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Resumo

Os efeitos decorrentes do tratamento de camundongos isogénicos da linhagem AKR/J pela
dexametasona (DEX) ou pentoxifilina (PTX) durante as fases aguda e cronica da infeccdo
pelo Schistosoma mansoni (cepa LE) foram avaliados. A administracdo dos farmacos,
provavelmente por interferir na resposta imunoldgica do hospedeiro, provocou alteragdes na
relagdo parasito-hospedeiro que resultaram em mudangas no padréo de desenvolvimento e
fecundidade dos vermes e também nas caracteristicas dos granulomas hepéticos, incluindo o
conteudo fibroso e o indice apoptotico das células constituintes das lesdes granulomatosas.
Parasitos recuperados da cavidade peritoneal e do sistema porta de camundongos tratados pela
DEX ou PTX, na infeccdo aguda ou cronica, apresentaram medias maiores do comprimento
total. Além disso, o desenvolvimento sexual e a fecundidade do trematddeo foram maiores
nos camundongos que receberam o glicocorticoide. Nestes animais verificou-se também
aumento da quantidade de ovos no intestino e a presenca de ovos maduros do parasito sem
células aderidas na cavidade peritoneal. Ndo se observou, contudo, diferenca na quantidade de
parasitos recuperados dos roedores tratados por ambas as drogas. A histopatologia do figado
de camundongos submetidos ao tratamento pela DEX ou PTX mostrou redugdo do infiltrado
inflamatério, das dimensbes dos granulomas e da fibrose. A administragdo de DEX
relacionou-se a maior indice apoptotico entre as células da lesdo granulomatosa, incluindo
linfdcitos, e a claro acometimento, somente durante a fase aguda, do parénquima hepético dos
roedores. Adicionalmente, novas informagdes sobre a biologia do S. mansoni em

camundongos da linhagem AKR/J foram obtidas.



Abstract

The effects of the treatment of inbred AKR/J strain of mice by dexamethasone (DEX) or
pentoxifylline (PTX) during acute and chronic phases of Schistosoma mansoni (LE strain)
infection were evaluated. The administration of the drugs, probably by interfering with the
immune response of the host, led to alterations in host-parasite relationship that resulted in
changes on the pattern of development and fecundity of the worms and also on the
characteristics of the hepatic granulomas, including the fibrous content and the apoptosis rate
of cells making up the granulomatous lesions. Parasites recovered from the peritoneal cavity
and portal system of rodents treated by DEX or PTX, in acute or chronic infection, showed
higher means of the total length. Furthermore, sexual development and fecundity of the
trematode were more evident in mice that received the glucocorticoid. In these animals it was
verified an increasing in the number of eggs in the intestine and the presence of mature eggs
of the parasite without cellular adhesion in the peritoneal cavity. No difference, nevertheless,
in the total number of worms recovered from mice treated by both drugs was verified. The
liver histopathology of mice subjected to treatment by DEX or PTX showed a reduction of
inflammatory infiltrate, size of granulomas and fibrosis. The administration of DEX was
related to a higher apoptosis rate among the cells of the granulomatous lesion, including
lymphocytes, and a clear involvement, only during the acute phase, on the hepatic
parenchyma of rodents. Additionally, new informations on the biology of S. mansoni in mice
of the AKR/J strain were obtained.



1. Introducao
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A esquistossomose, também denominada bilharziose, por homenagem a Theodor
Bilharz, quem, em 1852, no Egito, a primeiro observou e descreveu o seu agente etiologico, é
causada por trematddeos digenéicos atualmente pertencentes ao género Schistosoma
Weinland, 1858. No ano de 1882, baseado em observagGes americanas, Patrick Manson
aventou que os casos da doenca, observada por Bilharz, possivelmente seriam causados por
duas espécies distintas de parasitos. Em 1907, Louis Sambon, seu aluno, propds, a partir da
observacdo dos ovos caracteristicos do trematddeo que contém espiculo lateral, o0 nome
Schistosoma mansoni. Coube, entretanto, a Manoel Augusto Piraja da Silva, ja no ano
seguinte, realizar a descricdo do S. mansoni e estudar em detalhes aspectos do ciclo e da
doenca por ele causada. Além da descricdo de vermes adultos em cdpula e de seus 6rgédos
internos, estes estudos incluem o achado de ovos com espiculo lateral no utero de fémeas,
sendo decisivos para a validagdo da nova espécie e o desfecho da divergéncia entdo existente
entre a escola de parasitologia alem&, que acreditava ser a esquistossomose causada
unicamente pelo Schistosoma haematobium e a escola inglesa, que defendia a existéncia da
nova espécie, o S. mansoni (PESSOA & MARTINS, 1988a; FALCAO, 2008).

Né&o obstante os avangos no conhecimento desta helmintose obtidos em um século de
pesquisas, 0S paises tropicais e subtropicais ndo conseguiram sucesso em seu controle. A
esquistossomose permanece como uma das infec¢des parasitarias mais prevalentes, sendo um
problema de satde pablica global e com niimero crescente de pessoas sob o risco de adquirir a
infeccdo (WHO - World Health Organization, 1998, 2002; CHITSULO et al., 2000;
ENGELS et al., 2002; STEINMANN et al., 2006; BRUUN & AAGAARD-HANSEN, 2008).

Estima-se que 779 milhdes de individuos, nimero superior a 10% da populacéo
mundial, vivam em &reas endémicas estando sob risco de contaminacdo pelas varias espécies
do género (STEINMANN et al., 2006; BRUUN & AAGAARD-HANSEN, 2008). No Brasil
42 milhdes de pessoas habitam tais &reas e aproximadamente 6,7 milhGes estdo parasitadas
pelo S. mansoni (KATZ & PEIXOTO, 2000).

O casal de S. mansoni vive habitualmente no sistema porta do hospedeiro vertebrado,
onde a fémea realiza a postura, provocando um conjunto semiolégico proprio, que caracteriza
a esquistossomose mansoni. O ovo do parasito compreende 0 agente nocivo mais importante,
sendo a leséo granulomatosa ao seu redor nos tecidos do hospedeiro vertebrado, sobretudo no
figado, o substrato anatdmico da doenca (BOGLIOLO, 1957, 1958; RASO & BOLIOLO,
1970; RASO et al., 1978; PESSOA & MARTINS, 1988b; MELO & COELHO, 2005).

De acordo com KUSEL et al. (2007), a relagdo entre os dois organismos consiste em

constante comunicacéo, através de mecanismos de sinalizagdo envolvendo 6rgédos sensoriais,
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o glicocélice, a superficie de membrana e 6rgdos internos do parasito com os fluidos e células
do hospedeiro. Ha evidéncias indicando que o desenvolvimento dos vermes no hospedeiro
vertebrado é passivel de modulagdo em decorréncia do reconhecimento, por parte do parasito,
de determinados mediadores produzidos pelo hospedeiro, sobretudo aqueles fatores
relacionados ao sistema imunoldgico do mesmo. DAVIES et al. (2001), estudando em um
modelo murino da infec¢do esquistossomética o desenvolvimento do parasito, mostraram que
o0 S. mansoni foi capaz de reconhecer estimulos do sistema imunoldgico do hospedeiro, sendo
os linfoécitos T CD4+ fundamentais no fornecimento dos sinais aos quais 0 parasito
respondeu.

Além disso, dependendo da espécie do hospedeiro vertebrado, da linhagem do parasito
ou do tempo de infecgdo, a relagcdo parasito-hospedeiro sofre modificagdes, refletindo em
alteragdes no microambiente dos parasitos que podem induzir nos mesmos alteragdes
fisiologicas e morfofolégicas (KUNTZ, 1952; KASTNER et al., 1975; CIOLI et al., 1977;
MELO, 1990; BICALHO, 1992; FREITAS et al., 1996; MACHADO-SILVA et al., 1994,
1995; NEVES et al., 2007). Estudos sobre o desenvolvimento do S. mansoni na cavidade
peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J corroboram tal ideia (BICALHO et al., 1993;
FREITAS et al., 1996). Roedores desta linhagem apresentam deficiéncia no quinto
componente (C5) do sistema de complemento (BEN-EFRAIM & CINADER, 1964; WHEAT
et al., 1987) e uma alta incidéncia de leucemia (KASSEL et al., 1973; EVANS & MALIK,
1987). Exemplares de S. mansoni machos foram capazes de desenvolver e atingir a
maturidade sexual no peritbnio de camundongos da linhagem AKR/J mais rapidamente do
que em camundongos SWISS. Na cavidade peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J o
comprimento médio e percentual de vermes machos maduros aos 45 dias de infeccdo foi
significativamente maior do que o observado em camundongos SWISS, ndo havendo
diferenca significativa entre as linhagens aos 60 dias de infec¢do. Por outro lado, fémeas de S.
mansoni de origem peritoneal e apresentando ovos no Utero foram observadas ap6s 45 dias da
inoculacdo das cercarias somente dentre aquelas recuperadas de camundongos da linhagem
AKR/J, sendo a média do comprimentos desta significativamente maior do que a média
referente as fémeas recuperadas da cavidade peritoneal de camundongos SWISS (BICALHO,
1992, 2003; BICALHO et al., 1993; FREITAS et al., 1996). De acordo com BICALHO et al.
(1993) estes achados reforcam a ideia de que os parasitos encontraram condi¢cbes mais
favordveis ao seu desenvolvimento na cavidade peritoneal de camundongos da linhagem
AKR/J do que no peritdnio de camundongos SWISS. Outros autores j& haviam identificado

previamente diferengas marcantes, em fungdo da espécie ou linhagem de hospedeiro utilizada,
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no tamanho, desenvolvimento, maturagdo dos 6rgdos sexuais e periodo de permanéncia dos
vermes na cavidade peritoneal (YOLLES et al., 1949; STIREWALT et al., 1951; MOORE &
MELENEY, 1955; FAN & CHIANG, 1971; PEREIRA et al., 1972; HOLANDA, 1973).

No que se refere ao desenvolvimento das lesbes granulomatosas nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados, sabe-se que esta relacionado a resposta de linfécitos T CD4+ a
antigenos do ovo do parasito contendo o miracidio ja formado (CHEEVER et al., 1993;
PEARCE & MACDONALD, 2002; CHENG et al., 2008). Contudo, 0os mecanismos exatos
envolvidos no recrutamento de leucocitos, incluindo os linfocitos T CD4+, para 0s
granulomas ndo sdo completamente conhecidos. H& evidéncias que o fator de necrose tumoral
(TNF) -a e outros mediadores desempenhem papel fundamental na migragdo destas células
(CALICH et al., 1985; JOSEPH & BOROS, 1993; CHENSUE et al., 1994; GOES et al.,
1994; HASEEB et al., 2001; SANDOR et al., 2003; RUTITZKY & STADECKER, 2006;
RUTITZKY et al., 2008) e também na intensidade da fibrose em humanos (HENRI et al.
2002). Adicionalmente, HAGAN et al. (1993) propuseram que o TNF-a se relaciona, em
parte, ao fendmeno de imunidade concomitante verificado na esquistossomose mansoni

RASO et al. (1978) consideram que a formacdo do granuloma hepético ¢ afetada por
dois fatores: o tempo de infeccdo e a resposta do hospedeiro. Inicialmente, as lesdes sdo
constituidas principalmente por polimorfonucleares e linfdcitos, sendo intenso o infiltrado
inflamat6rio. Macrofagos sdo as células mais comuns na fase cronica da infecgdo quando os
granulomas adquirem progressivamente maior contetdo fibroso, tornando-se inclusive de
didmetro significativamente menor do que os granulomas de fase aguda (ANDRADE &
WARREN, 1964; COELHO et al., 1989; CARVALHO et al., 1986; LENZI et al., 1998;
SILVA et al., 2000).

Além disso, é sabido que a apoptose ou morte celular programada, fenémeno
relacionado a uma serie de eventos bioquimicos e identificavel & microscopia por alteracoes
caracteristicas da morfologia celular, participa da modulacdo da inflamagcdo do tipo
granulomatosa ao reduzir a quantidade de células e area dos granulomas esquistossomaticos
hepéticos de camundongos (TRISTAO et al., 2000; TRISTAO, 2001), possivelmente por
apoptose de linfocitos T CD 4 + (LUNDY et al., 2001; LUNDY & BOROS, 2002).

Farmacos que alteram a resposta do hospedeiro, sobretudo 0s mecanismos
relacionados & inflamacéo, apoptose e fibrose, podem interferir na formacé&o dos granulomas e
mesmo na gravidade da doenga resultante destas lesdes. E possivel que o estudo dos efeitos
destes compostos na esquistossomose experimental possibilite, portanto, a obtencdo de

informacOes adicionais sobre a infecgdo pelo S. mansoni, resultando talvez em uma melhor
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compreensdo do proprio processo de parasitismo e abrindo novas perspectivas em relagdo a
terapias adjuvantes a tradicional.

Além disso, tratamentos por drogas imunomoduladoras e imunossupressoras tem sido
estudados em diferentes processos patologicos (WARD & CLISSOLD, 1987; SAEZ-
ILORENS et al., 1990; NAVARRO et al., 1996; OSTROSKY-ZEICHNER et al., 1996;
HERMETO et al., 1990, 1993, 1994; MELO et al., 1994; MARTINS, 2004; VIANNA &
MELO, 2007; RIBEIRO DE JESUS et al., 2008), sendo a possibilidade de sua utilizagdo em
doencas parasitarias discutida (SAMLASKA & WINFIELD, 1994; OLIVEIRA et al., 2000;
LESSA et al., 2001; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2007). O uso de tais fArmacos proporciona
resultados interessantes também em outras doencas granulomatosas, seja em processo
infeccioso (NERY et al., 2000; MARQUES et al., 2008) ou distirbio de autoimunidade
(MOLLER, 2003; GRUTTERS & VAN-DEN-BOSCH, 2006).

A dexametasona (DEX) e a pentoxifilina (PTX) sdo exemplos de compostos com
reconhecida capacidade de alterar a resposta imunoldgica de vertebrados. Os seus
mecanismos de acdo sdo distintos, podendo resultar em efeitos semelhantes ou mesmo
antagdnicos dependendo da variavel analisada.

Sabe-se que a DEX é um glicocorticoide cujos efeitos sdo mediados principalmente
por mecanismos gendmicos, embora seja também considerada, a existéncia de mecanismos
ndo genbmicos, ainda ndo completamente elucidados. Os primeiros referem-se a ativagéo do
receptor de esteroides pela DEX no citosol da célula alvo o que leva ao aumento ou inibigdo
da sintese de determinadas proteinas. Assim sendo, citocinas como interleucina (IL) -1,
interferon (IFN) -y, TNF-0, quimiocinas, enzimas correlatas ao processo inflamatério e
moléculas de adesdo podem ter sua expressdo reduzida (OSTROSKY-ZEICHNER et al.,
1996; FALKENSTEIN et al., 2000; SCHLEIMER, 2004; CZOCK et al., 2005), embora
EARP et al. (2008) tenham observado um aumento na sintese do &cido ribonucléico
mensageiro (RNAm) de TNF-a em periodos imediatamete seguintes ao tratamento de ratos
pela DEX. A migracdo de leucdcitos para o sitio de infeccdo pode também ser alterada pela
administragdo do glicocorticoide (MELO et al., 1994). De fato, estas drogas interferem no
ndmero e nas caracteristicas das células circulantes no hospedeiro vertebrado, sendo
observado por alguns autores maior nimero de neutrofilos e linfocitos T CD4+ na corrente
sanguinea durante tratamentos por glicocorticoides (STEER et al., 1998; MAGER et al.,
2003). Por outro lado, o fendmeno de apoptose de células do sistema imunoldgico é
favorecida pela administracdo de DEX (SCHIMIDT et al., 2000; CZOCK et al., 2005).
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O tratamento pela PTX, no entanto, como demonstrado por MENSAH-BROWN et al.
(2002), em modelo experimental de diabetes, reduziu a apoptose de células 3 pancredticas que
é induzida pelo IFN -y, 6xido nitrico (NO) e TNF-a. WANCHU et al. (2003) observaram
efeitos semelhantes em linfocitos T CD4+ de pacientes infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). A PTX é um derivado das metilxantinas com propriedade
hemorreoldgica cujos mecanismos farmacoldgicos ndo sdo conhecidos ainda em sua
totalidade. O aumento dos niveis de Ca** e sobretudo da concentragdo de monofosfato ciclico
de adenosina 3’-5" (AMPc) no espaco intra-celular explica, pelo menos em parte, 0 aumento
da fluidez das membranas das células, os efeitos imunomoduladores e anticoagulantes, a
estimulacdo da fibrindlise e a alteragdo da funcdo de fibroblastos induzidos pelo tratamento
com a droga (WARD & CLISSOLD, 1987; SAMLASKA & WINFIELD, 1994). A PTX
possui atividade anti-inflamatoria que é satisfatoriamente explicada pela inibi¢do da producéo
ou fungdo de certas citocinas pro-inflamatorias, principalmente a de TNF-a amplamente
demonstrada em variados processos imunopatologicos (SAEZ-ILORENS et al., 1990; TILG
et al., 1993; BIENVENU et al., 1995; HEYDERMAN et al., 1995; NAVARRO et al., 1996;
OSTROSKY-ZEICHNER et al., 1996; MARCINKIEWICZ et al., 2000; MUNIZ-
JUNQUEIRA, 2007; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 2008; MENDES et al., 2009a). TILG et al.
(1993) mostraram que a atividade supressiva da PTX sobre o TNF-a, in vitro, foi similar aos
efeitos do tratamento com anticorpo anti-TNF-o e que a adicdo de receptores de TNF-o ndo
antagonizou o potencial inibitorio da droga. Contudo, a imunomodulacdo induzida pela PTX
ndo € restrita apenas a estas citocinas. A PTX é também capaz de inibir a producéo da IL-10,
uma citocina antiinflamatoria (BIENVENU et al., 1995; NAVARRO et al., 1996;
MARCINKIEWICZ et al., 2000).

Na esquistossomose experimental, alguns aspectos parasitolégicos e imunopatoldgicos
foram avaliados em roedores tratados por DEX (HERMETO et al., 1990, 1993, 1994; MELO
et al., 1994; PYRRHO et al., 2002, 2004) ou PTX (FREITAS et al., 1997; MELO, 1997,
REIS et al., 2001; ALMEIDA et al., 2003; MATI et al., 2002, 2009 (submetido); XIONG et
al., 2003; EL-LAKKANY & NOSSEIR, 2007).

A utilizacdo de glicocorticoides tem proporcionado subsidios importantes para o
melhor entendimento da biologia do S. mansoni. A administracdo destes farmacos a roedores
durante a fase inicial da infeccdo pode diminuir a quantidade de vermes recuperados
(HARRISON & DOENHOFF, 1983; HERMETO et al., 1990). Adicionalmente, MELO et al.
(1994) verificaram atraso e reducdo na adesdo celular ao parasito quando cercarias foram

inoculadas na cavidade peritoneal de camundongos SWISS tratados pela DEX. O tratamento



26

de camundongos pelo mesmo farmaco, contudo, ndo alterou a quantidade de vermes adultos
recuperados do sistema porta quando a infecgéo foi realizada por esquistossdmulos obtidos in
vivo (HERMETO et al., 1993). PYRRHO et al. (2004) observaram que o tratamento pela
DEX, além de reduzir o colageno em granulomas hepéticos de camundongos, propiciou
menores niveis séricos de citocinas como IFN-y, IL-4 e IL-12 e um aumento da quantidade de
IL-10. Estes autores sugeriram ainda, apds a administracdo do inoculo, redugdo na
fecundidade do parasito. Contudo, HERMETO et al. (1994) demonstraram que a
administragéo de glicocorticoides aos animais ndo alterou significativamente a oviposicdo do
S. mansoni, embora tenha induzido maior retencdo de ovos nos tecidos do hospedeiro, em
concordancia com resultados prévios que indicaram que a passagem de ovos para a luz
intestinal é dependente da reagdo inflamatéria verificada em torno do ovo maduro de S.
mansoni (DOENHOFF et al., 1978; LENZI et al., 1987).

A questdo compreendendo a esquistossomose e 0 uso de glicocorticoides adquire
maior importancia pelo fato desta classe de drogas ser preconizada por alguns autores na
terapéutica clinica humana em associacdo com drogas esquistossomicidas em situacdes
especificas, sobretudo nos casos de radiculopatia esquistossomotica (LAMBERTUCCI et al.,
1989, 2007; PEREGRINO et al, 2002; FERRARI et al., 2004; ANDRADE FILHO et al.,
2007).

Efeitos da PTX sobre alguns parametros da relagéo parasito-hospedeiro tais como a
adaptacdo do S. mansoni a seu hospedeiro vertebrado (MELO, 1997; ALMEIDA et al., 2003),
além de uma possivel modulacdo da resposta imunoldgica e mesmo alteragdes na intensidade
da fibrose induzida pelos ovos do parasito sdo parcialmente conhecidos (FREITAS et al.,
1997; REIS et al., 2001; MATI et al., 2002, 2009 (submetido); XIONG et al., 2003; EL-
LAKKANY & NOSSEIR, 2007). XIONG et al. (2003) observaram que o tratamento com
PTX em estgios iniciais do processo infeccioso pode reduzir os niveis hepaticos de fator
transformador de crescimento-p1 (TGF-B1) e de colageno do tipo I e Ill, tendo sugerido a
possibilidade de uma potencial utilizacdo da PTX como droga anti-fibrética combinada ao
tratamento cléssico da esquistossomose intestinal por Schistosoma japonicum. Na
esquistossomose mansoni experimental EL-LAKKANY & NOSSEIR (2007) observaram
também reducdo nos indices de TGF-B1 e de colageno no figado de roedores durante a fase
aguda da infecgdo, este Ultimo resultado discordante do observado por REIS et al. (2001).

