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Resumo

Resumo

A shistosomose é uma doenca tropical de grande impacto socioeconémico e um
grave problema de saude publica em diversas partes do globo. Endémica em 78 paises,
afeta mais de 200 milhGes de pessoas.

A infecdo do hospedeiro definitivo faz-se pelo contato direto com &guas
contaminadas por cercérias do parasita do género Schistosoma. Nas primeiras semanas
apos a infecdo o parasita percorre o organismo do hospedeiro definitivo, desencadeando
uma resposta imunoldgica do tipo Th1l. Com o inicio da oviposi¢do, principal razdo da
patologia desta parasitose, comeca a desenvolver-se uma resposta mais acentuada do
tipo Th2.

O Praziquantel tem sido o farmaco de eleicdo para o tratamento e o controlo da
schistosomose. Porém tém aparecido indicios de uma diminuigdo da suscetibilidade do
parasita a este farmaco em algumas partes do mundo como no Egito, Quénia e Senegal.
Como consequéncia, tém surgido varios trabalhos que abordam este tema e inclusive ja
foi comprovada a possibilidade destes parasitas desenvolverem resisténcia ao
Praziquantel, em laboratorio.

O presente trabalho teve como objetivo comparar parametros morfologicos,
hematol6gicos, imunoldgicos e histolégicos entre a infecdo por uma estirpe de
Schistosoma mansoni sensivel ao tratamento com Praziquantel e outra resistente a este
farmaco até 120 mg/Kg, em trés tempos de infecdo (6, 8 e 10 semanas). Avaliou-se
entdo o peso do figado e do baco, a carga parasitaria, os valores de hemoglobina,
hematdcrito, 0 nimero de eritrocitos e os niveis séricos das imunoglobulinas 1gG; e
1gGoa. Também foram estudados trés parametros histoldgicos como: a medicdo,
quantificacdo e classificacdo dos granulomas hepaticos.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas no peso do figado,
tamanho e fase de desenvolvimento dos granulomas hepéticos. O figado apresentou um
peso superior nos murganhos infetados com a estirpe de S. mansoni sensivel ao
Praziquantel as 6 e 10 semanas de infecdo. Também na infecdo por esta estirpe o
tamanho dos granulomas hepético foi superior as 10 semanas. A percentagem de
granulomas hepéticos nas fases dominantes de desenvolvimento nas 62 e 82 semanas foi
superior nos murganhos infetados com a estirpe de S. mansoni sensivel ao Praziquantel.

Dos resultados obtidos podemos inferir que a infecdo pela estirpe resistente ao
Praziquantel foi menos severa do que a infecdo pela estirpe sensivel, o que pode indicar
uma debilidade e reducgéo do fitness desta estirpe, resultante da ac&o do Praziquantel.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; Praziquantel; Resisténcia; Suscetibilidade
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Abstract

Abstract

Schistosomiasis is a tropical disease with great socio-economic impact and a
serious public health problem in several parts of the world. It is endemic in 78
developing countries and it affects more than 200 million people.

Definitive hosts become infected after contact with water contaminated with the
larval stage of parasites of the genus Schistosoma. After skin penetration by the
cercariae, the resultant schistosomulae will enter the blood stream and mature until the
adults mate and settle in the mesenteric venules of the bowel, in the case of Schistosoma
mansoni. The initial phase is characterized by a Thl immune response. Oviposition is
the main cause of pathology, inducing a Th2 immune response.

Praziquantel has been the preferential drug against this parasite. Nevertheless,
some evidence of drug resistance has been reported and investigated in several parts of
the world, such as Egypt, Kenya and Senegal. Resistance to Praziquantel has since been
achieved in the laboratory.

This work aimed to compare morphological, immunological and histological
parameters, between schistosome infections in mice by two strains: a wild strain of S.
mansoni sensitive to Praziquantel, and a strain resistant to 120 mg/Kg of Praziquantel,
at three times post- infection (6, 8 and 10 weeks).

