708
Schistosoma indicum Bovino Bangladesh NC 047240
Schistosoma intercalatum NI Sao Tome and Principe AY 157208
Schistosoma japonicum NI China KU196336
Schistosoma kisumuensis Pelomys isseli Quénia FJ897158
Schistosoma malayensis NI Malasia AY157198
Schistosoma mansoni Homo sapiens Brasil AY446083
Schistosoma mansoni Biompahalaria pfeifferi Quénia AY446088
Schistosoma mansoni Homo sapiens Guadalupe AY446089
Schistosoma mansoni Biompahalaria pfeifferi Tanzania AY446119
Schistosoma mansoni NI Nigeria AY 896620
Schistosoma mansoni NI Senegal AY 896634
Schistosoma mansoni NI Gana AY 896646
Schistosoma mansoni NI Porto Rico HE601612
Schistosoma mansoni H. sciureus* Brasil HS 12 CO1
Schistosoma mansoni H. sciureus® Brasil HS 13 COl
Schistosoma mansoni H. sciureus* Brasil HS 15 COIl
Schistosoma mansoni H. sciureus® Brasil HS 16 _COl
Schistosoma mansoni H. sciureus* Brasil HS 18 COIl
Schistosoma mansoni NI NI NC 002545
Schistosoma margrebowiei NI Zambia AY157206
Schistosoma mattheei NI Zambia AY157211
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Schistosoma mekongi Homo sapiens Laos MT181752
Schistosoma nasale NI Sri Lanka AY157205
Schistosoma rodhaini Mus musculus (lab) NI AY157202
Schistosoma rodhaini Biompahalaria sudanica Quénia AY446142
Schistosoma rodhaini NI Quénia GU294838
Schistosoma sinensium NI China AY157197
Schistosoma spindale Bovino NI NC 008067
Trichobilharzia regenti * Radix peregra NI NC 009680

a= grupo externo usado nas analises filogenéticas;

b= agora conhecida por pertencer ao género Schistosoma,

lab= cepa mantida em animais de laboratério, mas o hospedeiro original ndo foi informado;

*= linhagem mantida em camundongos de laboratorio, mas originalmente isolada de H. sciureus;
NI= ndo informado.
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O modelo de evolugao e seus parametros fixos foram escolhidos e estimados sob o critério
de informacao de Akaike, usando jModelTest 2 (GUINDON; GASCUEL, 2003; DARRIBA et al.,
2012) e estdo detalhados na tabela III. Suportes nodais de ML foram baseados em 1.000
replicagdes ndo paramétricas de bootstrap. Suportes nodais para valores de probabilidade posterior
da inferéncia Bayesiana (BI) foram determinados ap6s executar a cadeia de Markov Monte Carlo
(2 corridas e 4 cadeias) por 1 x 10° geracdes, com frequéncia de amostragem a cada 1 x 10°
geragdes e descartando o Y inicial de arvores amostradas (1 x 10°). O grupo externo escolhido foi
aespécie Trichobilharzia regenti Horak, Dvorak e Kolarova, 1998, com base em filogenias prévias

(WEBSTER et al., 2006).

Tabela III. Modelos de evolucdo e seus pardmetros fixos, escolhidos de acordo com o critério de
informacgdo de Akaike usando o software jModelTest, para as reconstrugdes filogenéticas do presente
estudo, associadas ao seu respectivo conjunto de dados.

Conjunto Modelo Gamma Proporcio de  Frequéncia de Taxas de
de dados evolutivo shape  sitios invariaveis nucleotideos substituicao
16S TVM+G 0.3710 - A=0.3094 [AC]=0.7205
C=0.0928 [AG]=6.0224
G=0.2251 [AT]=1.7765
T=0.3727 [CG]=0.0181
[CT]=6.0224
[GT] = 1.0000
coxl TVM+I+G  0.4310 0.3700 A =0.2443 [AC]=0.9279

C=0.0508  [AG]=10.7500

G=0.1775 [AT]=0.7075

T=0.5274 [CG]=3.3859
[CT]=10.7500
[GT]=1.0000

Também foram geradas matrizes de distancias patristicas de acordo com cada marcador
genético, utilizando o software MEGA 7.0 (KUMAR et al., 2016), para avaliar divergéncias intra
e interespecificas entre amostras. O Kimura de dois parametros (K2P) (KIMURA, 1980) foi usado

como métrica de distancia.

2.7 Perfil parasitologico da linhagem HS de S. mansoni em condi¢des de laboratorio

Ap0s isolar a linhagem HS de S. mansoni e confirmar sua identificagdo especifica por
analise genética, o proximo passo foi descrever melhor o seu perfil parasitologico. Para tanto,

realizamos infec¢des experimentais padronizadas em caramujos B. glabrata (linhagens BH e SB,
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medindo 5-6mm), com trés doses de infec¢do (10, 15 e 20 miracidios), seguindo o protocolo de
infeccdo proposto por Standen (1952); bem como infecgdes experimentais em camundongos
BALB/c machos (~ 20 gramas, 6—8 semanas de idade), com 20 cercarias por 500uL de solugao
salina (0,9% NaCl), que foi inoculada subcutaneamente (PELLEGRINO; MACEDO, 1956). A
utilizagdo dos camundongos para esse experimento foi previamente aprovada pelo Conselho de

Etica e Experimentagdo Animal da UFMG n° 46/2019.

2.8 Delineamento experimental

O curso da infeccdo das diferentes doses de miracidio da linhagem HS de S. mansoni em
B. glabrata (SB e BH) foi avaliado usando 8 grupos experimentais: 2 controles compostos por
caramujos nao infectados, um de cada linhagem (n = 20/grupo); e B. glabrata BH e SB infectados
com trés cargas diferentes de miracidios (10, 15 ou 20), sendo utilizado 20 caramujos de cada
linhagem e por dose avaliada, totalizando 6 grupos. Os caramujos foram monitorados por até 84
dias, para avaliar a taxa de mortalidade e o nimero de cercarias eliminadas (grupos infectados)
(figura 17.A).

Para avaliar a infeccdo em camundongos, foram criados dois grupos: um grupo controle
composto por camundongos BALB/c ndo infectados (n=5), e um grupo infectado composto por
camundongos BALB/c (n=20) infectados subcutaneamente com 20 cercarias da linhagem HS de
S. mansoni. Os animais foram monitorados semanalmente por 12 semanas (84 dias) para avaliar a
taxa de mortalidade e o nimero de ovos eliminados nas fezes (grupo infectado). Grupos de 8 a 10
camundongos infectados na fase aguda (8" semanas pi.) e cronica (12" semanas pi.) da
esquistossomose, foram eutanasiados por sobredose anestésica (300 mg/kg de cetamina e 30
mg/kg de xilazina) e necropsiados para recuperacdo de vermes adultos, utilizando a técnica da
perfusdo do sistema circulatorio. Além disso, pulmdes, figado, bago e intestinos foram removidos

e processados para estimar o numero de ovos retidos (figura 17.B).
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Figura 17. Delineamento experimental do capitulo I. Descricdo das metodologias utilizadas em
caramujos Biomphalaria glabrata (BH e SB) infectados ou ndo (controle) com diferentes cargas
(n=10-20) de miracidios HS de Schistosoma mansoni (A) e em camundongos BALB/c infectados
com 20 cercarias HS do mesmo parasito e seu respectivo grupo controle (ndo infectado) (B).

2.9 Mortalidade e producio cercaria em B. glabrata

Grupos de caramujos infectados e controle foram observados semanalmente por 84 dias
(12 semanas), nos quais os animais mortos foram contados por grupo e utilizados para a avaliagao
da curva de mortalidade. Durante este periodo, o numero de cercérias eliminadas dos moluscos
infectados também foi monitorado semanalmente de 28 a 84 dpi, a partir da técnica do fotoestimulo
que foi previamente descrita (BRASIL, 2008). Duas aliquotas de 500uL dos pogos contendo
cercarias (em volume final de 6ml) foram misturadas com lugol e observadas ao microscopio
optico (Nikon), para quantificar a producdo semanal dessas larvas, de acordo com a formula I, a

seguir.
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I | x.12 = nimero de cercarias por caramujo infectado

= média do numero de cercarias/aliquota;
12 = fator de diluigéo.

2.10 Mortalidade e carga parasitaria em camundongos BALB/c

Ao longo de 12 semanas de infec¢do, camundongos mortos dos grupos infectados e
controle foram contados e utilizados para avaliagdo da curva de mortalidade. Animais com
piloerecdo, perda expressiva de peso e sinais de apatia, como dificuldade de se alimentar, foram
eutanasiados e também foram contabilizados. A carga parasitaria foi estimada pelo niimero de
vermes presentes no sistema circulatorio e ovos eliminados nas fezes e retidos nos tecidos. As
amostras fecais foram processadas para a contagem de ovos/g de fezes de modo andlogo ao
descrito por Negrao-Corréa (2004). Para tanto, camundongos experimentalmente infectados entre
6 ¢ 12 semanas pos-infecc¢ao, foram colocados individualmente em béqueres de plastico de S00mL,
durante 10 minutos, para a coleta do material fecal, que foram inicialmente pesadas (Bioprecisa —
FA2104N, Curitiba, Brasil). Em seguida, as fezes foram diluidas em dois mL de solugdo
fisiologica (0,85% NaCl) a 4°C e homogeneizadas com um bastdo de vidro. Em seguida,
imediatamente foi acrescido 3mL de formol tamponado a 10%, resultando na morte e fixagcdo do
miracidio no interior dos ovos para realizagdo da contagem. Duas aliquotas de 200uL de cada
amostra contendo SmL de volume final foram analisadas em microscopio Optico (Nickon eclipse
E200) e a média do numero de ovos por aliquota de fezes (x) foi extrapolado ao niimero total de

ovos por grama de fezes, de acordo com a féormula I1, a seguir.

x.25
I = = namero de ovos/gramas de fezes
gramas de fezes /9 /

= média do niimero de ovos/aliquota;
25 = fator de diluigao.

Vermes adultos da linhagem HS de S. mansoni presentes no sistema porta-hepatico de
camundongos foram recuperados e contabilizados conforme a técnica proposta por Pellegrino e
Siqueira (1956), que foi previamente detalhada (subitem 2.3).

Para a recuperagdo e contabilizagdo dos ovos retidos nos diferentes tecidos dos animais

infectados, utilizou-se a técnica de digestdo, descrita por Cheever (1968). Apos a perfusdo, os
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pulmdes, o figado, o bago e os intestinos (delgado e grosso), foram retirados, armazenados em
tubos de centrifugacdo de 15mL, picotados e digeridos individualmente em solu¢do de hidroxido
de potéssio (KOH — 5% a 37 °C), por até quatro horas. O produto da digestdo tecidual de cada
animal foi centrifugado a 1000g por cinco minutos ¢ o sobrenadante desprezado. O sedimento
contendo os ovos foi lavado cinco vezes com solugdo fisiologica. Apds as lavagens, o sedimento
final foi ressuspendido em 5 mL de solucdo fisioldgica contendo 10% de formaldeido e
armazenado a 4 °C até a contagem dos ovos. Para a contagem, duas aliquotas de 200uL de cada
amostra foram analisadas em microscopio optico (Nickon eclipse E200) e a média do numero de
ovos por aliquota de solugdo de tecido digerido foi multiplicada pelo fator de dilui¢do (conforme

a formula III) e resultado final expresso em ovos/6rgao (MAGGTI et al., 2021).

I | x.25 = numero de ovos por tecido digerido

= média do nimero de ovos/aliquota;
25 = fator de diluigdo.

2.11 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Dados
continuos com distribuicdo normal foram expressos como média e erro padrao, e os dados sem
distribuicao normal foram expressos como mediana e intervalo interquartil. As frequéncias de
dados categoricos foram comparadas usando o teste exato de Fisher. Os dados da curva de
sobrevivéncia foram analisados pelo teste de Log-Rank. Valores de p<0,05 foram considerados
significativos. Essas analises juntamente com a construgao grafica foram realizadas nos softwares
GraphPad Prism versao 8 (Prism Software, Irvine, Califérnia, EUA) e STATA versao 11 (Stata
Corp., College Station, TX, USA).

3. RESULTADOS
3.1 Isolamento de Schistosoma spp. a partir de H. sciureus naturalmente infectado

Conforme demonstrado anteriormente (DO CARMO-SILVA et al., 2019), foram
realizadas 14 coletadas em campo nas areas alagadas dos municipios de Sao Bento e Peri Mirim
entre 2017-2018. Nesse periodo, foram coletados 99 H. sciureus, dos quais 45 apresentavam ovos

nas fezes que se assemelham morfologicamente a ovos de Schistosoma (tabela 1V). Durante a
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necropsia, esses roedores apresentaram alteragcdes patologicas macroscopicas no figado, que sao
tipicamente induzidas pela infec¢do por Schistosoma (figura 18A). Vermes adultos recuperados
do sistema porta hepatico (figura 18B) e ovos observados em homogenato de figado (figura 18C)

de H. sciureus apresentaram a morfologia caracteristica de espécies do género Schistosoma.

Figura 18. Infeccdo natural de Schistosoma sp. em Holochilus sciureus capturados no Estado do
Maranhao, Brasil. A. Aspecto macroscopico da parte posterior dos lobos hepaticos, mostrando alteragoes
caracteristicas induzidas pela infecgdo por S. mansoni. B. Vermes adultos coletados do sistema circulatorio
hepatico portal, com morfologia tipica de S. mansoni. C. Ovo maduro obtido de homogenato de figado,
com aspecto morfoldgico classico de S. mansoni, ressaltando a presenca do espiculo lateral (seta).

Quinze figados de H. sciureus naturalmente infectados, coletados nos pontos 1, 3, 7e 11
foram obtidos para este estudo (ver figura 18 e tabela IV). Esses 6rgdos foram processados para
isolar a linhagem de Schistosoma que infecta H. sciureus na regido. Na primeira tentativa de isolar
esta linhagem de esquistossomos, utilizamos figados de H. sciureus capturados no ponto de coleta
1, localizado a 1.894 metros da area urbana do municipio de S0 Bento. Ap6s o processamento,
poucos miracidios viaveis foram obtidos dos figados, permitindo apenas a infecgdo em massa de
oito B. glabrata SB. Os caramujos foram examinados semanalmente até¢ 70 dpi para detecc¢do de
cercarias; entretanto, todos permaneceram negativos para infec¢do por Schistosoma (tabela IV).

Na segunda tentativa de isolamento, utilizamos figados de quatro animais, capturados no
ponto de coleta 3 (3.267 metros de distancia da area urbana). O processamento do figado destes
animais também resultou na recuperag¢do de poucos miracidios; portanto, realizamos a infec¢ao
em massa de 27 B. glabrata SB. Adicionalmente, foi realizada uma infec¢ao individual de dois
exemplares de B. glabrata SB com cinco miracidios cada. O exame semanal de avaliagdao da
eliminagdo de cercarias mostrou que a infec¢do pelo parasito bem sucedida de um B. glabrata
exposto aos miracidios de forma individual. As cercérias recuperadas deste caramujo foram

utilizadas (n=100 larvas/500uL soro fisioldgico) para infectar trés hamsters machos. Um hamster
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morreu apds oito semanas da infecgdo, e nos dois animais restantes foi confirmada a presenca de
ovos de Schistosoma nas fezes e vermes adultos no sistema circulatorio hepatico. Apds o
processamento do figado desses dois animais, um grande numero de miracidios foi obtido e
utilizado para a infec¢ao individual de 100 B. glabrata BH (15 miracidios/500ul. de dgua sem
cloro). Apos 70 dias de avaliagdo parasitologica semanal, nenhuma cercaria foi eliminada pelos
caramujos (tabela IV).

Devido ao sucesso da infec¢ao individual, esta técnica foi utilizada nas duas tentativas
subsequentes para infectar caramujos B. glabrata, como forma de isolar a linhagem HS de
Schistosoma. Na terceira tentativa, foram utilizados quatro figados de H. sciureus naturalmente
infectados coletados no ponto 7 (2.297 metros da area urbana). Poucos miracidios foram obtidos
desses figados, que foram utilizados para infectar dois B. glabrata SB, com seis larvas cada. No
entanto, apos sucessivas analises parasitologicas semanais, ndo houve eliminacdo de cercarias
pelos moluscos (tabela IV).

Na quarta tentativa, foram utilizados figados de quatro H. sciureus naturalmente infectados
coletados no ponto de coleta 11 (2.060 metros da area urbana). Ap6s o processamento do tecido,
uma boa quantidade de miracidios foi recuperada e utilizada para infeccdo individual de 40 B.
glabrata SB, com oito miracidios cada. Aos 56 dpi, seis dos 26 moluscos vivos (23%) comegaram
a eliminar cercarias. Em laboratério, esses caramujos foram examinados semanalmente e as
cercarias recuperadas foram utilizadas para infec¢do individual de seis hamsters com cerca de 90
cercarias em cada. Essas cercarias também foram usadas para infeccdo em massa de cinco
camundongos BALB/c (tabela IV). Sessenta e dois dpi (8 semanas), apenas um hamster
apresentou figado com lesdes caracteristicas decorrentes da infec¢do por Schistosoma. Apds o
processamento, varios miracidios foram obtidos deste figado, e as larvas (n=8/caramujo) foram
utilizadas para infeccdo individual de 30 B. glabrata BH. No entanto, apos 80 dias de analises
parasitoldgicas semanais, nenhum desses caramujos eliminaram cercarias (tabela IV). Por outro
lado, todos os camundongos infectados em massa tinham figados com lesdes caracteristicas da
infecc¢do por espécies do género Schistosoma. Varios miracidios foram obtidos desses figados e
usados para infec¢do individual de 18 B. glabrata SB, com 10-15 larvas em cada. Exames
parasitoldgicos semanais mostraram que as cercarias foram eliminadas aos 35 dpi por quatro
caramujos (4/18; 22%). Portanto, as infec¢des experimentais em camundongos BALB/c e B.
glabrata SB, permitiram o isolamento bem sucedido da linhagem HS de Schistosoma em

condigdes de laboratorio (tabela IV).
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Tabela IV. Detalhamento do isolamento de uma linhagem de Schistosoma obtida do roedor Holochilus sciureus naturalmente infectado, capturado nos

municipios de Sao Bento e Peri Mirim, Maranhao, Brasil, areas endémicas para esquistossomose.

Pontos de coleta N° de H. sciureus Taxa de infeccio Recuperagio de B. glabrata SB Hamster Camundongo BALB/c
capturados N (%) ? miracidio/tipo de infeccio infectado ? infectado ¢ infectado ¢

P1=2°4039.1"S 6 3 (50) + - NR NR
44°48°25.8”0 (em massa)

P2=2°4043.0"S 7 4 (57,14) NR NR NR NR
44°49°07.1°0

P3=2°39’56.5"S 7 4 (57,14) + + + * NR
44°48°36.9”0 (individual/em massa)

P4=2°40’14.2"S 7 3 (42,85) NR NR NR NR
44°48°51.4°0

P5=2°40’15.9"S 5 1(20) NR NR NR NR
44°48°53.5”0

P6=2°40"19.2"S 8 4 (50) NR NR NR NR
44°48°56.6”0

P7=2°40’21.8"S 8 4 (50) + - NR NR
44°48°59.3”0 (individual)

P8=2°4023.0"S 7 2 (28,57) NR NR NR NR
44°49°00.20

P9=2°40"24.1"S 8 5(62,5) NR NR NR NR
44°49°00.970

P10=2°40°27.1"S 7 3 (42,85) NR NR NR NR
44°49°03.2”0

P11=2°40°28.5"S 8 4 (50) + + + * +
44°49°04.1°0 (individual)

P12=2°40°28.3"S 6 2 (33,33) NR NR NR NR
44°49°04.4°0

P13=2°40°29.6"S 7 3 (42,85) NR NR NR NR
44°49°04.9°0

P14=2°41°03.7”S 8 2 (25) NR NR NR NR
44°49°17.8”0

2= baseado na presenca de vermes adultos, em alteracdes macroscopicas do figado e na presenga de ovos nesse tecido; "=baseado na eliminacio de cercérias; c= baseado na
presencga de ovos nas fezes. *nao foi possivel continuar o isolamento da linhagem HS de Schistosoma. SB = Sdo Bento (municipio), local de procedéncia de B. glabrata utilizado

para o isolamento da linhagem de Schistosoma obtido de H. sciureus. NR: procedimento ndo realizado.
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3.2 Caracterizacio genética e analises filogenéticas

Quatro sequéncias do mtDNA 16S (671-695bp) e cinco do cox! (657-708bp) foram
obtidas de adultos de Schistosoma mansoni HS, mostrando 100% de similaridade genética entre
elas e com sequéncias de S. mansoni depositados no GenBank, de diferentes origens
geograficas. Reconstrugdes filogenéticas usando ML e BI mostraram padrdes semelhantes de
suporte nodal e topologia de arvore; portanto, apenas as arvores BI foram aqui representadas
(figura 19.A e B). Arvores geradas de ambas as regides genéticas agruparam todas as
sequéncias de S. mansoni, incluindo as recém-isoladas de H. sciureus, em um grupo
monofilético com alto suporte nodal, bem como colocaram S. rodhaini como um grupo irmao
(figura 19.A e B). No entanto, o clado de S. mansoni formou uma politomia na arvore gerada
para a regido coxl, enquanto que para a regido 16S, ele foi dividido em diferentes grupos
(figura 19.A). Nesse sentido, as nossas sequéncias agruparam-se com linhagens de S. mansoni
do Novo Mundo, ou seja, Porto Rico e Brasil. Além disso, outros isolados de S. mansoni
formaram linhagens monofiléticas bem suportadas, como os de Gana, Quénia e Nigéria, bem
como os da Tanzania associados com Madagascar (figura 19.A).

As distancias patristicas entre as atuais sequéncias da linhagem HS de S. mansoni para
16S e cox! foram nulas (P=0), indicando 100% de similaridade entre elas, conforme comentado
anteriormente (ver figuras 20 e 21). Em relacdo a regido 16S, sequéncias de S. mansoni da
Tanzania (P=0,033), Madagascar (P=0,031), Nigéria (P=0,029), Quénia (P=0,009), Gana
(P=0,007), Senegal (P = 0,004) e Guadalupe (P=0,002) apresentaram valores de K2P diferentes
de 0 quando comparados as sequéncias obtidas para a linhagem HS de S. mansoni. Por outro
lado, as sequéncias do Brasil, Porto Rico e outras duas amostras com origens geograficas ndo
identificadas (AF130787 e NC 002545), apresentaram distancias nulas (P=0), quando
comparadas com as nossas sequéncias obtidas neste estudo (figura 20). Em relagdo a regiao
coxl, sequéncias de S. mansoni da Tanzania (P=0,045), Nigéria (P=0,034), Senegal (P=0,003)
e Gana (P=0,003) apresentaram valores de K2P diferentes de 0 quando comparados com as
sequéncias obtidas em nosso estudo. No entanto, sequéncias de S. mansoni de Porto Rico,
Guadalupe, Brasil, Quénia e de uma amostra de origem ndo identificada (NC_002545),
apresentaram valores nulos de distancia patristica (P=0), quando comparadas com as atuais

sequéncias da linhagem HS de S. mansoni (figura 21).
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Figura 19. Arvores geradas por inferéncia Bayesiana de sequéncias de regides genéticas de
mtDNA 16S (A) e coxI (B) de Schistosomatidae. Os circulos cheios indicam suportes nodais > 0,96
de probabilidade posterior Bayesiana (BPP) (cadeia de Markov Monte Carlo, cadeias = 4, corridas = 2,
geragdes = 1 x 109, frequéncia de amostragem = 1 x 10%, “burnin” em fra¢do = 25%) € > 90% de maxima
verossimilhanga (ML), com base em 1.000 replicagdes de bootstrap ndo paramétricas. Os circulos vazios
indicam valores entre 0,90-0,96 para BPP e 70-90% para ML. Valores de BPP e ML abaixo dos descritos
(suportes nodais baixos) ndo foram indicados e ndo foram aceitos. As sequéncias obtidas no presente
estudo estdo em negrito e destacadas em cinza.
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Parasite species - geografic origin (Genbank mumber) 203456 7 8 9 W0 H R B @ 56 07 8 19 20 2 2 B

Trichobilharzia regentei - NI (NC_002680)

Schistosoma japonicum - NI (KU196336) 0,636
Schistosoma indicum - Bangladesh (KU196336) 1,120 | 0,553
Schistosoma spindale - NI (NC_008067) 0922 | 0543 | 0,160
Schistosoma haematobium - NI (DQ157222) 1114 0639 0230 0257
Schistosoma rodhaini - Kenya (AF331309) 0876 0673 0506 0374 0346
Schistosoma rodhaini - Kenya (AY446264) 0876 0673 0506 0374 0346 0000
Schistosoma rodhaini - Kenya (AY446265) 0876 0673 0506 0374 0346 0000 0000
Schistosoma mansoni - Tanzania (AV446241) 0934 0627 0412 0368 0355 0136 0136 0136
Schistosoma mansoni - Madagascar (AY446261) 0934 0616 0412 0365 0355 0133 0133 0133 0002
Schistosoma mensoni - Nigetia (AY806381) 0015 | 0587 0371 | 0344 | 0344 0133 0133 0133 0026 004
Schistosoma mansoni - Kenya (AY446210) 0995 | 0627 | 0366 0330 | 0345 0144 0144 0144 0035 0033 0019
Schistosoma mansoni - Ghana (AY896607) 0955 | 0624 | 0385 | 0348 | 0350 047 0147 0147 0033 0031 0024 0000
Schistosoma mansoni - Senegal (AY806394) 1008 | 0646 | 0378 | 0354 0344 | 0140 0140 0140 0037 0035 | 0029 0009 0007
Schistosoma mansoni - Guadeloupe (AV446211) 0990 | 0635 0378 | 0354 | 0344 0144 | Q144 | 0144 0035 0033 0027 0007 0005 0002
Schistosoma mansoni - Brazil (AY446203) 0990 | 0624 0378 | 0354 | 0338 | 040 0140 0140 0033 0031 | 0029 0009 | 0007 | 0004 | 0002
Schistosoma mansoni - NI (AF130787) 0990 | 0624 | 0378 | 0354 | 0338 0140 0140 0140 0033 0031 0029 | 0009 0007 0004 0002 0000
Schistosoma mansoni - Puerto Rico (HEG01612) 0990 | 0624 | 0378 | 0354 | 0338 | 040 | 0140 0140 0033 0031 0029 0009 | 0007 | 0004 | 0002 0000 0000
Schistosoma mensoni - NI (NC_002545) 0990 | 0624 | 0378 | 0354 | 0338 | 040 | 0140 0140 0033 0031 0029 0009 | 0007 | 0004 0002 0000 0000 0000
Schistosoma manseni HS 7 0,990 0,624 0378 0354 0338 0140 0040 0,040 0,033 003 0,025 0,009 0,007 0004 0002 0,000 0,000 0,000 0,000
Sclistosoma mansoni HS 12 0,990 0,624 0378 0354 0338 0,040 0040 0,040 0,033 0031 0,029 0,009 0,007 0004 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Scliistosoma mansoni HS 13 0,990 0,624 0378 0354 0338 0,040 0040 0,040 0,033 0031 0,029 0,009 0,007 0,004 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Sclistosoma mansoni HS 15 0,990 0,624 0378 0354 0338 0040 0040 0,140 0,033 0031 0,029 0,009 0,007 0,004 0002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Figura 20. Matriz pairwise gerada entre as sequéncias de Schistosoma utilizadas neste estudo para a regido 16S.
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Parasite species - geografic origin (Genbank number) 2030 40 50 B0 70 80 30 M0 f0 120 B0 W0 /0 K0 WD B0 B0 200 20 20 230 M0 B0 BO Z0 280 290 00 N0 20 O M0 B0 MO W0 0]
Trchedibaras segent bl [HC._003640] '