Sabe-se que o desenvolvimento das formas hepatoesplénicas da esquistossomose
correlaciona-se diretamente com a intensidade da fibrose. A partir da inflamag&o em torno do

ovo do parasito desenvolve-se uma fibrose progressiva nos espagos porta-hepéticos e
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consequentemente uma obstrucdo dos ramos intra-hepéticos da veia porta (SYMMERS, 1904;
BOGLIOLO, 1957, 1958, ANDRADE & WARREN, 1964; WARREN, 1967; RASO et al.,
1978; ANDRADE, 2008). Recentemente tem-se avaliado com maiores detalhes os
mecanismos da regressdo das lesdes granulomatosas (LENZI et al., 1998) e da fibrose,
sobretudo ap6s o tratamento esquistossomicida (ANDRADE, 2008) na tentativa de melhor
compreender os fendmenos fisiopatologicos relacionados ao processo de cura. SANDOR et
al. (2003) afirmam que os granulomas, em parte pela delimitacdo relativamente nitida entre a
area de lesdo e o tecido livre da inflamagdo, representam um modelo Unico para estudos
imunolégicos. Contudo, a separacédo fisica entre granulomas esquistossomaticos e o tecido
hepético ndo é facilmente realizdvel, embora BRENER & PELLEGRINO (1956) tenham
descrito um método para este propdsito.

BICALHO (2003), novamente utilizando camundongos da linhagem AKR/J, obteve,
da cavidade peritoneal destes roedores, granulomas livres com caracteristicas celulares e
evolutivas semelhante a dos granulomas hepéticos.

A despeito dos estudos supracitados, na atualidade relativamente pouca aten¢do tem
sido dada aos efeitos do tratamento com imunomoduladores ou imunossupressores na
infeccdo pelo S. mansoni e maiores estudos fazem-se necessarios dadas as possiveis
implicacdes advindas do tratamento com estes compostos na experimentagdo animal e mesmo
na clinica médica.

Ha ainda importantes aspectos do parasitismo pelo S. mansoni ndo estudados em
roedores tratados pela DEX ou PTX, sendo desconhecidas as possiveis alteracdes
morfologicas e de fecundidade dos parasitos recuperados do sistema porta ou da cavidade
peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J. A avalia¢éo da fibrose, constitui¢do celular,
apoptose, areas das lesdes granulomatosas e a evolucdo das mesmas apds a interrupcéo do
tratamento por tais farmacos compreendem também um campo interessante de investigagao.
Carece-se, portanto, de informacdes complementares referentes & administracdo da DEX ou

PTX a estes animais durante as fases aguda e cronica da infecgao.



2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos ap6s a administracdo da dexametasona ou pentoxifilina nas fases
aguda e crbnica da infeccdo experimental pelo S. mansoni, bem como acompanhar, apés a

interrupgdo do tratamento, a permanéncia ou ndo dos efeitos entdo observados.
2.2. Objetivos especificos

e Avaliar parametros parasitologicos (quantidade, fecundidade, morfometria dos
parasitos adultos) em camundongos da linhagem AKR/J infectados pelo S. mansoni e
tratados pela DEX ou PTX nas fases aguda e cronica da infecg&o;

e Pela histopatologia, estudar os efeitos dos tratamentos imunossupressor e
imunomodulador sobre as lesbes induzidas por ovos maduros do parasito, inclusive o
processo de formagéo dos granulomas e fibrose;

e Verificar o processo de apoptose nas lesdes granulomatosas;

e Acompanhar, ap6s a interrup¢do da administracdo das drogas, o padrdo das lesdes

hepaticas com o decorrer da infeccéo;

e Correlacionar resultados do parasitismo do sistema porta-hepético com dados obtidos

da cavidade peritoneal.



3. Material e métodos
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3.1. Animais

3.1.1. Camundongos

Utilizou-se nos experimentos 210 exemplares de camundongos albinos (Mus
musculus) da linhagem isogénica AKR/J provenientes do biotério do Laboratorio de
Taxonomia e Biologia de Invertebrados (LTBI). Todos os roedores, machos adultos com peso
de 25 + 2g, foram infectados por 50 cercérias de Schistosoma mansoni de acordo com

descricdo realizada no item 3.4.

3.1.2. Parasito

A cepa LE de S. mansoni utilizada no presente estudo foi primeiramente isolada de
paciente de Belo Horizonte, MG. E mantida ha cerca de 45 anos por passagens sucessivas
entre hamsters (Mesocricetus auratus) e moluscos (Biomphalaria glabrata), criados e

mantidos em laboratdrio segundo FREITAS (1973) com ligeiras modificacoes.

3.2. Obtencgao de cercarias

Para a obtencdo das cercarias visando a infecgdo dos roedores, planorbideos
previamente infectados de acordo com a técnica de PELLEGRINO & KATZ (1968) foram
colocados em um béquer contendo agua desclorada e entdo expostos a iluminagéo artificial
direta por duas horas. Para a concentragdo das cercarias seguiu-se técnica de PELLEGRINO
& MACEDO (1955).
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3.3. Contagem de cercarias

Em uma placa de vidro, com o auxilio de uma seringa BD Cornwall de 2 cc e agulha
30x10, gotejou-se cerca de 0,5 ml da suspenséo de cercérias anteriormente concentrada. O
ajuste da quantidade de cercarias foi realizado por novo processo de concentracéo ou dilui¢éo
da solucdo contendo as larvas. Apds a adicdo de lugol procedeu-se a contagem das mesmas.
Para o calculo do nimero médio de cercérias pelo menos trés aliquotas adequadamente

homogeneizadas foram consideradas.

3.4. Infeccdo dos roedores

Cada camundongo foi infectado mediante inoculacdo direta, em sua cavidade
peritoneal, de 0,5 ml da suspensdo contendo aproximadamente 50 cercéarias de S. mansoni.

Para tal utilizou-se novamente seringa BD Cornwall de 2 cc e agulha 30x10.

3.5. Grupos

Posteriormente & infeccdo, os roedores foram alocados em trés grupos de 70 animais,
sendo um grupo para os controles (CON) e os outros dois referentes a camundongos
submetidos, respectivamente, a tratamentos por dexametasona (DEX) ou pentoxifilina (PTX)
(vide itens 3.6 e 3.7).

A metade de cada grupo (35 camundongos) foi utilizada nos estudos durante a fase
aguda da infecgéo, totalizando 105 animais. Os 105 camundongos restantes (35 por grupo)
foram utilizados somente na fase cronica.

Em ambas as fases da infeccdo os roedores foram gradualmente utilizados, sendo
sacrificados a cada semana, cinco animais de cada grupo, obtidos aleatoriamente, da mesma

populacéo (Figura 1).



Fase aguda
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Fase crdnica

105 animais - 49 DPI

(35 CON, 35 DEX, 35 PTX)

105 animais - 140 DPI

(35 CON, 35 DEX, 35 PTX)

!

56 DPI/ 3 DPT

!

63 DP1/10 DPT

!

70 DP1 /17 DPT

!

77 DPI1 /24 DPT

!

84 DP1 /31 DPT

* Experimentos realizados em duplicata.

NUmero de animais
sacrificados em cada fase

30 animais*
(10 CON, 10 DEX, 10 PTX)

15 animais
(5 CON, 5 DEX, 5 PTX)

15 animais
(5 CON, 5 DEX, 5 PTX)

15 animais
(5 CON, 5 DEX, 5 PTX)

30 animais*
(10 CON, 10 DEX, 10 PTX)

|

147 DP1 /3 DPT

|

154 DPI/ 10 DPT

|

161 DPI/17 DPT

|

168 DPI /24 DPT

|

175 DPI/ 31 DPT

Figura 1 - Esquema da divisdo dos grupos experimentais, tratamento e sacrificio dos

camundongos.

(CON: controle; DEX: dexametasona; PTX: pentoxifilina; DPI: dias apés a infecgdo; DPT: dias ap6s o

término do tratamento).




34

3.6. Farmacos utilizados

3.6.1. Dexametasona (DEX)

A DEX glicocorticoide sintético cuja poténcia equivale a 30 vezes & observada para a
hidrocortisona, foi utilizada, no presente estudo, na forma de fosfato dissodico de
dexametasona (Decadron® 4mg/ml, Prodome - Brasil).

A droga é classificada, de acordo com a International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), como (8S, 9R, 10S, 118, 13S, 14S ,16R ,17R) - 9- fluoro - 11, 17 - di-
hidroxi - 17 - (2 - hidroxiacetil) -10, 13, 16 - trimetil - 6, 7, 8, 11, 12, 14, 15, 16 octa -
hidrociclopenta [a] fenantreno - 3 - ona, sendo sua formula molecular C,,H,9FOs. Sua meia-
vida varia entre 36 e 54 horas e a dose letal média (DL50) referente & administragéo por via

oral em camundongos € de 6500 mg/Kg.

DrugBank, 2009

Figura 2- Férmula estrutural da dexametasona.
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3.6.2. Pentoxifilina (PTX)

A PTX (Trental® 20mg/ml, Sanofi-Aventis - Brasil) é um derivado sintético da
dimetilxantina estruturalmente semelhante a teofilina e a cafeina.

Classificada, de acordo com a IUPAC, como 3, 7 - dimetil - 1 - (5 - oxoexil) purina -
2, 6 - diona, possui a formula molecular C13H1sN4O3. A meia-vida da droga varia entre 24 e
48 minutos e a de seus metabdlitos ativos de 1 a 1 hora e 36 minutos. A DL50 referente a

administracdo oral da droga em camundongos é de 1385 mg/Kg.

< /c:H3
H.C N &
3 |
0

CH,

DrugBank, 2009

Figura 3 - Formula estrutural da pentoxifilina.
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3.7. Esquema de administracdo dos farmacos

A administragdo da DEX e PTX iniciou-se aos 49 e 140 DPI, respectivamente, nos
estudos das fases aguda e cronica. Os roedores receberam diariamente, mediante injecéo
subcutanea na regido dorsal, durante cinco dias consecutivos, 50 mg/Kg de DEX ou 200
mg/Kg de PTX. Animais pertencentes aos grupos controles ndo foram tratados por nenhuma

droga.

3.8. Sacrificio dos roedores

Os sacrificios dos roedores, por deslocamento cervical, iniciaram no terceiro dia apos
o término do tratamento (DPT), respectivamente, nas fases aguda e cronica, aos 56 e 147 dias
apods a infeccdo (DPI). Gradualmente, a cada semana transcorrida, camundongos de outros

grupos foram também sacrificados de acordo com o apresentado na figura 1.

3.9. Recuperagéo dos parasitos

3.9.1. Lavagem peritoneal

Apos o sacrificio dos roedores o peritdnio foi exposto e imediatamente realizou-se a
lavagem peritoneal para recuperagdo de parasitos (PEREIRA et al., 1974; MELO, 1979,
1990). Para tal uma seringa BD de 20 ml munida de agulha (25 x 8 mm) foi utilizada.

Foram injetados 5 ml de solucéo salina na cavidade peritoneal destes roedores, sendo a
seguir realizada uma massagem para liberacdo do maior numero possivel de formas
evolutivas do parasito. A camada parietal do peritdnio foi aberta com tesoura e o liquido
coletado em placa de Petri. Por fim, as visceras foram expostas e lavadas com mais 10 ml de
solucdo salina.

A mesma metodologia possibilitou a recuperacdo de ovos e granulomas livres do

peritonio (BICALHO, 2003) que foram contados e fixados em formalina a 10%.
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3.9.2. Perfuséo do sistema porta

Para a recuperacéo dos parasitos do sistema porta utilizou-se a perfusdo para colheita
de S. mansoni descrita por PELLEGRINO & SIQUEIRA (1956) com pequenas modificagdes,
sendo empregada solucdo salina heparinizada (100U/I) e uma maquina pipetadora automatica
(BREWER, BBL - USA).

Visando impedir a contaminagdo do material, ap0s a exposicéo das visceras de cada
camundongo, realizou-se a ligadura simples de parte distal do intestino grosso. Em seguida a
veia porta foi seccionada para que com a injecdo da solucdo salina, ap6s a puncéo da aorta
toracica, os parasitos localizados nos vasos mesentéricos fossem recuperados. Procedeu-se
exame minucioso das estruturas vasculares para a confirmagdo de que todos os parasitos ai
localizados foram recuperados.

Por fim, solugdo salina foi também injetada na juncéo das veias hepéaticas com a veia

cava inferior, visando a obtencéo de parasitos localizados em vasos intra-hepéticos.

3.10. Coloragéo e analise morfoldgica dos esquistossomos

Todos os vermes recuperados foram contados, classificados quanto ao sexo e entéo
fixados em formalina a 10%. Para a analise microscdpica realizou-se a coloracdo pelo
Acetoalimen de Carmim.

Os parasitos foram lavados em &gua para a retirada do excesso do fixador e entdo
transferidos para alcool 70° GL. A seguir deixou-se 0s vermes imersos no corante por 4 horas,
sendo posteriormente realizada a desidratagdo em série crescente de alcoois (70°, 80° e 95°
GL). Finalizando esta série, procedeu-se trés passagens por alcool absoluto. Os parasitos
foram transferidos para o creosoto de Faia até adequada clarificagdo e entdo montados entre
ldamina e laminula utilizando-se Balsamo do Canada (LANGERON, 1949; MELO, 2003).
Buscou-se ajustar o posicionamento dos trematddeos de forma que os caracteres morfologicos

em questdo fossem mais facilmente visualizados.
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Foram avaliados os seguintes pardmetros morfoldgicos:

1) Parasitos machos:

(A) comprimento total do verme;

(B) distancia entre as ventosas oral e ventral;
(C) comprimento mediano da massa testicular;
(D) comprimento médio de I6bulo testicular;

(E) nimero de l6bulos testiculares;

2) Parasitos fémeas:

(F) comprimento total do verme;
(G) comprimento mé&ximo do oVArio;
(H) largura méxima do ovario;

() percentual de Uteros com ovos.

Para o estudo dos pardmetros (A) e (F) eshogos dos corpos dos trematédeos foram
realizados com o auxilio de cAmara clara acoplada a um estereomicroscépio (Wild Heerbrugg
M5 - Switzerland), sendo os comprimentos dos desenhos obtidos por meio de curvimetro
(Tokyo Sakurai - Japan). Verificou-se, com o auxilio de lamina milimetrada, a proporcéo
entre estas medidas obtidas pelo curvimetro e os valores reais, sendo assim possivel obter o
comprimento total correspondente a cada parasito.

As informagOes relativas aos demais pardmetros foram avaliadas diretamente ao
microscopio de luz (Olympus BH2 - Japan). Para a obtencéo das medidas (B), (C), (D), (G) e
(H) a ocular milimetrada (também Wild Heerbrugg, 10x - Switzerland) foi utilizada. Os

valores observados foram corrigidos com base no coeficiente micrométrico.
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3.11. Avaliacédo da oviposicdo na cavidade peritoneal

Ovos e granulomas obtidos por meio da lavagem peritoneal foram avaliados ao
estereomicroscopio (Olympus SZ40 - Japan) e fixados em formalina a 10%.
Procedeu-se a contagem diferencial, sendo utilizada para uma comparagdo mais

acurada entre 0s grupos a seguinte razao:

Ovos imaturos = numero total de ovos imaturos recuperados da cavidade peritoneal

/ fémea (CP) nimero de fémeas do parasito recuperadas da cavidade peritoneal

A oviposicdo das fémeas de S. mansoni recuperadas da cavidade peritoneal de
camundongos da linhagem AKR/J foi avaliada apenas naqueles roedores sacrificados aos 56 e
aos 147 DPI.

Com o auxilio de ocular milimetrada acoplada ao microscépio de luz realizou-se ainda
a mensuracdo do comprimento e largura méxima dos ovos recuperados, sendo as medidas

obtidas comparadas as de ovos observados pelo oograma do mesmo animal.

3.12. Oograma

Fragmentos do intestino (ileo terminal) de cada roedor com aproximadamente 1 cm de
comprimento foram isolados, longitudinalmente abertos com auxilio de uma tesoura e em
seguida transferidos para placas de Petri contendo solucéo salina (0,85%). O excesso de muco
foi removido, sendo os fragmentos de tecido pesados em balanca analitica, imediatamente
montados entre I&mina e laminula pléastica e entdo prensados (PELLEGRINO & FARIA,
1965). As laminas preparadas foram examinadas ao microscépio de luz (100x) e todos os
ovos visualizados contados e classificados.

Para a avaliagdo quantitativa (CANCADO et al., 1965; HERMETO et al., 1994),

utilizou-se a formula:

Ovos/g = 1000 x numero total de ovos no fragmento intestinal

peso do fragmento (mg)
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No oograma qualitativo a classificagdo dos estadios evolutivos dos ovos seguiu 0s
critérios de PELLEGRINO et al. (1962), sendo também calculados os percentuais de cada
estddio evolutivo. Além disso, para se estimar a fecundidade individual das fémeas de S.
mansoni (MATI et al., 2005a, 2009 (submetido); PACHECO et al., 2005, 2008), utilizou-se a

razao:

Ovos de 2° estddio = 1000 x nimero total no fragmento intestinal de ovos de 2° estadio

/g /fémea (SP)  peso do fragmento (mg) x nimero de fémeas recuperadas do sistema porta

Tal avaliacdo deu-se nas fases aguda e cronica da infeccdo, mas em semelhanga a

avaliagdo da oviposicdo na cavidade peritoneal, apenas aos 56 e aos 147 DPI.

3.13. Histopatologia

3.13.1. Processamento histoldgico

Os fragmentos de figado foram recolhidos e fixados em formol a 10%. Posteriormente
foram lavados em &gua corrente por trés horas e submetidos a desidratacdo em série de
alcoois (70°, 80°, 95° GL e absoluto por trés vezes).

A desidratagio sucedeu-se 0 processo de diafanizagio, sendo os fragmentos tratados
por xilol, em trés diferentes recipientes contendo o produto (LANGERON, 1949; LUNA,
1968; MELO, 2003).

Imediatamente apo6s a retirada do xilol, os fragmento foram imersos em parafina
histolégica (Merck - Germany) derretida, assim permanecendo durante uma hora a 56° C em
estufa (Fanem - Brasil).

Os blocos de parafina foram depois cortados em microtomo Spencer (American

Optical Company - USA), sendo obtidos cortes semifinos (4 pm).
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3.13.2. Coloragéo histologica

Os cortes histoldgicos foram corados por diferentes métodos abaixo detalhados. Em
todos os casos procedeu-se a montagem de lamina e laminula utilizando-se Bélsamo do

Canada.

3.13.2.1 Hematoxilina e eosina

Quatro cortes histolégicos ndo consecutivos para cada animal foram corados pela
hematoxilina e eosina (HE) de acordo com metodologia previamente estabelecida
(LANGERON, 1949) com minimas modificaces.

Apo6s a parafina dos cortes ser removida por duas passagens, 30 minutos cada, em
recipientes contendo xilol, realizou-se a hidratacdo em série decrescente de &lcoois (absoluto,
95° 80° e 70° GL), permanecendo as laminas por cinco minutos em cada alcool. A seguir,
apds cinco minutos em &gua corrente, procedeu-se a coloracdo pela hematoxilina e nova
lavagem. As laminas contendo os cortes histologicos foram transferidas para recipiente
contendo eosina, lavadas em 4gua e desidratadas, por rapidas passagens, em série crescente de
alcoois (70°, 80°, 95° GL e absoluto por trés vezes).

Para a diafanizacdo do material recorreu-se a duas passagens em xilol, cada uma delas

com cinco minutos de durag&o.

3.13.2.2 Picrosirius red

A parafina dos cortes foi retirada com o auxilio de xilol, sendo também realizada a
hidratacdo em série decrescente de alcoois (absoluto, 95°, 80° e 70° GL), finalizado em 4gua
corrente. Por uma hora as laminas permaneceram em solugdo picrosirius red, sendo, em
seguida, 0 excesso do corante retirado e 0s cortes cobertos por acido cloridrico (0,01 N) por
cerca de um minuto (PUCHTLER et al., 1973; JUNQUEIRA et al,. 1978). Em seguida,
rapidamente, realizou-se nova lavagem em &gua corrente e a contracoloracdo pela
hematoxilina. Antes da montagem, as preparacdes foram desidratadas e diafanizadas a

semelhanca do descrito no item 3.13.2.1.
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Para a diferenciagdo entre os tipos | e Il do colageno presente nas lesdes foram
utilizados, no presente estudo, filtros especiais (Hoya - Japan) para polarizagdo da luz de

microscopio convencional Olympus BH2.

3.13.2.3 Acido periddico de Schiff

A coloragdo pelo &cido periddico de Schiff (PAS), preparacdo voltada para a
visualizacdo de macromoléculas de carboidratos como o glicogénio, foi também utilizada.
Apoés desparafinar os cortes histoldgicos seguiu-se a hidratacdo dos mesmos em série
decrescente de alcoois (absoluto, 95° 80° e 70° GL) e posteriormente agua corrente, sendo
entdo realizada a oxidagdo em &cido periddico a 0,5% seguida pela lavagem em agua destilada
e passagem no reagente de Schiff por 10 minutos. Procedeu-se nova lavagem em &gua
corrente e a contracoloragéo pela hematoxilina (LUNA, 1968). A desidratacéo e diafanizacéo

foram feitas ao final do processo.