Sthistrrrme sienaiim - Ching [AYTET147) 05
Clriemteidifbaraiz funkestanioum - Ching [EL43EEET) 0g 04
Sidistrsima drapotam - Uganda [AY13734E) 05 04 08
Sithistrercima dnecunium - Thaland [AYTET201) 05 06 05 08
Sthistrrrme fapanim - China [KU13E33E] 04 03 04 03 0F
Sedtreoms malapensti - Malayzia [AY1ET34) 0 04 03 03 04 02
Spdhistrnome i - India [JO408708) 05 05 04 05 02 04 04
Sehisarnma cirasaon - Senegal [ATIET20] 0g 06 04 05 04 04 04 05
Sifistrroma dowte - Tanzania [AV1ET212) 0g 06 04 05 04 04 04 0B 0f
Spistrrme margredowie - Zambia [AVIET20E] 0F 06 0F 04 OF 04 04 0 02 02
Sisthist e o - Bangladesh [MIC_047240) 0§ 06 0F 05 04 05 0F OB 03 03 03
Srhisfaenma qoineensis - 520 Tome and Principe [AJ513517) 0 06 04 05 04 04 04 04 01 01 02 03
Siisteeseima fitercaiatnm - a0 Tame and Principe [AT1ET208) 0fF 0F 04 05 04 04 04 05 0F 0OF 02 03 00
Sedistoecme edvardiense -Uganda (1197347 0 04 04 03 o4 03 03 04 05 05 0F 04 05 0B
Sethisfrrnma birmuensk -Kenya [FJ337154) 0g 06 0F 04 04 04 04 0B 02 02 02 03 02 02 04
Sitistrroma metong - Laos [MTIATEZ) 0 03 04 o4 08 02 0 o4 04 04 04 05 04 04 03 04
Aithisfrrcma spindak <M [MTIETE2) 07 06 0F 05 OF 05 OF OB 03 03 03 02 03 03 0F 03 08
Sethistrrrma nasate - 5riLanka [AYIETA06) 0 04 04 o4 04 04 04 03 03 03 o4 03 03 03 04 02 04 03
Sphistrsoma deematadiim - M [DO1ETZE2) 0g 05 04 o4 04 03 03 04 02 o1 02 03 oof 01 o4 01 03 03 02
Sithistrcima matthesr - Zambia [AYIET2N) 0§ 05 0F 05 04 04 04 04 02 02 03 03 02 02 o4 02 04 03 03 02
Sthistrrcme roahainl - enya [GL294838) 0g 05 04 o4 04 04 04 04 03 03 o4 04 03 03 04 03 04 03 03 03 03
Sithintrrcma roaai - Kenya [AT44612) 0g 05 04 o4 04 04 04 04 03 03 03 04 03 03 03 03 04 03 03 03 03 0p
Sisthintrerma roahai - M [AYTET202] 0g 05 04 o4 04 04 04 04 02 03 03 o4 03 03 03 03 04 03 03 03 03 00 0p
Spthistrrnme manaon - Tanzania [AY446T) 0 06 0F 04 04 04 04 04 04 04 04 03 03 03 04 03 o4 03 03 03 03 02 02 oof
Spdistrrome mareon - Nigeria [AYA3EE20) 0g 06 0F 04 04 04 04 04 04 04 04 03 03 04 04 03 03 03 03 03 03 02 02 02 oo
Sethistrrrme manaon - Senegal [A'YEIEE20] 07 06 0F 05 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 03 03 03 03 03 02 02 of o0 00
Sethistrrcmes manson - Ghana [AY83664E) 07 06 0F 05 04 04 04 04 04 04 04 04 03 03 o4 04 03 03 03 03 03 02 02 of o0 00 0p
Athintrrcme maneon - Puerto Rico [HEBDIELZ] 07 06 0F o4 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 03 03 03 03 03 03 o1 oob oof o0 00 00 0p
Sthistrcme manson - Brazl [A7HE0R3] 07 06 0F 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 03 03 03 03 03 03 o oof of o0 00 0p o0 0p
Sithistrecima maneon - Kenya |87 H4E08E) 07 06 0F o4 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 03 03 03 03 03 03 o1 oob oof o0 o0 o0 o0 00 0p
Spistrrme manaon - Guadeloupe [ATHEDRT) 07 06 0F o4 04 04 04 04 04 04 o4 04 04 04 04 03 03 o3 03 03 03 of oof of o0 00 09 o0 0o o0 0o
Sisthist e manecn - M [RIC_002545) 07 06 0F o4 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 03 03 03 03 03 03 o1 oof of o0 o0 00 o0 00 o0 00 0o
Fehistesema mansoni HS 12 07 06 05 04 04 04 0404 04 04 04 04 O4 O4 04 03 03 03 032 03 03 01 01 01 00 00 00 00 00 00 00 00 00
Fehistesema mansoni HS 13 07 06 05 04 04 04 0404 04 04 04 04 O4 O4 04 03 03 03 03 03 03 01 01 01 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0O
Fehistesema mansoni HS 15 07 06 05 04 04 04 0404 04 04 04 04 O4 O4 O4 02 03 02 03 03 03 01 01 01 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
Fehistesema mansoni HS 16 07 06 05 04 04 04 0404 04 04 04 04 O4 O4 04 02 03 02 02 03 03 01 01 01 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
Fehistesema mansoni HS 18 07 06 05 04 04 04 0404 04 04 04 04 O4 04 04 03 03 03 02 03 03 01 01 01 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

Figura 21. Matriz pairwise gerada entre as sequéncias de Schistosoma utilizadas neste estudo para a regido coxl.
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3.3 Interacao parasito-hospedeiro entre S. mansoni HS e B. glabrata

A figura 22 mostra as curvas de sobrevivéncia de B. glabrata BH e SB, durante a
infeccdo com doses crescentes de miracidios (10, 15 ou 20 miracidios/caramujo) de S. mansoni
da linhagem HS. Em geral, a mortalidade nos grupos infectados iniciou-se entre 15-20 dpi
(periodo estimado para migracao de esporocistos secundarios), e intensificou-se apos 30—40 dpi
(periodo de formacao e liberagao de cercarias) (figura 22.A e B). Em ambas as linhagens de B.
glabrata avaliadas, a taxa de mortalidade induzida pela infec¢do por S. mansoni HS foi dose-
dependente em relacao a quantidade de miracidios utilizada (figura 22.A e B). Em B. glabrata
BH, a infec¢do com 20 miracidios foi a unica que induziu uma taxa de mortalidade
significativamente maior que a do controle (figura 22.A). Além da dose de 20 miracidios,
aquela com 15 miracidios também foi capaz de causar maior mortalidade em B. glabrata SB,
quando comparado ao controle (figura 22.B). Além disso, a mortalidade iniciou antes em 5.
glabrata SB, aos 15 dpi, quando comparada com B. glabrata BH, cuja mortalidade iniciou apos
20 dpi.

A suscetibilidade de ambas as linhagens de moluscos a infec¢do experimental com S.
mansoni HS também aumentou seguindo um padrao dose-dependente, embora a proporc¢ao de
moluscos infectados (eliminando cercérias) tenha sido sempre maior em B. glabrata BH, mas
sem diferengas estatisticas. Nesta linhagem, a porcentagem de moluscos que eliminaram
cercarias aumentou de 15%, em moluscos infectados com 10 miracidios, até 30% em moluscos
infectados com 20 miracidios (figura 22.C), enquanto que na linhagem SB a taxa de
suscetibilidade variou de 10 a 25%, dependendo da dose de miracidios utilizada para a infec¢do
(figura 22.D).

A eliminacdo de cercarias foi detectada primeiramente aos 30 dpi em B. glabrata BH,
independentemente da dose infectante (figura 22.E). No entanto, a cinética de eliminagao
cercariana foi dependente da dose infectante. B. glabrata BH infectados com 20 miracidios
apresentaram um pico de eliminagao de cercarias aos 44 dpi e nenhuma larva foi detectada apds
51 dpi; entretanto, caramujos infectados com 10 ou 15 miracidios apresentaram pico maximo
de eliminagao de cercarias apos 51 dpi. Os caramujos BH infectados com 15 miracidios foram
capazes de manter a eliminacdo cercariana por mais tempo, até 65 dpi. Apo6s 80 dpi, ndo houve
eliminacdo de larvas por B. glabrata BH. Da mesma forma, B. glabrata SB infectado com 20
miracidios, iniciou a eliminacdo cercariana aos 30 dpi, atingindo um pico aos 44 dpi. Os
caramujos SB infectados com 15 miracidios apresentaram um pico de eliminacao cercariana

aos 51 dpi (figura 22.D). Interessantemente, B. glabrata SB infectados com 10 miracidios
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apresentaram dois picos de eliminagdo de cercarias, um inicial aos 44 dpi e outro tardio aos 72

dpi (figura 22.D).
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Figura 22. Parametro de infectividade da infec¢io experimental com Schistosoma mansoni da
linhagem HS em Biomphalaria glabrata BH (linhagem alopatrica) e SB (linhagem simpatrica).
Curva de sobrevivéncia de Biomphalaria glabrata BH (A) e SB (B) ndo infectadas (grupo controle) e
experimentalmente infectados com 10, 15 ou 20 miracidios da linhagem HS de S. mansoni. Taxa de
infeccdo (%) de caramujos B. glabrata BH (C) ou SB (D) infectados com diferentes doses (10, 15 ou
20 miracidios/caramujo) da linhagem HS de S. mansoni. Nimero de cercarias eliminadas por B. glabrata
BH (E) ¢ SB (F) durante a infeccdo experimental com diferentes doses (10, 15 ou 20
miracidios/caramujo) da cepa linhagem HS de S. mansoni. Os caramujos foram infectados
individualmente com 10 (representada pela cor cinza claro ou pelo simbolo do circulo), 15 (cor cinza
escuro ou simbolo do quadrado) ou 20 (cor preta ou simbolo do tridngulo) miracidios da linhagem HS
de S. mansoni e examinados semanalmente por 84 dias de infec¢do. Os dados representam valores de
20 caramujos/grupo. Os dados de producdo de cercarias foram expressos em média e erro padrao. A
curva de sobrevivéncia foi analisada pelo teste Log-Rank e o simbolo # indica valor estatisticamente
diferente em relagdo ao grupo controle (ndo infectado). mHS = miracidio da linhagem HS de S. mansoni.
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3.4 Interacio parasito-hospedeiro entre S. mansoni HS e camundongos BALB/c

Durante o monitoramento de camundongos nao infectados (controle) e infectados
experimentalmente por 12 semanas (84 dias) ocorreram duas mortes (20%) em camundongos
cronicamente infectados (figura 23.A). A eliminacdo de ovos de S. mansoni da linhagem HS
nas fezes estava ausente das amostras fecais em 40-42 dpi. Os ovos nas fezes foram
confirmados somente apo6s 50 dpi., atingindo um pico aos 70 dpi. (inicio da fase cronica). Apos
esse periodo, o nimero de ovos eliminados reduziu e permaneceu semelhante ao observado na

fase aguda da infeccao (figura 23.B).
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Figura 23. Taxa de mortalidade e carga parasitiria em camundongos BALB/c. Curva de
sobrevivéncia (A) e nimero de ovos eliminados nas fezes (B) de camundongos BALB/c ndo infectados
e infectados experimentalmente pela linhagem HS de Schistosoma mansoni. Camundongos BALB/c
foram infectados por via subcutanea com 20 cercarias de S. mansoni da linhagem HS do parasito e foram
monitorados por 12 semanas (84 dias). O teste Log-Rank foi aplicado para comparar as curvas de
mortalidade nos grupos controle e infectado, sem diferengas significativas entre eles. Os dados de
eliminagdo de ovos nas fezes foram expressos como média e erro padrio.

Ap0s a perfusdo do sistema circulatorio dos animais experimentalmente infectados pela
linhagem HS de S. mansoni, durante as fases aguda e cronica da infec¢do, foram recuperados
um total de 2,8 + 1,2 e 2,5 £+ 0,46 vermes adultos/camundongo, respectivamente. Esses nimeros
representam cerca de 12,5-14% da dose total de cercarias inoculadas (tabela II). Além disso,
foi possivel observar que o nimero de vermes adultos machos foi maior que o de fémeas, nos
dois estagios da doenga, mas sem diferengas estatisticas (tabela II). A proporcao de vermes
fémeas em relacdo ao numero de vermes machos foi de 1:1,15 e 1:2,33 nas fases aguda e
cronica, respectivamente. O nimero de ovos do parasito retidos nos intestinos e do figado

aumenta progressivamente entre a fase aguda e cronica da infec¢do experimental (tabela VII).
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Por outro lado, no pulmao e bago a reteng@o de ovos do parasito foi baixa e irregular. No bago
a retencao de ovos foi constatada na fase aguda, em apenas dois animais (20%). Nos pulmades,
a retencdo de ovos foi observada apenas na fase cronica, também em apenas dois animais

(25%).

Tabela V. Numero de vermes adultos recuperados do sistema circulatério e nimero de ovos retidos
em diferentes 6rgaos de camundongos BALB/c infectados experimentalmente pela linhagem HS de
Schistosoma mansoni.

Vermes adultos recuperados ?

Fase aguda (n=10) Fase cronica (n=8)
Machos 1,5+0,64 1,75+ 0,37
Fémeas 1,3+0,58 0,75+ 0,46
Total 2,8+1,2 2,5+0,46
Ovos retidos ?
Fase aguda (n=10) Fase cronica (n=8)
Pulmao 0 0 (0-25)
Baco 0 (0-6,25) 50 (6,25-168,8)
Figado 1.875 (1.035-3.556)
1.613 (956,3-1.969)
Intestino 4.975 (3.556-8.956)

3.175,5 (1.506-6.700)

Dados apresentados na forma de média e erro padréo (*) e mediana e intervalo interquartil (°)

4. DISCUSSAO

Diversos trabalhos (THERON et al., 1992; REY, 1993; MIRANDA et al., 2017;
CATALANO et al., 2018) demonstram que espécies de roedores silvestres também sao
suscetiveis a infec¢do natural por S. mansoni, o que pode impactar no controle efetivo da
esquistossomose. No Brasil, os principais roedores silvestres frequentemente encontrados com
altas taxas de infeccao natural sao H. sciureus € N. squamipes (REY, 1993; GENTILE et al.,
2010; MIRANDA et al., 2017). Estudos anteriores mostraram que esses animais tém alta
tolerancia a patologia da esquistossomose (SILVA; ANDRADE, 1989; AMARAL et al., 2016;
MIRANDA et al., 2019) e eliminam um grande nimero de ovos vidveis em suas fezes (PIVA,
1966; DIAS et al. al., 1978; PICOT, 1992; SOUZA et al., 1992); entretanto, pouco se sabe sobre
a biologia e a diversidade genética das linhagens do parasito que infectam esses roedores. No
presente estudo, descrevemos o processo de isolamento de S. mansoni obtido de H. sciureus
naturalmente infectado (linhagem HS) capturado em uma area endémica para esquistossomose
no Nordeste do Brasil. A caracterizagdo genética do parasito isolado de H. sciureus confirmou

a identificacdo especifica de S. mansoni e sua similaridade genética com outros parasitos
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isolados do Brasil, Porto Rico, Guadalupe e Quénia. Além disso, a linhagem HS de S. mansoni
pode ser mantida em condi¢des de laboratorio usando uma populagdo simpatrica de B. glabrata
(linhagem SB), como hospedeiro intermediario, ¢ camundongos BALB/c, mas ndo hamsters,
como hospedeiro definitivo.

Embora estudos anteriores tenham demonstrado a existéncia de diferentes linhagens de
S. mansoni isoladas de humanos que vivem em diferentes regides geograficas (WARREN et
al., 1967; ANDERSON; CHEEVER, 1972; MARTINEZ et al., 2003; EUZEBIO et al. 2012), o
conhecimento sobre as caracteristicas parasitologicas, genéticas e patoldgicas de isolados de
parasitas obtidos de roedores silvestres permanece incerto e pode impactar na gravidade da
esquistossomose em humanos. Portanto, o isolamento e caracterizagao laboratorial de linhagens
de S. mansoni obtidas desses outros hospedeiros vertebrados, ¢ essencial para melhor avaliar a
diversidade deste parasito e seu papel na esquistossomose humana. Neste estudo, conseguimos
isolar com sucesso a linhagem HS de S. mansoni apenas quando B. glabrata de populagdes
simpatricas — SB foram usados como hospedeiros intermediarios. De fato, existem diferentes
niveis de compatibilidade entre caramujos e esquistossomos de diferentes regides geograficas,
sendo as interagdes simpatricas mais compativeis que as alopatricas (LIVELY, 1989; PORTET
et al., 2019). Além disso, possiveis alteragdes genéticas de S. mansoni recuperados de H.
sciureus também podem gerar modificacdes na compatibilidade do parasito com diferentes
linhagens de caramujos e espécies de hospedeiros vertebrados. Curiosamente, ao contrario da
grande maioria dos estudos que mostram que os hamsters sdo bons modelos para a manutengao
de S. mansoni em condigoes de laboratério (MOORE et al., 1949; CHEEVER et al., 2002;
LOMBARDO et al., 2019), miracidios de hamsters infectados ndo produziram cercarias apos a
infeccao de B. glabrata € nao nos permitiu manter o desenvolvimento do parasito em condi¢des
de laboratdrio usando esse modelo experimental. Esses dados sugerem que linhagens de S.
mansoni que infectam naturalmente /. sciureus podem afetar a transmissdo da
esquistossomose.

Outro ponto importante que deve ser discutido € o fato de nao termos conseguido isolar
S. mansoni da maioria dos H. sciureus infectados que capturamos (ver tabela I'V). Embora S.
mansoni seja a Unica espécie de esquistossomo encontrada em roedores silvestres coletados no
Brasil at¢ o momento (MORGAN et al., 2005), existe a possibilidade de S. rodhaini ou hibridos
de S. mansoni/S. rodhaini também terem chegado as Ameéricas, em roedores naturalmente
infectados que habitavam os navios utilizados para o trafico de escravos (MARR; CATHEY,
2010; ETOUGBETCHE et al., 2020) durante os séculos XVII-XIX (CRELLEN et al. 2016).

Portanto, nossas tentativas mal sucedidas de isolar esquistossomos de H. sciureus capturados
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no Estado do Maranhdo, Brasil, podem indicar a ocorréncia de uma grande variedade do
parasito nesta regido (por exemplo, novos genoétipos, hibridos e espécies), o que precisa ser
melhor investigado com estudos genéticos utilizando amostras coletadas em campo.

No presente estudo, também usamos marcadores genéticos das regioes genéticas cox/ e
16S, para confirmar a espécie de Schistosoma que isolamos de H. sciureus e descrever sua
relacdo filogenética com outras espécies de esquistossomos. Confirmando os dados
morfologicos de ovos e vermes obtidos de infecgdes naturais de H. sciureus, as sequéncias
obtidas de vermes machos adultos recuperados de BALB/c infectados experimentalmente
indicaram 100% de homologia com sequéncias de S. mansoni. Embora nossos dados para a
regido genética cox/ tenham gerado um clado politdmico entre todas as sequéncias de S.
mansoni avaliadas, a reconstrucdo filogenética usando a regido 16S demonstrou a formagao de
diferentes grupos. Portanto, as sequéncias da linhagem HS de S. mansoni foram agrupadas com
isolados de Porto Rico e Brasil, o que esta de acordo com estudos anteriores que demonstram a
similaridade entre isolados de S. mansoni das Américas (MORGAN et al. 2005; WEBSTER et
al. 2013). Além disso, a grande similaridade da linhagem HS de S. mansoni com outros isolados
do parasito de humanos e caramujos no Brasil e Porto Rico, também favorece a hipotese de que
ha intercdmbio de infec¢do parasitaria entre humanos e roedores nessas regides.
Adicionalmente, os valores de K2P obtidos para as sequéncias cox/ demonstraram que a
linhagem HS de S. mansoni possui grande similaridade com isolados humanos do parasito
provenientes do Quénia, Africa Oriental. Atualmente, ha fortes evidéncias de que S. mansoni
chegou ao Novo Mundo entre os séculos XVI e XIX através do trafico de negros escravizados
trazidos da Africa Ocidental (LOCKYER et al., 2003; MORGAN et al., 2005; CRELLEN et
al., 2016). Entretanto, estudos filogenéticos prévios também mostraram que isolados de S.
mansoni das Américas apresentavam grande similaridade com parasitos isolados da Africa
Oriental (MORGAN et al., 2013; CRELLEN et al., 2016), como também da Africa Central
(PLATT et al., 2022). Esses achados sugerem que S. mansoni possa ter chegado no Novo
Mundo a partir de diferentes regides geograficas da Africa.

Apés isolamento e caracterizagdo genética, investigamos ainda os aspectos
parasitoldgicos da infecgdo pela linhagem HS de S. mansoni em caramujos B. glabrata das
linhagens SB (simpatricas) e BH (alopatricas), bem como em camundongos BALB/c. Nossos
dados demonstraram que camundongos BALB/c foram totalmente suscetiveis a infec¢do, pois
todos os camundongos que foram inoculados com as cercérias desenvolveram vermes adultos
e apresentam ovos do parasito nas fezes, e a evolugdo da esquistossomose experimental

apresentou padrdes parasitoldgicos classicos aqueles previamente demonstrados em
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camundongos infectados por outras linhagens de S. mansoni (ANDERSON; CHEEVER, 1972;
ALVES et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2022), incluindo o inicio da eliminag¢do de ovos nas
fezes por volta da 6* semana de infeccdo e o aumento progressivo do nimero de ovos retidos
nos tecidos, principalmente no figado e intestinos. No entanto, apenas 12,5% das cercarias
inoculadas foram recuperadas como vermes adultos, e essa taxa de recuperagdo foi muito menor
quando comparada a camundongos infectados por outras linhagens de S. mansoni (WARREN
etal., 1967; ANDERSON; CHEEVER, 1972; MARTINEZ et al., 2003; FREIRE et al. al., 1967;
ANDERSON; CHEEVER, 1972; MARTINEZ et al., 2003; FREIRE et al., 2003), o que indica
que a linhagem HS de S. mansoni ainda estd em processo de adaptagdo no hospedeiro
vertebrado que utilizamos no laboratéorio ou que camundongos BALB/c ainda nao
proporcionam um ambiente totalmente favoravel para o desenvolvimento desta linhagem.

Durante o processo de isolamento do parasito, obtivemos cercarias vidveis de S.
mansoni da linhagem HS apenas na infeccdo experimental utilizando B. glabrata SB
(simpatrico) como hospedeiro intermediario. No entanto, apds o estabelecimento do parasito
em camundongos, os miracidios foram capazes de infectar ambas as linhagens de B. glabrata,
a SB e a BH. Além disso, a infeccdo experimental em B. glabrata SB resultou em uma maior
taxa de mortalidade em relagdo a infeccdo experimental utilizando a linhagem BH de B.
glabrata (alopatrica), principalmente em doses mais altas de infeccao. Nossos achados estao de
acordo com Bastos et al. (1982), que demonstraram que um isolado de S. mansoni obtido de
roedores silvestres também coletados em Sao Bento, Maranhao, induziu maior mortalidade em
caramujos B. glabrata de populagdes simpatricas, sugerindo que a interacdo entre S. mansoni
de roedores silvestres e B. glabrata poderia ser mais recente na regido. Embora as taxas de
infeccdo tenham sido semelhantes entre as duas populacdes de moluscos, a alta taxa de
mortalidade apresentada para B. glabrata SB poderia sugerir uma alta suscetibilidade a infecgao
pela linhagem HS, pois estaria permitindo maior multiplicagdo assexuada de esporocistos e,
consequentemente, maiores danos ao caramujo (GUARALDO et al. 1981; PORTET et al.
2019). Entretanto, mais experimentos sao necessarios para desvendar o desenvolvimento intra
molusco da linhagem HS de S. mansoni.

Curiosamente, nossos dados também revelaram um padrdo ndo convencional de
eliminagdo de cercarias em B. glabrata SB infectado com 10 miracidios de S. mansoni HS.
Nesta situacao foram observados dois picos de eliminagdo de cercarias, um aos 45 dpi e outro
pico posterior aos 70 dpi. Bastos et al. (1982) também demonstraram picos tardios de
eliminagdo de cercérias semelhantes em caramujos B. glabrata de popula¢des simpatricas

infectadas por um isolado humano de S. mansoni da cidade de Sao Bento, Maranhdo. Além



Pagina | 105

disso, essa eliminagdo tardia de cercarias observada em B. glabrata SB infectada com S.
mansoni HS também pode representar uma adaptacdo do parasito as condi¢des climaticas da
Baixada Maranhense. Os campos alagados de S3o Bento e Peri Mirim secam quase
completamente durante a estacao seca que ocorre de agosto a janeiro (COSTA-NETO et al.,
2011), o que pode submeter os caramujos ao fendmeno biologico de diapausa e anidrobiose
(DANNEMANN; PIERI, 1989), e consequentemente afetar a propagacdo de S. mansoni.
Portanto, essa assincronia na elimina¢ao de cercarias pode estar associada a estratégias
desenvolvidas pela linhagem HS de S. mansoni para contornar a seca sazonal na regido;
entretanto, esse possivel mecanismo utilizado por essa linhagem ainda precisa ser melhor

comprovado.

5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os dados apresentados neste capitulo demonstram o sucesso do isolamento da linhagem
de S. mansoni proveniente de infeccdes naturais de H. sciureus capturados em uma area
endémica para esquistossomose do Nordeste brasileiro, utilizando B. glabrata da linhagem SB
e camundongos BALB/c como hospedeiros. Assim, foi possivel constatar que a linhagem HS
de S. mansoni possui perfil genético semelhante com isolados do parasito obtidos de humanos
e caramujos do Brasil, Guadalupe, Porto Rico e Quénia. Além disso, foi possivel verificar que
a linhagem HS de S. mansoni possui padroes diferenciais de infectividade e comportamento
parasitologico em BALB/c e caramujos B. glabrata. A partir deste isolamento, sera possivel

realizar mais estudos com essa linhagem de S. mansoni.
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CAPITULO II: ASPECTOS MORFOLOGICOS DO ISOLADO HS DE
Schistosgma mansoni COMPARADO COM A LINHAGEM LE HUMANA
REFERENCIA
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1. INTRODUCAO

O parasito Schistosoma mansoni € um trematédeo de grande importancia para a satde
publica mundial, pois € o agente etiologico da esquistossomose intestinal. Estima-se que 250
milhdes em todo mundo estejam infectadas e 700-800 milhdes estejam em risco de contrairem
essa doenga (GRYSEELS et al., 2006; WEERAKOON et al., 2015; McMANUS et al., 2018;
WHO, 2020). Somente em 2019, um total de 236,6 milhdes de pessoas infectadas precisaram
do tratamento especifico com Praziquantel (PZQ) (WHO, 2020), o que indica a permanéncia
ativa da transmissao desta parasitose em muitas areas endémicas.

Por ser um parasito digenético, S. mansoni requer o desenvolvimento em hospedeiros
vertebrados e invertebrados (KATZ; ALMEIDA, 2003; LOVERDE, 2019; ANDERSON;
ENABULELE, 2021). As formas larvais do parasito (miracidios, cercarias e esporocistos) estao
associados a infec¢do do hospedeiro intermediario, que sdo caramujos de 4gua doce do género
Biomphalaria (PARAENSE, 2004; COELHO et al., 2008; ANDERSON; ENABULELE,
2021). Por outro lado, as formas evolutivas que se desenvolvem nos hospedeiros vertebrados,
que incluem humanos e outros mamiferos silvestres, sdo os esquistossomulos, vermes adultos
machos e fémeas, € 0s ovos postos por esses casais de vermes (STIREWALT, 1974; LENZI et
al., 2008; LOVERDE, 2019; ANDERSON; ENABULELE, 2021). Muitas dessas formas
evolutivas de S. mansoni, principalmente os vermes adultos, sdo utilizadas em estudos
morfolégicos que tentam caracterizar novas linhagens do parasito (MAGALHAES;
CARVALHO, 1973; MACHADO-SILVA et al., 1995; NEVES et al., 1998; MACHADO-
SILVA et al., 2000; MACHADO-SILVA et al., 2003; MARTINEZ et al., 2003), como forma
de melhor conhecer a biologia do agente etiologico da esquistossomose em uma determinada
area endémica (PEREIRA et al., 2012).

As principais linhagens de S. mansoni conhecidas e bem caracterizadas atualmente
foram isoladas de humanos de diferentes regides geograficas (WARREN et al., 1967;
ANDERSON; CHEEVER, 1972; MARTINEZ et al., 2003; EUZEBIO et al. 2012). Entretanto,
em diversas areas endémicas para esquistossomose na Africa e nas Américas, roedores
silvestres também sdo encontrados naturalmente infectados por diferentes linhagens e genotipos
de S. mansoni (THERON et al., 1992; MIRANDA et al., 2017; CATALANO et al., 2018; DO
CARMO-SILVA et al., 2019), cujo impacto na esquistossomose humana ainda ¢ incerto.
Assim, ¢ de fundamental importancia a identificacdo de biomarcadores capazes de detectar
variantes de S. mansoni na natureza para avaliar sua contribuicdo em infec¢cdes humanas, de

roedores silvestres e caramujos da mesma regido. Nesse sentido, estudos prévios baseados em
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dados morfométricos de formas larvais e adultas de S. mansoni, demonstraram que a analise
morfométrica ¢ uma importante ferramenta capaz de diferenciar linhagens do parasito
(MACHADO-SILVA et al., 1995; NEVES et al., 1998; MACHADO-SILVA et al., 2000;
MARTINEZ et al.,, 2003); entretanto, poucos estudos foram feitos com o objetivo de
caracterizar a morfologia de linhagens de S. mansoni isoladas de roedores silvestres.

No Brasil, as principais espécies de roedores silvestres encontradas naturalmente
infectados por S. mansoni sao, Nectomys squamipes ¢ Holochilus sciureus (REY, 1993;
GENTILE et al., 2012; MIRANDA et al., 2017). Estudos morfométricos prévios (NEVES et
al., 1998; MACHADO-SILVA et al., 1995) mostraram que vermes adultos machos e fémeas
de uma linhagem de S. mansoni isolada de N. squamipes naturalmente infectado, apresentam
nitidas diferencas morfologicas quando comparado com um isolado humano do parasito. No
entanto, pouco se conhece sobre aspectos morfologicos de linhagens de esquistossomos
isoladas de H. sciureus, o mais importante reservatorio do parasito no Nordeste do Brasil
(MIRANDA et al., 2017). Somente Dias e Piedrabuena (1980) descreveram a morfologia de
ovos ¢ vermes adultos machos e fémeas recuperado de infec¢dao naturais de H. brasiliensis
leucogaster capturados em Sdo Paulo, Brasil; porém, nenhuma comparacdo com outras
linhagens referéncias de S. mansoni foi realizada para avaliar os caracteres morfologicos
encontrados.