3.13.2.4 Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick-end Labeling
(TUNEL)

Para a avaliacdo da interferéncia dos farmacos sobre o processo de apoptose, laminas
foram também coradas pela técnica de TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
Biotin-dUTP Nick-end Labeling) descrita por GAVRIELI et al. (1992), que identifica, in situ,
a fragmentacgdo do genoma, caracteristica de células em apoptose.

Para a realizacdo do método de TUNEL utilizou-se o kit especifico ApopTag® Plus
Peroxidase in situ (Chemicon International, USA), sendo seguidas as orientacbes do
fabricante.

Cortes histolégicos foram montados em laminas silanizadas e desparafinizados por
imersdo em xilol. Seguiu-se a passagem por série decrescente de &lcoois seguida de lavagem
em tampdo fosfato (PBS). Os cortes foram tratados por Proteinase K (20ug/ml). Apo6s
lavagem em agua destilada, pela adi¢do de solucdo de &gua oxigenada a 3%, a peroxidase
enddgena foi inativada. Todas as l1aminas foram novamente enxaguadas em solucéo salina
tamponada, sendo entdo aplicado um tampédo de equilibrio do prdprio kit. Procedeu-se a

incubacgdo das laminas por doze horas em cdmara Umida, a 37°C, juntamente a enzima TdT
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(terminal deoxynucleotidyl transferase) e nucleotideos ligados a digoxigenina. A reagdo foi
interrompida com o tampdo de parada, também do kit, sendo em seguida realizada,
novamente em camara Umida, durante uma hora, a incubacdo com o anticorpo anti-
digoxigenina conjugado a peroxidase. Apos a realizagdo de nova lavagem em PBS aplicou-se
o DAB (diaminobenzidina) para a revelacdo das marcagdes.

Como contra-coloracdo dos cortes histologicos, submetidos a reagdo de TUNEL,

empregou-se a hematoxilina.

3.13.3. Classificacdo das fases evolutivas das leses granulomatosas

As lesdes decorrentes da resposta inflamatoria ao redor do ovo do parasito foram

classificadas considerando-se as seguintes fases evolutivas:

(A) reacdo minima;

(B) granuloma exsudativo;

(C) granuloma necrético-exsudativo;
(D) granuloma produtivo;

(E) granuloma fibrosado (ou em cura por fibrose).

A classificagéo utilizada no presente estudo baseou-se principalmente nas quatro fases
evolutivas propostas por RASO & BOGLIOLO (1970) para o granuloma esquistossomatico,
mas foram também consideradas reagbes iniciais ou minimas, anteriores a formacéo do
granuloma (VON LICHTENBERG et al., 1973; CARVALHO et al., 1986; LENZI et al.,
1998).
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3.13.4. Morfometria de granulomas

Foram selecionados somente granulomas ndo coalescentes que apresentavam ovo com
miracidio bem definido em regido central da lesdo a fim de se evitar cortes tangenciais.

Imagens foram digitalizadas por um microscépio de luz (Olympus BX41 - Japan) com
camera (JVC/TK 1270 Color Video Camera - Germany) conectada a um microcomputador,
sendo determinadas na avaliacdo morfométrica a area, o perimetro e os didmetros maximo e
minimo dos granulomas por meio de analisador de imagens digital (KS 300, 2.0, Kontron
Elektronik - Germany).

Pela obtencdo de coeficientes de variagdo representativos (< 30%) definidos pela
avaliagdo da evolucdo dos erros-padrdo de acordo com o aumento da amostragem
(SAMPAIO, 1998; TRISTAO, 2001) dos granulomas em cada roedor, determinou-se a

quantidade de lesdes granulomatosas a serem avaliadas.

3.13.5. Avaliacao da apoptose

A identificacdo de células em apoptose pelo TUNEL foi primeiramente realizada em
amostra aleatoria. Em seguida, as caracteristicas morfoldgicas do processo apoptotico também
visualizadveis ao TUNEL foram comparadas e identificadas em cortes histologicos
consecutivos corados pela HE de modo a permitir a validagdo, nesta coloracdo, da
identificacdo baseada em caracteristicas morfoldgicas de células em apoptose. De fato, ha
estudos em que a utilizacdo do critério morfologico em HE proporcionou resultados validos,
semelhantes aos obtidos pelo TUNEL (BATISTA et al., 2007 e MENDES et al., 2009b).

Foram consideradas células em apoptose, de acordo com VASCONCELOS (2001),
somente aquelas que apresentaram pelo menos trés dos seguintes critérios morfologicos de

incluséo:

e anoiquia (retragdo celular e perda de adesdes entre células);
e condensagdo nuclear e do citoplasma (compactacdo da cromatina nuclear em
massas densas uniformes, alinhadas no lado interno da membrana nuclear,

inclusive com aspecto de crescentes);
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o fragmentacdo nuclear (convolucédo e fragmentagdo da membrana nuclear, sem

cariorrexe ou ruptura);
o fragmentacgdo celular (formagdo dos corpos apoptéticos);

o fagocitose dos corpos apoptoticos pelas células adjacentes (“canibalismo

celular");
e auséncia de inflamacéo (ndo aplicavel na avaliacdo da apoptose em células

inflamatorias do granuloma).

O percentual de células em apoptose (indice apoptotico) nas lesdes granulomatosas foi

obtido de acordo com a férmula:

indice apoptotico = 100 x ndmero de células em apoptose

nlimero total de células

A quantificacdo da apoptose foi feita considerando-se um nimero representativo de
eventos novamente definido pela avaliacdo da evolucdo dos erros-padrdo de acordo com o
aumento da amostragem (SAMPAIO, 1998).

3.14. Mortalidade

Paralelamente, em estudo complemetar, avaliou-se os efeitos do tratamento pela DEX
ou PTX sobre a mortalidade dos roedores infectados pelo S. mansoni durante a fase aguda. A
partir do término dos tratamentos (53 DPI) os animais foram acompanhados diariamente,

cinco dias por semana, durante 31 dias, sendo anotados o nimero de 6bitos.

3.15. Consideragdes éticas

Todos os procedimentos seguiram o0s preceitos do comité local de ética para
experimentacdo animal (CETEA/UFMG). O presente estudo foi parte de projeto j& avaliado e
aprovado pelo CETEA (Protocolo 25/2003, renovado em 2008).
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3.16. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Shapiro Wilk para determinagéo da
normalidade. De acordo com SNEDECOR & COCHRAN (1989), a andlise de variancia
(ANOVA) e o teste de Turkey foram utilizados quando a distribuigdo mostrou-se Gaussiana e
o teste de Kruskal-Wallis em ocasides que a distribuicdo foi ndo paramétrica. Para teste de
hipotese, entre variaveis categoricas, empregou-se o teste exato de Fisher. Dados percentuais
foram apresentados como complementagdo da estatistica descritiva, ndo sendo realizados
testes estatisticos das percentagens. As andlises foram realizadas, conforme o caso, a partir

das médias, medianas ou dos dados brutos, utilizando-se 0 pacote estatistico Statistica 5.0.

(StatSoft® - USA)



4. Resultados
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4.1. Observagdes realizadas imediatamente apds o sacrificio dos roedores

Sdo apresentados a seguir achados considerados relevantes & analise realizada
imediatamente apds o sacrificio de camundongos da linhagem AKR/J infectados pelo S.
mansoni. Efeitos relacionados a administracdo da dexametasona (DEX) ou pentoxifilina
(PTX) ocorreram mais frequentemente nos periodos contiguos ao término dos tratamentos,

sobretudo nos animais sacrificados aos 3 e 10 dias apds o término dos tratamentos (DPT).

4.1.1. Grupos controles

A analise macroscopica observou-se vasos mesentéricos e peritoneais mais congestos.
Granulomas com distribui¢do multifocal foram visiveis nos intestinos e principalmente no
figado como pontos esbranquicados em meio ao parénquima com coloragdo habitual. Durante
a fase cronica o figado mostrou-se fosco, ndo raramente cim areas acinzentadas. Nesses
animais a hepatoesplenomegalia e a circulagcdo colateral foram mais marcantes, sendo a

presenca de ascite sanguinolenta algumas vezes observada.

4.1.2. Grupos tratados pela DEX

Macroscopicamente, durante a fase aguda (56, 63 e 70 dias apés a infec¢do (DPI)), os
figados apresentaram-se pélidos e com &reas de coloracéo tendendo ao verde, além de um
odor fétido. Estas alteracdes, entretanto, foram pouco evidentes na fase cronica da infeccéo.
Os tecidos dos animais tratados pelo glicocorticoide tornaram-se mais edemaciados, delgados

e facilmente rompiveis.
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4.1.3. Grupos tratados pela PTX

Apresentaram seus vasos sanguineos mais dilatados quando comparados aos dos
roedores dos grupos controles e tratados pela DEX. Ap6s o sacrificio observou-se que o
sangue permaneceu fluido por tempo superior no sistema circulatério dos animais submetidos
ao tratamento pela PTX (3 e 10 DPT). Embora mais raramente que nos grupos controles,
animais apresentando ascite sanguinolenta foram também detectados dentre os roedores

tratados com PTX.

4.2. Recuperacdo dos trematodeos da cavidade peritoneal e do sistema porta de

camundongos da linhagem AKR/J

Esquistossomos adultos de ambos os sexos foram recuperados da cavidade peritoneal
e do sistema porta de todos os camundongos avaliados durante as fases aguda e cronica da
infeccdo. No entanto, nos periodos e nas posologias estudadas, o tratamento dos roedores pela
DEX ou PTX néo alterou significativamente a quantidade de parasitos obtidos (Tabelas 1 e
2).

Durante a infec¢do aguda, entre 30,4 e 46,6% do total de cercérias inoculadas, foram
recuperadas como vermes adultos, enquanto, na fase crénica, estes percentuais variaram entre
16,0 e 23,4%. De fato, o numero médio de trematddeos no sistema porta e na cavidade
peritoneal, nesta fase, em todos os grupos, mostrou-se menor do que o verificado na fase
aguda.

No entanto, no peritdnio, esta reducéo, observada & medida que a infecgdo tornou-se
cronica, foi proporcionalmente menor que a verificada dentre os parasitos do sistema porta,
resultando em um predominio do nimero de vermes da cavidade peritoneal na fase cronica da
infeccao.

Em ambas as fases da infecgéo recuperou-se maior quantidade de vermes machos do

que de fémeas.



Tabela 1 - Média e desvio padrdo do nimero de parasitos recuperados de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela dexametasona
(DEX) ou pentoxifilina (PTX) durante a fase aguda da infec¢éo experimental pelo S. mansoni.

Periodo Grupo Recuperacéo de parasitos
Cavidade peritoneal Sistema porta Soma
Machos Fémeas Subtotal Machos Fémeas Subtotal Machos  Fémeas Total (%)**
CON*  44+27 26+20 70+46 90+36 65+13 155+31  134+47 91+36 22,5 + 6,6 (45,0%)
56 DPI DEX 40+14 20+15 60+26 92+30 48+35 140+60  132+41 68+49 20,0 + 7,8 (40,0%)

PTX 50+31 35+13 85+37 85+x26 43+10 128+3,6 135+26 78%17 21,3£3,9 (42,6%)

CON  50+33 19+16 69+44 66+29 43+29 109+56  11,6+55 62%4,2  17,8+92 (356%)
63 DPI DEX  50%22 34%22 84+41 76+43 48+37 124+78  126+38 82+33  20,8+6,5 (41,6%)
PTX  59+26 23+17 82+38 60+38 41+23 101+57 119+53 64+37  18,3+86 (36,6%)

CON  57%35 40+11 97+39 89+48 47+28 136+73  146+70 8744  233+111(46,6%)
70 DPI DEX  43%16 40+10 83+15 68+10 38+17 106+21 111+15 7821  189+28 (37.8%)
PTX  54%21 29+24 83+35 92+49 52+25 144%57  146+53 81+35  227+55 (454%)

CON  68+46 18+08 86+52 74+36 29+12 103+4,1  142+59 47+18  18,9+6,9 (37,8%)
77 DPI DEX 4310 23%15 66+22 60+20 27+06 87+25  103+19 50+17  153+32(30,6%)
PTX  53+27 2,6+15 79+39 79+29 37+24 116+48  132+47 63+30  19,5+7,0 (39,0%)

CON  46%26 20+13 66+32 54+31 4020 94+48  100%55 60+28 16,0 + 7,8 (32%)
84 DPI DEX  39+14 15+13 54+24 56+39 24+16 80+53 95+2,6 39%09  13,4+57 (26,8%)
PTX  48+34 20+16 68%51 52+34 32+13 84+36  100+61 52+009 1526, (30,4%)

* Camundongos controles (CON) ndo receberam nenhum tratamento.
**Percentual de cercarias inoculadas recuperadas como vermes adultos.



Tabela 2 - Média e desvio padrdo do nimero de parasitos recuperados de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela dexametasona
(DEX) ou pentoxifilina (PTX) durante a fase cronica da infec¢éo experimental pelo S. mansoni.

Periodo Grupo Recuperacéo de parasitos
Cavidade peritoneal Sistema porta Soma
Machos Fémeas Subtotal Machos Fémeas Subtotal Machos  Fémeas Total (%)*
CON 34+20 25+15 59+31 26+11 22+11 48+22 6,0+32 47+2]1 10,7 + 4,8 (21,4%)
147 DPI DEX 40+23 28+16 68+35 23+12 20+11 43+20 6,3+35 48+28 11,1+ 6,0 (22,2%)

PTX 34+19 28+13 6,2+22 25+13 27+17 5227 59+3,0 55+24 11,4 + 4,8 (22,8%)

CON 30+£1,7 3,7+28 6,7+39 30+14 20+08 50+20 6,0+27 57+36 11,7 £ 5,0 (23,4%)
154 DPI DEX 30+08 20+03 50+10 25+10 22+10 4,7+19 55+15 42+1]1 9,7+ 2,8 (19,4%)
PTX 25+05 2,0+07 45+0,7 30+14 23+19 53+23 55+19 43+23 9,8+ 4,2 (19,6%)

CON  28%13 26+18 54+31 20+11 25+06 45+17 48+17 51%0,9 9,9+ 2,5 (19,8%)
161 DPI DEX  23+15 18%09 40+18 23%05 20+08 43+13 46+12  38+13 8,4 % 2,3 (16,8%)
PTX  25+10 15+10 40%16 31+09 14205 45+11 56+09 29+16 8,5+ 2,4 (17,0%)

CON  25%12 19+11 4,4+22 25+06 15+06 4,0+0,8 50+1,3 3,4+09 8,4 % 2,0 (16,8%)
168 DPI DEX  30+28 13+13 43%32 22+04 16+05 38+08 52+27 29+24 8,1+ 4,8 (16,2%)
PTX  20+12 23+13 43%22 28+13 1305 41+16 48+15 36+17 8,4 % 3,2 (16,8%)

CON  26%11 19+13 45+21 25+10 10£03 3,5+1,0 51+ 12 29%1,3 8,0 % 1,8 (16,0%)
175 DPI DEX  17+06 17+06 34%06 27+06 1706 44+12 44+06 34%12 7.8+ 1,6 (15,6%)
PTX  24+11 2,0+07 44%13 2718 1508 42+25 51+22 35%11 8,6+ 2,3 (17,2%)

* Camundongos controles (CON) ndo receberam nenhum tratamento.
**Percentual de cercarias inoculadas recuperadas como vermes adultos.
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4.3. Andlise morfoldgica dos vermes adultos

Foram avaliados todos os exemplares de S. mansoni, machos e fémeas, recuperados da
cavidade peritoneal e do sistema porta de camundongos da linhagem AKR/J submetidos ou

ndo ao tratamento por DEX ou PTX.

4.3.1. Parasitos recuperados da cavidade peritoneal

As figuras 4 a 8 e 9 a 12 mostram a média e o desvio padrdo dos caracteres
morfol6gicos avaliados de parasitos machos (comprimento total, distancia entre ventosas,
comprimento mediano da massa testicular, comprimento medio do lébulo testicular, nimero
de l6bulos testiculares) e femeas (comprimento total, comprimento maximo do ovario,
comprimento minimo do ovério, percentual de Uteros com ovos), respectivamente,
recuperados da cavidade peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J durante as fases
aguda e crbnica da infecgédo pelo S. mansoni. Dados mostrando as frequéncias dos caracteres
morfologicos avaliados referentes ao aparelho reprodutor masculino (Tabelas 3 e 4) e
feminino (Tabelas 5 e 6) destes trematddeos sdo também apresentados.

Os exemplares de S. mansoni recuperados da cavidade peritoneal normalmente
apresentaram na fase aguda, em comparagdo & fase cronica, médias menores em todos os
pardmetros morfol6gicos considerados.

O tratamento por DEX ou PTX levou a aumento significativo na média do
comprimento total de machos aos 63 DPI (Figura 4). Além disso, a administragdo do
glicocorticoide, neste mesmo periodo, provocou um aumento na média da distancia entre
ventosas (p < 0,05) (Figura 5), mas nenhuma alteragdo significativa foi observada nos
parasitos machos durante a fase cronica (Figuras 4 a 8). Entretanto, observou-se que nos
parasitos recuperados de roedores tratados pela PTX as médias do comprimento mediano da
massa testicular, comprimento médio do lébulo testicular e nimero de l6bulos testiculares
apresentaram uma tendéncia sutil, sobretudo durante a fase cronica, em serem menores.

Néo foram também identificadas alteracbes decorrentes da administragdo das drogas
nas frequéncias acumuladas do numero médio de I6bulos testiculares e dos comprimentos de
massa e de I6bulo testiculares (Tabelas 3 e 4).

Aos 63 e 154 DPl o comprimento total médio das fémeas de S. mansoni foi
significativamente maior nos grupos tratados por DEX ou PTX em relagdo ao controle
(Figura 9). Entretanto, durante a fase cronica esta diferenca foi mais expressiva, uma vez que,

nos roedores que receberam o tratamento pelo glicocorticoide, diferenga significativa (p <
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0,05) foi observada em relagdo aos grupos controles também aos 161 e 175 DPI. Em todos 0s
cinco periodos estudados, durante a fase cronica, apesar de diferencas estatisticas ndo terem
sido sempre obtidas, as médias do comprimento total das fémeas originarias de camundongos
tratados pela DEX foram maiores que as dos respectivos controles.

Em relagdo ao comprimento mé&ximo de ovério, aos 56 e 63 DPI, médias maiores
foram observadas nos parasitos obtidos de camundongos tratados pela DEX, mas nédo
verificou-se diferenca significativa nestes periodos. Somente durante a fase cronica, aos 161,
168 e 175 DPI, alteragdes significativas foram observadas (Figura 10).

As tabelas 5 e 6 mostram que o percentual de Uteros de maior tamanho é mais
expressivo nos grupos tratados por DEX. Aos 63 DPI e aos 154 DPI cerca de 70% dos ovarios
possuem comprimento maximo superior a 150 um. Nos mesmos periodos, este percentual é
inferior a 30% nos camundongos controles e tratados por PTX.

Observou-se ainda, graficamente, entre as fémeas do parasito recuperadas da cavidade
peritoneal, ap6s o tratamento por DEX, aumento do percentual de Uteros contendo ovos que

chegou a ultrapassar 30% (Figura 12).
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Tabela 3 - Frequéncias (%) dos caracteres morfoldgicos referentes ao aparelho reprodutor masculino de S. mansoni recuperados da cavidade
peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J durante a fase aguda da infeccéo.

Periodo Grupo Aparelho reprodutor masculino
Numero de I6bulos testiculares Comprimento de Comprimento de I6bulo
massa testicular (um) testicular (um)

<5 5a6 7a8 9al0 >10 <75 75a 10la 126a > 150 <40 4la b5la 6la >70

100 125 150 50 60 70
CON 7% 80% 13% 0 0 6% 3% 56% 16% 19% 3% 48% 14% 28% 7%
56 DPI DEX 0 67% 33% 0 0 0 5% 74% 21% 0 26% 26% 16% 21% 11%
PTX 7% 50% 43% 0 0 0 8% 54% 23% 15% 4% 29% 17% 25% 25%
CON 10% 80% 10% 0 0 8% 8% 50% 13% 21% 17% 29% 17% 29% 8%
63 DPI DEX 0 70% 30% 0 0 0 8% 38% 31% 23% 8% 23% 15% 39% 15%
PTX 11% 33% 56% 0 0 7% 7% 36% 21% 29% % 36% 21% 29% 7%

CON 10% 80% 10% 0 0 17% 6% 44% 22% 11% 32% 15% 20% 32% 11%
70 DPI DEX 0 65% 30% 5% 0 20% 10% 50% 10% 10% 0 40% 30% 30% 0
PTX 0 100% O 0 0 0 44% 22% 22% 12% 10% 40% 20% 20% 10%
CON 0 56% 44% 0 0 0 6% 5% 31% 6% 7% 43% 14% 29% 7%
77 DPI DEX 0 80% 20% 0 0 0 0 29% 47% 24% 25% 25% 25% 25% 0
PTX 0 95% 5% 0 0 0 20% 60% 10% 10% 0 48% 24% 28% 0
CON 0 80% 20% 0 0 0 17% 50% 33% 0 7% 50% 14% 24% 5%
84 DPI DEX 0 80% 20% 0 0 0 18%  46% 36% 0 12% 25% 38% 25% 0
PTX 0 95% 5% 0 0 0 22% 67% 11% 0 0 50% 25% 25% 0




Tabela 4 - Frequéncias (%) dos caracteres morfoldgicos referentes ao aparelho reprodutor masculino de S. mansoni recuperados da cavidade
peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J durante a fase cronica da infecgéo.