Assim, o objetivo do presente estudo foi realizar a descricdo morfologica e
morfométrica de ovos, miracidios, cercarias e vermes adultos machos e fémeas de S. mansoni
da linhagem HS, isolada de H. sciureus naturalmente infectados, em compara¢cdo com uma

linhagem LE humana referéncia.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Linhagens de S. mansoni e infec¢ao dos modelos experimentais

Neste capitulo foi utilizada a linhagem HS de S. mansoni que ¢ mantida em laboratério
a partir de sucessivas infec¢des em camundongos BALB/c e caramujos B. glabrata (linhagem
SB), e que foi isolada do roedor H. sciureus naturalmente infectado, conforme previamente
detalhado (Capitulo I). Como critério de comparagao, foi utilizada a linhagem LE do parasito,
que foi isolada de um paciente de Belo Horizonte (VALADRES et al., 1981). Essa linhagem
tem sido mantida em laboratorio a partir de sucessivas infec¢des em hamsters e caramujos B.
glabrata (linhagem BH), de acordo com a técnica descrita por Pellegrino e Katz (1968). A

obtenc¢do dos animais experimentais utilizados nos experimentos deste capitulo, bem como os
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procedimentos de manutengdo desses animais e das linhagens de S. mansoni utilizadas nesse
estudo foram realizadas no Laboratéorio de Esquistossomose e Imunohelmintologia
(ICB/UFMG), conforme descrito no Capitulo I desta tese. A infeccdo dos caramujos e
camundongos seguiu o protocolo proposto por Standen (1952) e Pellegrino e Macedo (1956),
respectivamente (detalhado no Capitulo I, subitem 2.6). Os experimentos com esses animais
foram aprovados pelo Conselho de Etica e Experimentagio Animal da UFMG (n°46/2019,
anexo C). As andlises morfoldgicas e morfométricas foram realizadas no laboratério de
Helmintologia — Romero Lascasas Porto (UERJ), com a colaboracao do prof. Dr. José Roberto

Machado-Silva e da Profa. Dra. Renata Heisler Neves.

2.2 Delineamento experimental

Nesta etapa, foi realizada uma caracterizacdo morfoldgica e morfométrica comparativa
das diversas fases evolutivas de S. mansoni da linhagem LE e HS. Para tanto, caramujos B.
glabrata BH (n=20) ¢ SB (n=20) previamente infectados com 15 miracidios das linhagens LE
ou HS, respectivamente, foram expostos a luz e ao calor artificial por 4h (BRASIL, 2008) apos
40 dias da infec¢do para a obtengdo das cercérias. As cercarias de cada linhagem de S. mansoni
foram utilizadas para infec¢do experimental de camundongos ou foram fixadas, coradas e
montadas em laminas permanentes para as analises morfologicas (Figura 24. A), conforme
metodologia detalhada descrita a seguir.

Camundongos BALB/c foram subcutaneamente infectados com 50 cercérias de S.
mansoni da linhagem HS ou LE (n=10 camundongos/por linhagem do parasito) e utilizados
para recuperacao de vermes adulto e ovos utilizados nas anélises propostas neste capitulo
(Figura 24. B). Para isto, camundongos com 8 semanas de infeccdo foram acomodados em
gaiolas individuais para coleta de fezes, que foram recolhidas e fixadas em pool separados para
cada linhagem, e utilizadas para montagem de laminas e analises morfométricas de ovos de S.
mansoni. Apds a coleta de fezes, os camundongos infectados com cada linhagem do parasito
foram anestesiados (300mg/Kg de cetamina e 30 mg/kg de xilazina), eutanasiados e destinados
a técnica da perfusdo do sistema circulatorio para obtengdo dos vermes adultos. Destes mesmos
animais foram retirados o figado, que foram processados para recupera¢do dos miracidios
eclodidos de ovos maduros. Essas diferentes fases evolutivas de S. mansoni da linhagem HS e
LE também foram fixadas, coradas e montadas em laminas permanentes para as analises

morfologicas e morfométricas.
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Dia 0
40 dias p.i.
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Morfologia

Figura 24. Delineamento experimental do capitulo II. Biomphalaria glabrata (BH e SB) infectados
com 15 miracidios (A) e em camundongos BALB/c infectados com 50 cercarias (B), utilizando as
linhagens LE (cepa referéncia humana) ou HS (isolada de Holochilus sciureus) de Schistosoma mansoni,
para obtencao de ovos, miracidios, cercarias e vermes adultos que foram usados para as analises
morfoldgicas e morfométricas.

2.3 Coloragao e montagem de laminas de cercarias, ovos, vermes adultos e miracidios

Caramujos B. glabrata infectados com a linhagem HS ou LE, previamente examinados
e com infec¢do confirmada pela presenca de cercarias, foram reunidos em poo/ em béquer de
vidro contendo 100mL de agua desclorada, de forma separada para cada linhagem de S.
mansoni, € expostos a luz e ao calor por 4 h (BRASIL, 2008). As cercérias de S. mansoni de
cada linhagem (HS e LE) obtidas foram filtradas, limpas e concentradas conforme previamente

detalhado (subtépico 2.4 — Capitulo I), e fixadas em AFA (95% de etanol a 70%, 3% de formol
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e 2% de acido acético glacial) por 24 h (TORRES et al., 2011). Apo6s fixa¢ao, as cercarias foram
coradas com carmim cloridrico 2,5% (diluido em solugdo contendo etanol 90% e acido
cloridrico) durante 24 h, e a seguir foram desidratadas por ressuspensao em uma série crescente
de alcool (70, 80, 95% e absoluto) por 15 minuto, tempo necessario para sedimentagdao
espontanea das cercarias. A centrifugacdo foi evitada pois induz uma maior ruptura entre o
corpo ¢ a cauda dessas larvas. Ao final, o sobrenadante foi novamente descartado, sendo
acrescido ao sedimento uma solu¢ao contendo salicilato de metila e Balsamo do Canada, na
propor¢ao de 1:2, respectivamente, para a clarificacdo e montagem das laminas. Aliquotas de
100 pL da solugdo de cercarias foram utilizadas para a montagem das ldminas permanentes
usadas nas analises morfométricas das cercarias.

Para recuperacao dos ovos do parasito, os camundongos experimentalmente infectados
com as cercdrias da linhagem HS ou LE, na 8* semana de infeccao, tiveram seus materiais fecais
recolhidos por grupo, fixados em AFA (24h) e processados por meio da técnica de HPJ
(HOFFMAN; PONS; JANER, 1934), conforme previamente descrito (subtépico 2.4 —
Capitulo I). Aliquotas de 200uL do sedimento foram montadas a fresco entre lamina e laminula
para a realizagao da morfometria dos ovos.

Apds a coleta de fezes, os vermes adultos foram recuperados do sistema circulatorios
dos camundongos infectados com cada linhagem do parasito, a partir da técnica da perfusao do
sistema circulatorio (PELLEGRINO; SIQUEIRA, 1956), que foi previamente detalhada
(subtopico 2.4 — Capitulo I). Os vermes de cada linhagem também foram reunidos em pool e
fixados em AFA por 24 horas. Os vermes fixados foram corados por 1 h com solug@o de carmim
cloridrico (2,5%), seguido por répida lavagem em solugdo de 70% de etanol para retirada do
excesso de corante, seguida também de uma rapida lavagem em solucao de 4lcool cloridrico
(para diferenciacao de 6rgdos internos). Apds, o material foi desidratado gradualmente em série
alcoolica (70%, 90% e absoluto), com duragdo de trés minutos em cada etapa. Em seguida, a
clarificagdo do material foi realizada com uma solugdo de salicilato de metila acrescido de
Balsamo do Canadéd (1:2) e os espécimes montados entre lamina e laminula (preparagdo
permanente) (NEVES et al., 2007). As laminas com os machos e fémeas corados foram
submetidas a analise morfoldgica e morfométrica.

Os figados dos animais necropsiados que estavam infectados com a linhagem HS ou LE
foram processados conforme descrito anteriormente (subtopico 2.2 — Capitulo I), para
obtencdo dos miracidios, que foram reunidos em pool para cada linhagem de S. mansoni
avaliada. A fixacdo, coloracdo e montagem das laminas permanentes dos miracidios seguiram

os mesmos procedimentos anteriormente descritos para preparagao de cercarias.
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2.4 Caracteres morfologicos avaliados

Ovos (n=45) em preparacdes a fresco e miracidios (n=40), cercarias (n=30) e vermes
machos (n=20) e fémeas (n=15) montados e corados com carmim foram analisados em
microscopio Optico associado a uma camera (Bel Photonics DV-5000 - 5.0 MP, Bel
Engineering, Monza/Italia). As imagens foram capturadas pelo programa Bel View versdo
6.2.3.0 (Bel Engineering, Monza/Italia), para mensura¢do de alguns caracteres morfologicos
caracteristicos de cada fase evolutiva.

Para os ovos foram utilizados os dados da area total, comprimento e largura, sendo esta
ultima medida mensurada a partir da média de trés mensuracdes distintas da largura em areas
localizadas no centro e nas duas extremidades do ovo. A area total e comprimento do espiculo
também foram mensurados (NEVES et al, 1998). Os miracidios tiveram a area total, largura
(médias de trés medidas) e comprimento mensurados. As cercarias foram mensuradas quanto a
area da ventosa oral e ventral, o comprimento e largura do corpo (média de trés medidas), da
cauda e das furcas, assim como comprimento total, ie. a soma das medidas da furca, cauda e
corpo de cada larva (MACHADO-SILVA et al, 2000).

Em vermes adultos machos, foram analisadas: as areas totais e a distancia das ventosas
oral e ventral; espessura do tegumento, que foi mensurada com base na média de trés medidas
nas regioes anterior, medial e posterior do corpo do verme; altura e largura de tubérculos e a
sua quantidade em uma distancia de 100um na regido acima e abaixo dos lobos testiculares
(média de trés contagens); comprimento e largura (médias de trés medidas) do esofago; area
total, comprimento e quantidade dos lobos testiculares; area total da vesicula seminal; e
comprimento total do corpo. Para vermes adultos fémeas, foram analisadas: as areas totais e a
distancia das ventosas oral e ventral; espessura do tegumento (mensurada conforme
mencionado para os vermes machos); comprimento do utero; area total do oo6tipo e ovario;
numero de odcitos liberados; area total da espermateca; area, comprimento e largura (média de
trés medidas) do ovo uterino (quando presente) e do seu espiculo; e comprimento total do corpo
(NEVES et al., 1998; BRANDAO-BEZERRA et al., 2019).

Adicionalmente, também foram realizadas analises morfologicas em vermes machos,
incluindo a densidade (normal ou reduzida) de espermatozoides na vesicula seminal, densidade
(normal ou reduzida) celular dos lobos testiculares e presenca de lobos supranumerarios. Em
vermes fémeas, foi avaliado a presenca de ovos em desenvolvimento no o6tipo, diferenciagado
celular no ovario, ovocitos sendo liberados, assim como a densidade (normal ou reduzida) de

espermatozdides na espermateca e densidade (normal ou reduzida) de vitelo nas glandulas
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vitelinas (BRANDAO-BEZERRA et al., 2019). A frequéncia (%) de cada caracteristica foi

comparada entre as duas linhagens avaliadas.

2.5 Analise estatistica

Todos os dados foram inicialmente analisados quanto a sua normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribui¢do normal (paramétricos) dos dois grupos
experimentais (linhagem LE e Linhagem HS) tiveram suas médias comparadas pelo teste T de
Student, ¢ os dados com distribui¢do ndo normal (nd3o paramétricos) as medianas foram
comparadas pelo teste de Mann-Whitney. As frequéncias dos dados categdricos (aspectos
morfoldgicos qualitativos) foram comparadas pelo teste exato de Fisher. Foram considerados
significativos os valores de p<0,05. Para a realizacdo desses testes e constru¢do dos graficos,
utilizaram-se os softwares GraphPad Prism versdo 8 (Prism Software, Irvine, California, USA)

e STATA versao 11.1 (Stata Corp., College Station, TX, USA).

3. RESULTADOS

3.1 Miracidios, cercarias e vermes adultos da linhagem HS apresentam diferencas
morfométricas e morfologicas

A avaliacdo morfométrica dos ovos de S. mansoni eliminados nas fezes de camundongos
experimentalmente infectados mostrou que a 4rea total, comprimento e largura, bem como as
medidas do espiculo lateral dos ovos de S. mansoni da linhagem HS sdo morfologicamente

similares aos da linhagem LE (Tabela VI).

Tabela VI. Descrigdo comparativa das caracteristicas morfométricas de ovos (n=45 por grupo)
eliminados nas fezes de camundongos infectados por Schistosoma mansoni da linhagem humana
referéncia (LE) ou pela linhagem do roedor Holochilus sciureus (HS).

Caracteristicas LE HS p?
Area (um?) 5.909+74,67 6.026+62,72 0,237
Comprimento (um) 132,6+1,41 134,9+1,19 0,228
Largura (um) 47,51+£0,42 48,24+0,36 0,315
Espiculo
Area (um?) 169,7+9,11 165,7+7,24 0,732
Comprimento (1m) 21,69+0,49 22,21+0,45 0,439

Dados apresentados na forma de média e erro padrao; *Valores de p obtidos pelo teste de T de Student.
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Entretanto, para os miracidios, cercdrias e vermes adultos, foi verificado diferencas
morfométricas entre as linhagens. Os miracidios da linhagem HS apresentaram comprimento
corporal semelhante ao verificado na linhagem LE; entretanto, as larvas da linhagem HS

possuem largura e area corporal menores que as da linhagem LE (Tabela VII).

Tabela VII. Descrigcdo comparativa das caracteristicas morfométricas de miracidios (n=40 por
grupo) de Schistosoma mansoni entre as linhagens humana referéncia (LE) e a do roedor Holochilus
sciureus (HS).

Caracteristicas LE HS p?
Area (um?) 5.721+ 1187 5.065+ 106,8 <0,0001*
Comprimento (um) 130,3+ 1,62 128,1+ 1,97 0,396
Largura (um) 48,21+ 0,99 41,70+ 0,6 <0,0001*

Dados apresentados na forma de média e erro padréo; ? Valores de p obtidos pelo teste de T de Student.

A figura 25 ilustra as caracteristicas morfoldgicas de ovos e miracidios de S. mansoni
de cada linhagem, analisadas em microscopia de luz. Nesta figura fica em evidéncia a
semelhanca dos ovos de S. mansoni eliminados nas fezes de camundongos infectados com a
linhagem LE (Figura 25. A) e HS (Figura 25. B), bem como o tamanho reduzido dos
miracidios da linhagem HS (Figura 25. D) em rela¢do a LE (Figura 25. C).
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LE HS E—

Figura 25. Morfologia de ovos e miracidios. Ovos e miracidios de Schistosoma mansoni das linhagens
LE (humana referéncia) (A e C) e HS (isolada de Holochilus sciureus) (B e D), observados em
microscopia de luz de campo claro. Os ovos das linhagens HS e LE apresentaram morfometria
semelhante; entretanto, nitidas diferencas em uma menor area corporal total e menor largura dos
miracidios HS (D) em comparagdo a LE (C) sdo claramente observadas. Os ovos foram montados a
fresco e os miracidios foram corados com carmim cloridrico (2,5%) e montados em laminas
permanentes. Barra= 50pm.

As cercarias foram as formas evolutivas que apresentaram diferencas mais marcantes
entre as linhagens. Especificamente para a linhagem HS, as cercarias apresentaram dimensoes
corporais significativamente maiores que as cercarias da linhagem LE, com maior comprimento
e largura do corpo; maior 4rea da ventosa oral; e maior comprimento da cauda. As furcas apesar
de maiores apresentaram-se mais estreitas que as da linhagem LE (Tabela VIII). As
fotomicrografias das cercarias coradas com carmim cloridrico da figura 26 ilustram o tamanho
aumentado (Figura 26.B) e a diferenca no formato da cauda e furcas (Figura 26.D), além do

corpo e ventosa oral (Figura 26.F) das cercérias da linhagem HS em comparacdo com a LE.
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Tabela VIII. Descricdo comparativa das caracteristicas morfométricas de cercarias (n=30 por grupo) de
Schistosoma mansoni entre as linhagens humana referéncia (LE) e a do roedor Holochilus sciureus (HS).

Caracteristicas LE HS p
Corpo
Comprimento (pum) 146,8+ 2,44 155,6+1,14 0,002*
Largura (um) 47,73+1,44 53,75+0,95 0,001*
Ventosa oral (Vo)
Area (um?) 1.162+29,46 1.463+46,24 <0,0001*
Ventosa ventral (Vv)
Area (um?) 145,2+6,76 164,9+£9,27 0,094
Cauda
Comprimento (pum) 214,0+4,04 245,0+2,78 <0,0001*
Largura (um) 30,24+0,84 30,61+0,53 0,709
Furca
Comprimento (pum) 52,6+2,07 60,5+£2,63 0,025*
Largura (um) 14,01+0,46 12,06+0,41 0,002*
Comprimento total (um) 360,7+5,94 401,4+3,17 <0,0001*

Dados apresentados na forma de média e erro padréo; *Valores de p obtidos pelo teste de T de Student.
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Figura 26. Morfologia de cercarias. Cercarias de Schistosoma mansoni das linhagens LE (cepa
referéncia isolada de humano) (A, C e E) e HS (isolada de Holochilus sciureus) (B, D e F), observadas
em microscopia de luz de campo claro. Podem ser observadas nitidas diferencas em um maior
comprimento corporal total (B), bem como em areas isoladas da cauda, furcas (D) e corpo (F) das
cercarias HS em comparacdo a LE. Uma maior area da ventosa oral em cercarias HS (F) também ¢
claramente observada. As cercarias de ambas as linhagens foram coradas com carmim cloridrico (2,5%)
e montadas em ldminas permanentes. Barra =50um. Cp = corpo; Cd= cauda; Fr = furca; Vo = ventosa
oral; Vv= ventosa ventral.
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Para vermes adultos machos, a maioria das estruturas externas e internas foram

semelhantes entre as duas linhagens, incluindo as ventosas, esofago, lobos testiculares, vesicula

seminal e tegumento. Entretanto, o nimero de tubérculos tegumentares em uma distancia de

100pm em uma regiao definida acima e abaixo dos lobos testiculares foi estatisticamente maior

na linhagem HS em relagdo a LE (Tabela IX).

Tabela IX. Descricdo comparativa das caracteristicas morfométricas de machos adultos (n=20 por grupo) de

Schistosoma mansoni entre as linhagens humana referéncia (LE) e a do roedor Holochilus sciureus (HS).

Caracteristicas LE HS p?
Ventosa oral (Vo)
Area (um?) 28.112+ 1.664 27.277+1.323 0,719
Ventorsa ventral (Vv)
Area (um?) 32.088+1.520 31.255+1.766 0,725
Distancia Vo x Vv (um) 244,5+11,02 250,5+16,43 0,755
Esofago
Comprimento (pm) 271,5+10,98 255,5+9,87 0,358
Largura (um) 41,21+1,33 44,31+4,18 0,490
Vesjcula seminal
Area (um?) 1.413+85,77 1.373+99,69 0,767
Lobos testiculares
Quantidade 7,96+0,23 8,20+0,31 0,544
Area (um?) 28.127+1.488 26.584+862,1 0,374
Comprimento (um) 373,9+12,60 375,2+12,28 0,942
Tegumento
Espessura (um) 13,56+0,51 14,09+0,60 0,511
Tubérculo
Quantidade em 100pum 4,122+0,23 5,517+0,28 0,0005*
Altura (um) 9,140+0,40 10,09+ 0,41 0,119
Largura 13,88+0,37 14,72+0,41 0,147
Comprimento total do 9.242+140,8 8.925+184,7 0,172
corpo (um)

Dados apresentados na forma de média e erro padrao; * Valores de p obtidos pelo teste de T de Student.

Em vermes fémeas, as estruturas externas e internas também foram, em sua maioria,

semelhantes entre as duas linhagens, incluindo as ventosas, es6fago, utero, oo6tipo, ovario e

tegumento; porém, foi possivel observar que a espermateca das fémeas HS apresentou uma

menor area, quando comparado com as das fémeas LE (Tabela X).
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Tabela X. Descrigdo comparativa das caracteristicas morfométricas de fémeas adultas (n=15 por grupo) de
Schistosoma mansoni entre as linhagens humana referéncia (LE) e a do roedor Holochilus sciureus (HS).

Caracteristicas LE HS p
Ventosa oral (Vo)
Area (um?) 3.507+ 400,3 2.955+356,1 0,311
Ventosa ventral (Vv)
Area (um?) 1.864+79,82 1.746£31,0 0,184
Distancia Vo x Vv (um) 139,6+9,81 134,9+8,68 0,726
Utero
Comprimento (pm) 1.265+61,39 1.220+60,77 0,605
~Odtipo
Area (um?) 5.776+£542 .4 4.9934+263,1 0,208
Ovario
Area (um?) 33.859+462.8 33.426+1.261 0,751
Numero de odcitos liberados 3,06+0,38 3,26+0,39 0,719
Espermateca
Area (um?) 1.453+106,0 1.123+115,5 0,044*
Ovo uterino
Area (um?) 2.6534+232,8 2.780+189,8 0,679
Comprimento (um) 90,72+ 2,66 88,40+2,87 0,802
Largura (um) 28,78+1,80 30,31£1,70 0,562
EsRiculo do ovo
Area (um?) 206,0+29,16 217,6£19,27 0,988
Comprimento (pum) 19,00+1,39 20,40+0,97 0,408
Tegumento
Espessura (um) 5,92+0,39 5,82+0,27 0,835
Comprimento total do corpo 10.021+247,9 10.200+241,7 0,610

(um)

Dados apresentados na forma de média e erro padréo; ® Valores de p obtidos pelo teste de T de Student.

Adicionalmente, apos andlise morfologica qualitativa detalhada de cada estrutura
interna e externa previamente mensuradas em vermes machos e fémeas, foi possivel observar
que os vermes machos da linhagem HS apresentam padrdo de densidade de espermatozoides e
de células nos lobos testiculares semelhantes com a linhagem LE. Além disso, somente vermes
machos da linhagem LE apresentaram lobos testiculares supranumerarios (n=2; 6,7%);
entretanto, sem diferencas estatisticas quando comparado com a linhagem HS. Para vermes

fémeas da linhagem HS, verificamos que houve uma semelhanga na presenca de diferenciagao
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celular no ovario e odcitos sendo liberados, assim como no padrio de densidade de
espermatozoides na espermateca e de vitelo, quando comparado com a linhagem LE.
Entretanto, a presenca de ovos em desenvolvimento no odtipo de fémeas HS foi mais frequente

(n=15; 100%) quando comparado com a linhagem LE (Tabela XI).

Tabela XI. Descricdo comparativa das caracteristicas morfologicas de vermes adultos machos (n=20 por
grupo) e fémeas (n=15 por grupo) de Schistosoma mansoni entre as linhagens humana referéncia (LE) e a do

roedor Holochilus sciureus (HS).

Vermes machos

Caracteristicas LE HS p?
Densidade de espermatozoides
na vesicula seminal
Normal 13 (43,3%) 12 (60%) 0,3510
Reduzida 17 (56,7%) 08 (40%)
Lobos testiculares
supranumerarios
Presente 02 (6,7%) 0 (0%) 0,3551
Ausente 28 (93,3%) 20 (100%)
Densidade de células nos
Lobos testiculares
Normal 30 (100%) 20 (100%) >0,9999
Reduzida 0 (0%) 0 (0%)
Vermes fémeas
Caracteristicas LE HS p?
Ovo em desenvolvimento no ootipo
Presente 06 (40%) 15 (100%) 0,0168*
Ausente 09 (60%) 0 (0%)
Diferenciacao celular no ovario
Presente 15 (100%) 15 (100%) >0,9999
Ausente 0 (0%) 0 (0%)
Odcitos liberados
Presente 15 (100%) 15 (100%) >0,9999
Ausente 0 (0%) 0 (0%)
Densidade de espermatozoides na
espermateca
Normal 15 (100%) 15 (100%) >0,9999
Reduzida 0 (0%) 0 (0%)
Densidade de vitelo
Normal 15 (100%) 15 (100%) >0,9999
Reduzida 0 (0%) 0 (0%)

*Valores de p obtidos pelo teste exato de Fisher. *estatisticamente significativo (p<0,05).

As principais diferencas morfométricas encontradas em vermes adultos machos (maior

nimero de tubérculos em 100pm) e fémeas (menor area da espermateca) da linhagem HS,
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quando comparado com LE, foram demonstradas pela coloragdo com carmim cloridrico e

visualizadas em microscopia Optica, sendo representadas a seguir (Figura 27).

Figura 27. Morfologia de vermes adultos. Vermes adultos de Schistosoma mansoni das linhagens LE (cepa
referéncia isolada de humano) (A e C) e HS (isolada de Holochilus sciureus) (B e D), observados em
microscopia de luz de campo claro. Diferengas em relagdo ao maior numero de tubérculos (setas) em vermes
machos da linhagem HS (B), quando comparado com a linhagem LE (A) podem ser observadas. Em vermes
fémeas HS, uma menor area da espermateca (seta) também ¢ claramente demonstrada (D), quando comparado
com a linhagem LE (C). Os vermes machos e fémeas de ambas as linhagens foram coradas com carmim
cloridrico (2,5%) e montadas em laminas permanentes. Barra=50um. Vs = vesicula seminal; LT = lobos
testiculares; Ov = ovario; Es = espermateca.

4, DISCUSSAO

Trabalhos publicados (WARREN et al.,, 1967, ANDERSON; CHEEVER, 1972;
MARTINEZ et al., 2003; EUZEBIO et al. 2012) tém caracterizado morfoldgica e
biologicamente diferentes linhagens de S. mansoni isoladas de popula¢des humanas ou
caramujos infectados de regides endémicas para esquistossomose em todo o mundo, sendo

sugerido que essas diferentes linhagens do parasito podem ser responsaveis por variagdes
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clinicas especificas da esquistossomose humana (DE LIMA E COSTA; KATZ, 1982;
CONCEICAO et al., 2008; EUZEBIO et al. 2012). Portanto, conhecer a biologia da linhagem
de S. mansoni endémica de uma regiao, pode ajudar nas medidas de controle dessa parasitose
(PEREIRA et al., 2012). Entretanto, poucos estudos se dedicaram a estudar linhagens de S.
mansoni que infectam naturalmente animais silvestres. Estudos genéticos utilizando vermes
adultos recuperados de algumas espécies de roedores silvestres demonstraram a existéncia de
novos gendtipos do parasito (BARRAL et al., 1996; SIRE et al., 1999; CATALANO et al.,
2020), cujo impacto na morbidade da esquistossomose em humanos ainda ¢ incerto. Além disso,
a morfologia das diferentes formas evolutivas dessas linhagens de S. mansoni isolados de
roedores silvestres ainda é pouco conhecida, o que poderia ajudar a propor novos marcadores
que as identificassem na natureza. No presente estudo, foi verificado que a linhagem HS de S.
mansoni isolada do roedor H. sciureus capturado no estado do Maranhao, Brasil ¢ mantida em
camundongos BALB/c e caramujos B. glabrata, apresenta ovos eliminados nas fezes com
dimensdes semelhantes que a linhagem humana (LE) usada como referéncia; entretanto, os
miracidios apresentam menor area e largura corporal quando comparado com a linhagem LE.
Por outro lado, as cercarias da linhagem HS apresentam dimensdes maiores que a linhagem LE
do parasito. Por fim, as imagens obtidas por microscopia de luz dos vermes adultos machos da
linhagem HS sugerem um menor numero de tubérculos tegumentares na regido anterior
proxima aos lobos testiculares. Por sua vez, as fémeas apresentaram menor area da espermateca
e maior frequéncia de ovos em desenvolvimento no o6tipo, quando comparado com a linhagem
LE humana referéncia.

A analise de caracteres morfoldgicos de diferentes formas evolutivas de S. mansoni tem
sido utilizada como biomarcadores capazes de diferenciar linhagens do parasito
(MAGALHAES; CARVALHO, 1973; MACHADO-SILVA et al., 1995; NEVES et al., 1998;
MACHADO-SILVA et al., 2000; MACHADO-SILVA et al., 2003; MARTINEZ et al., 2003;
PEREIRA et al., 212). Os principais dados morfométricos de linhagens de S. mansoni foram
obtidos no Brasil a partir da andlise das linhagens BH (isolada de B. glabrata, Minas Gerais,
Brasil), CMO (isolada de Oryzomys subflavus, Rio Grande do Norte, Brasil), SJ (isolada de B.
tenagophila, Sdo Paulo, Brasil), CM (isolada de humano, Pernambuco, Brasil) e SLM (isolada
de humano, Pernambuco) (MAGALHAES; CARVALHO, 1973; MACHADO-SILVA et al.,
1995, 2000; MARTINEZ et al., 2003; PEREIRA et al., 2012). Entretanto, poucos estudos se
propuseram a utilizar esses marcadores morfoldgicos para diferenciar linhagens de S. mansoni
isoladas do roedor H. sciureus, o mais importante reservatorio silvestre do parasito no Nordeste

do Brasil (MIRANDA et al., 2017). No presente estudo, a analise morfométrica da maioria dos
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aspectos anatémicos de vermes adultos machos da linhagem HS de S. mansoni, como ventosas
e orgaos reprodutores, foi semelhante a linhagem humana LE utilizada como referéncia. Apesar
de nao ter sido feito em paralelo com o nosso estudo, os dados da literatura avaliando
caracteristicas morfométricas de outras linhagens de S. mansoni mantidas em camundongos
demonstram que os vermes machos da linhagem HS apresentaram maior CT (comprimento
total) quando comparado com as linhagens BH, CMO, SJ de S. mansoni (MACHADO-SILVA
et al., 1995; MARTINEZ et al., 2003). Além disso, o nimero de lobos testiculares dos vermes
machos da linhagem HS foi maior do que todas as linhagens citadas anteriormente (BH, CMO,
SJ, SLM e CM) (MAGALHAES; CARVALHO, 1973; MACHADO-SILVA et al., 1995, 2000;
MARTINEZ et al., 2003; PEREIRA et al., 2012) e também maior do que um isolado obtido de
N. squamipes, denominado de linhagem R (NEVES et al., 1998). Em relacdo as ventosas, os
machos da linhagem HS de S. mansoni apresentaram maior area da ventosa oral (Vo) quando
comparado com as linhagens humanas (CM e SLM) e isolados do parasito obtidos de roedores
silvestres (CMO e R) (MACHADO-SILVA et al., 1995; NEVES et al., 1998; MARTINEZ et
al., 2003; PEREIRA et al., 2012). Os vermes da linhagem HS também tiveram maior area da
ventosa ventral (Vv) quando comparado com as linhagens SLM, CMO e R de S. mansoni
(MACHADO-SILVA et al., 1995; NEVES et al., 1998; MARTINEZ et al., 2003; PEREIRA et
al., 2012). Interessantemente, os nossos dados mostraram que o numero de tubérculos
tegumentares localizados na regido anterior proxima aos lobos testiculares foi maior em vermes
machos da linhagem HS, comparado com a linhagem LE do parasito. Essa caracteristica
anatomica poderia ter algum significado na sobrevivéncia do parasito dentro do hospedeiro
vertebrado, pois o tegumento de S. mansoni, incluindo os tubérculos, participam do processo
de assimilacdo de nutrientes e evasdo do sistema imunoldgico do hospedeiro (MCLAREN,
1980; ABATH; WERKHAUSER, 1996).

Assim como os machos, as fémeas da linhagem HS de S. mansoni apresentaram a
maioria dos dados morfométricos e morfoldgicos semelhantes quando comparados com
linhagem LE. Comparando com os dados da literatura, as fémeas da linhagem HS de S. mansoni
apresentaram maior CT em relagdo as linhagens BH e SJ de S. mansoni (MAGALHAES;
CARVALHO, 1973). Além disso, a area da ventosa oral das fémeas da linhagem HS foi maior
que todas as linhagens citadas anteriormente que avaliaram essa caracteristica (CMO, CM,
SLM e R) (NEVES et al., 1998; MARTINEZ et al., 2003; PEREIRA et al., 2012). Por outro
lado, a area da ventosa ventral das fémeas HS foi menor do que as linhagens CMO, CM e R
(NEVES et al., 1998; MARTINEZ et al., 2003), e maior do que a linhagem SLM (PEREIRA et

al., 2012). De modo interessante, a area da espermateca das fémeas da linhagem HS foi menor
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do que a da linhagem LE, o que poderia sugerir algum impacto na fecundidade e postura de
ovos pelas fémeas da linhagem HS do parasito. Entretanto, a presenca de ovos em
desenvolvimento no o6tipo foi mais frequente nas fémeas de S. mansoni da linhagem HS
(15/15; 100%), quando comparado com as fémeas da linhagem LE (6/15; 40%). Esses dados
estdo de acordo com os achados que demonstraram que todas as fémeas (n=30) de S. mansoni
recuperadas de H. brasiliensis leucogaster naturalmente infectado capturado em Sao Paulo,
Brasil, apresentavam ovos em desenvolvimento no o6tipo (DIAS; PIEDRABUENA, 1980).
Essa caracteristica pode estar associada a uma alta fecundidade das fémeas HS ou sugerir que
os ovos dessa linhagem do parasito podem demorar mais para maturar e por isso permanecem
por mais tempo em desenvolvimento no ootipo. Para verificar essas possibilidades, a
fecundidade das fémeas da linhagem HS ainda precisa ser melhor avaliada em ensaios in vitro
e em infecgdes de modelos experimentais.

Comparado com os vermes adultos, as caracteristicas morfométricas de cercarias sdo
menos utilizadas para a identificacdo de linhagens de S. mansoni; entretanto, dados prévios que
avaliaram a morfometria dessas larvas, mostraram que existem caracteres capazes de
diferenciar linhagens de S. mansoni (MACHADO-SILVA et al., 2000; PEREIRA et al., 2012).
Em nosso estudo, a maioria dos caracteres avaliados em cercérias da linhagem HS foram
maiores que a linhagem LE, com excec¢do da largura das furcas, que foram menores. Apesar
dessas maiores dimensdes das cercarias da linhagem HS, os vermes dessa mesma linhagem nao
apresentaram um comprimento total significativamente maior que a linhagem LE. Comparado
com os dados da literatura, a area das Vo e Vv das cercérias da linhagem HS foram muito
menores que a das linhagens CMO e SJ (MACHADO-SILVA et al., 2000), porém maiores que
os dados obtidos para a linhagem SLM (PEREIRA et al., 2012).

Os ovos e os miracidios sdo formas evolutivas menos exploradas em estudos
morfolégicos que diferenciam linhagens de S. mansoni. Essas duas fases de vida do parasito
podem representar uma forma valiosa de deteccdo de linhagens uma vez que podem ser
recuperadas dos hospedeiros vertebrados (humanos e roedores silvestres), sem a utilizagao de
métodos invasivos. Neste presente estudo, nds demonstramos que a morfometria dos ovos
eliminados pelas fezes de camundongos infectados por ambas as linhagens avaliadas (LE e HS)
foram semelhantes. Dentre os poucos estudos que avaliaram a morfometria de ovos de S.
mansoni eliminados nas fezes, Dias e Piedrabuena (1980) verificaram que ovos do parasito
eliminados por H. brasiliensis leucogaster naturalmente infectados, apresentavam dimensdes
de 148,82um de comprimento e 66,33um de largura, que sdo valores maiores do que o

encontrado em nosso estudo para as linhagens avaliadas. Entretanto, ¢ importante ressaltar que
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diferentes hospedeiros vertebrados induzem plasticidades fenotipicas variadas em S. mansoni
(SENFT et al.,, 1978; MACHADO-SILVA et al.,, 1994), e, portanto, a comparagdo
morfométrica de formas evolutivas do parasito obtidas de diferentes modelos experimentais
ndo ¢é totalmente valida. Diferente dos ovos eliminados nas fezes, a morfometria de ovos
uterinos presentes no o6tipo e/ou utero de vermes fémeas tem sido melhor investigada entre
diferentes linhagens de S. mansoni. Em nosso estudo, nao encontramos diferencas significativas
nesse aspecto entre as linhagens avaliadas; entretanto, quando comparado com os dados da
literatura, a morfometria do ovo uterino da linhagem HS de S. mansoni ¢ menor que as das
linhagens CMO e R (NEVES et al., 1998; MARTINEZ et al., 2003). Por outro lado, a area do
espiculo do ovo uterino da linhagem HS é maior que as da linhagem CMO (MARTINEZ et al.,
2003), e menor do que a linhagem R de S. mansoni (NEVES et al., 1998).

Em relagdo aos miracidios, nossos dados representam, no melhor do nosso
conhecimento, o primeiro estudo que indica que essas larvas podem ser usadas para a
diferenciag@o de linhagens de S. mansoni, incluindo as isoladas de roedores silvestres. Os dados
indicam que os miracidios de S. mansoni da linhagem HS, ao contrario das cercérias,
apresentam menor area e largura do corpo quando comparado com as dimensdes obtidas com
miracidios da linhagem LE. Comparado com a morfometria de miracidios de uma linhagem
isolada de humano residente em Komatipoort, Africa (132um x 80pm) (SCHUTTE, 1974), os
miracidios da linhagem HS apresentaram tamanho semelhante, mas uma largura menor. Assim
como as cercarias, nds acreditamos que as menores dimensdes de miracidios HS de S. mansoni
podem representar algum impacto na propagacao dessa linhagem na natureza e na infec¢ao dos
hospedeiros invertebrados, o que precisa ser melhor investigado em infecgdes experimentais.

Apesar de diferentes genotipos de S. mansoni terem sido detectados em roedores
silvestres (BARRAL et al., 1996; SIRE et al., 1999; CATALANO et al., 2020), ainda nao
sabemos se hd uma associacdo entre essa variabilidade genética e o perfil morfoldgico das
diferentes formas evolutivas do parasito, o que poderia ajudar a melhor conhecer e validar esses
novos genotipos encontrados em campo. Assim, como forma de complementar os dados
morfométricos do presente trabalho, o sequenciamento de regides do DNA das linhagens LE e
HS poderd revelar variabilidade no perfil genético desses isolados, o que serd melhor

investigado em trabalhos futuros.
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os dados morfolégicos e principalmente os morfométricos obtidos neste capitulo
demonstraram que os miracidios, cercarias e vermes adultos da linhagem HS possuem
caracteristicas diferentes quando comparados com a linhagem humana referéncia (LE) de S.
mansoni, criando possibilidades de utilizagdo de alguns desses caracteres morfoldgicos em
estudos de campo para avaliar a dispersdo da linhagem HS na regido da Baixada Maranhense.
Como perspectivas, serdo realizadas investigacdes adicionais focadas em andlises genéticas
comparativas entre a linhagem HS e LE de S. mansoni com a finalidade de confirmar as

diferengas morfoldgicas encontradas neste estudo.
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CAPITULO I11: ASPECTOS PARASITOLOGICOS E
IMUNOPATOLOGICOS DA INFECCAO PELO ISOLADO HS DE
Schistosoma mansoni COMPARADO COM A LINHAGEM LE HUMANA
REFERENCIA, EM CAMUNDONGOS BALB/c
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma doenga tropical negligenciada que afeta aproximadamente
250 milhdes de pessoas em todo o mundo, causando grave morbidade e mortalidade em
humanos que vivem em areas endémicas, sendo a espécie Schistosoma mansoni um de seus
principais agentes etiologicos (GRYSEELS et al.,, 2006; WEERAKOON et al., 2015;
McMANUS et al., 2018; WHO, 2020).

A carga parasitaria e a resposta imune do hospedeiro sao determinantes na evolugao da
patologia associada a esquistossomose (DE JESUS et al., 2002; ABATH et al., 2006; COLLEY;
SECOR, 2014). Sabe-se que durante as primeiras quatro semanas de infecc¢do, caracterizada
como fase aguda pré-patente, a resposta imune Thl ¢ predominante, a qual esta associada ao
aumento da producdo de citocinas pré-inflamatérias como a interleucina-1 (IL-1) , IL-2, IL-6,
IL-12, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon-gama (IFN-y) que estimulam a
ativacdo classica de macrofagos para um perfil M1 (COULSON et al., 1998; PEARCE;
MACDONALD, 2002; DUNNE; COOKE, 2005; COLLEY; SECOR, 2014). A gravidade da
doenca nesta fase depende da intensidade da resposta inflamatéria (BRUNET et al., 1997,
HOFFMANN et al., 2000). Apds os vermes adultos iniciarem a oviposi¢do (fase postural
aguda), a resposta imune ¢ fortemente polarizada para um perfil Th2, induzida, principalmente,
por antigenos soltveis secretados pelo ovo do parasito (SEA). Esse novo ambiente imunologico
leva a um aumento na producdo de IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e quimiocinas como CCL11 e
CCL24, que estimulam a eosinofilia, diferenciacdo de macrofagos ativados alternativamente
(M2) e producdo de imunoglobulina (Ig)-E (DUNNE et al., 1992; CHEEVER et al., 2000;
PEARCE; MACDONALD, 2002; PEARCE et al., 2004; BURKE et al., 2009). A resposta
imune Th2 pode equilibrar o perfil imune pro-inflamatorio dos estagios iniciais da doenca e ¢
responsavel pela formagdo de granulomas ao redor dos ovos do parasito retidos nos tecidos do
hospedeiro (BRUNET et al., 1997; HAMS et al., 2013).

A resposta do granuloma ¢ essencial para sequestrar o antigeno do parasito e reparar o
dano tecidual causado pelas substancias liticas secretadas pelos ovos do parasita; entretanto, se
os granulomas nao forem bem modulados pela resposta imune regulatoria do hospedeiro,
podem evoluir para grandes areas de fibrose, levando a casos graves de esquistossomose cronica
(LENZI et al., 1998; CHEEVER et al., 2000; HAMS et al., 2013; SCHWARTZ; FALLON,
2018). Na fase cronica, o aumento da resposta imune modulatoria do hospedeiro reduz as
respostas tipo 1 € 2, o que pode minimizar a gravidade da doenga, pois diminui o dano inicial

produzido pela resposta tipo 1 e também reduz o tamanho do granuloma e a fibrose nas fases
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mais avancadas da infec¢do (HESSE et al., 2004; BOOTH et al., 2004; LUNDY; LUKACS,
2013). No entanto, a resposta modulatoria também favorece a sobrevivéncia do parasito no
sistema circulatorio do hospedeiro (HESSE et al., 2004; ANGELES et al., 2020). Portanto, o
equilibrio do papel protetor ou nocivo dos granulomas induzidos por ovos de Schistosoma sp.
pode influenciar a morbidade da esquistossomose, e diferentes linhagens do parasito podem
romper essa homeostase e afetar a gravidade da doenga.

A ocorréncia de novas linhagens de S. mansoni pode ser facilitada pela capacidade deste
parasito de infectar diferentes hospedeiros vertebrados além dos humanos. Primatas nao
humanos (NELSON, 1960; STANDLEY et al., 2011), bovinos (BARBOSA et al., 1962,
MODENA et al., 2008) ¢ algumas espécies de roedores silvestres ja foram encontrados
naturalmente infectados com este parasito (THERON etal., 1992; REY, 1993; ALARCON DE
NOYA etal., 1997; HANELT et al., 2010; MIRANDA et al., 2017; CATALANO et al., 2018).
Infecgdes sucessivas nesses animais podem favorecer o surgimento de novas linhagens de S.
mansoni com diferentes niveis de adaptabilidade e viruléncia (D'ANDREA et al., 2000;
COLLEY; LOKER, 2018). De fato, linhagens e gendtipos de S. mansoni foram encontrados em
parasitos isolados de roedores Ratfus rattus naturalmente infectados na ilha de Guadalupe
(BARRAL et al., 1996; SIRE et al., 1999). Além disso, os mesmos genotipos de S. mansoni
foram isolados de humanos e roedores selvagens naturalmente infectados de areas endémicas
para esquistossomose na Africa, indicando a ocorréncia de transmissio zoondtica
(CATALANO et al., 2020). No entanto, nenhum desses estudos demonstrou o impacto dessas
novas linhagens ou genotipos de S. mansoni na patologia da esquistossomose em humanos.

No Brasil, roedores silvestres como Holochilus sciureus € Nectomys squamipes sao
conhecidos por serem naturalmente infectados por S. mansoni (REY, 1993; GENTILE et al.,
2012; MIRANDA et al., 2017), mas o papel desses animais na epidemiologia e transmissdo da
esquistossomose permanece sem defini¢do. Estudos anteriores mostraram que isolados de S.
mansoni obtidos de H. sciureus apresentam alta patogenicidade em caramujos Biomphalaria
(BASTOS etal., 1982). Além disso, ha evidéncias de variagdo antigénica em S. mansoni isolado
de H. sciureus infectado (CARNEIRO et al., 1991). No entanto, com os dados acumulados até
o0 momento, ainda ndo conseguimos estimar o impacto de isolados de S. mansoni obtido desse
reservatorio silvestres, na gravidade da esquistossomose em hospedeiros vertebrados. Neste
estudo, utilizamos camundongos BALB/c infectados experimentalmente para avaliar os
aspectos parasitologicos e imunopatologicos da infec¢do por S. mansoni isolado de H. sciureus

naturalmente infectado, comparado com um isolado de ser humano.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Linhagens de S. mansoni e infec¢cio dos camundongos

Para os estudos comparativos, utilizamos duas linhagens de S. mansoni, a linhagem HS
e LE. A linhagem de S. mansoni HS foi isolada do roedor H. sciureus naturalmente infectados
capturados na cidade de Sao Bento no estado do Maranhao, conforme previamente detalhado
no Capitulo I. A linhagem LE isolada de humano (VALADRES et al., 1981), foi utilizada
como referéncia para as comparagdes em nossas avaliagdes. As duas linhagens sdo mantidas
rotineiramente no Laboratério de Esquistossomose ¢ Imunohelmintologia (ICB/UFMG),
conforme detalhado no Capitulo II (subitem 2.1).

Camundongos BALB/c machos com idade entre 4-5 semanas (~20 gramas) fornecidos
pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biologicas — UFMG foram
utilizados como modelo experimental vertebrado da infec¢do por S. mansoni. Estes
camundongos sdo rotineiramente tratados com Ivermectina (KLEMENTS et al., 1996) logo
apos o desmame e sao mantidos em microisoladores acomodados em racks ventiladas (Alesco
Co., Monte Mor, Sao Paulo, Brasil) no biotério do Departamento de Parasitologia ICB-UFMG,
com suprimento de ragdo para camundongos (Linha laboratorio, Presence, Brasil) e dgua ad
libitum em temperatura ambiente durante todo o periodo experimental. Um total de 50 cercarias
viaveis provenientes de caramujos B. glabrata previamente infectados com a linhagem LE ou
HS foram diluidas em um volume méximo de 500 pL de solugdo salina (0,9% NaCl) e
inoculadas por via subcutanea nos animais dos grupos experimentais. Os experimentos com
esses camundongos foram aprovados pelo Conselho de Etica e Experimentagdo Animal da

UFMG (n°46/2019, anexo C).

2.2 Delineamento experimental

Conforme detalhado na figura 28, os camundongos foram divididos em trés grupos: I -
controle (sem infec¢do); II — infectados com a linhagem LE; III — infectados com a linhagem
HS, que foram acompanhados durante 12 semanas para o monitoramento da variagao do peso,
mortalidade e quantificagdo do numero de ovos eliminados nas fezes (grupo infectado).
Especificamente na fase aguda (8* semana p.i.) e cronica da infecgdo (12* semana p.i.), um
grupo de 7-10 animais tiveram suas fezes recolhidas de maneira individual para andlise
qualitativa da presenca de sangue oculto, além da quantificagdo de ovos eliminados. Em
seguida, nessas mesmas fases da infec¢do, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal

(quetamina, 80 mg/kg, e xilazina 10 mg/kg) para a retirada de sangue do plexo vascular axilar,
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para realizagdo do hemograma, além de obtengdo do plasma para a dosagem de aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). A eutanasia ocorreu pela propria
exsanguinacdo seguida de deslocamento cervical. Apds necropsia, os animais tiveram a
circulacao porta perfundida para recuperagao e contagem dos vermes adultos e para retirada
dos pulmoes, figado, bago e intestinos, que foram utilizados para digestdo e contagem do
numero de ovos retidos (Figura 28).

Como a realizagao da perfusdo sanguinea para recuperagao dos vermes e digestdo de
tecidos para contagem dos ovos do parasito impossibilitam a utilizagdo dos o6rgaos do
hospedeiro para as avaliacdes imunoldgicas e patoldgicas, novas infecgcdes foram realizadas.
Nesse novo grupo de animais infectados (n=7-10/por grupo) e controles (n=5), houve
novamente o monitoramento clinico (variagao de peso e mortalidade), quantificacao de ovos
eliminados nas fezes e retirada de sangue/eutanasia ap6s 8 e 12 semanas pi. Apos eutanasia e
necropsia realizada do mesmo modo descrito anteriormente, o figado foi dividido da seguinte
forma: lobo maior destinado para processamento e analises histopatoldgicas (mensurag¢ao dos
granulomas); lobo bilobado para quantifica¢do indireta do infiltrado de eosinéfilos (EPO),
neutrofilos (MPO), e niveis de citocinas; lobo caudado para quantificacdo indireta de
macrofagos (NAG) e seu perfil de ativagdo (quantificagdo de nitrito e dosagem da atividade de
arginase); € o lobo quadrado destinado para quantificagdo de hidroxiprolina (indicativo de
colageno/fibrose) (Figura 29. A). Por sua vez, o intestino delgado foi subdivido em trés partes:
duodeno para quantificagdo de hidroxiprolina; jejuno para quantificacdo indireta de macrofagos
(NAG) e seu perfil de ativagdo (nitrito e arginase); e ileo dividido ao meio, sendo a primeira
porc¢do usada para quantificagdo indireta do infiltrado de eosinofilos (EPO), neutréfilos (MPO)
e niveis de citocinas, e segunda porcdo para avaliacdo histopatologica (mensuragdao dos

granulomas) (Figura 29. B).
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Figura 28. Delineamento experimental do capitulo I1I. Descricdo do esquema de avaliagdo de camundongos BALB/c infectados com 50 cercarias
de Schistosoma mansoni das linhagens LE e HS durante a fase aguda e cronica da infecc¢do e os controles (sem infeccgdo).
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Figura 29. Subdivisao do figado e intestino delgado. Lobos do figado (A) e regides do intestino
delgado (B) de camundongos BALB/c cronicamente infectados com Schistosoma mansoni destinadas

as avaliagOes parasitologicas e imunopatoldgicas, em experimentos distintos.
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2.3 Avaliacao clinica
2.3.1 Ganho de peso e mortalidade

O peso corporal individual dos animais dos grupos controle e experimental foi
mensurado semanalmente por meio de uma balanca eletronica analitica (E. Mettler K5 21709;
Analytical Balance Scale — Northstowe, New Jersey). A variagao do ganho ou perda de peso
foi realizada a partir da subtragdo do peso semanal de cada animal em relagdo ao seu peso no
dia 0 (antes da infeccdo) (FINLAY et. al, 2015). Para a realizagdo da curva de mortalidade, os
grupos de camundongos infectados e os controles foram observados semanalmente durante 12

semanas, ¢ avaliados conforme previamente detalhado (subitem 2.9, Capitulo I).

2.3.2 Hemograma

Apbs anestesia, o sangue dos animais foi coletado a partir de vasos do plexo axilar com
o auxilio de uma pipeta de Pasteur embebida em EDTA (Gibco, Invitrogen Corporation, NY,
EUA). O sangue total de cada animal foi entdo acondicionado em tubos vaccutainer de Sml (K3
— KASVI - Sao José do Pinhais — PR, Brasil). As amostras de sangue foram analisadas em um
analisador automatico (Bio-2900 Vet, Bioeasy, USA), gentilmente cedido para uso pelo
Laboratério de Imunologia e Gendmica de Parasitos — ICB/UFMG. Os dados utilizados apds o

processamento foram: numero de hemacias (mm?) e concentragio de hemoglobina (g/dL).

2.4 Carga parasitaria

A carga parasitaria das linhagens de S. mansoni avaliadas foi estimada pelo nimero de
ovos eliminados nas fezes NEGRAO-CORREA et al., 2004), retidos nos tecidos (CHEEVER,
1968) e pela quantidade de vermes adultos, machos e fémeas, recuperados do sistema
circulatorio (PELLEGRINO; SIQUEIRA, 1956), conforme previamente descrito no subitem
2.9 do Capitulo I desta tese. Para estimar a fecundidade de S. mansoni, utilizou-se a soma do
numero de ovos retidos em todos os tecidos avaliados e eliminados nas fezes, que foi entdo
dividido pelo niumero de vermes fémeas recuperados de cada animal infectado por uma das

linhagens do parasito (BOULANGER et. al., 1991).
2.5 Resposta imunologica

2.5.1 Perfil de citocinas teciduais

Foi usada a técnica de ELISA sanduiche, utilizando kits comercialmente disponiveis

(DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN) para a dosagem dos niveis de TNF-a, INF-y, IL-
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12, IL-17, IL-4, IL-5, IL-13, IL-33 e IL-10 de camundongos, conforme detalhado por Rezende
et al. (2020). Inicialmente, foram pesados 100 mg do figado ou intestino delgado, que foram
processados em um homogeneizador de tecidos (Power General 125; Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA), com 1 mL de tampao de extragdo (0,5 % Tween 20 - Sigma; 0,5% de albumina
bovina - Sigma; 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsufonila, 0,1mM de cloreto benzetonico, 10
mM de EDTA e 20 Ul de aprotinina). O homogenato resultante deste processo foi centrifugado
por 10 min. a 3000 g a 4°C e o sobrenadante foi recolhido, aliquotado e imediatamente
congelado a - 20°C para posterior quantificacdo das citocinas e quimiocinas. O sedimento
formado foi utilizado para quantificagdo de EPO e MPO, conforme posterior detalhamento.
Para o ensaio de deteccdo das citocinas, placas de 96 pocos do tipo half area e high bind
(Corning Costar Corp., NY, EUA) foram sensibilizadas overnight com 25uL de anticorpo de
captura anti-citocina especifico, diluidos na concentragdo e solugdo indicada pelo fabricante.
Ap6s esse periodo, as placas foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem contendo PBS
(Phosphate buffer saline: 13,7mM de NaCl, 0,27mM de KCl, 0,14mM de KH>SO4 ¢ 0,43mM
de NaoHPO4.7H20) acrescido de 0,05% de Tween 20 (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA).
Os pogos foram entdo bloqueados com 75uL de PBS contendo 1% de albumina bovina (BSA)
(Sigma) por 1 hora, seguido de outras trés lavagens. Em seguida, 25uL. do homogenato dos
tecidos hepatico e intestinal, diluidos 1:5 e 1:2, respectivamente, em PBS contendo BSA 0,1%
(tampao de diluicao) foram colocadas individualmente nos pogos previamente estabelecidos.
Ao mesmo tempo, 25uL de solugcdes com concentragdes conhecidas das citocinas
recombinantes a serem analisadas foram adicionadas em duplicata nos pogos pré-estabelecidos,
para a constru¢do de uma curva padrao. A sensibilidade de cada curva foi de 31,25 a 4000
pg/mL para IL-13; 19,53 a 2500 pg/mL para IL-12; 15,6 a 2000 pg/mL para TNF-a, INF-y, IL-
17, IL-5 e IL-10; 7,8 a 1000 pg/mL para IL-4 e IL-33. Os pocos definidos com os brancos
tiveram as amostras substituidas por tampao de dilui¢do. Apos 2 horas, as placas foram lavadas
trés vezes e, a cada poco, foi adicionado 25uL de anticorpo de deteccdo anti-citocina de
interesse conjugada a biotina e deixadas por mais 2 horas a temperatura ambiente. Apds, as
placas foram novamente lavadas (3x) e em seguida foi adicionada em cada pogo uma solugao
contendo 25uL de estreptadivina conjugada a peroxidase na concentracdo indicada pelo
fabricante (1:20 ou 1:200) por 30 minutos. Apos a ultima lavagem, foi adicionado 25uL de
substrato (solugdes estabilizadas de peroxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina, 1:1 v/v, R&D
Systems) para revelar as placas, e apds 30 minutos, a reacao foi parada utilizando 20puL de acido
sulfurico (H2SO4 2 N). A absorbancia das amostras e da curva padrao foi medida em leitor de

microplacas (VersaMax, Molecular Devices, California, EUA) a 450 nm, e os niveis das
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citocinas (pg/mL) nas amostras foi determinado por interpolacdo no grafico resultante da curva

padrdo utilizando o programa SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices).

2.5.2 Quantificacdo indireta do infiltrado e ativagao tecidual de eosindfilos

O infiltrado e ativacdo de eosindfilos no figado e intestino delgado dos animais
infectados e controles foi quantificado de modo indireto pelo ensaio enzimatico de deteccao de
EPO (peroxidase de eosinéfilo), descrito por Strath et al. (1985) e modificado por Fernandes et
al. (2008). Para este ensaio, o sedimento resultante do processamento descrito no item 2.5.1 foi
ressuspendido em 750uL de solucgdo salina a 0,2% para a lisar eritrocitos. Essa solugdo foi
homogeneizada em vortex (Vixar®) e ap6s acrescido 750uL de solucdo salina a 1,6% contendo
5% de glicose e homogeneizada novamente. O homogenato resultante foi distribuido
igualmente em dois microtubos de 1,5mL (um para o ensaio de EPO e outro para MPO).