Periodo Grupo Aparelho reprodutor masculino
Numero de I6bulos testiculares Comprimento de Comprimento de I6bulo
massa testicular (um) testicular (um)
<5 5a6 7a8 9al0 >10 <75 75a 101a 126a > 150 <40 41a 5la 6la >70
100 125 150 50 60 70
CON 0 77% 23% 0 0 0 14% 21% 36% 29% 11% 37% 22% 15% 15%
147 DPI DEX 22% 45% 33% 0 0 0 0 81% 19% 0 11% 34% 22% 22% 11%
PTX 15% 77% 8% 0 0 0 15% 46% 27% 12% 7% 47% 33% 13% 0%
CON 8% 69% 23% 0 0 0 15% 62% 8% 15% 0 80% 10% 10% 0
154 DPI DEX 20% 45% 35% 0 0 0 0 5% 25% 0 0 71% 14% 14% 0
PTX 0 100% 0 0 0 0 19% 7% 4% 0 0 86% 14% 0 0
CON 0 79% 21% 0 0 0 23% 38% 27% 12% 20% 30% 20% 30% 0
161 DPI DEX 10% 60% 30% 0 0 0 22% 45% 11% 22% 5% 84% 11% 0 0
PTX 0 88% 12% 0 0 0 0 71% 29% 0 6% 78% 6% 11% 0
CON 0 63% 37% 0 0 0 11% 45%  22% 22% 16% 71% 13% 0 0
168 DPI DEX 20% 40% 40% 0 0 0 40% 20% 10% 30% 0 5% 25% 0 0
PTX 0 86% 14% 0 0 0 12% 38% 38% 12% 0 74% 13% 13% 0
CON 0 75% 25% 0 0 0 0 50% 50% 0 0 83% 17% 0 0
175 DPI DEX 0 64% 36% 0 0 0 29% 14% 57% 0 0 45% 33% 22% 0
PTX 0 95% 5% 0 0 0 0 86% 14% 0 9% T72% 4% 2% 13%
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Tabela 5 - Frequéncias (%) dos caracteres morfoldgicos referentes ao aparelho reprodutor feminino de
S. mansoni recuperados da cavidade peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J durante a fase
aguda da infeccéo.

Periodo Grupo Aparelho reprodutor feminino
Comprimento méximo Largura maxima
do ovério (um) do ovério (um)

<100 100a 126a 151a >175 <45 45a 56a 66a >75

125 150 175 55 65 75
CON 31% 23% 31% 15% 0 14% 14% 58% 14% 0
56 DPI DEX 30% 16% 32% 11% 11% 10% 30% 40% 10% 10%
PTX 14% 72% 14% 0 0 14% 72% 14% 0 0
CON 0 54%  46% 0 0 9% 18% 46% 18% 9%
63 DPI DEX 8% 8% 15%  61% 8% 22% 22% 22% 34% 0
PTX 21% 36% 14% 29% 0 33% 50% 17% 0 0
CON 10% 36% 36% 18% 0 17% 17% 51% 15% 0
70 DPI DEX 6% 63% 25% 6% 0 13% 57% 16% 14% 0
PTX 36% 57% 7% 0 0 17% 66% 17% 0 0
CON 21% 20% 27%  16% 9% 11% 11% 50% 28% 0
77 DPI DEX 7%  86% 7% 0 0 8% 50% 34% 8% 0
PTX 30% 40%  30% 0 0 6% 53% 35% 6% 0
CON 32% 16% 21% 21% 10% 0 24% T71% 5% 0
84 DPI DEX 25% 42% 8% 25% 0 25% 6% 44% 25% 0
PTX 16% 71% 13% 0 0 32% 36% 32% 0 0




Tabela 6 - Frequéncias (%) dos caracteres morfoldgicos referentes ao aparelho reprodutor feminino de
S. mansoni recuperados da cavidade peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J durante a fase
cronica da infecgéo.

Periodo Grupo Aparelho reprodutor feminino
Comprimento méaximo Largura maxima
do ovério (um) do ovério (um)
<100 100a 126a 151a >175 <45 45a 56a 66a >75
125 150 175 55 65 75

CON 10% 25% 35% 12% 18% 14% 43% 29% 14% 0
147 DPI DEX 0 0 0 21% 73% 18% 73% 9% 0 0

PTX 14% 43%  43% 0 0 38% 56% 6% 0 0

CON 0 36% 55% 9% 0 36% 61% 3% 0 0
154 DPI DEX 0 20% 14%  22% 44% 36% 56% 8% 0 0

PTX 0 5% 25% 0 0 3% 371% 5% 21% 0

CON 0 42% 50% 8% 0 20 60% 20% 0 0
161 DPI DEX 0 23%  47% 18% 12% 17% 68% 17% 0 0

PTX 21% 71% 8% 0 0 25% 50% 8% 1% 0

CON 0 20% 70% 10% 0 46% 39% 15% 0 0
168 DPI DEX 0 17% 66% 17% 0 10% 80% 10% 0 0

PTX 18% 73% 9% 0 0 42% 42% 18% 0 0

CON 0 23%  45% 32% 0 18% 76% 6% 0 0
175 DPI DEX 0 14% 29% 43% 14% 13% 74% 13% 0 0

PTX 14% 43% 29% 14% 0 21% 72% 7% 0 0
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Figura 12 - Percentual total de Uteros com ovos em fémeas de S. mansoni recuperadas da
cavidade peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela dexametasona e

pentoxifilina durante as fases (1) aguda e (1) cronica da infeccdo experimental.
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4.3.2. Parasitos recuperados do sistema porta

Médias e desvios padrdes dos caracteres morfoldgicos considerados no presente
estudo, durante as fases aguda e cronica da infecgdo, sdo apresentados separadamente para
parasitos machos (Figuras 13 a 17) e fémeas (Figuras 18 a 21) recuperados do sistema porta
de camundongos da linhagem AKR/J. Adicionalmente, as respectivas frequéncias observadas
referentes a caracteres morfoldgicos sexuais sd0 mostradas para os parasitos machos (Tabelas
7 e 8) e fémeas (Tabelas 9 e 10).

Como verificado para trematddeos recuperados da cavidade peritoneal, na comparacéo
entre as fases de infeccéo, verificou-se que as médias de todos os pardmetros morfoldgicos
considerados foram menores na fase aguda do que na crénica em todos 0S grupos.

A interferéncia decorrente da administracdo das drogas aos roedores, quando existente,
foi mais comum durante a fase aguda da infec¢do. De fato, o tratamento dos camundongos
pela DEX ndo provocou durante a fase crénica qualquer efeito sobre vermes machos. J& na
fase aguda, aos 63 DPI, os exemplares do sexo masculino recuperados de camundongos
tratados pelo glicocorticoide apresentaram comprimento total significativamente maior que os
obtidos de roedores néo tratados. Verificou-se também aumento significativo no comprimento
total de vermes machos recuperados dos roedores tratados pela PTX durante as fases aguda
(63 e 70 DPI) e cronica (147 DPI) (Figura 13). Contudo, embora as médias deste caractere
tenham permanecido maiores que 0s respectivos controles também nos periodos seguintes,
diferenca estatistica ndo foi observada para 0s mesmos.

Aos 63 e 70 DPI os parasitos provenientes de camundongos que receberam o
glicocorticdide apresentaram aumento significativo no nimero de I6bulos testiculares em
relagdo aos respectivos controles (Figuras 17 e 22). Ainda aos 63 DPI foi observado aumento
significativo nas médias da distancia entre ventosas e do comprimento médio do lébulo
testicular nos vermes recuperados do grupo tratado pela DEX quando comparado ao tratado
pela PTX (Figuras 14 e 16).

O percentual de vermes machos com maior nimero de I6bulos testiculares, bem como
com maiores comprimentos de massa testicular e do préprio l6bulo testicular (Tabelas 7 e 8)
foi mais elevado nos camundongos que receberam DEX. De fato, aos 63, 70 e 77 DPI (fase
aguda) entre 22,5% e 35% dos vermes machos recuperados destes roedores apresentaram pelo
menos nove I6bulos testiculares, sendo observado inclusive parasitos com mais de dez I6bulos
testiculares. Nestes periodos tal fato foi também observado somente em trematodeos

recuperados aos 77 DPI de roedores tratados por PTX. Em relacéo a fase cronica, excetuando-
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se 0s animais sacrificados aos 147 DPI, o percentual de vermes machos com mais de nove
I6bulos testiculares variou entre 33,2% e 54,5%.

Em relacdo as fémeas de S. mansoni o comprimento total médio foi maior (p < 0,05)
aos 63 DPI nos grupos tratados por DEX ou PTX quando comparado ao controle (Figura 18).
Neste mesmo periodo, além da diferenca em relacdo ao grupo controle, verificou-se que as
fémeas procedentes de animais tratados pela PTX foram também significativamente maiores
(p < 0,05) do que as recuperadas de animais que receberam o tratamento pelo glicocorticoide.

O Unico parametro, dentre as fémeas, a apresentar aumento significativo, em ambas as
fases da infecgdo, foi o comprimento maximo do ovario (Figuras 19 e 23). Na fase cronica,
mais de 70% dos vermes apresentaram esta medida superior a 350 um, sendo excegdo
somente 0s exemplares obtidos aos 147 DPI. Nos controles, em nenhum periodo, este
percentual excedeu 30 % (Tabela 10).

Nenhuma alteracéo relevante entre os grupos foi de fato identificada na comparagao
entre a largura maxima do ovario dos vermes fémeas recuperados do sistema porta (Figuras
20 e tabelas 9 e 10).

As fémeas recuperadas do sistema porta de roedores tratados por DEX, no entanto,
apresentaram percentuais de (teros com ovos sempre superiores a 65%, enquanto percentuais
substancialmente inferiores foram observados nos grupos controles e tratados pela PTX
(Figura 21).
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Figura 13 - Média e desvio padrdo do comprimento total de S. mansoni machos recuperados
do sistema porta de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela dexametasona e

pentoxifilina durante as fases (I) aguda e (II) cronica da infeccdo experimental.
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Tabela 7 - Frequéncias (%) dos caracteres morfoldgicos referentes ao aparelho reprodutor masculino de S. mansoni recuperados do sistema
porta de camundongos da linhagem AKR/J durante a fase aguda da infecgao.

Periodo Grupo Aparelho reprodutor masculino
Numero de I6bulos testiculares Comprimento de Comprimento de I6bulo
massa testicular (um) testicular (um)
<5 5a6 7a8 9al0 >10 <150 150a 201la 251a >300 <60 60a 7la 8la >90
200 250 300 70 80 90
CON 6% 55% 27% 12% 0 18% 24%  31% 24% 3% 11% 49% 11% 16% 13%
56 DPI DEX 4% 38% 30% 18% 10% 3% 45%  42% 6% 4% 0 41% 24% 16% 19%
PTX 0 56% 44% 0 0 5% 52%  36% 7% 0 0 5% 14% 18% 9%
CON 0 31% 63% 6% 0 8% 11%  49% 24% 8% 13% 19% 37% 31% 0
63 DPI DEX 0 8% 69% 15% 8% 0 17% 39% 31% 13% 0 43% 22% 26% 9%
PTX 0 25% 55% 20% 0 11% 2600  47% 5% 11% 56 79% 11% 5% 0
CON 0 50% 46% 4% 0 2% 3B%  21% 38% 4% 21% 31% 19% 15% 8%
70 DPI DEX 0 22% 56% 21% 1% 19% 21% 22% 1% 15% 6% 52% 12% 12% 18%
PTX 0 27% 53% 16% 4% 6% 25% 50% 19% 0 0 83% 11% 6% 0
CON 4% 40% 45% 11% 0 11% 24% 29% 21% 15% 6% 49% 17% 11% 17%
77 DPI DEX 0 23% 42% 31% 4% 0 22% 67% 11% 0 12% 46% 18% 12% 12%
PTX 0 33% 47% 10% 10% 4% 42%  46% 8% 0 560 75% 15% 5% 0
CON 0 43% 57% 0 0 0 22%  56% 22% 0 0 8% 11% 11% 0
84 DPI DEX 0 15% 73% 4% 8% 4% 46%  42% 8% 0 0 43% 43% 14% 0
PTX 0 36% 43% 21% 0 33% 36% 8% 8% 15% 8% 50% 17% 17% 8%




Tabela 8 - Frequéncias (%) dos caracteres morfoldgicos referentes ao aparelho reprodutor masculino de S. mansoni recuperados do sistema
porta de camundongos da linhagem AKR/J durante a fase cronica da infeccéo.

Periodo Grupo Aparelho reprodutor masculino
Numero de I6bulos testiculares Comprimento de Comprimento de lébulo
massa testicular (um) testicular (um)
<5 5a6 7a8 9al10 >10 <150 150a 201la 251a >300 <60 60a 7la 8la >90
200 250 300 70 80 90
CON 0 56% 35% 6% 3% 0 20 45% 32% 3% 6% 69% 16% 6% 3%
147 DPI DEX 0 14% 72% 14% 0 0 21% 33% 2% 13% 0 80% 7% 13% 0
PTX 0 37% 41% 22% 0, 4% 12% 27% 24% 33% 4% 35% 42% 19% 0
CON 0 29% 53% 18% 0 6% 12% 35% 30% 17% 6% 47% 35% 6% 6%
154 DPI DEX 0 7% 60% 33% 0 0 18% 49% 15% 18% 0 30% 22% 33% 15%
PTX 0 35% 50% 15% 0 0 19% 29% 29% 23% 0 55% 35% 10% 0
CON 0 36% 46% 9% 9% 8% 4% 32%  48% 8% 0 43% 31% 26% 0
161 DPI DEX 0 14% 43% 29% 14% 0 22% 12% 44% 22% 0 36% 36% 7% 21%
PTX 0 42% 42% 11% 5% 0 21% 26% 32% 21% 10% 50% 30% 10% 0
CON 0 33% 67% 0 0 0 3B% 33% 17% 1% 0 62% 23% 15% 0
168 DPI DEX 0 17% 36% 41% 6% 0 40% 15% 25% 20% 0 45% 40% 5% 10%
PTX 0 41% 36% 23% 0 0 16% 27% 30% 27% 0 52% 37% 11% 0
CON 0 19% 72% 3% 6% 0 30% 10% 40% 20% 0 29% 43% 28% 0
175 DPI DEX 0 18% 27% 55% 0 0 21% 21% 42% 10% 0 46% 46% 8% 0
PTX 0 50% 33% 17% 0 0 20 40% 30% 10% 0 55% 36% 9% 0
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Tabela 9 - Frequéncias (%) dos caracteres morfologicos referentes ao aparelho reprodutor feminino de S.
mansoni recuperados do sistema porta de camundongos da linhagem AKR/J durante a fase aguda da

infeccao.
Periodo Grupo Aparelho reprodutor feminino
Comprimento méximo Largura maxima
do ovario (um) do ovario (um)
<200 200a 251a 301a =>350 <75 75a 91a 106a >120
250 300 350 90 105 120
CON 25% 44% 17% 8% 6% 19% 29% 23% 10% 19%
56 DPI DEX 9% 36% 36% 11% 7% 0 15% 46% 15% 23%
PTX 42% 17% 33% 8% 0 0 11% 56% 22% 11%
CON 13% 25% 63% 0 0 0 17% 50% 33% 0
63 DPI DEX 0 7% 29% 43% 21% 0 28% 52% 8% 12%
PTX 13% 53% 33% 0 0 0 27% 55% 9% 9%
CON 0 22% 56% 11% 11% 8% 8% 42% 25% 17%
70 DPI DEX 0 0 5% 81% 14% 0 38% 38% 6% 19%
PTX 15% 15% 46% 15% 8% 0 45% 45% 9% 0
CON 9% 18% 55% 18% 0 0 13% 38% 25% 25%
77 DPI DEX 11% 22% 22% 33% 11% 0 30% 20% 30% 20%
PTX 45% 9% 27% 18% 0 0 8% 67% 17% 8%
CON 37% 3% 5% 21% 0 50 14% 43% 29% 10%
84 DPI DEX 0 25% 50% 25% 0 0 20% 60% 20% 0
PTX 0 60% 20% 20% 0 0 17% 50% 33% 0




Tabela 10 - Frequéncias (%) dos caracteres morfolégicos referentes ao aparelho reprodutor feminino de S.
mansoni recuperados do sistema porta de camundongos da linhagem AKR/J durante a fase cronica da

infecgéo.
Periodo Grupo Aparelho reprodutor feminino
Comprimento méximo Largura maxima
do ovério (um) do ovério (um)
<200 200a 251a 30l1a =>350 <75 75a 9l1a 106a >120
250 300 350 90 105 120
CON 9% 9% 23% 41% 18% 19% 42% 23% 8% 8%
147 DPI DEX 0% 18% 18% 27% 36% 0% 18% 41% 23% 18%
PTX 0% 7% 200 33% 40% 44% 11% 22% 11% 11%
CON 0% 31% 31% 15% 23% 4% 13% 46% 21% 17%
154 DPI DEX 0% 0% 14% 7% 79% 0% 33% 33% 8% 25%
PTX 0% 14% 43% 14% 29% 0% 13% 44% 19% 25%
CON 0% 6% 22%  67% 6% 13% 38% 25% 25% 0%
161 DPI DEX 0% 11% 5% 13% 71% 0% 15% 62% 8% 15%
PTX 0% 0% 36% 45% 18% 0% 0% 72% 22% 6%
CON 0% 10% 25% 55% 10% 0% 50% 50% 0% 0%
168 DPI DEX 0% 5% 10% 19% 67% 0% 36% 18% 27% 18%
PTX 0% 7% 5% 21% 21% 0% 10% 60% 10% 20%
CON 0% 0% 14% 57% 29% 0% 20% 60% 20% 0%
175 DPI DEX 0% 0% 0% 33% 67% 0% 29% 29% 14% 29%
PTX % 21% 36% 7% 29% 8% 31% 31% 20% 10%
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Figura 22 - Machos de S. mansoni recuperados do sistema porta de camundongos da linhagem
AKR/J tratados pela dexametasona (DEX) durante a fase aguda da infeccdo (63 DPI). Sdo
apresentadas as extremidades anteriores de trematddeos referentes ao grupo controle (a) e
tratado pela DEX (b). As respectivas massas testiculares sdo detalhadas em (c) e (d), enquanto
em (e) tem-se imagem da massa testicular de outro parasito recuperado de camundongo
tratado. [Acetoalimen de carmim; aumento de 40 x em (a) e (c) e de 100 x em (b), (d) e (e)].
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Figura 23 - Fémeas de S. mansoni recuperadas do sistema porta de camundongos da linhagem
AKR/J tratados pela dexametasona (DEX) durante a fase aguda da infeccdo (63 DPI). S&o
apresentadas as extremidades anteriores de trematddeos referentes ao grupo controle (a) e
tratado pela DEX (b). As respectivas massas ovarianas sao detalhadas em (c) e (d), enquanto
em (e) tem-se imagem da massa ovariana de outra fémea de S. mansoni recuperada de
camundongo tratado. [Acetoalimen de carmim; aumento de 40 x em (a) e (c) e de 100 x em (b), (d) e

©)]-
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4.4. Cavidade peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J: aspectos da

relagdo parasito-hospedeiro

Além das alteracdes morfologicas observadas nos parasitos peritoneais (vide item
4.4.1) recuperados dos roedores tratados pela DEX ou PTX, informacdes adicionais, sobre a
relagdo parasito-hospedeiro na cavidade peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J,

foram obtidas.

4.4.1. Granulomas e ovos de S. mansoni recuperados da cavidade peritoneal

Nos periodos estudados (56 e 147 DPI), em todos os grupos, ovos e granulomas
peritoneais foram obtidos de camundongos da linhagem AKR/J. A distribuicdo de ambos
mostrou-se ndo paramétrica, sendo as respectivas medianas e intervalos interquartis
apresentados nas figuras 24 e 25, respectivamente. S&o apresentados ainda os dados referentes
a soma do nimero de ovos sem adesdo celular e o nimero de granulomas livres (Figura 26) e
a razdo ovos imaturos / nimero de fémeas do peritonio (Figura 27).

Observou-se nos animais tratados pela DEX em ambos os periodos um aumento
significativo no niamero de ovos imaturos sem células aderidas e granulomas em relagdo aos
respectivos grupos controles. A razdo ovos imaturos / nimero de fémeas do peritonio foi
também significativamente mais elevada nos camundongos que receberam o glicocorticoide.
No grupo tratado pela PTX néo se verificou alteracdo de tais parametros.