As amostras destinadas para o ensaio de EPO foram centrifugadas a 3000 g, por 10 min.
a 4°C, e o sobrenadante foi desprezado. O precipitado foi ressuspendido em 950uL. de PBS
contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB - Sigma) e homogeneizado. Em
seguida, as amostras também passaram por trés ciclos de congelamento e descongelamento em
nitrogénio liquido. O sobrenadante resultante das amostras teciduais de figado e intestino foram
diluidos em PBS na proporg¢do de 1:5 e 1:2, respectivamente. Para o ensaio enzimatico, 75uL
de cada amostra ou somente PBS (branco) foram adicionados a placas de 96 pogos (Plate Flat
Bottom — SARSTEDT, Inc. USA) juntamente com 75uL da solugdo do substrato (tampdo tris-
HCL pH 8,0 contendo 1,5 mM o-fenilenodiamina-OPD e 6,6 mM de H»0:). Apoés o
desenvolvimento de cor (~20 minutos), a reacdo foi interrompida pela adicao de 50 pL de

H>SO4 (1IM). A absorbancia foi lida a 492 nm em leitor para microplacas (VersaMax).

2.5.3 Quantificagado indireta do infiltrado e ativagdo tecidual de neutrofilos

O infiltrado e ativacdo de neutrofilos no figado e intestino delgado dos animais
infectados e controles foi quantificado de modo indireto pelo ensaio enzimatico de detecgao de
MPO (mieloperoxidase). O ensaio foi realizado conforme descrito por Bayle (1988) e
modificado por Fernandes et al. (2008). Conforme descrito anteriormente, o homogenato
destinado para a quantificacdo de MPO foi centrifugado a 3000 g a 4° C por 10 minutos e o
sobrenadante foi desprezado. O pellet foi entdo ressuspendido em 200uL de tampao fosfato 1
(0,1 M NaCl, 0,02 M NazPOg4, 0,015 M NaxEDTA, pH 4,7). A solucao foi homogeneizada em
vortex e centrifugada a 3000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e ao

precipitado foi adicionado 800uL de tampao fosfato 2 (0,05 M NazPOs pH 5.4, acrescido de
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0,5 % HTAB) e homogeneizado novamente em vortex. Os microtubos com estas amostras
foram submetidos a trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. Para
o ensaio enzimdtico, 25uL de cada amostra diluidas em tampao fosfato 2 nas mesmas
propor¢oes estabelecidas para EPO, foram plaqueados em placas de 96 pogos (Sarstedt)
contendo 25ul. de substrato (3,3’- 5,5’ — tetramethylbenzine — TMB diluido em
dimetilsulfoxido — DMSO na concentra¢ao final de 1,6 mM). Posteriormente, a placa foi
incubada a 37 °C por cinco minutos em estufa seca (CO, Water Jacketed Incubator, Harris®).
Decorrido esse tempo, 100pL da solucao contendo 0,002% de H20; diluido em tampao fosfato
2 foram adicionados aos pogos € a nova solu¢do incubada novamente a 37°C por mais cinco
minutos. A reagdo foi interrompida pela adicao de 100uL de H2SO4 (IM) e quantificada por
meio da absorbancia em comprimento de onda de 450nm com auxilio de um leitor para

microplacas (VersaMax).

2.5.4 Quantificacdo indireta do infiltrado tecidual de macrotfagos

A quantificacdo indireta de macrofagos infiltrados nos diferentes tecidos foi realizada
por meio do ensaio enzimatico de detec¢do da molécula N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG),
que esta presente em células mononucleadas de vertebrados (BOURBOUZE et al., 1991). Este
ensaio foi realizado conforme o descrito por Barcelos et al. (2005). Sendo assim, 100mg de
figado ou intestino delgado foram processadas em um homogeneizador de tecidos (Fisher
Scientific) em 950uL de tampao de extragdo (NaCl 0,1 M, Na3PO4 0,02 M e Na,EDTA 0,015M
pH 4,7). O material foi centrifugado a 3000 g a 4°C por dez minutos. O sobrenadante foi entao
descartado e eventuais eritrocitos foram lisados pela adigao de 750uL de solugdao contendo NaCl
0,2% e apos 30 segundos, a osmolaridade foi restabelecida pela adi¢ao de 750uL de NaCl 1,6%
contendo glicose 5%. As amostras foram homogeneizadas em vortex, centrifugadas (3000 g a
4°C por dez minutos) e o sobrenadante descartado. O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de
solucdo salina (0,9 % de NaCl) contendo 0,1% de Triton X—100 (Sigma).

Para o ensaio colorimétrico, 100uL do sobrenadante de cada amostra de figado (1:5 em
tampao citrato/fosfato) e intestino (1:2), em duplicata, juntamente com 100uL de tampao
citrato/fosfato (4cido citrico 0,1 M, Na,HPO4 0,1 M, pH 4,5) contendo 0,767 g/mL de p-
nitrofenil-N-acetil-B-glicosamina (Sigma), foram adicionados em placas de 96 pocos (Sarstedt).
Somente o tampao citrato/fosfato (200ulL) foi utilizado como branco. As placas foram
incubadas a 37° C por dez minutos e o produto final foi gerado pela adi¢ao de 100 puL de tampao
glicina (Glicina 0,8 M, NaCl 0,8 M e NaOH 0,8 M, pH 10,6). A absorbancia foi quantificada

em leitor de microplacas (VersaMax) em comprimento de onda igual a 400 nm.
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2.5.5 Quantificacdo da atividade de arginase

A atividade de arginase nos tecidos foi realizada pelo teste colorimétrico de detecgdo de
ureia, substancia produzida a partir da degradagdo enzimatica de L-arginina em macrofagos
alternativamente ativados (HESSE et al., 2001; RODRIGUES et al, 2017). Para esse teste, o
sobrenadante produzido a partir do processamento das amostras para a realizagdo dos ensaios
de quantificagdo de NAG foi utilizado para o ensaio descrito por Corraliza et al. (1994). Assim,
50uL do sobrenadante de cada amostra diluidas nas propor¢des descritas anteriormente, foram
adicionados em uma placa de transferéncia de 96 pogos (Sarstedt) juntamente com S0uL de
MnCl; (10mM) e 50uL de Tris-HCI (50mM e pH 7,5). Em seguida, a placa foi incubada a 55°C
por 10 minutos para ativagdo enzimatica. Aliquotas de 25uL. das amostras previamente ativadas
foram adicionados em 25uL de solucdo de 0,5 M r-arginina (Sigma-Aldrich) e a mistura foi
incubada novamente por 1 h a 37°C. A reagdo foi interrompida ap6s adigao de 200uL da solugao
acida contendo H>SO4 96%, H3PO4 85% e H,0 (1:3:7, v/v/v). Em seguida, acrescentou-se 13uL
de a-isonitrosopropiophenone (Sigma) 9% (diluido em etanol absoluto), seguido de
aquecimento a 95°C por 45 minutos e incubagdo no escuro por mais 10 minutos em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, a leitura das placas foi realizada em leitor de microplacas
(VersaMax) com absorbancia medida no comprimento de onda de 540 nm. As concentragdes
das amostras foram obtidas pela interpolagdo das absorbancias em grafico obtido a partir da
curva padrao de concentragdes conhecidas de ureia (1-1000 mM) no software SoftMax Pro 5.2

(Molecular Devices).

2.5.6 Quantificagdo indireta da producdo de 6xido nitrico

A dosagem de 6xido nitrico foi realizada indiretamente a partir da quantificacao de
nitrito (NaNO3), por meio da reagdo de Griess (TSIKAS, 2007). Para tanto, as amostras também
processadas para a realiza¢dao do ensaio enzimatico para quantificagdo de NAG, tiveram 25uL
de seus sobrenadantes (sem diluigdo) imediatamente recolhidos e plaqueados em uma
microplaca de 96 pocos (Sarstedt). Paralelamente, 25ul de NaNO> em concentragdes
conhecidas (1-1000 pM), em duplicata, também foram adicionados a microplaca para
construgao da curva padrao. Apos, foram adicionados 25 pL de solugdo de acido fosforico 2,5%
contendo 0,5% de sulfonilamida e 0,05% de N-a-naftiletilenodiamina aos pogos preenchidos
com as amostras ¢ a curva padrao. Apos 10 minutos em temperatura ambiente, as placas foram

lidas em leitor de microplacas (VersaMax) a 540 nm. A concentragcdo das amostras foi obtida
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pela interpolacdo das absorbancias em grafico obtido a partir da curva padrdo de concentragdes

conhecidas de nitrito no software SoftMax (Molecular Devices).

2.6 Avaliacao patologica hepatica e intestinal
2.6.1 Quantificacao indireta de lesdo hepatica

Para avaliacdo indireta de lesdo hepatica, a atividade da aspartato aminotransferase
(AST) e da alanina aminotransferase (ALT) foram quantificadas em amostras de plasma de
animais infectados e controles (REZENDE et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2022), usando o teste
colorimétrico comercialmente disponivel pela Labtest®, seguindo as instru¢des do fabricante.
Para a determinag¢ao da atividade enzimatica nas amostras, 25uL do substrato de AST (contendo
2 mmol/L de acido a-cetoglutarico, 99 mmol/L de acido L-aspartico e 15,4 mmol/L de azida
sodica, pH 7,4) e ALT (contendo 2 mmol/L de &cido a-cetoglutarico, 100 mmol/L de L-alanina
e 15,4 mmol/L de azida sdédica, pH 7,4) foram transferidos separadamente em placas de 96
pocos (Sarstedt) e incubados a 37°C em estufa seca por 3 minutos, seguido da adi¢cdo de SuL
de amostra e posterior incubagdo a 37°C por 30 minutos. Para controle da reagdo (brancos)
alguns pogos receberam 5SuL de PBS em substitui¢do as amostras. Em seguida, 25uL do
reagente de cor (2,4-dinitrofenilhidrazina 1 mmol/L e &cido cloridrico 1 mmol/L) foi adicionado
aos pogos e a solugdo foi homogeneizada e deixada em temperatura ambiente por 20 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 250 pL de hidroxido de sodio 0,4N e a solugdo foi
homogeneizada novamente e deixada em repouso durante 5 minutos. A curva padriao foi
preparada em um tubo de polipropileno de 2mL, utilizando piruvato de sédio (2 mmol/L) como
padrdo enzimatico, resultando em uma curva variando de 0—190 U/mL para AST e 0—150 U/mL
para ALT. A curva padrao (305uL) foi transferida para o 96- placas de pogos e a leitura de
absorbancia em comprimento de onda de 505 nm foi realizada em um leitor de microplacas
(VersaMax). As concentracdes das amostras foram obtidas pela interpolagdo das absorbancias
em grafico obtido a partir da curva padrao de concentracdes conhecidas no software SoftMax

Pro 5.2 (Molecular Devices).

2.6.2 Avaliacao indireta de lesdo intestinal

Foi utilizado o teste imunocromatografico de deteccdo de sangue oculto (iIFOBT,
Labtest®) nas fezes como parametro de avalia¢do indireta de lesdo intestinal (BETSON et al.,
2012; BUSTINDUY et al., 2013) nos animais infectados, seguindo as recomendacgodes do

fabricante. Para tanto, 10mg de fezes recém coletadas individualmente de cada animal foram
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colocadas em tubos de preparado de amostra (fornecido pelo kit), contendo tampao composto
por cloreto de s6dio 150mmol/L e azida s6dica 3mmol/L. Apds agito vigoroso, 3 gotas
(0,15mL) da solugdo foram colocadas nas placas de reagdo e apds 5 minutos, a leitura foi
realizada. Os resultados positivos para a presenca de sangue oculto foram aqueles onde as
placas de reacdo demostraram duas linhas de cor vermelha (uma no campo controle e outra no
campo teste) (figura 30.A). Os resultados negativos apresentaram apenas uma linha vermelha

no campo controle das placas de reagao (figura 30.B).

rros

Figura 30. Resultado colorimétrico da presenca de sangue oculto nas fezes (iFOBT, Labtest®). A.
Resultado positivo indicando a presenga de duas linhas de cor vermelha, uma no campo controle e outra
no campo teste. B. Resultado negativo mostrando apenas uma linha vermelha no campo controle.

2.6.3 Quantificacao indireta de fibrose

Para a determinac¢do indireta da deposicao de colageno (REDDY; ENWEMEKA, 1996),
100 mg do de figado ou intestino delgado dos animais infectados e controles foram
homogeneizadas (Fisher Scientific) em salina (0,9% NaCl) e liofilizadas (Liotop K105, Brasil)
para a quantificacdo de hidroxiprolina. O produto liofilizado foi submetido a hidrélise alcalina
(ImL de NaOH a 2N) e autoclavado a 120°C por 20 minutos. Logo em seguida, uma aliquota
de 50uL do hidrolisado foi adicionado a 450uL do reagente oxidante de cloramina T (cloramina
T 0,056 M, N-propanol 10% em tampao acetato/citrato pH 6,5) e incubado por 20 minutos.
Uma curva padrdo variando entre 1,5-25pg de hidroxiprolina (Alfa Aesar, Massachusetts,
EUA) foi preparada da mesma maneira. A reagdo colorimétrica foi iniciada pela adi¢do do
reagente de Ehrlich (1M de p-dimetilaminobenzaldeido diluido em N-propanol/acido perclorico
2:1, v/v). As amostras foram centrifugadas (1500 g, 4°C por 10 min.) e o ensaio foi feito com
200uL do sobrenadante de cada amostra em uma placa de 96 pocos (Sarstedt) e lida a
absorbancia no comprimento de onda de 550nm em leitor para microplacas (VersaMax). As
concentragdes das amostras foram obtidas pela interpolagdo das absorbancias em grafico obtido
a partir da curva padrao de concentracdes conhecidas (ug/mL de hidroxiprolina) no software
SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices).

2.6.4 Mensuragdo dos granulomas
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O lobo maior do figado e a porc¢ao final do intestino delgado de camundongos ndo
perfundidos foram utilizados para a andlise histopatoldgica e quantificagdo da area do
granuloma induzido pelas infec¢des experimentais pelas linhagens LE ou HS. Para isso, estes
orgaos foram gentilmente retirados, e foram processados separadamente da seguinte forma: os
figados foram lavados em solugdo salina 0,85% (pH 7,2 a 37°C) e fixados em PBS contendo
10% de formalina por 24 horas; os intestinos foram abertos longitudinalmente e também
lavados com solugao salina 0,85%. Apds a retirada dos detritos, as amostras de intestino foram
transferidas para um papel de filtro com a superficie da mucosa voltada para cima ¢ o tecido foi
embebido em PBS contendo 10% de formalina. O material foi enrolado em volta de uma
pequena superficie de madeira e amarrado em um formato de um rolo, que foi entdo fixado em
uma nova solu¢do de formalina tamponada (10%) por 24 h. Posteriormente, os figados e
intestinos foram lavados e hidratados por trés horas em dgua corrente e finalmente conservado
em alcool 70% até o seu processamento. Todo o material passou por uma desidratagdo
progressiva em séries crescentes de alcool (70° GL a absoluto), clarificado em dilui¢des
crescentes de xilol e incluido em parafina. Os blocos foram submetidos a cortes de 5 um de
espessura em microtomo. Estes cortes foram estendidos em banho maria 40°C, colhidos em
laminas de vidro e identificadas. Depois de secagem, desparafinizacdo e reidratacdo, foi
realizada a coloracao tecidual com hematoxilina-eosina (LUNA, 1968). Imagens dos tecidos
hepaticos e intestinais foram capturadas por uma camera digital (Olympus DP12) acoplada a
um microscopio optico (Olympus BX41) e analisadas pelo software Image Pro-plus 4.0 em um
aumento de 20x para a mensuragio da area dos granulomas (expressa em um?). Os granulomas
mensurados (35 no figado e 15 no intestino por grupo) foram aqueles na fase exudativa-
produtiva, formados por um tnico ovo contendo o miracidio. Granulomas coalescentes (varios
granulomas unidos), ou granulomas no qual o ovo nao era visivel ou estava destruido, foram

excluidos da andlise (REZENDE et al., 2020).

2.7 Analise estatistica

Todos os dados foram inicialmente analisados quanto a sua normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Foi utilizado o teste ANOVA (Two-way) seguido pelo teste de
Bonferroni para a comparagao das médias dos dados paramétricos entre mais de dois grupos e
o teste T de Student quando comparado apenas dois grupos. As medianas dos dados com
distribui¢do ndo paramétrica entre dois grupos foram submetidas ao teste de Mann-Whitney.
Os dados referentes a curva de sobrevivéncia foram analisados pelo teste de Log-Rank. As

frequéncias dos dados categéricos foram comparadas pelo teste exato de Fisher. Foram
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considerados significativos os valores de p<0,05. Para a realizagdo desses testes e construgao
dos gréficos, utilizaram-se os softwares GraphPad Prism versdo 8 (Prism Software, Irvine,

California, USA) e STATA versao 11.1 (Stata Corp., College Station, TX, USA).

3. RESULTADOS
3.1 Carga parasitaria

Conforme mostrado na figura 31, o niimero total de vermes adultos (figura 31.A)
recuperados do sistema circulatério de camundongos infectados com a linhagem HS de S.
mansoni foi menor do que o obtido de camundongos infectados com a linhagem LE,
principalmente na fase cronica da esquistossomose. Portanto, o nimero de vermes recuperados
em relacdo a dose de cercarias inoculadas (taxa de infectividade) para a linhagem LE foi de
aproximadamente 24-25%, e para a linhagem HS, essa taxa foi de 16,5% na fase aguda e 8,4%
na fase cronica. Uma reducdo semelhante foi observada no niimero de vermes machos (Figura
31.B) e fémeas (Figura 31.C) em camundongos infectados com a linhagem HS. No entanto, a
razdo sexual dos vermes adultos (macho: fémea) foi mais proxima da equidade (1,4:1) nas
infec¢cdes com a linhagem HS quando comparada a linhagem LE (1,8:1), principalmente na fase
cronica.

O periodo pré-patente da infeccdo por S. mansoni em camundongos BALB/c foi
semelhante (41 dias de infeccdo) para ambas as linhagens (figura 31.D). No entanto, na 6*
semana de infec¢do, apenas 25% (5 camundongos ovo-positivos em um total de 20
camundongos infectados) dos camundongos BALB/c infectados com a linhagem HS
eliminaram ovos do parasito nas fezes, comparado com 75% (15/20) de camundongos
infectados com a linhagem LE. Essa frequéncia variou significativamente entre as linhagens
(p<0,05). Embora o nimero de ovos de esquistossomos eliminados nas fezes de camundongos
infectados com ambas as linhagens do parasito ndo tenha apresentado diferengas significativas
em cada semana de andlise, o nimero de ovos eliminados pelos camundongos infectados com
a linhagem HS foi sempre inferior ao dos camundongos infectados com a linhagem LE.
Portanto, a soma do nimero de ovos eliminados durante todos os exames semanais foi
significativamente menor em camundongos infectados com a linhagem HS de S. mansoni
(figura 31.D).

Embora o numero de vermes recuperados de camundongos infectados com a linhagem
HS tenha sido estatisticamente menor do que em camundongos infectados com a linhagem LE,

o numero de ovos do parasito retidos nos diferentes o6rgdos dos camundongos infectados
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aumentou progressivamente durante a infeccdo por ambas as linhagens, sem diferencas
estatisticas nos pulmoes, figado e intestinos (figura 31.E, F e H). No entanto, observou-se um
numero estatisticamente menor de ovos retidos no bago de camundongos que estavam
cronicamente infectados com a linhagem HS em comparacdo com a linhagem LE (figura
31.G).

Embora o nimero de vermes fémeas recuperados de camundongos infectados com a
linhagem HS tenha sido estatisticamente menor do que em camundongos infectados com a
linhagem LE, a fecundidade das fémeas HS aumentou progressivamente. Portanto, na
esquistossomose experimental cronica, as fémeas HS apresentaram maior fecundidade em

comparag¢do com as fémeas LE (figura 31.1).
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Figura 31. Carga parasitaria. Nimero total de vermes (A), de machos (B), e de fémeas (C) recuperados do
sistema circulatério, nimero de ovos eliminados nas fezes (D) e retidos nos tecidos (E-H), ¢ fecundidade de
vermes fémeas (I) em camundongos BALB/c infectados com Schistosoma mansoni das linhagens LE (referéncia
humana) e HS (Holochilus sciureus). Camundongos BALB/c foram infectados subcutaneamente com 50
cercarias de S. mansoni da linhagem LE ou HS do parasito ¢ eutanasiados na semana 8 (fase aguda) ou 12 (fase
cronica) pos-infecgdo. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes (7-10 animais/fase da
infecgdo) e sdo apresentados como média = erro padrio. A analise de variancia (ANOV A Two-way) seguida do
pos-teste de Bonferroni foi realizada para comparagao entre os grupos. © Dados estatisticamente diferentes entre
as fases (aguda vs cronica) da infeccdo pela mesma linhagem. * Dados estatisticamente diferentes entre os
grupos LE vs HS (° ou * p <0,05; °° ou ** p <0,01; °°° ou *** p <0,001).

3.2 Resposta imunoldgica hepatica
3.2.1 Perfil de citocinas Th1/Th2/Th17/Treg

Em geral, houve aumento na produ¢do da maioria das citocinas (TFN-a, [FN-y, IL-12,
IL-17, IL-4, 1L-5, IL-13 e IL-10) avaliadas no homogenato do figado de animais infectados
para ambas as linhagens de parasitos em comparagdo com animais ndo infectados. TFN-a
(figura 32.A), IFN-y (figura 32.B), IL-12 (figura 32.C) e IL-17 (figura 32.D) mostraram um

aumento progressivo no homogenato de figado apods a infeccao, sem diferengas significativas
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entre as linhagens de S. mansoni avaliadas. Os niveis hepaticos de IL-4 (figura 32.E) ¢ 1L-33
(figura 32.H) também foram semelhantes entre as linhagens. Em contraste, os animais
cronicamente infectados com a linhagem HS apresentaram concentragdes significativamente
mais baixas de IL-5 (figura 32.F), IL-13 (figura 32.G) ¢ IL-10 (figura 32.I) no homogenato

de figado, quando comparado com a linhagem LE.
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Figura 32. Citocinas hepaticas. Quantifica¢do dos niveis de citocinas Th1 (TNF-a, IFN-y e IL-12) (A-
C), Th17 (IL-17) (D), Th2 (IL-4, IL-5, IL-13 e IL-33) (E-H), e perfil regulatorio (IL-10) (I) no
homogenato de figado de camundongos BALB/c ndo infectados e camundongos infectados com as
linhagens LE (referéncia humana) e HS (Holochilus sciureus) de Schistosoma mansoni. Camundongos
BALB/c foram infectados subcutaneamente com 50 cercarias de S. mansoni da linhagem LE ou HS do
parasito e eutanasiados na semana 8 (fase aguda) ou 12 (fase cronica) pos-infecgdo. Os dados sdo
representativos de dois experimentos independentes (7-10 animais/fase da infec¢do) e sdo apresentados
como média + erro padrao. A analise de variancia (ANOVA Two-way) seguida do pos-teste de Bonferroni
foi realizada para comparagdo entre os grupos. # Dados estatisticamente significativos em comparacao
com o grupo controle; © Dados estatisticamente diferentes entre as fases (aguda vs cronica) da infecgao
pela mesma linhagem. * Dados estatisticamente diferentes entre os grupos LE vs HS (#, ° ou * p <0,05;
##, °° ou ** p <0,01; ###, °°° ou *** p < 0,001; #H# #, °°°° ou **** p <0,0001).
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3.2.2 Mensuracdo dos granulomas e dos niveis de hidroxiprolina

A andlise morfométrica mostrou que os granulomas hepaticos formados durante a
infeccdo pela linhagem HS foram maiores que os da linhagem LE, especialmente na
esquistossomose cronica (figura 33.D e C, respectivamente). Na esquistossomose experimental
aguda, a avaliagdo histopatoldgica revelou que ambas as linhagens induziram a formagao de
granulomas com intensa deposi¢ao de matriz extracelular e infiltrado inflamatorio (figura 33.A
e B). Entretanto, foi observada maior desorganizacdo da matriz extracelular nos granulomas
formados em animais infectados com a linhagem HS e os sinusoides hepaticos nestes animais
apresentaram maior dilatagdo e congestdo (figura 33.B). Em relacdo a esquistossomose
cronica, os granulomas formados no figado de camundongos infectados com S. mansoni da
linhagem LE apresentaram fibras coldgenas depositadas de forma organizada e pouca
infiltracdo celular (figura 33.C), enquanto que granulomas hepaticos induzidos por ovos da
linhagem HS apresentaram muitas células inflamatorias e uma grande quantidade de fibras
coladgenas desorganizadas (figura 33.D).

A infeccdo por ambas as linhagens de S. mansoni resultou em um aumento significativo
no contetdo de hidroxiprolina no figado dos grupos experimentais em comparagdo com o grupo
controle. No entanto, em camundongos BALB/c infectados com a linhagem LE, as
concentragdes de hidroxiprolina aumentaram progressivamente durante a fase cronica da
esquistossomose, enquanto no grupo infectado com a linhagem HS, o contetido de

hidroxiprolina foi semelhante em 8 e 12 semanas de infec¢ao por S. mansoni (figura 33.F).
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Figura 33. Histopatologia hepatica. Secoes de figado de camundongos BALB/c infectados com as
linhagens LE (referéncia humana) e HS (Holochilus sciureus) de Schistosoma mansoni nas fases aguda
(A e B) e cronica (C e D) da esquistossomose, coradas com HE (20x; barra = 100 um) e observadas em
microscopio de campo claro. Morfometria da area do granuloma hepatico (E). Concentracdo de
hidroxiprolina no homogenato de figado (F). Camundongos BALB/c foram infectados subcutaneamente
com 50 cercérias de S. mansoni das linhagens LE ou HS e eutanasiados na semana § (fase aguda) ou 12
(fase cronica) pos-infeccdo. Um total de 35 granulomas isolados contendo um tnico ovo viavel (setas
pretas) foram medidos em cada grupo experimental para a avaliagdo da area do granuloma. Estrelas
pretas indicam sinusoides hepaticos com maior dilatacdo e congestdo. Os dados s@o representativos de
dois experimentos independentes (7-10 animais/fase da infec¢do) e apresentados como média =+ erro
padrdo. O teste de Mann-Whitney foi realizado para comparar a area do granuloma, e analise de
variancia (ANOVA Two-way) seguida do pos-teste de Bonferroni foi realizada para comparar as
concentracdes de hidroxiprolina entre os grupos. # Dados estatisticamente diferentes em relagdao ao
grupo controle; © Dados estatisticamente diferentes entre as fases (aguda vs cronica) da infecgdo pela
mesma linhagem. * Dados estatisticamente diferentes entre os grupos LE e HS (#, © ou * p <0,05; ##,
°° ou ** p <0,01; ###, °°° ou *** p < 0,001; #### , °°°° ou **** p <0,0001).
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3.2.3 Infiltrado e ativagdo celular tecidual de eosinofilos, neutréfilos e macréfagos

Os animais infectados com as linhagens LE ou HS do parasito, independente da fase da
esquistossomose, apresentaram niveis elevados de EPO e MPO no homogenato hepatico
quando comparados aos animais nao infectados, indicando maior recrutamento e ativagao de
eosinofilos e neutréfilos, respectivamente (figura 34.A e B). No entanto, a atividade de EPO
no homogenato de figado de camundongos BALB/c agudamente infectados com a linhagem
HS do trematddeo foi significativamente menor do que nos figados de animais infectados com
a linhagem LE (figura 34.A). Em contraste, os niveis de atividade de MPO nos figados de
animais infectados foram estatisticamente semelhantes para ambas as linhagens avaliadas
(figura 34.B).

Em relacdo aos macrofagos, houve um aumento significativo nos niveis de atividade de
NAG nos homogenatos hepaticos dos animais infectados com as linhagens LE e HS em ambas
as fases da infec¢do quando comparados ao grupo controle, indicando maior recrutamento e
ativacdo dessas células no figado. Além disso, ndo foram detectadas diferencas significativas
na atividade de NAG nos homogenatos de figado de camundongos infectados com S. mansoni
da linhagem LE e HS. Apenas os animais que foram cronicamente infectados com a linhagem
LE apresentaram niveis aumentados de NAG em comparacdo com sua propria fase aguda
(figura 34.C).

Adicionalmente, o perfil de ativacdo de macrofagos infiltrados foi indiretamente
determinado pela produgdo de nitrito, o produto final do 6xido nitrico (perfil M1), e pela
atividade de arginase (perfil M2). Assim, a atividade da arginase no figado também foi
significativamente elevada em animais infectados com as linhagens de S. mansoni em
comparag¢do ao grupo controle. No entanto, ndo houve diferencas nos niveis de atividade da
arginase entre as fases da infec¢do ou entre as linhagens de S. mansoni avaliadas (figura 34.D).
A concentragdo de nitrito no homogenato hepatico dos animais com esquistossomose aguda
provocada por ambas as linhagens do parasito aumentou significativamente em comparagao
com o grupo controle. No entanto, a concentracao de nitrito aumentou progressivamente apenas
em camundongos infectados com a linhagem HS de S. mansoni. Portanto, em camundongos
cronicamente infectados, a concentragdo de nitrito no figado foi significativamente maior em
camundongos infectados com a linhagem HS do que em camundongos infectados com a

linhagem LE (figura 34. E).
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Figura 34. Infiltracao e ativacio celular hepatica. Atividade enzimatica da peroxidase eosinofilica (A),
mieloperoxidase (B), N-acety-p-D-glucosaminidase (C), atividade da arginase (D) e concentragao de nitrito (E)
nos homogenatos hepaticos de camundongos BALB/c ndo infectados e camundongos infectados com
Schistosoma mansoni das linhagens LE (referéncia humana) e HS (Holochilus sciureus). Camundongos BALB/c
foram infectados subcutaneamente com 50 cercarias de S. mansoni da linhagem LE ou HS do parasito e
sacrificados na semana 8 (fase aguda) ou 12 (fase cronica) pés-infec¢do. Os dados sdo representativos de dois
experimentos independentes (7-10 animais/fase da infec¢ao) e apresentados como média = erro padrao. A andlise
de variancia (ANOVA Two-way) seguida do pds-teste de Bonferroni foi realizada para a comparagdo entre os
grupos. # Dados estatisticamente significativos em comparagdo com o grupo controle; ® Dados estatisticamente
diferentes entre as fases (aguda vs cronica) da infeccdo pela mesma linhagem. * Dados estatisticamente
diferentes entre os grupos LE vs HS (#, ° ou * p <0,05; ##, °° ou ** p <0,01; ###, °°° ou *** p < 0,001; ### #,
0000 gy F*** n <(0,0001).

3.4 Resposta imunoldgica intestinal
3.4.1 Perfil de citocinas Th1/Th2/Th17/Treg

A infecgdo por S. mansoni também resultou em um aumento progressivo dos niveis de
citocinas no homogenato intestinal de camundongos infectados com ambas as linhagens do
parasito. Durante a esquistossomose aguda, as concentracdes de TFN-a (figura 35.A), IFN-y
(figura 35.B), IL-12 (figura 35.C), IL-17 (figura 35.D), IL-5 (figura 35.F) e IL-33 (figura
35.H) foram significativamente maiores nos camundongos infectados com a linhagem HS em
comparagao com os camundongos infectados com LE, o que foi diferente do padrdo observado
no figado. As concentragcdes de IL-4 nos homogenatos intestinais foram significativamente
maiores nos animais infectados com ambas as linhagens do parasito do que no grupo controle,
mas sem diferengas significativas entre as fases aguda e cronica (figura 35.E). Além disso, a

linhagem HS induziu um aumento significativo de TNF-a e uma redugdo de IL-5 em
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comparac¢do com a linhagem LE apds 12 semanas de infec¢ao por S. mansoni (figura 35.A e F,

respectivamente).
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Figura 35. Citocinas do intestino delgado. Quantificagdo dos niveis de citocinas Th1 (TNF-a, IFN-y e
IL-12) (A-C), Th17 (IL-17) (D), Th2 (IL-4, IL-5, I1-13 e IL -33) (E-H) e perfil regulatorio (IL-10) (I)
em homogenato de ileo de camundongos BALB/c ndo infectados ¢ camundongos infectados com
Schistosoma mansoni das linhagens LE (referéncia humana) e HS (Holochilus sciureus). Camundongos
BALB/c foram infectados subcutaneamente com 50 cercérias de S. mansoni da linhagem LE ou HS do
parasito e eutanasiados na semana 8 (fase aguda) ou 12 (fase crdnica) pos-infecgdo. Os dados sdo
representativos de dois experimentos independentes (7-10 animais/fase da infec¢do) e apresentados como
média + erro padrdo. A analise de variancia (ANOVA Two-way) seguida do pos-teste de Bonferroni foi
realizada para comparacdo entre os grupos. # Dados estatisticamente significativos em compara¢do com
o grupo controle; ° Dados estatisticamente diferentes entre as fases (aguda vs cronica) da infecgdo pela
mesma linhagem. * Dados estatisticamente diferentes entre os grupos LE vs HS (#, © ou * p <0,05; ##, °°
ou ** p <0,01; ###, °°° ou *** p < 0,001; ### #, °°°° ou **** p <0,0001).

3.4.2 Mensuracao dos granulomas e dos niveis de hidroxiprolina

A analise morfométrica dos granulomas intestinais mostrou que a infeccdo com a

linhagem HS também induziu a forma¢do de granulomas maiores em comparagdo com a
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linhagem LE, principalmente na esquistossomose aguda (figura 36.A, B ¢ E). Na fase cronica
da esquistossomose, houve redu¢do do tamanho dos granulomas intestinais em camundongos
infectados por ambas as linhagens do parasito, mas sem diferengas significativas entre LE ¢ HS
ou entre as fases da infecgdo (figura 36.C, D ¢ E). A andlise histopatoldgica também revelou
que o ileo de camundongos infectados com a linhagem HS de S. mansoni apresentou areas de
intensa infiltragdo celular na 1amina prépria e espessamento da camada muscular da mucosa, o
que foi menos evidente em camundongos infectados com a linhagem LE. Além disso, o
intestino delgado de camundongos infectados com HS apresentou areas de erosado epitelial e
ruptura da arquitetura normal das vilosidades (figura 36.D), o que nio foi observado com a
mesma frequéncia nos camundongos infectados com parasitos da linhagem LE (figura 36.C).
O contetido de hidroxiprolina no homogenato intestinal de animais experimentalmente
infectados com a linhagem LE ou HS na esquistossomose aguda foi semelhante. Além disso,
houve um aumento progressivo na concentracdo de hidroxiprolina em animais cronicamente
infectados com ambas as linhagens avaliadas, particularmente em camundongos infectados com

LE (figura 36.F).
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Figura 36. Histopatologia do intestino delgado. Secdes de ileo de camundongos BALB/¢ infectados
com as linhagens LE (referéncia humana) e HS (Holochilus sciureus) de Schistosoma mansoni na fase
aguda (A e B) e cronica (C e D) da esquistossomose, coradas com HE (20x; barra = 100 pm) e
observadas em microscopio de campo claro. Morfometria da area do granuloma intestinal (E).
Concentragao de hidroxiprolina no homogenato intestinal (F). Camundongos BALB/c foram infectados
subcutaneamente com 50 cercarias da linhagem LE ou HS de S. mansoni e eutanasiados na semana 8
(fase aguda) ou 12 (fase cronica) pos-infecgao. Pelo menos 15 granulomas isolados contendo um tinico
ovo viavel (setas pretas) por grupo foram medidos para avaliagdo da area do granuloma. As estrelas
pretas indicam a camada muscular da mucosa (o tamanho da estrela € proporcional ao grau de alteracao
do tecido). As setas sem cor mostram a destruicdo das vilosidades do intestino delgado. Os dados sao
representativos de dois experimentos independentes (7-10 animais/fase da infecgdo) e apresentados
como média =+ erro padrdo. O teste de Mann-Whitney foi realizado para comparar a area do granuloma
e a analise de varidncia (ANOVA Two-way) seguida do pos-teste de Bonferroni foi realizada para
comparar as concentracdes de hidroxiprolina entre os grupos. # Dados estatisticamente significativos
em comparagdo com o grupo controle; © Dados estatisticamente diferentes entre as fases (aguda vs
cronica) da infeccdo pela mesma linhagem. * Dados estatisticamente diferentes entre os grupos LE vs
HS (#, ° ou * p <0,05; ##, °° ou ** p <0,01; ###, °°° ou *** p <0,001).
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3.4.3 Infiltrado e ativagdo celular tecidual de eosinofilos, neutréfilos e macréfagos

Em relagdo a infiltragdo e ativagdo tecidual de células polimorfonucleares no intestino
delgado, os animais infectados com a linhagem LE apresentaram aumento nos niveis de EPO e
MPO em comparagdo aos animais ndo infectados, indicando um aumento no recrutamento e
ativacdo de eosindfilos e neutréfilos, respectivamente (figura 37.A e¢ B). Um aumento
estatisticamente semelhante na atividade de EPO foi detectado no homogenato intestinal de
camundongos infectados com a linhagem HS ou LE do parasito, mas sem diferengas
significativas entre os dois grupos infectados (figura 37.A). A infec¢do aguda por S. mansoni
em ambas as linhagens também induziu um aumento significativo na atividade de MPO no
homogenato intestinal, mas a atividade enzimatica foi significativamente reduzida em
camundongos infectados com a linhagem HS ap6s 12 semanas de infeccdo; portanto, a atividade
de MPO em animais cronicamente infectados com HS foi significativamente menor do que no
grupo infectado com a linhagem LE (figura 37.B).

Animais cronicamente infectados com as linhagens LE ou HS de S. mansoni
apresentaram altos niveis de NAG em compara¢cdo com animais ndo infectados, indicando
maior recrutamento de macréfagos para o intestino delgado. Além disso, houve um aumento da
atividade NAG no homogenato intestinal da fase aguda para a cronica da infec¢io para ambas
as linhagens do parasito. Em rela¢do ao perfil de ativagdo de macréfagos no homogenato
intestinal, apenas camundongos infectados com a cepa LE de S. mansoni apresentaram aumento
progressivo da atividade da arginase, resultando em uma diferenga significativa na
esquistossomose cronica em relagdo ao grupo controle (figura 37.D). Em contraste, a
concentragdo de nitrito no homogenato intestinal foi significativamente maior em todos os
animais infectados (linhagens LE ou HS) em comparacdo com os animais ndo infectados. No
entanto, na fase aguda da esquistossomose, a concentracdo de nitrito foi significativamente
maior no homogenato intestinal de camundongos infectados com HS do que em camundongos
infectados com LE (figura 37.E), indicando um ambiente inflamatério Thl predominante

nesses animais infectados.
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Figura 37. Infiltracdo e ativacio celular intestinal. Atividade enzimatica da peroxidase eosinofilica (A),
mieloperoxidase (B), N-acety-p-D-glucosaminidase (C), atividade da arginase (D) e concentragdo de nitrito (E)
no homogenato de ileo de camundongos BALB/c ndo infectados e camundongos infectados com as linhagens LE
(referéncia humana) e HS (Holochilus sciureus) de Schistosoma mansoni. Camundongos BALB/c foram
infectados subcutaneamente com 50 cercarias de S. mansoni da cepa do parasita LE ou HS e sacrificados na
semana 8 (fase aguda) ou 12 (fase cronica) pos-infecgdo. Os dados sdo representativos de dois experimentos
independentes (7-10 animais/fase da infec¢@o) e apresentados como média + erro padrdo. A analise de variancia
(ANOVA Two-way) seguida do pos-teste de Bonferroni foi realizada para a comparagdo entre os grupos. # Dados
estatisticamente significativos em comparag¢do com o grupo controle; ° Dados estatisticamente diferentes entre as
fases (aguda vs cronica) da infec¢do pela mesma linhagem. * Dados estatisticamente diferentes entre os grupos
LE vs HS (#, © ou * p <0,05; ##, °° ou ** p <0,01; ###, °°° ou *** p < 0,001; ### #, °°°° ou **** p <0,0001).

3.5 Sinais clinicos de morbidade da esquistossomose

A gravidade da morbidade associada a esquistossomose em camundongos infectados
experimentalmente com ambas as linhagens do parasito foi avaliada comparativamente pela
frequéncia de sangue oculto nas fezes, contagem de globulos vermelhos e concentragdo de
hemoglobina em amostras de sangue. Adicionalmente, foram avaliadas a atividade das
transaminases, variacdo de peso e taxa de mortalidade. Animais experimentalmente infectados
com a linhagem LE ou HS de S. mansoni apresentaram aumento progressivo de sangue oculto
nas fezes durante a infec¢@o. Durante a esquistossomose aguda, sangue oculto foi detectado em
40% das amostras de fezes de camundongos infectados com a linhagem HS (4 camundongos
positivos para sangue oculto nas fezes de 10 animais infectados) em comparagao com 20%

(2/10) em camundongos infectados com a linhagem LE. Durante a fase cronica da infeccao
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experimental, 100% (7/7) dos animais infectados com a linhagem HS e 86% (6/7) dos
infectados com parasitos da linhagem LE apresentaram sangue oculto nas fezes.

Para avaliar a anemia em camundongos infectados, a concentracao de hemoglobina e o
numero de globulos vermelhos foram avaliados. Nao houve diferenca no niimero de glébulos
vermelhos entre quaisquer grupos (figura 38.A); no entanto, a infec¢do por S. mansoni
(linhagem LE ou HS) resultou em uma redugdo significativa nos niveis de hemoglobina em
ambas as fases da esquistossomose quando comparado com camundongos ndo infectados
(figura 38.B).

Conforme demonstrado em estudos anteriores utilizando modelos experimentais
(OLIVEIRA et al., 2022) e na populacdo humana (DESSIE et al., 2020), a infeccdo por S.
mansoni induziu aumento da atividade das transaminases na circulagdo, indicando lesdo
hepéatica do hospedeiro. No presente estudo, a infeccdo com a linhagem HS de S. mansoni
induziu um aumento significativo na atividade de AST no plasma em comparagdo com 0s
animais ndo infectados e com camundongos infectados com a linhagem LE do parasito, em
ambas as fases da esquistossomose (figura 38.C). Além disso, houve um aumento significativo
nos niveis de atividade de ALT durante a esquistossomose aguda, que foi reduzido durante a
fase cronica da doenca em camundongos infectados com ambas as linhagens do parasito. No
entanto, na esquistossomose aguda, camundongos infectados com a linhagem HS mostraram
atividade de ALT significativamente maior do que camundongos infectados com a linhagem
LE (figura 38.D), sugerindo maior dano hepatico.

Finalmente, para avaliar a evolug¢do da esquistossomose nos camundongos infectados
experimentalmente, as variagdes de peso e as taxas de mortalidade foram monitoradas. Todos
os animais (infectados e ndo infectados) apresentaram ganho de peso semelhante até a 6*
semana de avaliacdo. Apds esse periodo, camundongos infectados com qualquer linhagem (LE
ou HS) de S. mansoni apresentaram perda de peso durante a esquistossomose aguda poOs-
postural, resultando em uma cinética de ganho de peso corporal significativamente menor em
comparag¢do ao grupo controle; no entanto, ndo houve diferengas na cinética de ganho de peso
entre os camundongos infectados com qualquer linhagem do parasito (figura 38.E). No entanto,
a infecgdo experimental com S. mansoni da linhagem HS induziu mortalidade precoce (na fase
aguda, 50 dias) e a taxa de mortalidade foi estatisticamente mais elevada quando comparada
com o grupo controle e os camundongos infectados com a linhagem LE (figura 38.F),

sugerindo uma maior morbidade grave da esquistossomose.
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Figura 38. Gravidade da esquistossomose. Contagem de globulos vermelhos (A), concentracdo de
hemoglobina (B), atividade plasmatica de aspartato aminotransferase (AST) (C) e alanina
aminotransferase (ALT) (D), variagdo de peso corporal (E) e taxa de mortalidade (F) de BALB nao
infectado/c e infectados com as linhagens LE (referéncia humana) e HS (Holochilus sciureus) de
Schistosoma mansoni. Camundongos BALB/c foram infectados subcutaneamente com 50 cercarias de
S. mansoni da linhagem LE ou HS e eutanasiados na semana 8 (fase aguda) ou 12 (fase cronica) pos-
infec¢do. Os dados compilam os resultados de dois experimentos independentes (14-20 animais/fase da
infecgdo) e sdo apresentados como média + erro padrdo. A analise de variancia (ANOVA Two-way)
seguida do pds-teste de Bonferroni foi realizada para a comparagao dos dados dos exames de sangue,
atividade das transaminases e variagdo do peso corporal entre os grupos. O teste de Log-Rank foi
realizado para comparar as curvas de mortalidade entre os grupos. # Dados estatisticamente
significativos em comparagdo com o grupo controle; ° Dados estatisticamente diferentes entre as fases
(aguda vs cronica) da infec¢do pela mesma linhagem. * Dados estatisticamente diferentes entre os
grupos LE vs HS (#, © ou * p <0,05; ##, °° ou ** p <0,01; ###, °°° ou *** p < 0,001; #### , °°°° ou ****
p <0,0001).
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4. DISCUSSAO

O trematddeo S. mansoni utiliza os humanos como seus principais hospedeiros
vertebrados; no entanto, infec¢des naturais por este parasita em roedores selvagens também
foram relatadas em locais com transmissdo ativa e persistente da esquistossomose na Africa
(DUPLANTIER e SENE, 2000; CATALANO et al., 2018) e nas Américas (THERON, 1984;
THERON et al., 1992; GENTILE et al., 2006; DO CARMO-SILVA et al., 2019). Varios
estudos (THERON, 1984; BARRAL et al., 1996; SIRE et al., 1999; CATALANO et al., 2020)
propuseram que esses roedores silvestres participem do ciclo de vida de S. mansoni, permitindo
o surgimento de diferentes linhagens e gendtipos do parasito, cujo impacto na gravidade da
esquistossomose humana permanece desconhecido. No presente estudo, foi demonstrado que
camundongos BALB/c foram menos suscetiveis a infec¢do experimental com a linhagem HS
de S. mansoni, que foi isolada de H. sciureus naturalmente infectado capturado em uma area
endémica para esquistossomose intestinal no Nordeste do Brasil, em comparagdo com a
infeccdo experimental com a linhagem LE de S. mansoni, uma cepa isolada de um ser humano
infectado. Além disso, camundongos BALB/c infectados com HS apresentaram maior indugao
da resposta imune Th1/Th17 na esquistossomose aguda e menor resposta Th2/Treg durante a
fase cronica da infecgdo experimental, o que resultou em uma reagao inflamatdria mais intensa
e maior dano tecidual, acompanhado pela alta mortalidade.

A carga parasitaria de S. mansoni estd diretamente associada a patogenicidade da
esquistossomose (Bina e Prata, 2003; Euzébio et al., 2012) e a suscetibilidade do hospedeiro
varia entre as cepas de S. mansoni (WARREN et al., 1967; BASTOS et al., 1979; MARTINEZ
etal., 2003; FREIRE et al., 2003; EUZEBIO et al., 2012). Nossos dados atuais de experimentos
com a linhagem LE humana e estudos anteriores usando S. mansoni obtidos de humanos
infectados de diferentes areas geograficas mostraram que o nimero de vermes adultos
recuperados varia de 21 a 60% da dose infectante (WARREN et al., 1967; ANDERSON;
CHEEVER, 1972; MARTINEZ et al., 2003; FREIRE et al., 2003). Esta ¢ uma taxa maior
quando comparada aos achados do presente estudo para a infec¢do experimental com a
linhagem HS, que mostrou taxas de recuperagao de 16,5% e 8,4%, nas fases aguda e cronica da
esquistossomose, respectivamente. Diferengas nos parametros parasitologicos também foram
verificadas por Martinez et al. (2003), que compararam a infec¢do experimental utilizando duas
cepas de S. mansoni: a cepa CMO, isolada de Oryzomys subflavus infectado capturado no estado
do Rio Grande do Norte, Brasil, e a cepa CM, isolada de um humano do estado de Pernambuco,

Brasil. A infec¢do com a cepa CMO fez com que menos ovos fossem eliminados nas fezes e
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retidos no intestino grosso quando comparado com a infec¢do experimental com a cepa CM.
Em contraste, Freire et al. (2003) demonstraram que a infec¢ao experimental de camundongos
com a cepa SR de S. mansoni isolada de N. squamipes capturada na cidade do Rio de Janeiro,
Brasil, teve uma carga parasitaria semelhante a de camundongos experimentalmente infectados
com a cepa SH humana isolada do mesmo local. No entanto, ¢ importante considerar que esses
dois isolados do parasito foram obtidos da mesma zona de transmissdo da esquistossomose, € a
mesma cepa de S. mansoni poderia ser responsavel pelas infecgdes de roedores silvestres e
humanos. Contrariamente, mesmo comparando cepas do mesmo local, Bastos et al. (1979)
mostraram que camundongos infectados experimentalmente com a cepa de S. mansoni obtida
de roedores selvagens naturalmente infectados, tiveram um nUmero menor de vermes
recuperados quando comparados com a infec¢do experimental utilizando a linhagem humana
do parasito. Esses dados anteriores, juntamente com os achados do presente estudo, sugerem
que S. mansoni isolado de roedores silvestres teria menor compatibilidade parasita-hospedeiro
em modelos experimentais.

Entretanto, nds precisamos levar em consideragdo que a linhagem LE de S. mansoni
utilizada como referéncia nas comparagdes deste estudo, ¢ mantida em laboratorio desde a
década de 60 (VALADARES et al., 1981), e, portanto, poderia ter perdido parte de suas
caracteristicas originais, além de ter se tornado mais adaptada aos modelos de laboratdrio
utilizados nas infec¢des de rotina. Embora esse seja um importante ponto de vista a ser
discutido, nés observamos que ao longo das sucessivas infec¢cdes em laboratério, a linhagem
LE de S. mansoni apresentou uma variagdo da sua taxa de infectividade em camundongos de
34% na década de 70 (KATZ et al., 1983) a 20-25% em nossas publicacdes mais recentes
(MAGG I et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2022), o que sugere que as sucessivas passagens da
linhagem LE em laboratorio ndo aumentaram a sua infectividade aos modelos experimentais.

Além do numero reduzido de vermes adultos recuperados em camundongos infectados
com S. mansoni HS, os vermes fémeas dessa linhagem apresentaram maior taxa de fecundidade.
E possivel que a menor densidade de vermes detectada em camundongos BALB/c infectados
com S. mansoni HS tenha favorecido um ambiente com menor competigdo por nutrientes
(WEBSTER et al., 2020), o que pode ter permitido que as fémeas atingissem seu maximo
potencial reprodutivo. Outro ponto a ser considerado ¢ a redugdo da resposta Th-2 observada
nos animais infectados pela linhagem HS, fator que pode reduzir mecanismos anti-fecundidade
do hospedeiro. As diferengas nas taxas de fecundidade de vermes observadas entre S. mansoni
das linhagens HS e LE podem ser determinantes na gravidade da doenca e merecem mais

estudos.
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A taxa de infecgdo e fecundidade de S. mansoni podem variar devido a resposta imune
induzida pelo hospedeiro vertebrado, pois ¢ um fator determinante nessa interagdo (McMANUS
et al., 2018; ANGELES et al., 2020; HAMBROOK; HANINGTON, 2021). Além disso, o tipo
e a intensidade dessa resposta imune também s3o essenciais para a compreensao do
desenvolvimento da morbidade associada a esquistossomose (ABATH et al., 2006; PEARCE;
MACDONALD, 2002). Curiosamente, apesar da menor carga parasitiria, a infeccao
experimental com a linhagem HS de S. mansoni induziu profundas alteracdes na resposta imune
do hospedeiro e na patologia da esquistossomose experimental, quando comparada com a cepa
humana de referéncia (LE) utilizada no presente estudo. Especificamente, camundongos
infectados com HS mostraram uma reducao significativa nos marcadores de resposta imune
tipo 2 no figado, como atividade de EPO e concentragdes de IL-5 e IL-13, que foi acompanhada
por um aumento nos produtos finais de NO, especialmente durante esquistossomose cronica.
Uma redugdo significativa na concentragao de IL-5 também foi detectada no homogenato
intestinal de camundongos cronicamente infectados com a cepa HS. Estudos anteriores
mostraram que a esquistossomose induz predominantemente uma resposta imune do tipo 2
associada a altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-13, o que favorece a infiltragao de eosinéfilos nos
tecidos e a ativagdo de macrofagos M2 (DUNNE et al., 1992; CHEEVER et al., 2000;
PEARCE; MACDONALD, 2002; PEARCE et al., 2004; MASAMBA; KAPPO, 2021).
Também foi demonstrado em modelo experimental que a auséncia ou redugdo da resposta
imune do tipo 2 prejudica a formagao adequada de granulomas e contribui para a indugdo de
uma inflamagdo descontrolada do tipo 1, causando uma maior taxa de mortalidade em
camundongos (BRUNET et al., 1997). Além de IL-4, altos niveis de IL-13 s3o necessarios para
a adequada polarizagao dos macrofagos M2, o que € essencial para reduzir os efeitos da
esquistossomose mais grave (HERBERT et al., 2004). Em popula¢do humana foi demonstrado
que altos niveis de citocinas Thl (TNF-a e [FN-y) e baixa produgdo de IL-5 (Th2) estavam
associados aos casos graves de esquistossomose hepatoesplénica (MWATHA et al., 1998).

Paralelamente a reducao da resposta Th2 no figado, camundongos infectados com a
linhagem HS de S. mansoni também apresentaram menores concentragdes de IL-10 durante a
esquistossomose cronica. A produgdo de IL-10 durante essa fase da infec¢ao tem sido associada
ao aumento da proliferacdo de uma rede reguladora de células, que modula a resposta imune e
promove a sobrevivéncia do hospedeiro, pois controla a intensidade do dano tecidual e fibrose
induzida pela formacao dos granulomas (HESSE et al., 2004; BOOTH et al., 2004; MARTINS-
LEITE et al., 2008). A modulagdo da resposta imune promovida pela citocina IL-10 também se

mostrou essencial para a sobrevivéncia de S. mansoni, pois também regula a agcdo das células
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efetoras contra o parasito (HESSE et al., 2004; ANGELES et al., 2020); isso esta de acordo
com a menor taxa de recuperagdo dos vermes da linhagem HS na fase cronica da
esquistossomose, o que foi verificado no presente estudo.

No intestino, ha uma clara indugdo do perfil inflamatério Th1/Th17 na fase aguda da
infeccdo, com aumento significativo das concentragdes de TNF-a, IFN-y, IL-12 e IL-17,
acompanhado de maior detecg@o de nitrito. Estudos experimentais anteriores mostraram que a
predominancia de uma resposta tipo 1 durante a esquistossomose esta associada a intenso dano
tecidual, como hemorragia intestinal, caquexia e hepatotoxicidade, causados pela alta produgao
de NO induzido por TNF-a (BRUNET et al., 1997; HOFFMANN et al., 2000). Sabe-se que um
ambiente inflamatorio predominantemente tipo 1 favorece a ativagao classica de macrofagos
produtores de NO (COULSON et al., 1998; GORDON, 2003), uma molécula capaz de gerar
extensa lesdo oxidativa tecidual e que foi associada a alta mortalidade durante a
esquistossomose experimental (LA FLAMME et al., 2001; BARRON; WYNN, 2011). Além
disso, foi demonstrado que a resposta Th1l7 esta intimamente associada a gravidade da
esquistossomose, pois pode promover inflamacdo exacerbada (RUTITZKY; STADECKER,
2006; ZHANG et al., 2012) e fibrose hepatica (WANG et al., 2015). Portanto, a infeccdo com
a linhagem HS de S. mansoni induz forte inflamagao intestinal associada aos perfis Th1/Th17,
0 que provavelmente promove um aumento na ativagao de macrofagos M1 produtores de NO.

Curiosamente, mesmo com predominio da resposta imune tipo 1 no tecido intestinal na
fase aguda da esquistossomose, a infec¢ao pela linhagem HS também promoveu aumento nos
niveis de citocinas do perfil tipo 2, como IL-33 e IL- 5. Os altos niveis dessas duas citocinas
eram esperados, uma vez que IL-33 ¢ considerada uma alarmina que ¢ produzida e liberada no
espaco extracelular em condi¢des de dano celular/tecidual (PASTORELLI et al., 2010, 2011).
Essa citocina também pode promover a ativagdo de células endoteliais inatas tipo 2 (ILC2), que
produzem altos niveis de IL-13 e IL-5 (VANNELLA et al., 2016). Especificamente, na fase
cronica da infecgdo, a linhagem HS também induziu um aumento progressivo dos niveis de
TNF-a no intestino delgado, o que demonstrou a ocorréncia de inflamagao persistente neste
tecido. Os esplenocitos estimulados com LPS de camundongos infectados com S. mansoni que
foram depletados de células CD4+ apresentaram alta produgdo de TNF-0, o que pode estar
associado a uma possivel septicemia causada pela translocacdo bacteriana devido ao
comprometimento da barreira intestinal (FALLON et al., 2000). Um importante controle de
infeccdes bacterianas ¢ realizado por neutrofilos (ALVES-FILHO et al., 2010; KOVACH;
STANDIFORD, 2012). No presente estudo, demonstramos uma redug¢@o nos niveis de MPO no

intestino delgado de animais cronicamente infectados com a cepa HS de S. mansoni, o que
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poderia contribuir para o controle ineficaz de uma possivel disseminagao bacteriana; no entanto,
mais estudos sdo necessarios para melhor explorar esta hipodtese.