Na comparacdo entre os periodos observou-se aos 147 DPl médias ligeiramente
inferiores em todos os aspectos avaliados. A reducdo mais evidente deu-se na razdo ovos

imaturos / namero de fémeas do peritonio.
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Figura 24 - Mediana e distancia interquartilica do nimero de ovos imaturos de S. mansoni
recuperados da cavidade peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela

dexametasona ou pentoxifilina aos 56 DPI (1) e aos 147 DPI (II). [B e C diferem (p <0,05€e p <
0,0001, respectivamente) de Al.
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Figura 25 - Mediana e distancia interquartilica do nimero de granulomas esquistossomoticos
recuperados da cavidade peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela

dexametasona ou pentoxifilina aos 56 DPI (1) e aos 147 DPI (I1). [B e C diferem (p <0,05€e p <
0,0001, respectivamente) de Al.
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Figura 26 - Mediana e distancia interquartilica do total de granulomas e ovos de S. mansoni
recuperados da cavidade peritoneal de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela

dexametasona ou pentoxifilina aos 56 DPI (1) e aos 147 DPI (lI). [B difere estatisticamente de A
(p < 0,005)].
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Figura 27 - Mediana e distancia interquartilica da razdo nimero de ovos imaturos de S.
mansoni pelo nimero de fémeas recuperadas da cavidade peritoneal de camundongos da
linhagem AKR/J tratados pela dexametasona ou pentoxifilina aos 56 DPI (1) e aos 147 DPI
(11). [B e C diferem (p < 0,05 e p < 0,0005, respectivamente) de A].
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4.4.2. Consideragdes sobre a oviposigéo in situ

Observou-se ovos em todos os estadios evolutivos, sendo que dentre os imaturos (1°
ao 4° estadios semelhantes aos observados pelo oograma no intestino), ndo se verificou
normalmente a presenca de células aderidas. Quando estas se mostraram presentes formavam
camada celular unica e incompleta.

Os ovos recuperados da cavidade peritoneal apresentaram em média comprimento e
largura méximos de 98,1 um e 40,9 pm, respectivamente, quando imaturos. J& 0S ovos
maduros, contendo o miracidio viavel, mediram em média 103,6 pm de comprimento e 48,9
pum de largura. Apresentaram dimensdes significativamente menores (p < 0,05), em um
mesmo grupo de animais, que os ovos localizados no intestino (oograma), cujo comprimento
e largura foram de 119,8 pm e 51,8 pm e 142,8 um e 59,2 pm para ovos imaturos e maduros,

respectivamente.

4.4.3. Oviposicdo do parasito na cavidade peritoneal: Percentual de ovos

imaturos no peritdnio de camundongos tratados pela DEX ou PTX

A figura 28 apresenta o percentual de ovos imaturos em relacdo & soma do nimero de
ovos e granulomas para cada grupo avaliado. Nos grupos controles este percentual foi sempre
inferior a 5 %, enquanto nos grupos tratados pela DEX é maior, ultrapassando 20% aos 147

DPI. O tratamento pela PTX néo alterou o percentual de ovos imaturos.

4.4.4. Influéncia da DEX e PTX sobre a génese dos granulomas peritoneais

Granulomas peritoneais obtidos de camundongos tratados pela PTX e DEX
mostraram-se menos concéntricos e mais irregulares a analise direta realizada ao
estereomicroscopio e microscopio de luz. Os efeitos decorrentes do tratamento pelo
glicocorticoide foram mais importantes. Alguns ovos maduros e vidveis recuperados da
cavidade de camundongos que receberam a DEX apresentaram auséncia ou discreta adeséo

celular em ambos os periodos considerados (56 e 147 DPI).
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aos 56 DPI e aos 147 DPI.



91
4.5. Oograma

Os dados do oograma s&o apresentados na tabela 11.

O tratamento dos camundongos por DEX induziu aumento significativo (p < 0,05) do
nimero médio de ovos mortos e totais em ambos os periodos considerados. Aos 56 DPI e aos
147 DPI o percentual de ovos mortos foi, respectivamente, 62,6% e 48,6% superior em
comparagdo ao controle. J& o total de ovos, nestes mesmos periodos, foi 37,9% e 48,9% maior
nos roedores que receberam o glicocorticoide. Observou-se ainda nos camundongos tratados
por DEX durante a fase aguda (56 DPI), média de ovos imaturos 67,4% superior & do
respectivo controle (p < 0,05). Em relacdo ao numero de ovos maduros, constatou-se um
aumento de 54,6% (p < 0,05), somente durante a fase crénica.

Quando o tratamento por tal farmaco foi utilizado o nimero médio de ovos de 2°
estadio / fémea do parasito / g de tecido foi também significativamente maior em ambas as
fases da infeccdo com aumentos de 41,7% (p < 0,05) aos 56 DPI e 90.8% (p < 0,005) aos 147
DPI (Figura 29, tabela 11).

A administragdo de PTX aos roedores nédo interferiu de forma marcante nos resultados
do oograma, embora pequena redugdo percentual, sem diferenca estatistica, tenha sido
observada dentre ovos imaturos e maduros (Tabela 11). Somente aos 147 DPI foi verificado,
em relagdo ao controle, um aumento significativo (p < 0,05) de 45,2% na média de ovos
mortos do parasito.

O percentual de ovos viaveis (imaturos e maduros) e invidveis (mortos) observados
mostrou-se relativamente constante entre os grupos num dado periodo. Aos 56 DPI os ovos
imaturos corresponderam a aproximadamente 50% do total de ovos, havendo no grupo que
recebeu DEX um aumento discreto neste percentual. Neste periodo ovos mortos
correspondiam a cerca de 10% do total. J& aos 147 DPI mais de 50% dos ovos avaliados
foram classificados como mortos (Figura 30).

A distribuicdo percentual dos estadios evolutivos dos ovos imaturos em ambas as fases

da infecgdo mostrou-se normal em todos os grupos e periodos (Figura 31).



Tabela 11 - Média, desvio padréo e percentual de variagdo em relagdo ao controle do niimero de ovos imaturos, maduros, mortos e da razdo 2° estadio /
namero de fémeas recuperadas do sistema porta / g de tecido observados pelo oograma em camundongos da linhagem AKR/J tratados pela dexametasona
ou pentoxifilina durante a infeccdo experimental pela cepa LE de S. mansoni.

Periodo | Grupo Ovos visualizados ao oograma (/g)
Viaveis Invidveis
Imaturos  Variacdo Maduros  Variagdo Mortos Variacdo Cascas Variagdo  2° estadio  Variagdo Total Variagdo em
em relagdo em relagdo em relagdo emrelagdo /fémea  emrelagéo relacdo ao
ao controle ao controle ao controle ao controle ao controle controle (%)
(%) (%) (%) (%) (%)
CON 6304,2 6002,1 1362,6 553,7 198,0 14222,6
56 DPI +2180,7° +2244.8 +675,1° +344,7 +559° +4127,6°
DEX 10552,6 + +67,4% 6475,2 +7,9% 22159 +62,6% 368,4 -33,5% 280,5 +41,7% 19612,1 +37,9%
2052,6 +945,8 +54584 +131,6 +352° +2359,08
PTX 5828,4 -7,5% 5753,6 -4,1% 1063,2 -22,6% 374,8 -32,3% 168,8 -14,7% 13020,0 - 8,4%
+2919,5 +2643,7 +222,0° +83,6 +438 +1685,1%
P p < 0,05 N.S. p < 0,05 N.S p < 0,05 p < 0,05
CON 2332,4 5650,3 8416,3 2527,3 106,6 18926,3
147 DPI +950,6 +1578,1% +2029,14 +1199,3 +40,3° +5462,6 *
DEX 2919,5 +25,2% 8733,1 +54,6% 12507,2 +48,6% 4016,9 +58,9% 203,4 +90,8%  28176,7 +48,9%
+845,1 +1578,1° +2102,0° +2488,7 +812° +6595,0
PTX 2169,6 -7,0% 5635,2 -0,3% 122175 +45.2% 1495,4 - 40,8% 99,2 - 6,9% 21517,7 +13,7%
+943,4 +2394,74 +3511,2° +7315 +9,0” +6695,5
p N.S p < 0,005 p < 0,005 N.S p <0,001 p <0,05

Considerando uma mesma variavel e um mesmo periodo, B (p < 0,05) e C (p < 0,01) diferem estatisticamente de A.
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Figura 29 - Média, erro e desvio padrdes do nimero de ovos de 2° estadio de S. mansoni /
fémea do sistema porta / g de tecido de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela

dexametasona ou pentoxifilina aos 56 DPI (1) e aos 147 DPI (I1). [B e C diferem (p <0,05€e p <
0,005, respectivamente) de A].
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4.6 Histopatologia

Em todos os grupos estudados, durante a fase aguda da infeccdo experimental de
camundongos da linhagem AKR pelo S. mansoni, observou-se que os polimorfonucleares e
linfocitos foram os tipos celulares mais comumente encontrados nas lesdes granulomatosas
hepéticas.

Ja na fase crbnica, os macrofagos foram as células mais comuns, apresentando 0s
granulomas maior conteudo fibroso. Entretanto, inclusive nos animais controles,
polimorfonucleares encontravam-se ainda presentes, principalmente na periferia das lesdes.

Em linhas gerais, os efeitos advindos da administracdo da DEX ou PTX foram mais
evidentes na fase aguda da infeccdo pelo parasito, embora também significativos na fase
cronica.

Principalmente durante a fase aguda e quando a DEX foi o farmaco empregado, as
alteracbes mostraram-se transitdrias, sendo observada uma tendéncia ao desaparecimento das

mesmas apos a suspensdo do tratamento.

4.6.1. Caracteristicas e fases evolutivas das lesdes granulomatosas ap6s o
tratamento por DEX ou PTX

Considerando-se os camundongos que ndo receberam nenhum dos dois farmacos,
durante a fase aguda foi observado um predominio de granulomas exsudativos e produtivos.
J& na fase crbnica a maior parte das lesGes apresentava-se em processo de cura por fibrose.
Granulomas necrotico-exsudativos raramente foram visualizados.

Apoés os tratamentos, o infiltrado inflamatorio, intenso nos grupos controles, foi
nitidamente menor nos animais tratados por PTX e principalmente nos que receberam a DEX,
nos quais uma discreta reagdo celular ao redor de ovos maduros do parasito, caracterizando
uma reacdo minima, foi mais frequentemente observada em ambas as fases da infec¢do. Os
granulomas dos animais tratados apresentaram-se ainda mais irregulares e menos concéntricos
(Figuras 32 e 33).

A distribuicdo quanto ao tipo das lesdes nos grupos de camundongos que receberam
DEX mostrou diferenca estatistica (p < 0,05) até 17 DPT nas fases aguda (56, 63 e 70 DPI) e
cronica da infecgdo (147, 154 e 161 DPI).
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Figura 32 - Granulomas hepéaticos de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela
dexametasona (DEX) e pentoxifilina (PTX) durante a fase aguda (63 DPI) da infeccéo pelo S.
mansoni. (a) Lesdo granulomatosa caracteristica do grupo controle com intenso infiltrado
inflamatério ao redor do ovo do parasito. Em (b) e (c) as lesbes referentes a camundongos
tratados, respectivamente, pela DEX e PTX, mostraram-se menores. O tratamento dos roedores
pela DEX induziu maior sofrimento de hepatdcitos (b), ndo raramente contato mais intimo entre
ovo do parasito e parénquima hepatico (d), reacdo minima (e) e (f) aglomerados de granulomas
com reduzida reacdo inflamatdria. [Hematoxilina e eosina; aumento de 142 x].



98

h, " e Lot
A
oL T o
o | ’.',_»(‘ o & 1
v):;'::‘.ul\in_—w‘: '

Figura 33 - Granulomas hepaticos de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela
dexametasona (DEX) e pentoxifilina (PTX) durante a fase cronica (154 DPI) da infeccéo pelo
S. mansoni. (a) e (d) Lesbes granulomatosas caracteristicas do grupo controle, ja em cura por
fibrose, com camadas concéntricas de coldgeno ao redor do ovo do parasito. (b) e (e) referem-
se a granulomas de camundongos tratados pela DEX e (c) e (d) pela PTX. Observar a
desorganizagdo e reducdo na quantidade de colageno em (e) e menor nimero de camadas de
tecido fibroso em (f). [(a), (b) e (c) Hematoxilina e eosina; (d), (e) e (f) Picrosirius red em luz polarizada;
aumento original de 100 x].
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Durante a fase aguda foram observados, nos roedores tratados pelo glicocorticoide,
percentuais significativamente superiores de reacdo minima e de granulomas exsudativos
quando comparados aos dos grupos controle e tratado pela PTX, sendo o menor percentual
das lesdes classificadas como produtivas ou em cura por fibrose (Tabela 12). Na fase cronica
o tratamento dos camundongos pela DEX induziu, principalmente, um aumento do nimero de
reagBes minimas e & uma reducdo da ocorréncia de lesdes fibrosadas (Tabela 13).

Em nenhum dos periodos estudados a administragdo de PTX promoveu alteracoes
estatisticamente significativas na distribuicdo percentual das fases evolutivas das lesdes

granulomatosas.

4.6.2. Morfometria

Os aspectos morfométricos avaliados nos granulomas variaram em func¢éo do tempo
de infeccdo pelo S. manoni e também da administragdo dos farmacos (Tabelas 14 e 15), sendo
avaliadas um total de dez lesdes granulomatosas por animal.

Durante a fase aguda, dentre os grupos controles, a maior area e 0s maiores
perimetros, didametros maximo e minimo foram observados aos 63 DPI. Houve aumento
significativo (p < 0,05) em relacdo ao periodo imediatamente anterior (56 DPI). Com o
decorrer do processo infeccioso, no entanto, observou-se queda gradual e significativa (p <
0,05) no nimero médio dos quatro parametros observados.

J& na fase crbnica, os granulomas apresentaram dimensfes menores do que 0S
granulomas da fase aguda, ndo sendo identificadas diferencas na comparagéo entre 0S grupos
controles nos cinco diferentes periodos considerados nesta fase.

Nos animais tratados por DEX ou PTX verificou-se reducéo significativa (p < 0,05) no
tamanho das lesGes granulomatosas, sendo estas redugdes evidentes, na fase aguda, somente
aos 56, 63 e 70 DPI, enquanto na fase crbnica estes efeitos permaneceram por todo o periodo
(147, 154, 161, 168 e 175 DPI).

As variagdes percentuais em relacdo ao controle do valor da é&rea, perimetro e
didmetros méximo e minimo dos granulomas em grupos tratados por DEX ou PTX séo

também mostradas nas tabela 6 e 7.



Tabela 12 - Fases evolutivas dos granulomas hepéticos de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela dexametasona ou pentoxifilina durante
a fase aguda da infeccdo experimental pelo S. mansoni.

Periodo Grupo Granulomas
Reacdo Necrético - Exsudativo  Produtivo Fibrosado Total p
minima exsudativo
CON 6 3 175 185 33 402
(1,5%) (0,7%) (43,5%) (46%) (8,2%) (100%)
56 DPI DEX 32 0] 203 169 10 414 p < 0,000001
(7,7%) (49,0%) (40,8%) (2,4%) (100%)
PTX 9 3 188 179 19 398 N.S.
(2,3%) (0,8%) (47,2%) (45%) (4,8%) (100%)
CON 4 1 50 130 23 208
(1,9%) (0,5%) (24,0%) (62,5%) (11,1%) (100%)
63 DPI DEX 17 0 71 109 4 201 p < 0,00001
(8,5%) (35,3%) (54,2%) (2,0%) (100%)
PTX 3 1 49 136 16 205 N.S.
(1,5%) (0,5%) (23,9%) (66,3%) (7,8%) (100%)
CON 3 0] 38 143 26 210
(1,4%) (18,1%) (68,1%) (12,4%) (100%)
70 DPI DEX 8 2 58 119 23 210 p <0,05
(3.8%) (1,0%) (27,6%) (56,7%) (11,0%) (100%)
PTX 2 1 39 145 28 215 N.S.
(0,9%) (0,5%) (18,1%) (67,4%) (13,0%) (100%)
CON 2 0] 32 111 59 204
(1,0%) (15,7%) (54,4%) (28,9%) (100%)
77 DPI DEX 3 1 32 102 61 199 N.S.
(1,5%) (0,5%) (16,1%) (51,3%) (30,7%) (100%)
PTX 4 0 36 111 57 208 N.S.
(1,9%) (17,3%) (53,4%) (27,4%) (100%)
CON 6 3 67 219 114 409
(1,5%) (0,7%) (16,4%) (53,5%) (27,9%) (100%)
84 DPI DEX 5 4 86 216 108 419 N.S.
(1,2%) (1,5%) (20,5%) (51,6%) (25,8%) (100%)
PTX 4 2 77 205 124 412 N.S.
(1,0%) (0,5%) (18,7%) (49,8%) (30,1%) (100%)

N.S.: ndo significativo.



Tabela 13 - Fases evolutivas dos granulomas hepéticos de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela dexametasona ou pentoxifilina
durante a fase cronica da infeccédo experimental pelo S. mansoni.

Periodo Grupo Granulomas
Reacdo Necrético Exsudativo Produtivo  Fibrosado Total p
minima exsudativo
CON 13 1 32 90 299 435
(3%) (0,2%) (7,4%) (20,7%) (68,7%) (100%6)
147 DPI DEX 25 0 27 150 246 448 p < 0,0001
(5,6%) (6%0) (33,5%) (54,9%) (100%6)
PTX 12 0] 39 105 256 412 N.S.
(2,9%) (9,5%) (25,5%) (62,1%) (100%6)
CON 7 1 27 47 160 242
(2,9%) (0,4%) (11,2%) (19,4%) (66,1%) (100%6)
154 DPI DEX 42 0 19 45 98 204 p < 0,0000001
(20,6%) (9,3%) (22,1%) (48%) (100%6)
PTX 11 0] 16 42 159 228 N.S.
(4,8%) (7%) (18,4%) (69,7%) (100%6)
CON 7 0] 26 55 150 238
(2,9%) (10,9%) (23,1%) (63%) (100%6)
161 DPI DEX 8 1 29 74 95 207 p <0,01
(3,9%) (0,5%) (14%) (35,7%) (45,9%) (100%6)
PTX 6 0] 22 53 121 202 N.S.
(3%) (10,9%) (26,2%) (59,9%) (100%6)
CON 7 1 21 56 146 231
(3%) (0,4%) (9,1%) (24,2%) (63,2%) (100%6)
168 DPI DEX 9 2 25 74 133 243 N.S.
(3,7%) (0,8%) (10,3%) (30,5%) (54,7%) (100%6)
PTX 7 0] 20 66 144 237 N.S.
(3%) (8,4%) (27,8%) (60,8%) (100%6)
CON 14 0] 48 117 224 403
(3,5%) (11,9%) (29%) (55,6%) (100%6)
175 DPI DEX 9 0] 42 113 236 400 N.S.
(2,3%) (10,5%) (28,3%) (59%) (100%6)
PTX 5 0] 41 138 299 413 N.S.
(1,2%) (9,9%) (33,4%) (55,5%) (100%)

N.S.: ndo significativo.



Tabela 14 - Média, desvio padrdo e percentual de variagdo da area, perimetro, didmetros maximo e minimo de granulomas hepaticos de
camundongos da linhagem AKR/J tratados pela dexametasona e pentoxifilina durante a fase aguda da infec¢do experimental pela cepa LE
de S. mansoni em relagéo aos grupos controles.

Periodo
de Grupo Morfometria de granulomas hepéatico durante a fase agudas
infeccao
Area Variagéo Perimetro Variacéo Diametro Variacéo Diametro Variacéo
(pmz) em relacdo ao (pum) em relacdo ao maximo em relacdo ao minimo em relacdo ao
controle (%) controle (%) (um) controle (%) (um) controle (%)
CON 55189,1+11995,6A.,a 1091,6 +111,9 A,a 343,0+ 36,2 Aa 259,2+29,0Aa
56 DPI DEX 32723,3+9901,9B.,a -40,7% 850,7 + 152,2 B,a -22,1% 2735+47,0B,a  -20,3% 189,8 £33,9B.a - 26,8%
PTX 434854 +12280,1C.a  -21,2% 929,2 + 166,7 C,a -14,9% 2994+38,0C,a  -12,7% 222,9+36,8Ca -14,0%
p 0,000000 0,000000 p < 0,00001 0,000000
CON  72401,0 + 19036,8 1178,9 + 161,0 A,b 386,3+ 51,1 A,b 284,1+33,5Ab
63 DPI DEX 43544,0+118712Bb  -39,9% 896,3 + 116,6 B,b -24,0%  302,4+431Bb  -21,7% 216,9+ 30,8 B,b -23,6%
PTX 49923,9+123688B,b  -31,0%  1103,8 £207,8 Ab -6,4% 3457+ 471Chb  -105% 237,7+27,1C -16,3%
p 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
CON 61236,5+13312,1Aa 1057,8 + 1105 A,a 355,0 £ 39,5 A,a 260,3+33,5Aa
70 DPI DEX 48686,0+10399,9Bb  -20,5% 941,1+91,2B,b -11,0% 314,8+31,1Bb  -11,3% 233,4+ 26,8 B¢ -10,3%
PTX 55704,0 + 8066,8 C,c -9,0% 1022,6 + 75,8 Ac -3,3% 346,9+ 29,6 A,b -2,3% 248,3+ 252 Ab -4,6%
p 0,000000 0,000000 0,000000 p < 0,00005
CON  61878,6 + 16007,4 a 1091,6 + 150,1 a 371,3+56,3 A 259,1+34,4a
77 DPI DEX  61644,6 + 15805,6 ¢ -0,4% 11151 +139,1 Ac +2,2% 366,1 + 454 A,c -1,4% 261,6 £33,2d +1,0%
PTX  56839,8 + 11653,6 ¢ -8,1% 1035,0 + 122,2 B¢ -5,2% 340,8 39,7 B,b -8,2% 251,5 +30,2 b -3,3%
p N.S. p < 0,05 p < 0,005 N.S.
CON 56373,6+11832,2A.a 1022,7 +113,1 a 3455+ 30,8 a 2472 +345Aa
84 DPI DEX 624454 + 9985,1 B.c +10,8% 1058,2 + 82,5 AC +3,5% 360,5 + 30,8 A,C +4,3% 263,4+ 24,2 B.d +6,5%
PTX 55928,6 +12084,7 Ac -0,8% 990,4 + 103,3 B,c -3,2% 332,6 £36,0 B,b -3,7% 246,7 + 29,8 A,b -0,2%
P p < 0,01 p < 0,005 p < 0,0005 p < 0,01
Comparaco | CON 0,000000 0,000000 p < 0,000005 p < 0,000005
entre DEX 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
periodos | ppy 0,000000 p < 0,0001 0,000000 p < 0,00005

Nota: Letras maiUsculas indicam a existéncia de diferenca significativa entre os grupos em um Gnico periodo e letras minUsculas entre os diferentes periodos,
considerando-se apenas um grupo. A, B e C sdo estatisticamente diferentes, bem como a, b, ¢ e d (p < 0,05). Uma mesma letra, maitscula ou mindscula,

respectivamente em periodos ou grupos diferentes, ndo exprime necessariamente equivaléncia estatistica. N.S.: Nao significativo.



Tabela 15 - Média, desvio padréo e percentual de variacdo da &rea, perimetro, didmetros maximo e minimo de granulomas hepaticos de
camundongos da linhagem AKR/J tratados pela dexametasona e pentoxifilina durante a fase cronica da infeccdo experimental pela cepa
LE de S. mansoni em relagdo aos grupos controles.

Periodo
de Grupo Morfometria de granulomas hepaticos durante a fase crénica
infeccdo
Area Variagdo Perimetro Variagdo Diametro Variagdo Diametro Variagdo
(pmz) em relagdo ao (um) em relagdo ao maximo em relagdo ao minimo em relagdo ao
controle (%) controle (%) (nm) controle (%) (um) controle (%)
CON  31374,2 +9620,8 A 7150+ 108,7 A 242,1+ 36,8 A 166,9 + 24,9 A
147DPI | DEX 20401,9 + 6025,0 B,a - 35,0% 592,6 + 90,7 B,a -17,1% 211,8+34,3B,a -12,5% 131,4+23,4B,a -21,3%
PTX  25761,2+6423,1C -17,9% 637,2+75,3C -10,9% 2153+254 B -11,1% 155,8 + 23,4 A -6,7%
p 0,000000 0,000000 p < 0,00001 0,000000
CON  36570,0 + 10550,9 A 768,8 +102,7 A 262,3+ 37,5 A 186,9 + 35,0 A
154 DPI | DEX 20595,3 + 6053,7 B,a - 43,7% 567,0 + 77,7 B,a - 26,2% 197,5+24,5B,a -24,7% 1409 + 22,4 B - 24,6%
PTX  26104,5+7782,0C - 28,6% 635,7+89,5C -17,3% 2154 +28,1C -17,9% 156,7 + 30,3 C -16,2%
p 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
CON  32368,7 + 10165,0 A 7113+ 1088 A 2472+ 389 A 172,9+ 32,2 A
161DPl | DEX 22212,0 £5641,7 B,a -31,4% 590,6 + 71,7 B,a -17,0% 2057 +24,7B,a -16,8% 142,1+ 22,3 B -17,8%
PTX  26253,8 +82305¢ -18,9% 632,8+101,0 B -11,0% 2148+329B -13,1% 157,6 + 25,7 C -8,8%
p 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
CON  35789,1 +9868,8 A 7523+ 1073 A 2598 + 42,1 A 182,6 + 23,3 A
168 DPI | DEX 234491 + 64653 B -34,5% 612,2+78,1 B -18,6% 209,9 £ 25,7 B,a -19,2% 148,9 + 25,8 B,b -18,4%
PTX  29796,3 + 9672,7C -16,7% 684,1+ 1102 C -9,1% 232,2+40,4C -10,6% 170,7 + 30,6 A -6,5%
p 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
CON  33128,6 +8149,7 A 7396 + 86,5 A 2522+ 31,1 A 174,0 + 27,5 A
175DPI | DEX 257685+ 7920,0 B,b -22,2% 651,8 + 89,2 B,b -11,9% 2339+33,1B,b -7,3% 151,6 + 27,6 B,b -12,9%
PTX  27922,8 +5599,9 B -15,7% 653,0+ 64,4 B -11,7% 2233+255B -11,5% 164,4 + 18,0 A -5,5%
P p < 0,00001 0,000000 p < 0,00005 p < 0,0001
Comparagdo | CON N.S. N.S. N.S. p<0,05
entre DEX p < 0,0005 p < 0,00005 0,000000 p < 0,0005
periodos | pry N.S. N.S. b < 0,05 D < 0,05

Nota: Letras maiusculas indicam a existéncia de diferenca significativa entre os grupos em um unico periodo e letras mindsculas entre os diferentes periodos,
considerando-se apenas um grupo. A, B e C sdo estatisticamente diferentes, bem como a e b (p < 0,05). Uma mesma letra, mailscula ou minuscula,
respectivamente em periodos ou grupos diferentes, ndo exprime necessariamente equivaléncia estatistica. N.S.: Nao significativo.



104

Nota-se que a area média das lesBes granulomatosas dos camundongos tratados por
DEX e PTX durante a fase aguda foi menor que os controles, respectivamente, 40,7% e
21,2% aos 56 DPI, 39,9% e 31,0% aos 63 DPI, 20,5% e 9,0% aos 70 DPI e apenas 0,4% e
8,1% aos 77 DPI. Aos 84 DPI tal percentual foi 10,8% maior nos animais que receberam
DEX e 0,8% menor nos tratados por PTX.

Por outro lado, durante a fase cronica, 0s percentuais mostraram-se sempre negativos
em relacdo aos controles. As reducbes na area média dos granulomas que receberam o
tratamento pela DEX ou PTX foram de 35,0% e 17,9% aos 147 DPI, 43,7% e 28,6% aos 154
DPI, 31,4% e 18,9% aos 161 DPI, 34,5% e 16,7% aos 168 DPI e 22,2% e 15,7% aos 175 DPI.

4.6.3. Sintese colagena

O contetdo fibroso (colageno tipo | e 111) nas lesdes foi nitidamente menor em animais
tratados por DEX ou PTX em ambas as fases da infeccdo (Figura 33). Nos grupos que
receberam o glicocorticoide, os efeitos observados na fase aguda, novamente apresentaram
duracdo limitada, sendo perceptiveis aos 3, 10 e 17 DPT. Entretanto, na fase cronica, tais
efeitos foram mais duradouros e observados em todos os periodos, fato também verificado
quando o tratamento pela PTX foi realizado.

Além de menores, principalmente quando utilizada a DEX, os granulomas mostraram-
se menos concéntricos, com fibras colagenas mais finas e menos numerosas. Os roedores que
receberam o glicocorticoide apresentaram inicialmente em suas lesdes fibras colagenas do
tipo 11l mais escassas e desorganizadas que nos animais que ndo receberam qualquer
tratamento ou mesmo quando tratados pela PTX.

Nestes ultimos, embora a disposi¢do concéntrica do tecido conjuntivo fibrososo ao
redor do ovo maduro do parasito ndo tenha sido marcadamente alterada sua quantidade foi

menor, formando reduzido nimero de camadas fibrosas (Figura 33).
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4.6.4 Efeitos sobre o parénquima hepético

A administracdo da DEX durante a fase aguda da infeccdo a camundongos da
linhagem AKR/J proporcionou alteragBes importantes no parénquima hepético com a
ocorréncia de degeneracdo e apoptose de hepatdcitos, sobretudo em regides adjacentes a
localizacdo de ovos do parasito contendo o miracidio (Figuras 34, 35). Vacuolizagdo dos
hepatdcitos e alteragdes na rede de sinusoides foram também observados nos camundongos
tratados pelo glicocorticoide. Contudo, novamente, aos 77 e 84 DPI, estas alteracOes j& ndo
foram mais perceptiveis.

Nenhuma alteracdo devido a administracdo de PTX foi observada. O parénquima
hepatico mostrou-se normal nestes animais com rede de sinusoides e caracteristicas
morfoldgicas dos hepatdcitos comuns ao grupo controle.

Apesar da presenca de granulomas e da ocorréncia de fibrose nos espagos porta-
hepéticos, durante a fase cronica, alteracBes perceptiveis do parénquima do figado de
camundongos tratados pela DEX ou PTX ndo foram visualizadas quando comparado aos
respectivos controles.

Entretanto, em todos os grupos e em diferentes periodos de infecgdo, identificou-se a
presenca de pigmentos biliares sugestiva de processo de colestase.

A coloragdo pelo PAS possibilitou visualizar inclusdes citoplasméticas PAS positivas
nos hepatocitos em todos os grupos. Nenhuma alteracdo promovida pelos tratamentos dos
roedores foi percebida entre grupos de animais controles e tratados pela PTX. Contudo, aos
56 e 63 DPI, verificou-se reducdo das imagens PAS positivas e aumento de imagens negativas

nos hepatdcitos de camundongos que receberam o glicocorticoide (Figura 35).
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Figura 34 - AlteracGes hepéticas de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela
dexametasona (DEX) durante as fases aguda (63 DPI) e cronica (154 DPI) da infeccdo pelo S.
mansoni. (a), (b), (c) e (f) referem-se a fase aguda e (d) e (e) a crénica. Observar em (a) (vide
setas) e (b) a ocorréncia de degeneracdo do parénquima, sobretudo em areas proximas a
granulomas. Hepatdcitos degenerados e em apoptose foram observados (b), (c) e (f). (d) e (e)
demonstrando que na fase cronica, apesar do tratamento pela DEX, o parénguima permaneceu
relativamente preservado, mesmo em regides adjacentes as lesdes granulomatosas
[Hematoxilina e eosina; (a) e (d) aumento de 56 X, (b), (c) e (¢) aumento de 142 x, (f) aumento de 566 x].
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Figura 35 - Detalhes dos hepatdcitos de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela DEX
durante a fase aguda da infeccdo (56 DPI) pelo S. mansoni. Hepatdcitos de roedores controles
(@), (b) e (c) e tratados pelo glicocorticoide (d), (e) e (f). Observar apoptose (vide setas) e
degeneracdo mais frequentes nestes Gltimos. Verificou-se substituicdo de parte dos granulos

PAS positivos (b) por imagem negativa (€) e nicleos apoptoticos marcados pelo TUNEL (f).
[(a) e (d) Hematoxilina e eosina; (b) e (e) PAS; (c) e (f) TUNEL; aumento 566 X].
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4.6.5. Indice apoptdtico nos granulomas

A ocorréncia de apoptose de células inflamatorias constituintes dos granulomas
ocorreu em todos 0s grupos e periodos estudados, sendo mais frequente durante a fase aguda
onde foi identificada principalmente em granulomas produtivos e em cura por fibrose (Figura
36).

Nos animais tratados pela DEX houve aumento significativo em relagdo aos controles
no indice apoptdtico (p < 0,05) obtido a partir da analise de células de lesbes granulomatosas
durante as fases aguda (56 e 63 DPI) e cronica (147 e 154 DPI) (Figura 40).

Macrofagos e principalmente linfocitos foram frequentemente encontrados em
processo de apoptose. De fato, o indice apoptético especifico de linfocitos (Figura 41) foi
também significativamente maior aos 56, 63 e 147 DPI nos roedores que receberam a DEX.

O tratamento pela PTX ndo alterou significativamente a ocorréncia de apoptose.

Constatou-se, em ambas as fases da infeccéo, que o efeito advindo do tratamento dos

redores pela DEX sobre o fenbmeno de apoptose apresentou novamente duragéo limitada.
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Figura 36 — Apoptose de células constituintes do granuloma esquistossomoético durante a fase aguda
da infeccdo (56 DPI) em camundongos da linhagem AKR/J tratados pela DEX. As setas indicam
morte celular programada marcada pelo TUNEL. Observar maior nimero de células marcadas
(coloracdo marron) no granuloma de roedor que recebeu o glicocorticoide (c) quando comparado ao
controle (a). A apoptose foi frequentemente verificada em reagdes minimas (b) e no infiltrado
inflamatdrio (d). [TUNEL; (a) e (c) aumento de 142 x, (b) aumento de 566 X, (d) aumento de 56 X].
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Figura 37 - indice apoptotico global das células inflamatérias constituintes de granulomas
hepaticos de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela dexametasona e pentoxifilina
durante as fases (I) aguda e (I1) cronica da infec¢do pelo S. mansoni. [Letras maiGsculas indicam
a existéncia de diferenca significativa entre os grupos em um mesmo periodo. A e B sao estatisticamente
diferentes (p < 0,005).]
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Figura 38 - Indice apoptGtico especifico de linfocitos constituintes de granulomas hepaticos
de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela dexametasona e pentoxifilina durante as
fases (1) aguda e (I1) crénica da infeccdo pelo S. mansoni. [Letras maitsculas indicam a existéncia
de diferenca significativa entre 0s grupos em um mesmo periodo. B (p < 0,05) e C (p < 0,00001) séo
estatisticamente diferentes de A.]
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4.7. Mortalidade

O tratamento por cinco dias consecutivos pela PTX a partir dos 49 DPI reduziu
significativamente (p < 0,05) aos 31 DPT o niimero de camundongos mortos em decorréncia
da infecgdo pelo S. mansoni. J& o tratamento pela DEX néo interferiu na letalidade dos
roedores. A figura 42 apresenta as curvas das taxas de sobrevida de animais infectados pelo S.

mansoni tratados ou néo pela PTX ou DEX.

(076
A pTX
56 DPI 63DPI 70DPI 77 DRI 84 DRI

* Dados referentes a dois experimentos totalizando 105 roedores.

Figura 39 - Taxa de sobrevivéncia de camundongos da linhagem AKR/J tratados pela

dexametasona e pentoxifilina durante a fases aguda da infecgdo experimental pelo S. mansoni.
[A difere estatisticamente (p < 0,05) de B].



5. Discussao
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O presente estudo abordou a infeccdo intraperitoneal de camundongos da linhagem
isogénica AKR/J pelo S. mansoni (cepa LE) tratados ou ndo por dexametasona (DEX) ou
pentoxifilina (PTX), sendo os resultados discutidos principalmente a luz de dois aspectos da
esquistossomose experimental: as consequéncias advindas do tratamento dos roedores por
farmacos imunomoduladores (DEX e PTX) sobre a relacéo parasito-hospedeiro e evolucdo do
processo patolégico provocado pelo trematddeo e a utilizacdo de camundongos desta
linhagem, incluindo sua cavidade peritoneal, como modelo para o estudo do parasitismo pelo

S. mansoni.

Embora as propriedades imunomoduladoras da DEX e PTX sejam bastante conhecidas
em diversos disturbios patologicos (WARD & CLISSOLD, 1987; SAMLASKA &
WINFIELD, 1994; BIENVENU et al., 1995; LOUIE et al., 1996; SAEZ-ILORENS et al.,
1996; OSTROSKY-ZEICHNER et al, 1996; FALKENSTEIN et al, 2000;
MARCINKIEWICZ et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2000; SCHLEIMER, 2004; CZOCK et
al., 2005; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2007; JESUS et al., 2008; MENDES et al., 2009a), os seus
efeitos na esquistossomose experimental necessitam ser ainda mais estudados. Os dados
apresentados na presente dissertagdo somam-se aos existentes sobre o assunto na literatura
(HERMETO et al., 1990, 1993, 1994; MELO et al., 1994; FREITAS et al., 1997; MELO,
1997; REIS et al., 2001; MATI et al., 2002, 2009 (submetido); PYRRHO et al., 2002, 2004;
ALMEIDA et al., 2003; XIONG et al., 2003; RAMOS, 2004; EL-LAKKANY & NOSSEIR,
2007).

A auséncia de diferenca significativa no nimero de parasitos recuperados entre 0s
grupos controles e tratados pela DEX ou PTX indica, como esperado, inexisténcia de efeito
esquistossomicida. Entretanto, uma discreta reducdo no ndmero de vermes recuperados do
sistema porta de camundongos apds tratamento prolongado (oito semanas) por PTX foi
anteriormente relatada (EL-LAKKANY & NOSSEIR, 2007).

A observacdo de vasos mesentéricos e peritoneais congestos associada a
hepatoesplenomegalia e circulagdo colateral mais evidentes, em comparagdo aos animais que
receberam DEX e PTX, bem como a maior ocorréncia de casos de ascite sanguinolenta nos
roedores ndo submetidos a tratamento foi a primeira evidéncia, mesmo que indireta, de
atividade dos farmacos sobre a historia natural da esquistossomose experimental. Os roedores
tratados pela PTX apresentaram vasos sanguineos mais dilatados, possivelmente favorecendo
o fluxo sanguineo. De fato, ap6s o sacrificio destes animais, o sangue dos mesmos

permaneceu fluido por tempo superior ao observado nos camundongos dos grupos controles e
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tratados pela DEX. O aumento na capacidade de deformabilidade dos eritrcitos dentro da
microcirculagdo induzida pelo tratamento por PTX ndo € o Unico fator que determina as
propriedades hemorreoldgicas deste farmaco, que pode ainda estimular a fibrindlise, diminuir
os niveis de fibrogénio no plasma, bloquear a agregacdo de hemécias ou plaquetas, inibir a
vasoconstricdo e o extravasamento de macromoléculas na microcirculacio (WARD &
CLISSOLD, 1987; SAMLASKA & WINFIELD, 1994; SEIFFGE et al.,, 1995). A
vasodilatacdo macroscopicamente observada no mesentério, portanto, pode estar relacionada a

mudancas no sistema circulatorio induzidas pela administracdo da PTX.

Por outro lado, as visceras mais edemaciadas, delgadas e facilmente rompiveis
observadas em animais que receberam o tratamento pela DEX podem ser explicadas, pelo
menos em parte, devido a efeitos adversos decorrentes do uso de altas doses do
glicocorticoide em camundongos da linhagem AKR/J infectados pelo S. mansoni. Reagdes
adversas sdo frequentemente relacionadas ao tratamento por drogas desta classe, podendo
ocorrer retencdo de sais e liquidos, além de expansdo do fluido extracelular. Igualmente
comuns sdo a atrofia de células epiteliais e a dificuldade da reativacdo de células
mesenquimais inativas (fibrocitos), situacbes que podem tornar os tecidos menos resistentes e
lesdveis mecanicamente com maior facilidade (SCHACKE et al., 2002; CZOCK et al., 2005;
PLOYNGAM et al., 2006; LONGUI, 2007).

Dadas as peculiaridades do sistema imunoldgico desta linhagem e sua utilizagdo como
modelo na esquistossomose experimental (BICALHO, 1992, 2003; BICALHO et al., 1993;
FREITAS et al., 1996; MATI et al., 2005b; PINTO & MELO, 2005), as informagdes sobre os
aspectos morfométricos de S. mansoni recuperados da cavidade peritoneal e do sistema porta
destes roedores nas fases aguda e cronica da infecgéo e a avaliacdo da oviposi¢do das fémeas
do parasito em camundongos AKR/J, incluindo a anélise quantitativa, colaboram para um
melhor conhecimento da biologia do trematédeo neste hospedeiro o que pode ndo apenas
subsidiar estudos futuros, mas também proporcionar interpretacfes adicionais de dados ja
obtidos por outros autores.

Os resultados apresentados referentes a morfometria dos parasitos remetem a aspectos
e periodos de infeccdo até entdo ndo avaliados nesta linhagem de roedor. Contudo, o
comprimento total de parasitos de ambos 0s sexos, bem como a distancia entre ventosas, 0
comprimento da massa testicular e o nimero de I6bulos testiculares em vermes machos
recuperados da cavidade peritoneal e do sistema porta de camundongos da linhagem AKR/J
foram ja avaliados aos 45 e 60 dias apos a infec¢do pelo S. mansoni (BICALHO, 1992, 2003,
BICALHO et al., 1993; FREITAS et al. (dados ndo publicados)). Os valores obtidos por estes
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autores foram semelhantes aos observados nos grupos controles durante a fase aguda da
infeccéo no presente estudo.

Demonstrou-se, dentre os parasitos da cavidade peritoneal, que as médias do
comprimento total dos vermes machos e da distancia entre ventosas durante a fase cronica
foram levemente superiores aos da fase aguda. Em relagdo aos esquistossomos machos do
sistema porta, este padrdo foi similar, mas as diferencas observadas entre as fases mais
evidentes e proporcionalmente maiores. E possivel que o processo de imunomodulagio
observado & medida que a infeccdo pelo S. mansoni tornou-se crénica tenha possibilitado,
nesta fase, um maior desenvolvimento dos vermes, principalmente daqueles do sistema porta
onde a oferta de nutrientes para os trematddeos, acredita-se, € maior e a espécie do parasito
evolutivamente adaptada.

No entanto, a auséncia de sangue na cavidade peritoneal ndo impede que os
trematddeos nela atinjam a maturidade sexual e executem a postura de ovos em camundongos
da linhagem AKR/J (BICALHO et al., 1989, 1993; BICALHO, 1992, 2003; MATI et al.,
2005b). E interessante que a presenca de ascite sanguinolenta no periténio dos animais dos
grupos controles, embora ndo tenha sido quantificada, ndo induziu alteracdo no tamanho dos
parasitos recuperados da cavidade peritoneal.