Estudos anteriores (LENZI et al. 1998; CHEEVER et al., 2000; HAMS et al., 2013;
SCHWARTZ; FALLON, 2018) demonstraram que a formacao de granulomas tem um papel
duplo na esquistossomose: a resposta celular ajuda a limitar o dano tecidual causado por
substancias liticas secretadas pelos ovos retidos do parasito; porém, se ndo bem modulada, a
resposta granulomatosa também ¢ responsavel pela fibrose hepatica descontrolada que leva a
casos graves de hepatoesplenomegalia na esquistossomose. Portanto, a gravidade da
esquistossomose depende do equilibrio entre a formacdo e a modulacdo do granuloma. O
processo de formagdo de granulomas estd intrinsecamente relacionado ao perfil de resposta
imune induzida pelo hospedeiro vertebrado contra a infeccdo por S. mansoni (HAMS et al.,
2013; COSTAIN et al.,, 2018), e essa resposta foi significativamente modificada em
camundongos infectados experimentalmente com a linhagem HS de S. mansoni, o que gerou
um impacto na morbidade associada a esquistossomose. A analise histopatologica confirmou
que os camundongos infectados com a linhagem HS apresentaram granulomas maiores e mais
desorganizados, o que causou maior destruicao dos tecidos hepaticos e intestinais. Essas lesdes
mais graves induzidas pela infeccdo experimental com a linhagem HS de S. mansoni foram
confirmadas pelo aumento da atividade de ALT e AST no plasma, maior frequéncia de sangue
oculto nas fezes e maior mortalidade em comparacdo com camundongos infectados com a
linhagem LE. ALT e AST sdo enzimas que participam do ciclo celular do acido citrico e estao
presentes principalmente no ambiente intracelular dos hepatdcitos (GIANNINI et al., 2005).
Portanto, niveis elevados dessas enzimas em circulacdo, principalmente ALT, sdo indicativos
de dano hepatico intenso, tanto em humanos (SILVA et al., 2018; DESSIE et al., 2020) quanto
em modelos experimentais de infec¢do por S. mansoni (REZENDE et al., 2020; OLIVEIRA et
al., 2022). Além disso, a presenga de sangue oculto nas fezes ¢ um biomarcador de alto dano
intestinal e ¢ amplamente utilizado para avaliar a gravidade da esquistossomose em humanos
(BETSON et al., 2012; BUSTINDUY et al., 2013). Com base no perfil imunopatolédgico
induzido pela infec¢do experimental pela linhagem HS de S. mansoni, ¢ razoavel propor que a
combina¢do de uma resposta imune tipo 2 e modulatoria reduzida no figado e um aumento
progressivo da inflamacao intestinal tipo 1 pode ter levado a maior mortalidade em
camundongos infectados com a linhagem HS quando comparado com a infec¢do humana pela
linhagem LE.

E importante mencionar também que todos os modelos experimentais possuem suas

limitagdes, e os resultados encontrados em nosso estudo podem ndo representar toda a
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complexidade da infec¢@o humana (CHEEVER et al., 2002); entretanto, um experimento prévio
demonstrou que a linhagem HS de S. mansoni apresentava antigenos com diferentes niveis de
reatividade a soros de humanos infectados quando comparado com proteinas de uma linhagem
humana do parasito (CARNEIRO et al., 1991), o que poderia explicar a imunopatologia
induzida por essa linhagem do parasito no camundongo BALB/c. Contudo, mais estudos sdo

necessarios para confirmar essa hipotese.

5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os dados apresentados neste capitulo demonstraram que camundongos BALB/c
experimentalmente infectados por S. mansoni isolado do roedor H. sciureus naturalmente
infectado (linhagem HS), apresentaram menor carga parasitdria quando comparado com a
infeccdo pela linhagem LE humana. Apesar disso, a infec¢do experimental com a linhagem HS
induziu uma potente resposta inflamatdria e baixa modulagio no tecido hepatico e intestinal, o
que pode ter induzido um maior controle da carga parasitaria, além de um maior dano tecidual
e mortalidade nos camundongos avaliados nessas condi¢des de infec¢do experimental. Os
dados deste trabalho encorajam que futuras pesquisas sejam realizadas com o objetivo de
identificar antigenos especificos da linhagem HS responsaveis pela indugdo da resposta imune
e patologia diferenciadas. Além disso, nossos dados despertam um alerta para que a morbidade
da esquistossomose em populacdes humanas vivendo em areas endémicas para S. mansoni e

com a presenga desse reservatorio silvestre seja avaliada.
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CAPITULO IV: ASPECTOS BIOLOGICOS, PARASITOLOGICOS E
IMUNOLOGICOS DA INFECCAO PELO ISOLADO HS DE Schistosoma
mansoni EM Biomphalaria glabrata COMPARADO COM UMA LINHAGEM
HUMANA REFERENCIA (LE)



Pagina | 164

1. INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma doenca cronica e debilitante que causa grave morbidade em
populagdes humanas infectadas (GRYSEELS et al., 2006; WEERAKOON et al., 2015; WHO,
2015). O agente etiologico dessa parasitose sao trematodeos digenéticos do género Schistosoma
que utilizam caramujos de agua doce (Biomphalaria, Oncomelania e Bulinus) para gerar e
propagar as larvas, denominadas de cercarias, infectantes aos hospedeiros vertebrados (KATZ;
ALMEIDA, 2003; LOVERDE et al., 2019). Apesar dos extensos esfor¢os promovidos pela
Organizagdo Mundial de Satde para tentar eliminar a esquistossomose, a infeccdo ainda
permanece ativa em diversas areas endémicas da Africa, Asia e do Brasil (SARVEL etal., 2011;
UTZINGER et al., 2011; BERGQUIST et al., 2017). Portanto, sdo necessarias a ado¢do de
novas estratégias de controle, principalmente relacionadas aos caramujos transmissores do
parasito (SECOR, 2014).

Para que os estagios intramolusco de S. mansoni tenham sucesso em prosseguir com seu
ciclo de vida, o parasito precisa interagir com o sistema interno de defesa do caramujo
Biomphalaria, o que pode determinar o fracasso ou o sucesso da infeccdo (LOCKYE et al.,
2004; PILA etal.,2017; HAMBROOK; HANINGTON, 2021). Apés penetragao dos miracidios
nos tecidos moles do caramujo, essas larvas perdem suas placas ciliadas e transformam-se em
esporocistos primarios, que induzem uma série de sinais (dano tecidual/liberagao de antigenos)
que ativam a resposta imune de Biomphalaria spp. (NEGRAO-CORREA et al., 2012;
CASTILLO et al., 2020). O reconhecimento das larvas de S. mansoni por B. glabrata ¢
realizado por diferentes familias de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs),
principalmente receptores do tipo “toll” (Toll-Like Receptors - TLR) (PILA et al., 2016b,
HUMPHRIES; DENECKERE, 2018), além de uma familia de proteinas semelhantes as
imunoglobulinas dos mamiferos, conhecidas como FREPs (proteinas relacionadas ao
fibrinogénio) (ZHANG; LOKER, 2004; PILA et al., 2017). Ap6s o reconhecimento do parasito,
os hemdcitos circulantes na hemolinfa de Biomphalaria, que podem ser classificados em
granulocitos e hialinocitos, migram para os tecidos, ligam-se ao tegumento dos esporocistos e
formam uma capsula celular de multiplas camadas (LOKER et al., 1982; NEGRAO-CORREA
et al, 2012). Os hemdcitos presentes nessas camadas secretam compostos toxicos,
principalmente espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (NOS) que contribuem para a
destruicao do parasito (HAHN; BENDER; BAYNE, 2001a, b; BENDER et al., 2005).

Entretanto, o parasito também pode inibir e/ou neutralizar essas moléculas para promover sua
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sobrevivéncia, a partir da producdo de mieloperoxidase (SCHLENK et al., 1991; WEIS et al.,
1996; TORREILLES et al., 1997) e arginase (DINGUIRARD et al., 2018).

Auxiliando a resposta celular, outros fatores humorais presentes na fracao soluvel da
hemolinfa de B. glabrata também s3o essenciais para o recrutamento de células, e
reconhecimento e destrui¢do dos estagios intramolusco de S. mansoni. Estudos demonstram
que os granulocitos ativados secretam a citocina BgMIF que favorece a migracdo de mais
hemocitos aos tecidos (BAEZA GARCIA et al., 2010). Outras citocinas como TNF-a, IL-1p e
IL-17 homologas a proteinas humanas (GRANATH; CONNORS; TARLETON,1994; OUWE-
MISSI-OUKEM-BOYER et al, 1994; ZHANG et al., 2015; ADEMA et al., 2017) também ja
foram detectadas em B. glabrata; entretanto, o verdadeiro papel dessas citocinas no sistema
interno de defesa desse molusco contra S. mansoni ainda permanece desconhecido. As
moléculas soluveis capazes de lesarem diretamente os esporocistos sem a necessidade de
encapsulamento celular, pertencem a familia de toxinas formadoras de poros B (B-PFT)
semelhante a de bactérias, e s3o denominadas de Biomphalisina e Glabralisina (GALINIER et
al., 2013; LASSALLE et al., 2020). Por outro lado, as glicosidases extracelulares secretadas
por hemocitos, como N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), facilitam o reconhecimento de
esporocistos de S. mansoni, pois atuam em todos os principais residuos de agucar terminais
presentes na superficie do tegumento de esporocistos de S. mansoni (ZELCK; BECKER, 1990;
ZELCK, 1999).

Devido a capacidade de S. mansoni de também infectar uma variedade de mamiferos
silvestres, principalmente roedores (THERON etal., 1992; REY, 1993; HANELT et al., 2010;
MIRANDA etal.,2017; CATALANO etal., 2018), diferentes genotipos e linhagens do parasito
foram selecionados a partir das sucessivas infec¢des nesses animais (BARRAL et al., 1996;
COLLEY; LOKER, 2018; CATALANO et al., 2020), o que poderia favorecer o surgimento de
novas variedades antigénicas e padrdes de compatibilidade entre S. mansoni e Biomphalaria.
Estudos prévios com B. glabrata coletados em focos com a presenca de infec¢cdo natural de
Rattus rattus em Guadeloupe, no Caribe, mostraram que os alguns caramujos infectados
apresentavam um padrdo crepuscular de eliminagdo de cercérias, o que foi considerado como
uma possivel adaptacdo do parasito aos habitos crepusculares/noturnos dos roedores
(THERON, 1984). Adicionalmente, no Brasil, isolados de S. mansoni obtidos de roedores
Holochilus sciureus mostraram serem mais patogénicos para B. glabrata de populacdes
simpatricas (BASTOS et al., 1984). No entanto, os mecanismos bioldgicos e imunoldgicos
associados aos diferentes padrdes de propagagdo e viruléncia dessas linhagens silvestres de S.

mansoni em B. glabrata ainda sdo pouco conhecidos.
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Assim, o objetivo deste capitulo ¢ caracterizar a infec¢do gerada por S. mansoni isolado
do roedor silvestre H. sciureus (linhagem HS) em caramujos B. glabrata da linhagem BH, de
modo comparativo com a linhagem referéncia do parasito isolada de humano (linhagem LE),

descrevendo aspectos biologicos e imunoldgicos envolvidos nessa interagao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Linhagens de S. mansoni e infeccio dos caramujos

Para as infecgdes experimentais em caramujos do género Biomphalaria também foram
utilizadas a linhagem HS de S. mansoni isolada de roedores H. sciureus naturalmente infectados
(ver detalhes do isolamento no Capitulo I desta tese) e a linhagem LE de S. mansoni, que foi
originalmente isolada de um paciente infectado do estado de Minas Gerais (VALADARES et
al., 1981). Ambas as linhagens estdo sendo mantidas rotineiramente pelo Laboratorio de
Esquistossomose e Imunohelmintologia (ICB/UFMG) (ver Capitulo II, subitem 2.1).

Como modelo experimental, foram utilizados caramujos da espécie B. glabrata (5—
6mm) da linhagem BH, descendentes de espécimes coletados anteriormente na Lagoa da
Pampulha, Belo Horizonte, Brasil. Os caramujos sdo rotineiramente mantidos em nosso
moluscério, de acordo com os procedimentos previamente descritos (ver Capitulo I, subitem
2.3).

Os miracidios utilizados para infec¢do foram obtidos de ovos retidos nos figados de
camundongos BALB/c com 50 dias de infeccdao por S. mansoni da linhagem LE ou HS. O
processamento do figado para obtencdo dos miracidios (STANDEN, 1952) e posterior
concentracdo dessas larvas para contabilizacio (CHAIA, 1956) foi realizado conforme
metodologia previamente detalhada (ver Capitulo I, subitem 2.2). Um total de 15 miracidios
vidveis foi contado e deixado em contato com cada caramujo, que ficaram mantidos em placas
de cultura de cultura de 6 pocos (Sarstedt) contendo 4gua desclorada, por 12 horas sob luz direta

(STANDEN, 1952).

2.2 Delineamento experimental

Conforme detalhado na figura 39, os caramujos foram inicialmente divididos em trés
grupos experimentais para as avaliagdes biologicas e parasitologicas: grupo controle, composto
com caramujos sem infec¢do (n=80), grupo LE, com caramujos infectados com a linhagem LE
(n=80), e o grupo HS, com caramujos infectados com a linhagem HS (n=80), que foram

acompanhados por até 91 dias para o monitoramento da mortalidade, fecundidade e
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quantificagdo do nimero de cercarias eliminadas (grupo infectado) a cada semana. Para a
avaliagdo especifica da quantificagio de esporocistos secunddrios em migragdo, novas
infec¢des foram realizadas, uma vez que € necessaria a necropsia dos caramujos em diferentes
tempos da infeccdo. Nessa nova avaliacdo, dois grupos foram estabelecidos: caramujos
infectados com a linhagem LE (n=100) ou HS (n=100), a qual cinco animais por grupo foram
avaliados individualmente aos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 e 65 dpi. para verificar a
presenca e a quantidade de esporocistos secundarios em migragao na regiao cefalopodal.

Em paralelo, novas infecgdes também foram realizadas para a avaliagdo das alteragdes
imunoldgicas e bioquimicas em B. glabrata durante o desenvolvimento de S. mansoni, uma vez
que também ha necessidade de eutandsia e necropsia dos caramujos em momentos especificos.
Assim, outros trés grupos foram estabelecidos: controle sem infec¢do (n=120), caramujos
infectados com a linhagem LE (n=120) ou com a linhagem HS (n=120) (figura 39). Esses
grupos foram avaliados nos tempos de 6, 24, 48 horas e 5, 10, 15 e 30 dias pi. para a coleta de
hemolinfa, que foi reunida em pool de 4 caramujos em triplicata por grupo experimental, e
dividida em fragdo acelular, com a finalidade de dosar citocinas semelhante as de humanos
(CSH), e fracdo celular, destinada a quantificagdo e viabilidade de hemocitos e sua
diferenciagdo em granulocitos e hialindcitos (figura 39). Os tecidos desses caramujos também
foram coletados em pool e destinados aos ensaios enzimaticos com a finalidade de quantificar
NO, H202, MPO e NAG (figura 39). Todos os experimentos foram realizados em duplicata

com resultados semelhantes.
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Figura 39. Delineamento experimental do capitulo I'V. Descri¢cao do esquema de avaliagdo de caramujos Biomphalaria glabrata infectados com 15 miracidios

de Schistosoma mansoni das linhagens LE (referéncia humana) e HS (Holochilus sciureus) e os controles (sem infecc¢do).
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2.3 Aspectos bioldgicos
2.3.1 Sobrevivéncia e fecundidade

Para a realizacdo da curva de mortalidade, os grupos de caramujos infectados com cada
linhagem de S. mansoni e os controles sem infeccdo que ndo foram destinados as técnicas
imunopatolédgicas e/ou avaliagdo de esporocistos secundarios, foram observados semanalmente
durante 91 dias e os animais que se encontravam mortos foram contabilizados. Nos aquarios de
cada grupo experimental e controle foram colocados trés pedacos de isopor (8 cm?) como substrato
para a oviposicdo. Somente as massas de desovas e os embrides depositados nesses pedagos foram
contabilizadas em microscépio estereomicroscopico (Zeiss Stemi Dv4) e os valores normalizados
pelo nimero de caramujos vivos/semana (RODRIGUES et al., 2020). Os pedacos de isopor foram

substituidos a cada contagem.

2.4 Aspectos parasitologicos
2.4.1 Recuperagao e quantificacao de esporocistos secundarios

A recuperagdo e quantificagdo do niimero de esporocistos secundarios em migragdo na
regido cefalopodal de B. glabrata infectados foi realizada conforme Pereira et al. (1984), com
modificagdes. Resumidamente, a regido cefalopodal (em torno de 0,5cm) de cinco
caramujos/grupo, apos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 e 65 dias de infec¢do, foi individualmente
seccionada e lavada com uma solugdo balanceada de Chernin (CBSS: 47,7 mM de NaCl, 2,0 mM
de KCl, 0,49 mM de Na;HPOjs anidro, 1,8 mM de MgSOs. 7 H20, 3,6 mM de aCl.. 2 H>O, 0,59
mM de NaHCOs, 5,5 mM de glicose e 3 mM de trealose, pH 7,4), que possui osmolaridade propria
para caramujos (CHERNIN., 1963). Em seguida os pedagos de tecido de cada caramujo foram
finamente picotados com auxilio de uma tesoura cirirgica, em uma placa de Petri de vidro
(120x20mm) contendo 150uL. de CBSS. Esses pedacos de tecido foram transferidos para novas
placas de Petri de plastico (120x20mm) contendo 2mL de CBSS. Em seguida, essas placas foram
incubadas em banho-maria sob uma plataforma de plastico, a uma temperatura de 35°C durante
2h. Apos esse periodo, cada amostra foi filtrada em uma peneira com malha de 90 um (IBRAS,
Brasil) acoplada a um tubo falcon de 50mL para o armazenamento da solucdo limpa contendo os
esporocistos. Para a contagem, todo o volume dessa solucao foi transferido para uma nova placa
de Petri de vidro com seis campos na horizontal previamente marcados, € os esporocistos foram
quantificados com o auxilio de um microscopio invertido (Olympus CK40) e o nimero dessas

larvas foi comparativamente avaliado entre as linhas LE e HS de S. mansoni. A taxa (%) de
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caramujos com a presenca de esporocistos em migragao na regido cefalopodal também foi utilizada

para a comparacdo entre as linhagens do parasito avaliadas.

2.4.2 Quantificacao de cercarias

A quantidade de caramujos infectados e o nimero de cercarias eliminadas foram avaliados
apos exposicao dos caramujos ao fotoestimulo artificial (BRASIL, 2008), entre os dias 25 e 91
apos a infecgdo, conforme procedimento descrito anteriormente (Capitulo I, subtépico 2.9). Os
caramujos que eliminaram cercarias foram separados em novos aquarios, de acordo com a

linhagem do parasito, e contabilizados para a avaliagdo da taxa de infec¢do (%).

2.5 Aspectos imunoléogicos
2.5.1 Quantificacao e diferenciacio de hemdcitos

Caramujos do grupo controle e os infectados com a linhagem LE ou HS apds 6, 24 e 48
horas e 5, 10, 15 e 30 dias de infeccdo (n=12/grupo), foram sacrificados para a obtencdo de
hemolinfa que foi coletada e reunida em trés pools (n=4 caramujos/grupo), para a obtengao de um
volume suficiente de cada amostra para as analises propostas.

A coleta da hemolinfa foi realizada de acordo com o protocolo de Zelck et al. (1995).
Resumidamente, os caramujos mantidos sob o gelo artificial (Gelotech, Curitiba, Brasil) tiveram
suas conchas limpas com etanol 70% e secas com papel absorvente. Posteriormente, uma seringa
plastica de 1 mL (Plastipak) com agulha de 21 G fo1 utilizada para perfurar a concha na regiao
cardiaca até o extravasamento da hemolinfa, que foi coletada e transferida para superficie de um
de filme plastico (American National Can) colocado sob o gelo. Logo em seguida, a hemolinfa foi
transferida para microtubos de 1,5 mL previamente siliconados e mantidos a 4 °C durante 5
minutos para a decantagdo de pedagos de concha. Apos esse periodo, 150uL da hemolinfa total foi
transferido para novos tubos siliconados que foram centrifugados a 80g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante (denominado de fragao solivel), foi armazenado a -20 °C para posteriores analises.
Ao sedimento contendo os hemocitos (fragdo celular), foi adicionado 150 pL de CBSS. Amostras
de hemocitos presentes nesta solucao foram avaliados quanto a viabilidade ap6s adigdo de solugao
CBSS contendo 0,4% de Azul de Tripan (Gibco) (diluigao 1:10) (MARTINS-SOUZA et al., 2003),
sendo as células coradas de azul consideradas mortas. Para a diferenciagdo celular em granuldcito
e hialinocito, amostras de hemocitos foram adicionadas a solucdo CBSS contendo 0,04% de
vermelho neutro (Sigma) (dilui¢do 1:10) (BEZERRA et al., 1997). A diferenciagdo celular foi

realizada levando-se em consideragdo a capacidade de granulocitos de fagocitar o corante
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particulado, apresentando-se com coloragdo avermelhada. Tanto para contagem diferencial quanto

para determinar a viabilidade das células, foi utilizada a cAmara de Neubauer (Boeco, Germany).

2.5.2 Avaliacao dos niveis de proteinas semelhante a citocinas de humanos na fracio acelular
da hemolinfa

Foi utilizada a técnica de ELISA sanduiche, a partir de kits comercialmente disponiveis
(DuoSet, R&D Systems) para a dosagem dos niveis de MIF, TNF-a, IL-1p e IL-17 de humanos,
conforme detalhado por Miranda et al. (2021). A escolha da utilizagdo de proteinas recombinantes
de humanos em amostras de hemolinfa de B. glabrata foi baseada em artigos previamente
publicados (GRANATH; CONNORS; TARLETON,1994; BAEZA GARCIA et al., 2010;
ADEMA et al., 2017) que indicaram certa homologia de proteinas de B. glabrata com essas
citocinas humanas. O ensaio foi realizado seguindo as instru¢des do fabricante e conforme
anteriormente descrito para camundongos (Capitulo IIL, subitem 2.5.1), utilizando uma diluicao
de 1:2. Entretanto, a sensibilidade de cada curva foi de 7,8 a 1000 pg/mL para MIF, TNF-a. e IL17;
e 3,9 a 500 pg/mL para IL-1P. A absorbancia das amostras e da curva padrao foi medida em leitor
de microplacas (VersaMax) a 450 nm, e os niveis das citocinas (pg/mL) nas amostras foi
determinada por interpolagdo no grafico resultante da curva padrao utilizando o programa SoftMax

Pro 5.2.

2.5.3 Avaliacao dos niveis de N-acetil-p-D-glucosaminidase (NAG)

ApOs a retirada de hemolinfa, fragmentos da regido cefalopodal também foram coletados
em triplicata e reunidas em pool (n=4/grupo) e armazenados a -20°C para as analises da resposta
imune tecidual. Originalmente a quantificagdo da molécula N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG)
¢ utilizada para estimar indiretamente a quantidade de macrofagos infiltrados nos diferentes
tecidos de mamiferos (BOURBOUZE et al.,, 1991). Entretanto, estudos prévios (ZELCK;
BECKER, 1990; ZELCK, 1999) demonstraram que NAG esta envolvida no processo de interacao
S. mansoni-molusco, e pode, de maneira analoga, representar infiltrado de hemdcitos teciduais. O
ensaio foi conduzido de acordo com Barcelos et al. (2005) e previamente detalhado no Capitulo

I1I desta tese (subitem 2.5.4), sendo utilizado 50mg de tecido e a dilui¢do das amostras de 1:2.

2.5.4 Avaliacio da producao de 6xido nitrico (NO) e peroxido de hidrogénio (H202)

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio possuem um papel importante na imunidade
inata de B. glabrata, destruindo os esporocistos e ditando mecanismos de compatibilidade com .

mansoni (HAHN; BENDER; BAYNE, 2001a, b; BENDER et al., 2005). Dessa forma, o
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homogenato tecidual processado para a dosagem de NAG também foi utilizado para a
quantificagdo indireta de NO, por meio da reagdo de Griess (TSIKAS, 2007), conforme
previamente detalhada no Capitulo III (subitem 2.5.6).

Para a quantificacdo de peroxido de hidrogénio nessas mesmas amostras, foi utilizado o
Kit Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay (Molecular Probes, Eugene, Oregon,
EUA). As solugdes estoques foram previamente preparadas e o ensaio realizado conforme as
instrugdes do fabricante. Resumidamente, SOulL de cada amostra foram plaqueados em placas de
96 pocos (Sarstedt). Paralelamente, uma solugdo de 20uM de H»O,, preparada em tampao de
dilui¢do (Buffer 1, pH 7,4) fornecido pelo kit, foi utilizada para a confec¢do da curva padrio a
partir de diluicao seriada (0,31-20uM de H>07), em um volume final de S0uL. Em seguida, foi
adicionado a curva e as amostras um volume de 50puL da solucdo de trabalho contendo 10 mM do
reagente Amplex® Red (0-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine), 10 U/mL de HRP (Horseradish
peroxidase) e tampao de dilui¢do. Aos pocos definidos como branco, foram adicionados 100uL da
solugdo de trabalho. A reagdo nas placas ocorreu durante 30 min em temperatura ambiente e
protegida da luz. Apds esse periodo, a leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas
(VersaMax) no comprimento de onda de 560 nm. As concentragdes de H>O> (uM) nas amostras
foram obtidas pela interpolagdo das absorbancias em grafico obtido a partir da curva padrao no

software SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices).

2.5.5 Avaliacio da atividade de arginase e mieloperoxidase (MPO)

Estudos prévios demonstraram que os esporocistos de S. mansoni sao capazes de induzirem
a producdo de arginase pelos hemocitos, que inibe a produgcdo NO (via competicdo do mesmo
substrato), metabolito que ¢ toxico para larvas do parasito, sendo, portanto, um importante
mecanismo de evasdo do parasito (DINGUIRARD et al., 2018). Assim, o homogenato processado
para o ensaio de NAG, também foi utilizado para a dosagem de indireta da atividade de arginase,
pela quantificacdo de uréia (CORRALIZA et al., 1994), conforme detalhado no Capitulo IIT
(subitem 2.5.5).

Baseado em evidéncias que demonstram que S. mansoni é capaz de induzir a producdo de
mieloperoxidase como mecanismo de evasdo contra H>O; produzida pelo caramujo (SCHLENK
et al., 1991; WEIS et al., 1996; TORREILLES et al., 1997), a atividade de MPO foi também
quantificada no homogenato tecidual processado para NAG, conforme o ensaio proposto por Bayle

(1988) e anteriormente detalhado no Capitulo III (subitem 2.5.3).
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2.6 Analise estatistica

Todos os dados continuos foram inicialmente analisados quanto a sua normalidade pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov e foram expressos como média e erro padrao (EP). Foi utilizado o
teste ANOVA (Two-way) seguido pelo teste de Bonferroni para a comparacdo das médias dos
dados paramétricos entre mais de dois grupos e o teste T de Student quando comparado apenas
dois grupos. Os dados referentes a curva de sobrevivéncia foram analisados pelo teste de Log-
Rank. As frequéncias foram expressas em porcentagem e comparadas pelo teste de Fisher. Foram
considerados significativos os valores de p<0,05. Para a realizacao desses testes e construcao dos
gréficos, utilizaram-se os softwares GraphPad Prism versao 8 (Prism Software, Irvine, California,

USA) e STATA versao 11.1 (Stata Corp., College Station, TX, USA).

3. RESULTADOS
3.1 Susceptibilidade e carga parasitaria

Conforme demonstrado na tabela XII, esporocistos secundarios em migracdo na regiao
cefalopodal dos caramujos comecaram a ser recuperados a partir de 15 dias pi. para ambas as
linhagens do parasito avaliadas. Entre os dias 20-30 pi., os caramujos infectados pela linhagem
HS de S. mansoni apresentaram menor presenca e quantidade de esporocistos quando comparado
com a linhagem LE, embora sem diferenga estatistica. Entretanto, a partir do 30° dia de infec¢ao,
a presenca ¢ a quantidade de esporocistos secundarios na regido cefalopodal foi maior em
caramujos infectados com a linhagem HS, especialmente no 40° dia de infec¢ao (p<0,04) (tabela
XII). Houve um pico da recuperacdo dessas larvas em caramujos infectados com a linhagem LE
aos 30 dpi., enquanto que para a linhagem HS, a maior recuperagdo de esporocistos secundarios
ocorreu entre o 30°-40° da infec¢do. Além disso, fo1 possivel observar a presenca de esporocistos
secundarios até os 50 dpi. para a linhagem LE, enquanto que em caramujos infectados com a
linhagem HS essas larvas foram recuperadas até o 60* da infeccio (tabela XII). E interessante
destacar que somente caramujos infectados com a linhagem HS apresentaram 100% (10/10) da
presenca de esporocistos secundarios em migragdo, que ocorreu aos 35 dpi., enquanto a maior taxa
da presenca dessas larvas encontrada para a linhagem LE foi de 80% (8/10) entre o 25°-30° dia da
infeccdo (tabela XII).

A eliminagao de cercdrias por B. glabrata teve inicio aos 28 dias de infec¢do para ambas
as linhagens; entretanto, houve uma taxa significativamente maior de eliminacao de cercarias por

caramujos infectados com a linhagem HS de S. mansoni, principalmente entre 42-56 (p<0,04) e
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aos 77 dias pos-infeccdo (p=0,01). Também foi verificado que a taxa total de infeccdo foi
significativamente maior em B. glabrata BH infectados pela linhagem HS (39/80; 48,7%), quando
comparado com a linhagem LE (11/80; 13,7%) (p<0,001) (tabela XII). Em relacdo a quantidade
de cercarias, nao houve diferencas no niumero dessas larvas sendo eliminadas por ambas as
linhagens de S. mansoni avaliadas, por ponto de andlise, até os 70 dias pds-infec¢do. A producao
total de cercérias (soma da producao dessas larvas em todos os pontos) de cada linhagem também
foi semelhante (tabela XII).