As diferencas verificadas, no presente estudo, entre as fases e os sitios de infecgédo,
talvez, devam-se a mudangas no sistema imunoldgico dos roedores ocorridas a medida que a
infeccéo pelo parasito tornou-se cronica. Entretanto, ndo é possivel excluir completamente a
ideia de que o maior tempo de parasitismo decorrido quando se considera a fase cronica da
infecco, possa ter possibilitado, por si s6, maior crescimento e desenvolvimento dos vermes.

Outra possibilidade para se explicar o aumento das médias do comprimento total de
machos e fémeas de S. mansoni durante a fase cronica, sobretudo daqueles recuperados do
sistema porta, seria o efeito crowding, uma vez que o nimero de parasitos recuperados foi
menor durante esta fase. Entretanto, tal efeito ndo foi ainda suficientemente demonstrado na
esquistossomose experimental. Ha dados conflitantes, talvez em funcdo da linhagem do
parasito ou da espécie de roedor utilizada. KLOETZEL (1967) buscou avaliar a oviposicdo de
S. mansoni em grupos de camundongos infectados por diferentes quantidades de cercérias,
ndo observando qualquer diferenga significativa. J& KOURA (1970) verificou a ocorréncia de
fendmeno crowding relacionado & oviposicdo. Em relacdo aos vermes adultos, COELHO et
al. (1976) observaram em hamsters (M. auratus) que o comprimento das fémeas de S.
mansoni, mas ndo dos parasitos machos, diminuiu significativamente em fun¢éo do aumento
da populacdo de vermes, enquanto BRUCKNER & SCHILLER (1974), estudando
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camundongos, demonstraram o efeito crowding somente dentre 0s parasitos machos
(avaliagdo do peso dos mesmos).

No entanto, o0 aumento do comprimento médio de vermes machos e fémeas durante a
fase cronica da infeccdo, embora menos evidente, foi também observado nos parasitos
recuperados da cavidade peritoneal onde ndo se observou diferenga no nimero de vermes.
Este fato reforca a hipotese de que as alteracfes morfoldgicas observadas nos esquistossomos
recuperados de camundongos néo tratados, sejam do sistema porta ou da cavidade peritoneal,
foram mesmo decorrentes, sobretudo, de diferencas imunoldgicas no hospedeiro vertebrado.

Observou-se que esquistossomos machos recuperados da cavidade peritoneal ou do
sistema porta, principalmente durante a fase aguda, foram significativamente maiores quando
o tratamento por uma das drogas foi realizado. Na fase cronica, verificou-se diferenca
estatistica somente aos 147 dias ap6s a infeccdo (DPI) entre camundongos que receberam o
tratamento por PTX e aqueles néo tratados. Estes efeitos, mais evidentes durante a fase aguda,
podem ser parcialmente explicados devido & ocorréncia do processo de imunossupressdo
natural durante a fase crénica da infec¢cdo, momento em que talvez o sistema imunoldgico do
hospedeiro, modulado pelo parasito, esteja menos suscetivel a interferéncias advindas pelo
tratamento dos camundongos por ambos os fdrmacos, estando os parasitos proximos, ou
mesmo j4 atingido, a sua capacidade biol6gica m&xima de crescimento e desenvolvimento. De
fato, MOTA-SANTOS et al. (1976, 1977) demonstraram um processo de imunossupressao do
hospedeiro vertebrado induzido pelo parasitismo por S. mansoni durante a fase cronica da
infeccdo. Posteriormente, observou-se, que, & medida que a infeccéo pelo parasito tornava-se
cronica, ocorria um processo de modulacéo da resposta imunoldgica do hospedeiro vertebrado
relacionado ao balango de citocinas produzidas por linfocitos T helper (Th) das
subpopulagbes Thl e Th2 (CHEEVER et al., 1992; CHENSUE et al., 1994; HOFFMMANN
et al., 2000; PEARCE & MACDONALD, 2002; SANDOR et al., 2003) e possivelmente
Th17 (RUTITZKY & STADECKER, 2006; RUTITZKY et al. 2008).

Corroborando esta ideia, durante a fase cronica, o tratamento dos roedores pela DEX
ou PTX nédo alterou de modo significativo o comprimento total das fémeas do parasito
recuperadas do sistema porta que encontravam-se, mesmo as provenientes dos grupos
controles, com aproximadamente 10 mm de comprimento, talvez em decorréncia de
condicBes favoraveis locais, ja superando o tamanho normalmente observado para a espécie
em roedores (KUNTZ, 1952; COELHO et al., 1976; BICALHO et al., 1993; MACHADO-
SILVA et al., 1994, 1995; NEVES, et al., 2007).
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Por outro lado, CHENG et al. (2008), utilizando camundongos deficientes em
linfocitos T infectados pelo S. japonicum, embora sem detectar alteracdo significativa no
niamero de parasitos recuperados, observaram um atraso no desenvolvimento dos vermes
machos e fémeas recuperados do sistema porta destes roedores. Aos 28 DPI estes autores
verificaram que a media do comprimento total dos parasitos oriundos de camundongos
apresentando tal deficiéncia foi significativamente menor que a do controle, enquanto aos 42
DPI ndo houve nenhuma diferenca estatistica entre os grupos.

Possivelmente pelo fato de a cavidade peritoneal ndo proporcionar ao parasito a
capacidade de expressar todo o seu potencial de crescimento, as alteragdes no comprimento
total dos vermes machos, dela recuperados, decorrentes do tratamento dos roedores pelo
glicocorticoide foram brandas e verificadas apenas aos 63 DPI, periodo em que foram
também constatados aumentos significativos nas médias da distancia entre ventosas. Por outro
lado, dentre vermes fémeas oriundos de camundongos tratados por DEX ou PTX, foi
observado, neste mesmo periodo, que o comprimento total, seja de trematddeos recuperados
da cavidade peritoneal ou do sistema porta, foi também significativamente maior. Em relacéo
a fase cronica, as fémeas de S. mansoni obtidas do peritdnio de camundongos que receberam
a DEX mostraram-se maiores que 0s respectivos controles em todos os periodos estudados,
sendo as diferengas significativas aos 154, 161 e 175 DPI. Este resultado, a principio, poderia
ser considerado contraditorio, uma vez que, espera-se, normalmente, maior possibilidade e
potencial de crescimento entre organismos mais jovens. Entretanto, sabe-se o quéo intenso € o
processo de imunossupresséo induzido pelo tratamento pela DEX (FALKENSTEIN et al.,
2000; CZOCK et al., 2005), presumivelmente mais significativo do que aquele normalmente
observado na fase cronica da esquistossomose. As caracteristicas imunoldgicas do hospedeiro
parasitado pelo S. mansoni observadas durante a fase aguda, incluindo talvez uma resposta
inflamatéria sabidamente mais intensa, parecem, portanto, ter limitado por algum fator ainda
ndo conhecido o desenvolvimento das fémeas de S. mansoni na cavidade peritoneal,
sobretudo durante esta fase, permitindo que elas ainda apresentassem um potencial de
crescimento e desenvolvimento tardio. De fato, a imunossupressdo induzida pela
administragdo da DEX a camundongos da linhagem AKR/J durante a fase aguda da infeccéo
proporcionou, aos 63 DPI, o encontro de vermes fémeas na cavidade peritoneal dos roedores
apresentando comprimento total similar ao observado nos cinco periodos da fase crénica em
parasitos também recuperados de roedores submetidos ao tratamento pelo glicocorticoide.

Assim sendo, corrobora-se que a resposta do hospedeiro, além do ambiente diferente

do ponto de vista nutricional e fisico, & um fator limitante adicional para o desenvolvimento
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dos vermes na cavidade peritoneal, também em camundongos da linhagem AKR/J que séo
imunodeficientes. No entanto, estudos complementares sobre aspectos imunoldgicos da
cavidade peritoneal de roedores desta linhagem infectados pelo S. mansoni, principalmente
durante a fase cronica, sdo ainda necessarios.

BICALHO (2003) observou que camundongos AKR/J infectados por via
intraperitoneal pelo S. mansoni apresentaram variagdo na cinética de leucécitos peritoneais
em funcdo do tempo de parasitismo. Além disso, aos 30 DPI, foi verificada, uma maior
producdo de NO por células peritoneais do que aos 60 DPI, podendo este mediador
inflamatorio estar relacionado ao fato de S. mansoni maduros serem observados na cavidade
peritoneal de camundongos desta linhagem, chegando mesmo a ovipor. Ndo se pode,
portanto, a principio, desconsiderar a possibilidade de alteracdes no nimero, tipo e funcéo das
células do peritbnio correlacionar-se com os eventos observados.

A relagdo parasito-hospedeiro caracterizada pelo contato constante entre o tegumento
do parasito, incluindo o seu glicocélice e 6rgdos sensoriais, com os fluidos e células do
hospedeiro encontra-se intimamente ligada ao sistema imunoldgico (respostas celular e
humoral) deste dltimo (MCLAREN & SMITHERS, 1987; MELO, 1990; MELO et al., 1993;
ABATH & WERKHAUSER, 1996; KUSEL et al., 2007; WILSON & COULSON, 2009).
Provavelmente ocorreram alteracdes na cinética celular e em mediadores da resposta
imunolégica como citocinas ocasionando as alteragcbes observadas no parasito, devido a
imunomodulagdo natural reconhecidamente observada durante a fase cronica da
esquistossomose (MOTA-SANTOS et al., 1976, 1977; CHEEVER et al., 1992;
HOFFMMANN et al., 2000; PEARCE & MACDONALD, 2002; SANDOR et al., 2003) ou
em ambas as fases da infeccdo como consequéncia da administragdo de DEX ou PTX aos

camundongos.

Sumariamente, é evidente que os tratamentos dos roedores por ambos os farmacos
interferiram na relagdo parasito-hospedeiro, favorecendo a ocorréncia das alteragdes
morfoldgicas observadas nos esquistossomos recuperados da cavidade peritoneal e do sistema
porta. Entretanto, embora estes efeitos estejam relacionados a uma provavel alteracdo no
sistema imunoldgico do hospedeiro, possivelmente ndo sdo restritos a ela. Esta ideia pode ser
corroborada, em parte, pela observacdo de aumentos no comprimento total de parasitos do
sistema porta recuperados de roedores tratados pela PTX, proporcionalmente maiores do que
os de trematddeos provenientes de animais que receberam DEX. As propriedades
hemorreoldgicas da PTX, favorecendo o fluxo sanguineo (WARD & CLISSOLD, 1987;
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SAMLASKA & WINFIELD, 1994), podem também estar relacionadas e ajudar a explicar
estes achados morfomeétricos.

Os dados obtidos, como esperado, apresentam indicios consideraveis de que 0s drgéos
sexuais dos vermes machos atingiram, provavelmente, seu maximo potencial de
desenvolvimento nos roedores antes dos vermes fémeas. E possivel que, enquanto 0s
trematdédeos do sexo masculino alcangaram sua maturidade sexual ja na fase aguda, as
fémeas, talvez em funcdo da necessidade de interagdo mais prolongada com os proprios
parasitos machos, tenham continuado o seu desenvolvimento até a fase cronica. De fato, na
comparacdo dos dados das fases aguda e cronica referentes a cavidade peritoneal e ao sistema
porta de roedores ndo tratados, dentre as médias dos pardmetros sexuais morfometricamente
avaliados, somente tenderam a ser diferentes as médias do comprimento maximo dos ovarios,
levemente maiores na fase cronica. Fato corroborado pela observacdo do maior percentual de
fémeas recuperadas dos grupos ndo tratados apresentando comprimentos maximos de ovario
proporcionalmente maiores durante a fase cronica da infec¢do. Por outro lado, na comparagao
dos 6rgdos masculinos dos exemplares de S. mansoni obtidos dos roedores controles ndo
foram observadas diferencas consideraveis das médias e frequéncias dos aspectos observados

entre ambas as fases da infeccdo.

Outrossim, é fato j& documentado na literatura que machos de S. mansoni exercem
influéncia fundamental no desenvolvimento e maturacéo sexual de fémeas (RIBEIRO-PAES
& RODRIGUES, 1997; KUNZ, 2001; LOVERDE et al., 2004, 2007; TING-AN & HONG-
XIANG, 2009).

HERNANDEZ et al. (2004) propuseram um modelo para explicar o desenvolvimento
e amadurecimento sexual de esquistossomos no qual € fundamental a interrelagdo, em um
primeiro momento, entre espécimes do sexo masculino e o sistema imunoldgico do
hospedeiro vertebrado, bem como, em uma ocasido posterior, a interagdo entre os parasitos de
ambos os géneros. Vermes machos, ao contrario das fémeas de S. mansoni, foram aptos em
transduzir sinais a partir de estimulos do sistema imunoldgico do hospedeiro o que é
necessario para o completo desenvolvimento sexual dos mesmos. Posteriormente, ainda de
acordo com estes autores, estes vermes ja desenvolvidos, estimulariam o desenvolvimento das
fémeas do parasito.

Provavelmente pelo fato de a DEX interferir no sistema imunolégico do hospedeiro de
forma mais ampla que a PTX, o tratamento dos roedores pelo glicocorticoide, ao contrério do
observado naqueles que receberam a PTX, parece ter alterado a relagéo parasito-hospedeiro

de forma a propiciar também a observagdo de alteragdes no aparelho reprodutor dos
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trematdédeos machos e principalmente fémeas. Nos primeiros, observou-se, em relagcdo aos
respectivos controles, apenas na fase aguda e dentre aqueles recuperados do sistema porta,
maiores médias do comprimento e nimero de I6bulos testiculares. Verificou-se ainda um
aumento, embora ndo significativo, nas dimensGes da massa testicular. Nas fémeas da
cavidade peritoneal e do sistema porta de camundongos tratados pela DEX foi também
observado aumento do comprimento méximo do ovario em ambas as fases da infec¢do. Por
outro lado, o aparelho reprodutor masculino e o ovario, respectivamente em vermes machos e
fémeas dos grupos tratados por PTX ndo apresentaram alteragdes significativas nas suas
medidas. Embora néo significativo chama a atencdo o fato dos pardmetros sexuais masculinos
avaliados e do comprimento maximo do ovério das fémeas de vermes recuperados do sistema
porta de camundongos tratados pela PTX durante a fase aguda serem graficamente menores
que os dos grupos controles e de animais tratados pela DEX, principalmente.

E sabido que o parasito reconhece sinais provenientes do sistema imunoldgico do
hospedeiro os quais podem alterar o seu desenvolvimento, sobretudo durante estagios iniciais
da infeccdo. Nesta década estudos tém indicando que além do fator de necrose tumoral (TNF)
-0, 0s linfécitos T e o fator de crescimento tumoral (TGF)-B influem de certo modo
positivamente sobre o crescimento e desenvolvimento do parasito (DAVIES et al., 2001;
HERNANDEZ et al., 2004; LOVERDE et al., 2007; TING-AN & HONG-XIANG, 2009).
Sinais desencadeados pelo TGF-B se relacionam ainda ao desenvolvimento do aparelho
reprodutor das fémeas e a embriogénese do ovo de S. mansoni (DAVIES et al., 2007; TING-
AN & HONG-XIANG, 2009). LEE et al. (2007), ao estudar em camundongos os efeitos do
tratamento pela DEX sobre a ocorréncia de reacOes alérgicas, verificaram, nos roedores
tratados, aumento significativo nos niveis séricos de TGF-p1. Adicionalmente, AYANLAR-
BATUMAN et al. (1991) demonstraram que a quantidade de &cido ribonucleico mensageiro
(RNAm) referente ao gene TGF-B1 foi maior em células T humanas quando ao meio de
cultura foi adicionado glicocorticoide, embora o tratamento por DEX reduza os niveis de
TGF-B1 em fibroblastos (WEN et al., 2002) e células estreladas hepaticas (BOLKENIUS et
al., 2004).

Ainda assim, a imunossupressdo em decorréncia da administracéo de glicocorticoides
no periodo inicial da infeccéo pelo S. mansoni inibiu a adeséo celular ao parasito (MELO et
al., 1994) e induziu uma reducdo no ndmero de trematddeos recuperados (HARRISON &
DOENHOFF, 1983; HERMETO et al., 1990).

As alteracbes estatisticamente significativas, referentes a morfometria e

desenvolvimento sexual dos vermes adultos, verificadas quando da andlise dos parasitos
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obtidos da cavidade peritoneal e do sistema porta de camundongos tratados pela DEX ou
PTX, foram mais frequentes e tenderam a ser maximas aos 63 DPI o que coincide com o
momento em que as lesdes granulomatosas nos animais ndo tratados foram maiores, sendo a
resposta inflamatdria mais intensa. Por outro lado, nos roedores tratados pelos farmacos, mas
principalmente naqueles que receberam o glicocorticoide, efeitos altamente significativos
decorrentes do tratamento dos animais ja haviam sido notados a histopatologia hepética aos
56 DPI. As alteragBes observadas no figado advindas dos tratamentos permaneceram
evidentes por pelo menos mais uma semana, indicando que a redugdo na resposta do
hospedeiro ao ovo maduro do parasito antecedeu os efeitos observados sobre 0s vermes
adultos. Sabe-se que antigenos do parasito como enzimas, proteinas musculares e integrantes
de membranas podem ser comuns a mais de uma fase evolutiva do trematdédeo, sendo
inclusive candidatos a vacinas (MELO et al., 1986; TAYLOR et al., 1988; HARN et al.,
1995; TENDLER et al., 1995; BERGQUIST, 2002; CARDOSO et al., 2008; WILSON &
COULSON, 2009). Vale salientar que no estudo de DAVIES et al. (2001) os linfécitos T
CD4 + relacionados & modulagdo do desenvolvimento do parasito apresentavam origem

hepética.

A interferéncia de ambos os farmacos aqui utilizados, sobre o sistema de complemento
de vertebrados ja foi também sugerida (MELO et al., 1994; SAMLASKA & WINFIELD,
1994; MELO, 1997; FALKENSTEIN et al., 2000; SCHLEIMER, 2004; CZOCK et al.,
2005). Este sistema, em especial o terceiro componente do complemento (C3), parece
estimular a sintese da membrana do S. mansoni via uma proteina de ligagdo ao C3 localizada
no tegumento, sendo o processo dependente de transdugéo de sinal por Ca’* (CAUFIELD et
al., 1980; SILVA et al., 1993).

Cercérias de S. mansoni inoculadas na cavidade peritoneal de camundongos passam
por um processo de adaptacdo semelhante ao observado na pele (MELO, 1979; MELO et al.,
1978, 1990, 1993). Contudo, na linhagem AKR/J, como demonstrado no presente estudo,
atingem a maturidade sexual, chegando mesmo a ovipor in situ, observagdo que corrobora
resultados de BICALHO, (1990, 2003), BICALHO et al. (1989, 1993) e MAT] et al. (2005b).

Embora a oviposi¢do e a formagdo de granulomas nestas circunstancias fossem ja
conhecidas e tenha sido demonstrada a viabilidade de miracidios com origem peritoneal em
infectar espécimes de Biomphalaria glabrata que apds o periodo prepatente liberaram
cercérias igualmente vidveis (BICALHO et al., 1989, BICALHO, 1992), é a primeira vez que
a oviposicdo na cavidade peritoneal de camundongos desta linhagem foi quantitativamente

avaliada, sendo apresentadas as medianas e intervalos interquartis do nimero de ovos
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imaturos e granulomas recuperados da cavidade peritoneal e da razdo ovos imaturos / fémea
do peritonio.

Os dados obtidos referentes a cavidade peritoneal indicam ainda que ovos maduros de
S. mansoni contendo miracidio vivo favoreceram a ocorréncia de reacdo inflamatoria,
resultando na formagéo de granulomas peritoneais. De fato, a génese destes granulomas em
camundongos da linhagem AKR/J néo foi normalmente verificada ao redor de ovos imaturos
do parasito. Além disso, no grupo controle o percentual de ovos imaturos no peritdnio ndo
ultrapassou 5% durante a fase aguda, sendo ainda menor na fase cronica da infecgéo.
Considerando-se a menor duracdo do periodo no qual o ovo do parasito permanece como
imaturo (1° ao 4° estadios), em comparagdo ao tempo que um ovo maduro se mantém viavel e
capaz de induzir a génese de granuloma, estes resultados ndo podem ser considerados,
portanto, inesperados. Na comparagéo entre as fases dentre animais nédo tratados a quantidade
de ovos e granulomas recuperados da cavidade peritoneal foi semelhante. Por outro lado, é
possivel que parte dos ovos maduros fique retida no peritonio, talvez devido a adeséo celular
ou mesmo fibrose, uma vez que resultados preliminares mostraram que a utilizagédo de EDTA
(&cido etilenodiamino tetra-acético), um quelante de cétions bivalentes com agdo bioldgica e
reconhecida atividade inibitdria de metaloproteases, aumentou a recuperacdo de granulomas
peritoneais (dados ndo mostrados).

Como também demonstrado no presente estudo, os ovos recuperados da cavidade
peritoneal, imaturos ou maduros, foram significativamente menores que aqueles colocados
por fémeas do parasito oriundas do sistema porta. Contudo, sendo o0s parasitos peritoneais
menores, seria até esperado que os seus ovos fossem também menores. Esta observacio
demonstra que ovos de S. mansoni podem estar sujeitos a fendmenos de plasticidade
fenotipica, mantendo mesmo assim a sua viabilidade. Em adi¢do, & semelhanca do que se
observou entre ovos provenientes de fémeas do sistema porta, na comparagdo entre ovos
maduros e imaturos da cavidade peritoneal, os ovos maduros foram maiores que 0S OVOS
imaturos.