Durante os 91 dias de avaliacao, houve um pico de eliminagao de cercarias para a linhagem
LE aos 56 dpi.; entretanto, apos 70 dias de infec¢do, o nimero de cercérias eliminadas por B.
glabrata infectado por essa linhagem decaiu progressivamente. Por outro lado, aos 77 dpi. ocorreu
o pico de eliminagdo de cercérias por caramujos infectados pela linhagem HS, além de um maior
nimero de cercérias eliminadas, quando comparado com a linhagem LE (p<0,03). Além disso, a
eliminagdo de cercarias ocorreu somente até os 70 dpi. em caramujos infectados com a linhagem
HS de S. mansoni, enquanto que para a linhagem HS houve cercarias sendo eliminadas até os 84

dpi. (tabela XII).



Pagina | 175

Tabela XII. Taxa de infeccdo e quantidade de esporocistos secundarios em migracao na regido cefalopodal e
cercarias eliminadas em Biomphalaria glabrata infectado com a linhagem LE (referéncia humana) ou HS

(Holochilus sciureus).

Esporocisto - LE

Esporocisto - HS

a

b

Dias p.i. N (%) Média £EP N (%) Média +EP p p
10 0/10 (0) 0 0/10 (0) 0 - -
15 2/10 (20) 0,10 +£0,10 2/10 (20) 0,10 +0,10 >0,99 >0,99
20 6/10 (60) 9,30 £5,41 5/10 (50) 2,4+1,20 0,82 0,22
25 8/10 (80) 35,40 +17,11 7/10 (70) 12,40 £5,33 0,85 0,21
30 8/10 (80) 56,80 +£23,00 9/10 (90) 45,30 £19,18 0,86 0,70
35 5/10 (50) 25,60 +£14,40 10/10 (100) 47,40 8,76 0,35 0,21
40 4/10 (40) 7,50 £4,05 8/10 (80) 43,90 £16,31 0,39 0,04*
50 3/10 (30) 1,20 +0,90 4/10 (40) 17,60 +£13,84 0,76 0,25
60 0/10 (0) 0 2/10 (20) 3,10 £3,00 0,28 0,31
65 0/10 (0) 0 0/10 (0) 0 - -

Cercarias - LE Cercarias - HS

Dias p.i. N (%) Média +EP N (%) Média £EP p? p®
25 0/69 0 0/74 0 - -
28 4/67 (6) 44,0 £18,65 4/73 (5,40) 19,5 +4,5 0,90 0,42
35 7/65 (10,70) 362,6 £153.4 15/69 (21,70) 196,0 47,72 0,15 0,47
42 8/62 (13) 590,3 £217,1 24/65 (37) 1.067 £190,7 0,01* 0,35
49 6/58 (10,30) 520,0 £156,7  20/60 (33,30)  462,0 £128,6 0,01* 0,45
56 3/44 (6,80) 1604 £746,2 13/49 (26,50)  235,4£72,65 0,03* 0,07
63 4/43 (9,30) 762,0 £571,5 9/38 (23,60) 183,3 +£64,34 0,15 0,43
70 3/41 (7,30) 384,0 £262,1 6/33 (18,10) 217,0 £65,51 0,23 >(0,99
77 0/40 (0) 0 5/25 (20) 1.996 £1.074 0,01%* 0,03*
84 0/38 (0) 0 2/21 (9,50) 804,0 +£1.035 0,13 0,23
91 0/36 (0) 0 0/21 (0) 0 - -

Total 11/80 (13,7%)  426,7+157,5 39/80(48,7%) 516,3+196,5 <0,001* 0,75

=valor de p obtido pelo teste do qui-quadrado quando comparado os valores de frequéncia. = valor de p obtido pelo teste
de t de Student quando comparado as médias. * estatisticamente significativo (p<0,05). Os dados representam uma
combinacgdo de dois experimentos independentes com resultados similares e sdo mostrados como média e erro padrao (EP).

3.2 Padrao de hemocitos circulantes

A quantidade de células e seus subtipos em circulagdo na hemolinfa de B. glabrata BH

infectados ou ndo, permaneceu em niveis similares até o quinto dia e no tltimo ponto de analise

(30 dias) (figura 40). Entretanto, a infeccdo por ambas as linhagens de S. mansoni avaliadas

induziu um aumento significativo na quantidade de hemocitos totais circulantes aos 10 dpi.,

quando comparado com o grupo ndo infectado (figura 40. A). Especificamente para caramujos

infectados pela linhagem LE, houve também um aumento significativo no nimero de células

vidveis (figura 40. B) e granulécitos (figura 40. C) aos 10dpi. em relagdo ao grupo controle. Aos

15 dpi., houve um aumento na quantidade de células totais (figura 40. A), viaveis (figura 40. B)

e hialindcitos (figura 40. D) em B. glabrata infectados pela linhagem LE, quando comparado com
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os caramujos ndo infectados. Nesse mesmo periodo de avaliagdo (15dpi), o numero total de
hemocitos (figura 40. A), células viaveis (figura 40. B), granulécitos (figura 40. C) e hialindcitos
(figura 40. D) circulantes na hemolinfa de B. glabrata infectados pela linhagem HS foi semelhante
ao observado no grupo controle e, portanto, significativamente menor que o numero detectado na

hemolinfa dos caramujos infectados com a linhagem LE de S. mansoni.
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Figura 40. Hemocitos circulantes. Numero de células totais (A), viaveis (B), granulécitos (C) e
hialinécitos (D) presentes na hemolinfa de Biomphalaria glabrata nio infectados e infectados por
Schistosoma mansoni das linhagens LE (referéncia humana) ¢ HS (Holochilus sciureus). Os caramujos
foram infectados individualmente com 15 miracidios das linhagens LE ou HS do parasito e avaliados entre
6—48hrs e 5-30dpi. Os dados representam uma combinagdo de dois experimentos independentes (24
caramujos por grupo e ponto de analise) com resultados similares e sdo mostrados como média e desvio
padrdo. Foi utilizado o teste ANOVA (Two-way) seguido do pds-teste de Bonferroni para a comparacao
entre os grupos. “Dados estatisticamente significativos em comparagdo com o grupo controle; *Dados
estatisticamente diferentes entre os grupos LE vs HS (#, © ou * p <0,05; ##, °° ou ** p <0,01; ###, °°° ou
*x% p < 0,001; ##H #, °°°° ou *¥*** p <0,0001).
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3.3 Perfil de proteinas semelhantes a citocinas humanas na fraciao acelular da hemolinfa

De modo geral, os ensaios utilizando anticorpos de humanos permitiram a detec¢do de
MIF, IL-1B- e IL-17 na hemolinfa de B. glabrata infectados ou ndo, mas a deteccdo de TNF-a foi
baixa quando comparado com as demais citocinas avaliadas (figura 41). Dentre as citocinas
avaliadas, somente MIF (figura 41. A) apresentou niveis semelhantes entre todos os grupos de
caramujos avaliados e em todos os pontos de andlise. Para IL-1pB (figura 41. C), foi possivel
observar apenas um aumento aos 10 dpi na hemolinfa de B. glabrata infectado com a linhagem
HS de S. mansoni, quando comparado com o grupo controle. Em relagdo a citocina IL-17 (figura
41. D), sua deteccdo foi ausente apds 24hrs de infeccdo pela linhagem LE e aos 30 dpi pela
linhagem HS de S. mansoni. Interessantemente, nas primeiras horas de infec¢do (6 e 24 h), houve
uma redugdo significativa nos niveis de TNF-o na hemolinfa de caramujos infectados pela
linhagem HS de S. mansoni, quando comparado com o grupo controle. Essa reducao foi verificada
em B. glabrata infectados pela linhagem LE somente apds 24hrs de infeccdo. Apds Sdpi., a
hemolinfa de caramujos infectados com ambas as linhagens de S. mansoni avaliadas também
apresentaram redugao significativa nos niveis de TNF-a em relagdo ao grupo de caramujos nao
infectados. Aos 10 dpi., somente caramujos infectados pela linhagem HS de S. mansoni nao

apresentaram niveis detectaveis de TNF-a na hemolinfa (figura 41. B).
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Figura 41. Concentracio de proteinas homoélogas a citocinas pro-inflamatorias de humanos na
hemolinfa. Niveis de MIF (A), TNF-a (B), IL-1B (C) e IL-17 (D) presentes na fragao acelular da hemolinfa
de Biomphalaria glabrata ndo infectados e infectados por Schistosoma mansoni das linhagens LE
(referéncia humana) e HS (Holochilus sciureus). Os caramujos foram infectados individualmente com 15
miracidios das linhagens LE ou HS do parasito e avaliados entre 6—48hrs ¢ 5-30dpi. Os dados representam
uma combinacdo de dois experimentos independentes (24 caramujos por grupo e ponto de analise) com
resultados similares e sdo mostrados como média e desvio padrdo. Foi utilizado o teste ANOVA (Two-
way) seguido do pos-teste de Bonferroni para a compara¢do entre os grupos. “Dados estatisticamente
significativos em comparagdo com o grupo controle.

3.4 Perfil bioquimico tecidual

A partir de metodologias propostas para vertebrados, foi possivel detectar a presenca ou
atividade de NAG, NO, arginase, MPO e H>02 no homogenato tecidual da regido cefalopodal de
B. glabrata infectados ou ndo (figura 42). Dentre as moléculas avaliadas, NAG (figura 42. A) e
NO (figura 42. B) apresentaram niveis semelhantes entre todos os grupos de caramujos avaliados
e em todos os tempos de andlise. Os niveis da atividade de arginase (figura 42. C) também foram
semelhantes até os 15 dpi. entre os grupos de caramujos avaliados; entretanto, aos 30 dpi. houve
um aumento de arginase no homogenato tecidual de B. glabrata infectado com a linhagem HS de

S. mansoni, quando comparado com o grupo controle e aos caramujos infectados com a linhagem
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LE (figura 42. C). Por outro lado, os niveis de H>O» (figura 42. D) e MPO (figura 42. E) estiveram
elevados aos 10 e 15 dpi. no tecido de B. glabrata infectado pela linhagem HS, quando comparado
com o grupo controle. Especificamente aos 15 dpi., a linhagem HS também induziu um maior

aumento nos niveis de HoO> quando comparado com a infecg¢ao pela linhagem LE (figura 42. D e

E).
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Figura 42. Perfil bioquimico do tecido. Niveis de NAG (A), nitrito (B), arginase (C), peroxido de
hidrogénio (D) e mieloperoxidase (E) presentes na regido cefalopodal de Biomphalaria glabrata nio
infectados e infectados por Schistosoma mansoni das linhagens LE (referéncia humana) e HS (Holochilus
sciureus). Os caramujos foram infectados individualmente com 15 miracidios das linhagens LE ou HS do
parasito e avaliados entre 6—48hrs e 5—30dpi. Os dados representam uma combinacdo de dois experimentos
independentes (24 caramujos por grupo e ponto de analise) com resultados similares e sdo mostrados como
média e desvio padrdo. Foi utilizado o teste ANOVA (Two-way) seguido do pos-teste de Bonferroni para
a comparagao entre os grupos. “Dados estatisticamente significativos em comparagdo com o grupo controle.

3.5 Parametros biolégicos

A avaliacdo da fecundidade dos caramujos demonstrou que aos 28 dpi., houve uma
diminui¢do na quantidade de desovas produzidas por B. glabrata infectado com a linhagem HS de
S. mansoni, quando comparado com o grupo controle (Figura 42. A). Em relacdo aos embrides,
foi observada uma diminui¢do na sua producao por B. glabrata infectado por ambas as linhagens

avaliadas (LE ou HS) apds 7 dpi., em comparacdo aos caramujos nao infectados (Figura 42. B).
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Por outro lado, somente caramujos infectados com a linhagem HS produziram significativamente
menos embrides aos 14 e 28 dpi., quando comparado com o grupo controle (Figura 43. B).

Os grupos de caramujos infectados por ambas as linhagens de S. mansoni avaliadas
apresentaram mortalidade a partir dos primeiros dias de infecg¢ao (7—14 dpi.), periodo em que todos
os caramujos do grupo controle permaneceram vivos (Figura 43.C). A mortalidade no grupo de
caramujos infectados por ambas as linhagens do parasito foi intensificada progressivamente ao
longo da infeccao, especialmente no grupo infectado pela linhagem HS de S. mansoni, mas sem
diferencgas estatisticas quando comparado com a linhagem LE. Portanto, ao final dos 91 dias de
avaliagdo, os caramujos infectados por ambas as linhagens do parasito apresentaram uma taxa de
mortalidade estatisticamente maior quando comparada com o grupo de caramujos ndo infectados

(Figura 43.C).
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Figura 43. Avaliacio biologica. Numero de desovas (A) e embrides (B) e taxa de mortalidade (C) de
Biomphalaria glabrata nao infectados e infectados por Schistosoma mansoni das linhagens LE (referéncia
humana) e HS (Holochilus sciureus). Os caramujos foram infectados individualmente com 15 miracidios
das linhagens LE ou HS do parasito e avaliados entre 6—48hrs e 5-30dpi. Os dados representam uma
combinagdo de dois experimentos independentes (80 caramujos por grupo) com resultados similares e sdo
mostrados como média e desvio padrdo. Foi utilizado o teste ANOVA (Two-way) seguido do pds-teste de
Bonferroni para a comparagdo entre os grupos. “Dados estatisticamente significativos em comparagio com
0 grupo controle.
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4. DISCUSSAO

Linhagens e genétipos de S. mansoni isoladas de roedores silvestres naturalmente
infectados ja foram encontradas em diversas areas endémicas para esquistossomose no mundo
(BASTOS et al., 1978; BASTOS et al., 1982; BARRAL et al.,, 1996; SIRE et al., 1999;
CATALANO et al., 2020); entretanto, ainda ndo conhecemos como essa diversidade do parasito
pode impactar na morbidade e transmissdo da esquistossomose. Os caramujos do género
Biomphalaria sao os hospedeiros invertebrados obrigatorios de S. mansoni e sao responsaveis por
ampliarem assexuadamente o niumero de parasitos, gerando milhares de larvas infectantes aos
hospedeiros vertebrados. Portanto, avaliar o desenvolvimento intramolusco de linhagens de S.
mansoni isolada de roedores silvestres, pode nos ajudar a compreender o padrao de transmissao
do parasito e a propor novas estratégias de controle da esquistossomose. No presente estudo, nos
investigamos comparativamente a interacdo entre a linhagem HS de S. mansoni isolada do roedor
silvestre H. sciureus naturalmente infectado, e uma linhagem humana referéncia do parasito
(linhagem LE), durante infecgdes experimentais em caramujos B. glabrata. Nossos dados
mostraram que B. glabrata da linhagem BH foi mais susceptivel a infec¢do pela linhagem HS de
S. mansoni; entretanto o padrdo de migracdo dos esporocistos secunddrios e da eliminagdo de
cercarias foi mais tardio quando comparado com a linhagem LE. Além disso, a infec¢do com
linhagem HS induziu uma menor circulacdo de granuldcitos, hialindcitos e hemocitos viaveis,
assim como menor concentragdo das citocinas TNF-a e IL-17 semelhante as de humanos, na
hemolinfa de B. glabrata, em momentos especificos da infec¢cdo. No tecido, a infeccdo pela
linhagem HS promoveu um aumento na concentragdo de H202, MPO e arginase. Por fim,
caramujos infectados com a linhagem HS de S. mansoni mostraram uma menor fecundidade
durante o periodo de maturagdo e migragcdo dos esporocistos e inicio da producdo de cercarias,
quando comparado aos caramujos ndo infectados.

A compatibilidade entre B. glabrata e S. mansoni, definida pela capacidade de miracidios
gerarem cercarias nesses caramujos, ¢ essencial para mensurar o nivel de transmissdo da
esquistossomose em uma determinada regido (MUTUKU et al.,, 2014). Em nosso estudo,
demonstramos que a linhagem HS de S. mansoni apresentou uma elevada taxa de infectividade
(nimero de caramujos eliminando cercarias) em B. glabrata BH (48,7%), quando comparado com
linhagem LE referéncia (13,7%). Esses achados demonstram que a combinacdo alopatrica
(linhagem HS vs B. glabrata BH) foi mais compativel que a combinacao simpatrica (linhagem LE
vs B. glabrata BH). Estudos demonstram que a interagdo entre linhagens do parasito e dos

hospedeiros intermediarios da mesma regido (simpatricas) sdo, na maioria das vezes, mais
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compativeis (MORAND et al., 1996; SANDLAND et al., 2009). Entretanto, esse fendmeno
biologico tem gerado dados controversos, uma vez que combinagdes alopatricas entre S. mansoni
e B. glabrata também sdo capazes de induzir altas taxas de infec¢do dos caramujos (FRANDSEN,
1979; THERON et al., 2014; LIMA et al., 2019). Além disso, precisamos ter cautela ao interpretar
os resultados encontrados em nosso estudo, pois a linhagem LE ¢ mantida em contato com
caramujos B. glabrata BH sob condigdes de laboratorio desde a década de 60 (PARAENSE;
CORREA, 1963), e, portanto, selecdes artificiais de caramujos resistentes podem ter acontecido,
o que explicaria a baixa compatibilidade que encontramos para linhagem LE de S. mansoni em B.
glabrata BH (simpatricos). Nesse sentido, ¢ importante mencionar que tentativas de isolamento
de novas linhagens humanas de S. mansoni estao sendo realizadas pelo nosso grupo de pesquisa,
para que futuros trabalhos forne¢am um pardmetro complementar de comparagdo para a linhagem
HS, e melhor comprove suas caracteristicas encontradas nesse estudo.

Apesar de B. glabrata BH ter se mostrado suscetivel a infec¢ao por S. mansoni da linhagem
HS, notamos que houve um padrdo mais tardio de migra¢do de esporocistos secundarios ¢ de
eliminagdo de cercarias, quando comparado com a infec¢ao destes moluscos com parasitos da
linhagem LE. Durante o processo de isolamento da linhagem HS de S. mansoni em laboratoério,
entre 2017-2018, nosso grupo de pesquisa demonstrou esse mesmo pico tardio de eliminagio de
cercarias (Capitulo I ¢ Miranda et al., artigo submetido), o que indica ser uma caracteristica
propria dessa linhagem e que foi mantida mesmo ap6s diversas passagens em laboratorio. Bastos
et al. (1982) estudando um isolado humano de S. mansoni da mesma regido em que isolamos a
linhagem HS do parasito, também mostraram esse mesmo perfil de eliminagao de cercérias, o que
sugere que essa caracteristica pode ser tipica das linhagens de S. mansoni que infectam humanos
e roedores silvestres nesta regido.

A interagdo entre diferentes linhagens de S. mansoni e o sistema interno de defesa de B.
glabrata é fator determinante para o sucesso ou o fracasso da infec¢do no hospedeiro invertebrado
(LOCKYE et al., 2004; COUSTAU; THERON, 2004; PILA et al., 2017). E bem estabelecido que
os hemocitos presentes na hemolinfa desses caramujos sdo fundamentais para reconhecer,
encapsular e secretar substancias toxicas que podem destruir as formas intra molusco de S. mansoni
(LOKER et al., 1982; HUMPHRIES; YOSHINO, 2008; PINA et al., 2017, HAMBROOK et al.,
2020). Em nosso estudo, demonstramos que a infec¢do pela linhagem HS induziu um menor
recrutamento e viabilidade dessas células, principalmente aos 15 dpi., quando comparado com a
linhagem LE. Em contraste, estudos demonstram que durante esse periodo, ha um nitido aumento
no nimero de hemdcitos circulantes na hemolinfa de B. glabrata infectados por S. mansoni

(BEZERRA et al., 1997; SANTOS et al., 2011), provavelmente associado ao inicio da migragao



Pagina | 183

dos esporocistos secundarios. De fato, esporocistos de S. mansoni secretam metabolitos, como
proteases e outros produtos de transformagao larval, que sdo capazes de interferir na motilidade e
disseminagdo de hemocitos de B. glabrata (LODES; YOSHINO, 1990; HAMBROOK;
HANINGTON, 2021), além de inibir nessas células, a producdo de espécies de oxigénio e
nitrogénio reativas (ZAHOOR et al., 2009; HAMBROOK; HANINGTON, 2021). Portanto,
nossos dados sugerem que os esporocistos secundarios da linhagem HS de S. mansoni poderiam
estar induzindo mecanismos capazes de inibir a produgao e a viabilidade de hemdocitos, permitindo
o melhor desenvolvimento dessas larvas.

Estudos prévios também demonstram que os hemocitos ativados de B. glabrata produzem
e secretam proteinas semelhantes a citocinas humanas, como MIF, TNF-a, IL-17 ¢ IL-1-B
(GRANATH; CONNORS; TARLETON,1994; OUWE-MISSI-OUKEM-BOYER et al, 1994;
BAEZA GARCIA et al., 2010; ZHANG et al., 2015; ADEMA et al., 2017). Destas citocinas,
apenas BgMIF teve seu papel elucidado na imunidade inata de B. glabrata, sendo demonstrado
que essa proteina possui uma fun¢ao quimiotatica para hemocitos (BAEZA GARCIA et al., 2010).
Em nosso estudo, utilizamos a técnica de ELISA com proteinas humanas para detectar a presenca
e quantificar os niveis dessas citocinas-like na hemolinfa livre de células de B. glabrata frente a
infecgdo por S. mansoni e nos controles nao infectados. Assim, nés verificamos que houve uma
boa deteccao de MIF, IL-1P e IL-17 (semelhante com as de humanos) na hemolinfa dos caramujos
infectados, mas baixos niveis de TNF-a. Além disso, caramujos infectados com ambas as
linhagens do parasito avaliadas apresentaram niveis ndo detectaveis de TNF-a apos 24 horas de
infeccdo; entretanto, apenas em caramujos infectados com a linhagem HS, ndo houve detec¢do
dessa citocina aos 10 dpi. Nossos achados foram semelhantes ao descrito por Ouwe-Missi-Oukem-
Boyer et al. (1994), que mostraram que o parasito pode induzir uma redugao dessa citocina ou que
células ativadas podem consumi-la logo nas primeiras 24hrs de infeccdo. Nossos dados também
mostraram que houve uma redu¢do de TNF-a em caramujos infectados pela linhagem HS aos 10
dpi., periodo associado ao inicio da migragdo dos esporocistos secundarios pelos tecidos. Assim,
acreditamos ser provavel que a auséncia de TNF-a na hemolinfa de B. glabrata pode estar
associada a mecanismos de evasdo do parasito, como também pode indicar uma possivel acdo
tecidual dessa citocina como forma de combater a infec¢do; entretanto, a presenca de TNF-a no
tecido de B. glabrata ainda precisa ser melhor investigada em trabalhos futuros. Apesar de nao
termos detectado IL-17 na hemolinfa de caramujos infectados pela linhagem LE ou HS, apos 24hrs
e 30 dpi, respectivamente, ainda € incerto afirmar se a auséncia dessa citocina poderia estar
associada com estratégias de defesa das formas intramolusco de S. mansoni, devido a falta de

estudos que demonstrem o papel de IL-17 na resposta imune de B. glabrata.
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Para tentar esclarecer a resposta imune tecidual de B. glabrata frente a infec¢ao por S.
mansoni da linhagem HS, nés utilizamos metodologias classicamente usadas para modelos
vertebrados, com o proposito de verificar a presenca e quantificar os niveis de NAG, nitritos que
sao produto final do metabolismo de NO, arginase e mieloperoxidase. Assim, foi demonstrado que
todas essas moléculas estdo presentes no tecido dos caramujos infectados ou ndo, indicando que
essas metodologias podem ser usadas para complementar os estudos da resposta imune tecidual
de B. glabrata. Dentre as moléculas avaliadas, nés verificamos que a infec¢ao pela linhagem HS
de S. mansoni induziu um aumento de arginase aos 30 dpi. no tecido de B. glabrata, periodo em
que esses caramujos comegaram a eliminar cercarias. O aumento nos niveis de arginase esta
associada aos mecanismos de escape induzidos por S. mansoni, pois a formagao dessa molécula
inibe a producdo de NO, que ¢ toxico ao parasito (HAHN et al., 2001b; DINGUIRARD et al.,
2018). O perdxido de hidrogénio € outra molécula capaz de lesar as formas intramolusco de S.
mansoni (HAHN et al., 2001a), além de também ser danoso aos tecidos de B. glabrata (ALLAN;
BLOUIN, 2020). Em nosso estudo, demonstramos que a infec¢do pela linhagem HS induziu um
aumento de H>O aos 10 e 15 dpi., quando comparado com o grupo controle. Entretanto, nesse
mesmo periodo, houve também um aumento de MPO no tecido de B. glabrata infectado com a
linhagem HS, principalmente aos 15 dpi, quando comparado com a linhagem LE. Estudos
demonstram que S. mansoni € capaz de induzir a producao de MPO para neutralizar H,O,, a partir
da sua conversao em HOCI, um composto com reduzida toxicidade (SCHLENK et al., 1991; WEIS
et al.,, 1996; TORREILLES et al., 1997). Portanto, caramujos infectados com a linhagem HS do
parasito que apresentam maior atividade tecidual de MPO possivelmente controlam o aumento da
producao de H>O» induzida pela infeccao, a partir da conversao dessa substancia em HOCI, que,
consequentemente, pode ser um dos fatores relacionados a maior sobrevivéncia do parasito.

A mortalidade e a fecundidade de B. glabrata infectados por S. mansoni também sio
parametros essenciais para avaliar o potencial de transmissdo da esquistossomose (FARO et al.,
2013; MUTUKU et al., 2014). Em nosso estudo, verificamos que a linhagem HS induziu uma
redugdo na quantidade de desovas e embrides produzidos por B. glabrata, quando comparado com
o grupo controle, principalmente aos 7, 14 e 28 dpi., periodo estimado para a multiplicacdo
assexuada dos esporocistos primarios, migracao dos esporocistos secundarios e inicio da produgao
de cercarias, respectivamente. Apesar disso, ambas as linhagens de S. mansoni avaliadas induziram
taxas de mortalidade semelhantes, e estatisticamente maiores quando comparado com o grupo
controle. Dados experimentais prévios demonstram que elevadas taxas de mortalidade
(GUARALDO et al., 1981) e uma diminui¢ao na fecundidade (FARO et al., 2013) de B. glabrata

infectados, estdo relacionadas com uma maior taxa de multiplicagdo de esporocistos nos tecidos.
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Portanto, nossos dados indicam que o maior impacto na fisiologia reprodutiva de B. glabrata
infectado com a linhagem HS de S. mansoni, pode estar associado a maior susceptibilidade dessa

linhagem de caramujo a esse parasito.

5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Em resumo, foi demonstrado que B. glabrata da linhagem BH ¢ mais susceptivel a infecgao
pela linhagem HS de S. mansoni, quando comparado com a linhagem LE. Parte dos mecanismos
associados a esse perfil de compatibilidade pode ser explicado pelo menor recrutamento de
hemocitos e menor viabilidade dessas células, assim como uma reduc¢ao de TNF-o semelhante a
de humano, na hemolinfa de caramujos infectados pela linhagem HS de S. mansoni. Além disso,
essa linhagem do parasito também foi capaz de induzir uma maior diversidade de mecanismos de
escape no hospedeiro intermediario, com aumento de arginase e MPO, quando comparado com a
infeccdo produzida pela linhagem LE do parasito. Associado a esta maior susceptibilidade, a
linhagem HS de S. mansoni induziu mais impactos na fisiologia de B. glabrata quando comparado
com a linhagem LE.

A partir desses resultados foi possivel conhecer como a linhagem HS de S. mansoni
interage com seu hospedeiro intermediério para promover sua propagacao, o que pode nos ajudar
a propor novas medidas de controle focadas no ciclo de desenvolvimento intra molusco desse

parasito.
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6. CONCLUSAO GERAL

A partir dos dados encontrados nesta tese, confirmamos nossa hipotese de que o isolado
HS de S. mansoni obtido do roedor silvestre H. sciureus naturalmente infectado, apresenta
caracteristicas morfologicas proprias e uma interagdo diferenciada com seus hospedeiros
vertebrados e invertebrados, quando comparado com uma linhagem humana referéncia (figura
44). Como consequéncias dessa interagdo, foi demonstrado experimentalmente que a infecgao pelo
isolado HS induziu uma maior gravidade da esquistossomose em camundongos e apresentou uma
série de mecanismos de evasdo em caramujos B. glabrata, favorecendo sua sobrevivéncia e,
consequentemente, sua propagacdo. Esses dados sugerem que a interagdo entre S. mansoni e
roedores silvestres pode selecionar diferentes linhagens do parasito, com o potencial de afetar a

morbidade e o controle da esquistossomose.
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Conclusio: Os dados mostram que S mansoni isolado de H. sciureus, apesar de filogeneticamente associado com
outros isolados da América, pode apresentar diferente perfil de transmissdo e morbidade mais grave para os hospedeiros.

Figura 44. Resumo dos resultados obtidos. O isolamento de S. mansoni HS foi realizado com sucesso a
partir da utilizagdo de B. glabrata SB e camundongos BALB/c. O perfil genético desse isolado mostrou-se
semelhante com outros das Américas e Africa. Entretanto, quando comparado com a linhagem LE, S.
mansoni HS apresentou diferengas morfologicas, e induziu maior severidade da esquistossomose em

camundongos e um maior repertorio de mecanismos de evasao em B. glabrata.
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