A observacdo no peritdnio de parasitos sexualmente maduros, além de ovos imaturos
com padrdo de desenvolvimento normal, semelhante aquele conhecido pelo oograma
(PELLEGRINO & FARIA, 1965; PELLEGRINO et al., 1962; VALADARES et al., 1981,
MATI et al., 2005a) e granulomas livres corrobora que a cavidade peritoneal de camundongos
da linhagem AKR/J é um modelo vélido na esquistossomose experimental, principalmente
para estudos sobre a fase inicial da infeccdo, adaptagdo parasito-hospedeiro, oviposigdo e
formacdo de granulomas (BICALHO et al., 1989, 1993; BICALHO, 1992, 2003; MATI et al.,
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2005Db). Assertiva esta sustentada, pelo menos em parte, pela possibilidade de se adicionar ou
retirar formas evolutivas do parasito, aléem de elementos correlatos a resposta de hospedeiros,
em um sistema in vivo e dindmico, a propria cavidade peritoneal.

E possivel que o tratamento dos roedores pela PTX tenha afetado de modo negativo o
desenvolvimento, mesmo que suavemente, do aparelho reprodutor dos parasitos durante a
fase aguda. Alguns autores tem relatado que o TNF-a esta diretamente relacionado com a
fecundidade do parasito (AMIRI et al., 1992; HAGAN et al., 1993; HASEEB et al., 1996),
embora CHEEVER et al. (1999) tenham considerado que o TNF-a, por si SO, ndo parece ser
suficiente para afetar a fecundidade de fémeas de S. mansoni ou S. japonicum. A PTX, como
ja afirmado anteriormente, apresenta atividade supressora de TNF-a (SAEZ-ILORENS et al.,
1990; TILG et al., 1993; BIENVENU et al., 1995; HEYDERMAN et al., 1995; NAVARRO
et al., 1996; OSTROSKY-ZEICHNER et al., 1996; MARCINKIEWICZ et al., 2000;
MUNIZ-JUNQUEIRA, 2007; RIBEIRO DE JESUS et al., 2008; MENDES et al., 2009a).

Dados do presente estudo referentes a fecundidade do parasito, aos 56 e 147 DPI,
corroboram os achados referentes as alteracdes nos drgéos sexuais das fémeas de S. mansoni
recuperadas da cavidade peritoneal e do sistema porta de camundongos tratados pela DEX.
Nos roedores que receberam o glicocorticdide verificou-se um aumento da oviposicdo dos
parasitos em ambas as fases da infec¢éo. De fato, a administracdo de drogas desta classe altera
a relagéo existente entre cestoides ou nematoides parasitos e os seus hospedeiros, podendo
aumentar a fecundidade do helminto (SATO & KAMIYA, 1990; GAZZINELLI et al., 2002;
MARTINS, 2004; WILKES et al., 2004; GAZZINELLI, 2005; VIANNA & MELO, 2007).

O aumento da oviposi¢do observado em oograma de camundongos infectados pelo S.
mansoni e tratados pela DEX, no presente estudo, difere dos resultados de LAMBERTUCCI
et al. (1989), PYRRHO et al. (2002) e RAMOS (2004) que baseados em observagdes de
figados de camundongos de outras linhagens tratados com dosagens menores de DEX,
sugeriram, ao contrario, reducdo da fecundidade do trematdeo. J&A MOLONEY et al. (1982),
trabalhando com acetato de hidrocortisona, ndo observaram interferéncia sobre a fecundidade
do S. japonicum. As diferencas nos resultados podem ser explicadas pelas altas doses de DEX
utilizadas, pela cepa do parasito e pelas peculiaridades imunolégicas da linhagem AKR/J, que
além de deficiente no sistema de complemento, possui, segundo alguns autores, uma
tendéncia em apresentar resposta imunoldgica polarizada para o tipo Thl (CURRY et al.,
1995; GUERASSIMOQV et al., 2004).

O oograma apresentou distribuicdo normal semelhante ao descrito na literatura
(PELLEGRINO et al., 1962; VALADARES et al., 1981; HERMETO et al., 1994; MATI et
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al., 2005a; PACHECO et al., 2005). No presente estudo observou-se um aumento
significativo no nimero total de ovos do parasito nos tecidos de camundongos tratados pela
DEX aos 56 e 147 DPI corroborando achados de HERMETO et al. (1994) que demonstraram
que esta droga, ao reduzir o processo inflamatorio, interfere na passagem dos ovos de S.
mansoni para o lumen do intestino. E aceito que células inflamat6rias do hospedeiro
vertebrado participam desta passagem e que um aumento do nimero de ovos nos tecidos pode
indicar uma reducgédo na eliminagdo dos mesmos (DOENHOFF et al., 1978; LENZI et al.,
1987; HERMETO et al., 1994). No presente estudo, entretanto, 0 aumento observado no
niamero de ovos retidos no intestino deve-se possivelmente ndo apenas & menor eliminacdo
dos ovos maduros de S. mansoni para a luz do 6rgdo advindas do tratamento dos roedores
pelo glicocorticoide, mas também ao aumento da oviposi¢do do parasito. Além disso, maior
nimero de ovos, embora com infiltrado inflamatorio discreto ao seu redor, foram perceptiveis
no figado destes camundongos. Ressalta-se que o fato de ndo se ter constatado ao oograma
diferenca significativa no nimero médio de ovos imaturos em camundongos tratados pela
DEX aos 147 DPI ndo prejudica esta interpretacdo, uma vez que neste periodo, este nimero
foi 25,2% maior que o observado no controle e a média de ovos de 2° estadio / fémea do
parasito recuperada do sistema porta / g de tecido 90,8% maior do que a dos roedores ndo
tratados.

Apesar de um aumento discreto estatisticamente significativo, aos 56 DPI, na razdo
ovos imaturos / fémea da cavidade peritoneal de animais tratados pela PTX, a partir de uma
analise geral dos resultados, fica evidente que é mais provavel que este f&rmaco ndo tenha
induzido aumento da fecundidade do S. mansoni. E fato que a raz&o ovos de 2°estadio / fémea
do parasito recuperada do sistema porta / g de tecido ndo apresentou diferenca significativa
nos roedores tratados pela PTX em concordancia ao estudo morfoldgico dos vermes no qual
nenhuma diferenca foi também identificada. Aos 147 DPI a média desta razo em roedores
tratados pela PTX foi inclusive menor do que a do respectivo controle, embora sem diferenga
estatistica. REIS et al. (2001) e EL-LAKKANY & NOSSEIR (2007), por outro lado,
observaram uma reducdo no nimero de ovos no figado de roedores que receberam PTX
também em menores doses. Ainda aos 147 DPI e apenas neste periodo verificou-se nos
intestinos de animais que receberam a PTX um aumento significativo no nimero de ovos
mortos o que poderia indicar também uma interferéncia desta droga, embora bastante sutil, na
eliminacéo de ovos maduros para o limen intestinal.

As lesdes granulomatosas, nos camundongos ndo tratados, mostraram nitido padréo de

reacdo exsudativa e um considerdvel infiltrado inflamatdrio linfo-histiocitario na
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esquistossomose experimental aguda. Com a progressdo do processo patoldgico, foram
percebidas modificagcbes no conteudo celular e no aspecto dos granulomas que tornaram-se
mais concéntricos e fibrosos. Este evento, no qual a reacdo inflamatéria torna-se menos
intensa, embora mais eficiente, a medida que a infec¢do torna-se crénica foi considerado
benéfico para o hospedeiro (ANDRADE & WARREN, 1964). Além disso, a distribuicéo
percentual das fases evolutivas das lesdes provocadas pelo ovo de S. mansoni no figado dos
roedores controles mostrou resultados semelhantes aqueles encontrados na literatura, bem
como a morfometria, onde o tamanho médio dos granulomas da fase aguda (RASO et al.,
1978; COELHO et al., 1989; CARVALHO et al., 1986: SILVA et al., 2000; TRISTAO et al.,
2000; TRISTAO, 2001) foi maior do que aqueles observados durante a fase crénica da
infeccao.

TRISTAO (2001) demonstrou que granulomas esquistossomoticos em camundongos
da linhagem AKR/J, em comparagdo a granulomas observados na linhagem SWISS, foram
inicialmente mais irregulares, heterogéneos e apresentaram maior infiltrado inflamatorio,
sendo este fato explicado por possivel deficiéncia na regulacdo da resposta inflamatdria em
decorréncia das caracteristicas imunoldgicas desta linhagem de roedor. Este fato é
corroborado, no presente estudo, pela presenga de infiltrado inflamatorio, contendo inclusive
polimorfonucleares, na periferia de granulomas ja em processo de cura por fibrose durante a
fase cronica da infeccdo pelo S. mansoni em camundongos desta linhagem néo tratados pela
DEX ou PTX.

A diminuigdo no infiltrado inflamat6rio observada ao redor do ovo do parasito nos
grupos de camundongos tratados por ambas as drogas, em relagéo aos respectivos controles,
sugere interferéncia em mecanismos, ainda desconhecidos, que afetam o recrutamento de
leucdcitos durante as fases aguda e cronica da infec¢do pelo S. mansoni. De fato, as reducdes
nas dimensdes das lesdes granulomatosas verificadas no presente estudo em camundongos
tratados foram similares as observagdes de RAMOS (2004) e EL-LAKKANY & NOSSEIR
(2007), respectivamente, para DEX e PTX.

Efeitos do tratamento por ambas as drogas sobre a migracdo de células inflamatérias
para o sitio de infeccdo tém sido relatados, ndo raramente decorrentes de interferéncia na
adesdo destas células ao endotélio o que pode levar inclusive a um aumento de células
circulantes no sangue (SAMLASKA & WINFIELD, 1994; SEIFFGE et al., 1995;
OSTROSKY-ZEICHNER et al., 1996; STEER et al., 1998; FALKENSTEIN et al., 2000;
MAGER et al., 2003; SCHLEIMER, 2004; CZOCK et al., 2005). Ja foi também demonstrado

que a adesdo de leucdcitos ao S. mansoni é também inibida pelo tratamento de roedores pela
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DEX (MELO et al, 1994) ou PTX (MELO et al., 1997; ALMEIDA et al., 2002),
possivelmente por inibicdo do sistema de complemento. Alteragfes no processo de adesdo
celular e no sistema de complemento, portanto, podem explicar, ainda que parcialmente, ndo
apenas as diferencas observadas nos vermes adultos, como comentado anteriormente, mas
também as alteracdes verificadas no granuloma esquistossomotico.

As alteragOes nas lesdes de camundongos que receberam a DEX, contudo, foram mais
intensas que aquelas advindas do tratamento pela PTX, principalmente durante a fase aguda.
De fato, apenas em camundongos tratados pelo glicocorticoide, observou-se alteragéo
significativa na distribuicdo das fases evolutivas dos granulomas. Além disso, durante a fase
aguda, observou-se que aos 31 DPT os granulomas hepéaticos de camundongos que receberam
DEX mostraram-se significativamente maiores. Além disso, houve um atraso no surgimento
de granulomas produtivos e fibrosados nos figados de roedores tratados pelo glicocorticoide,
enquanto na cavidade peritoneal de camundongos que receberam a DEX, ovos maduros do
parasito com reduzido nimero de células inflamatérias a seu redor foram identificados em
ambas as fases da infeccdo.

Sabe-se que sdo linfécitos T CD4+ as células que regulam o desenvolvimento dos
granulomas hepéticos na esquistossomose intestinal (CHEEVER et al., 1993; CHENSUE et
al., 1994; PEARCE & MACDONALD, 2002; RUTITZKY & STADECKER, 2006; CHENG
et al., 2008; RUTITZKY et al., 2008). Assim a hipotese de que a DEX tenha interferido de
forma significativa sobre esta populagdo celular deve ser considerada.

Outros fatores ndo relacionados & diapedese de leucécitos podem contudo estar
envolvidos nas modificagOes observadas nas lesdes granulomatosas. A ocorréncia de apoptose
de células inflamatérias é importante no processo de modulagdo da resposta inflamatéria
observada na esquistossomose (TRISTAO et al., 2000; TRISTAO, 2001). Embora a
administragdo de PTX ndo tenha interferido significativamente no processo de apoptose, em
roedores que receberam DEX, verificou-se aumento no indice apoptético da lesdo
granulomatosa o que estd de acordo com o conceito de que a apoptose de células do sistema
imunolégico é favorecida pela administracdo de DEX (SCHIMIDT et al., 2000; CZOCK et
al., 2005). Além disso, linfécitos em apoptose foram mais frequentemente observados nos
granulomas hepéticos de animais que receberam o glicocorticoide o que pode explicar a
incorreta formacdo dos prdprios granulomas durante a fase aguda e uma deficiente
imunomodulagdo, perceptivel depois que o tratamento pela DEX foi interrompido e as
dimensdes das lesdes granulomatosas retomaram o desenvolvimento & medida que o tempo de

infeccdo aumentou. Corrobora esta ideia a observagdo de acometimento do parénquima
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hepético, inclusive com a apoptose de hepatdcitos, em camundongos infectados pelo S.
mansoni e tratados pela DEX, durante a fase aguda, nos periodos imediatos ao término do
tratamento pelo glicocorticoide. Ressalta-se que, nesta ocasido, o figado mostrou-se também
alterado mesmo a macroscopia. Embora, danos ao 6rgdo em decorréncia direta da
administragdo do glicocorticoide ndo possam ser descartados, o fato de tais lesdes ndo terem
sido identificadas quando o tratamento foi realizado durante a fase cronica reforga que a
imunomodulagdo natural induzida pelo parasito traz beneficios ao hospedeiro, tornando a
doenga menos grave.

BJELAKOVIC et al. (2009), baseando-se em observagbes de que o tratamento por
glicocorticoide induz apoptose de células do timo e provoca uma reducéo substancial na
massa e volume deste 6rgdo, sugeriram que a administracdo desta classe de drogas causa o
que chamaram timectomia hormonal. De fato, no presente estudo, foram observados altos
indices de apoptose dentre linfocitos constituintes da reacdo inflamatoria observada ao redor
do ovo do parasito nos figados de roedores tratados pela DEX. As lesbes granulomatosas
estudadas apresentaram-se com caracteristicas bastante similares as verificadas também por
outros autores em estudos experimentais com camundongos geneticamente deficientes em
linfocitos T CD4+ (CHEEVER et al., 1993; CHENG et al., 2008).

A infeccéo pelo S. mansoni favoreceu a apoptose de celulas T CD4 + em estudos ex
vivo (LUNDY et al., 2001; LUNDY & BOROS, 2002). Entretanto, € a primeira vez que
linfocitos em apoptose e o favorecimento deste processo em funcdo do tratamento do
hospedeiro por um glicocorticoide foram identificados entre células constituintes das lesdes
granulomatosas hepéticas de camundongos na esquistossomose experimental.

Altos niveis de TNF-o correlacionam-se ndo apenas com o inicio da oviposicao do S.
mansoni, mas também com a prépria formagdo dos granulomas (HAGAN et al., 1993;
HASEEB et al., 2001). Camundongos tratados com anti-TNF-a apresentaram uma diminuicéo
na &rea media de seus granulomas e a administracdo de TNF-o durante a infeccdo cronica
pelo S. mansoni restabeleceu o tamanho das lesdes ao normalmente observado na infecgéo
aguda (JOSEPH & BOROS, 1993). Na esquistossomose experimental, uma diminuigdo na
gravidade da doenga associada a reducdo da fibrose parece ocorrer em fun¢édo de uma menor
liberacdo de citocinas produzidas por linfocitos Th2 (HOFFMANN et al., 2000; PEARCE &
MACDONALD, 2002) e um aumento daquelas de células Thl (CHEEVER et al., 1992;
SANDOR et al., 2003). Além disso, por meio de analise ultrassonografica, HENRI et al.
(2002) ao avaliar a ocorréncia de fibrose hepética em casos humanos verificaram que

elevados niveis de TNF-o estavam associados ao aumento do risco de fibrose, enquanto niveis
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elevados de IFN-y correlacionaram-se a uma reducéo significativa na razdo das chances de
um individuo apresentar fibrose dos espagos porta-hepaticos.

No presente estudo, ambos os tratamentos reduziram a ocorréncia de fibrose, como
observado pela menor quantidade de fibras colagenas, sobretudo de colageno do tipo 11, nas
lesdes. Considerando-se o tratamento dos roedores pela DEX, dadas as marcantes alteragdes
no processo de formagdo do granuloma ja discutidas e provavelmente decorrentes do maior
nimero de células da lesdo granulomatosa em apoptose, incluindo possivelmente a de
linfocitos T CD4+, este achado pode ser considerado esperado. Entretanto, em relagdo a
administracdo de PTX, € plausivel que as redugdes do infiltrado inflamatdrio ao redor do ovo
do parasito e das areas de fibrose verificadas em roedores tratados por este farmaco sejam
decorrentes, principalmetne, dos efeitos inibitérios da droga sobre o TNF-o j& bem
estabelecidos na literatura (SAEZ—ILORENS et al., 1990; TILG et al., 1993; BIENVENU et
al., 1995; HEYDERMAN et al, 1995, OSTROSKY-ZEICHNER et al., 1996;
MARCINKIEWICZ et al., 2000; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2007; RIBEIRO DE JESUS et al.,
2008; MENDES et al., 2009a). A atividade imunomoduladora da PTX, no entanto, foi
também relatacionada & inibicdo de citocinas proinflamatérias que ndo o TNF-a, tais quais as
interleucinas (IL) -1, IL-12 e interferon (IFN) (BIENVENU et al., 1995; HEYDERMAN et
al., 1995; MARCINKIEWICZ et al., 2000), além de IL-10.

Por outro lado, SLAVIN et al. (1994), sabendo que o TGF-B1 e os glicocorticoides
regulam diretamente o metabolismo de fibras colagenas, avaliaram os efeitos de ambos sobre
fibroblastos humanos. Enquanto o tratamento por DEX reduziu a sintese de procolageno e do
inibidor tissular de metaloproteinase (TIMP) -1, além de induzir, embora de modo sutil, a
producdo de colagenase, 0 TGF-B1 apresentou efeitos opostos, estimulando a sintese de
procoldgeno e TIMP-I. Este fator foi ainda apto em reverter os efeitos induzidos pela
administracdo de DEX. Outros estudos, quando da administracdo de glicocorticoides, também
indicaram inibicdo da producéo de TGF-B1 e consequentemente da fibrogénese (MEISLER et
al., 1997; WEN et al., 2002).

Na esquistossomose experimental, 0 TGF-B1, secretado por células do granuloma, ja
foi também relacionado a inducéo de fibrose (JACOBS et al., 1998). Além disso, XIONG et
al. (2003) observaram que o tratamento pela PTX em estagio inicial da infecgdo pelo S.
japonicum reduziu os niveis hepaticos do TGF-f1 e de coldgenos dos tipos I e 111, sendo ao
observado por EL-LAKKANY & NOSSEIR (2007). PYRRHO et al. (2002), embora ndo
tenham avaliado a producdo de TGF-B1, também observaram reducdo na quantidade de

colageno em camundongos que receberam tratamento pela DEX.
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Acredita-se que a linhagem de camundongos e doses de DEX utilizadas no presente
estudo expliqguem, em boa parte, as alteragdes deletérias observadas apenas durante a fase
aguda da infecgdo no parénquima hepético dos roedores. De fato, na fase cronica, 0s animais
que receberam o tratamento pelo glicocorticoide apresentaram reducéo da area das lesdes e do
contetdo fibroso sem qualquer alteracdo perceptivel no parénquima. Considerando que o
tratamento da doenca humana da-se normalmente durante a fase cronica da infeccdo os
potenciais beneficios da administragdo da DEX ndo devem ser questionados, embora ainda
perdure a necessidade de estudos complementares dada a possibilidade de falha do tratamento
esquistossomicida. Por outro lado, embora a indicagdo da PTX como tratamento de casos
humanos de doengas fibrdticas, como a cirrose alcodlica (BARVE et al., 2008;
ADDOLORAT et al., 2009), esteja se difundido, a sua utilizagdo na esquistossomose é
conhecida unicamente por trabalhos experimentais. Ja foi sugerida, contudo, a possibilidade
da PTX vir a ser no futuro utilizada como tratamento adjuvante nesta doenga (XIONG et al.,
2003; EL-LAKKANY & NOSSEIR, 2007).

A administracdo de PTX ndo induziu qualquer agravamento perceptivel no padréo das
lesGes hepaticas, levando inclusive, a uma maior sobrevida dos camundongos infectados pelo
S. mansoni e tratados pelo farmaco o que corrobora informagdes obtidas pela histopatologia
de que o tratamento por esta droga pode levar a uma redugdo na gravidade da
esquistossomose experimental, possivelmente por uma reducéo da gravidade das lesdes em
momento critico da doenca aguda posterior ao inicio da oviposi¢do do parasito. Apesar de
posologias diferentes o tratamento dos roedores pela DEX, em concordancia com dados de
RAMOS (2004), ndo alteraram significativamente a sobrevida dos camundongos, embora
tenha levado, assim como a administracdo da PTX, a uma reducéo da hepatoesplenomegalia e

circulacdo colateral, talvez também da hipertenséo porta.



Conclusao



132

Os dados do presente estudo permitem concluir que os tratamentos durante as fases
aguda e cronica pela dexametasona e pentoxifilina de camundongos da linhagem AKR/J
infectados pelo S. mansoni modificam a relagdo parasito-hospedeiro traduzindo-se em

alteracOes parasitologicas e patologicas
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