Liver, spleen and total body weight were evaluated, as well as parasite load,
haemoglobin, haematocrit, number of red blood cells and serum levels of 1gG; and
19Gaa. It was also determined the number, stage and size of liver granuloma.

Significant statistical differences were found in liver weight, size and granuloma
developing phase. Mice infected with S. mansoni sensitive to Praziquantel strain at 6"
and 10™ weeks after infection had higher liver weight. These mice also had larger
hepatic granulomas at the 10th week. The mice infected with the Praziquantel sensitive
S. mansoni strain presented higher percentages of granuloma development at 6™ and 8™
weeks after infection.

It can be concluded that infection by the resistant strain of S. mansoni produced
a less severe infection in mice, which may be related to debility and fitness reduction
caused by the Praziquantel resistance phenotype.

Keywords: Schistosoma mansoni; Praziquantel; Resistance; Susceptibility
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Introducéo

1 Schistosomose

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) um sexto da populacdo
mundial padece pelo menos de uma doenca negligenciada (WHO, 2012). Estas doengas
afetam sobretudo populagBes de nivel socioeconémico mais baixo sendo um fator que
contribui para que assim permanecgam.

A schistosomose € uma doenca negligenciada, provocada por parasitas do
género Schistosoma, afetando mais de 200 milhdes de pessoas e € considerado
endémico em 78 paises (WHO, 2014a; Gryseels et al., 2006). Esta doenca tropical, de
grande impacto socioecondémico € um grave problema de salde publica em diversas
partes do globo, particularmente no continente africano, onde segundo o “Global
Health Observatory ” se encontra cerca de 90% da populacéo a necessitar de tratamento
preventivo (WHO, 2014b; Jeziorski & Greenberg, 2006). O peso desta doenca em
termos de saude mundial ja é considerado por alguns autores como sendo aproximado
ao da malaria ou ao da tuberculose (Steinmann et al, 2006; Hotez & Fenwick, 2009;
King & Dangerfield-Cha, 2008). Estima-se que os “Disability-Adjusted Life Years”
(DALY’s) perdidos por schistosomose sejam quase equivalentes aos perdidos por
VIH/SIDA (Hotez & Fenwick, 2009).

Esta parasitose tem como principais agentes etioldgicos, para 0 Homem, as
espécies: Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum e Schistosoma haematobium.
Apresentando uma distribuicdo mais restrita, Schistosoma intercalatum e Schistosoma
mekongi também possuem a capacidade de infetar humanos.

Dependendo da espécie em causa, 0s parasitas do género Schistosoma podem
provocar schistosomose intestinal (S. mansoni, S. japonicum, S. intercalatum e S.
mekongi) ou schistosomose urogenital (S. haematobium).

A transmissdo deste parasita requer trés fatores principais: uma fonte de agua
contaminada, o contacto humano com este recurso de dgua e hospedeiros intermediarios
(molusco de agua doce).

A patologia no hospedeiro definitivo tem como caracteristica possuir 2 fases
destintas. Uma primeira fase aguda e posteriormente uma fase crénica. Ambas estdo
intimamente relacionadas com a etapa do ciclo de vida em que o parasita se encontra no

organismo do hospedeiro.
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1.1 Distribuicéo geografica e epidemiologia

Estima-se que mais de 200 milhdes de pessoas sejam afetados por esta parasitose
e que este seja responsavel por cerca de 200 mil mortes por ano (Pérez Del Villar et al.,
2013). A transmissdo dos parasitas do género Schistosoma ao Homem, d&-se por
contato direto com aguas contaminadas com as formas infetantes do parasita.

Assim, é espectavel que a distribuicdo geografica deste trematode esteja
intimamente relacionada com a presenca do hospedeiro intermediério e as fases de vida
livre do parasita (ovo, miracidio e cercaria). Outro fator preponderante é a falta de
condicdes de saneamento, resultante, em parte, do baixo nivel socioeconémico da
populacdo, que tem de recorrer aos cursos de agua locais para grande parte das tarefas e
necessidades do dia-a-dia (Vitorino et al., 2012; Rey, 2010).

O parasita S. haematobium encontra-se amplamente distribuido em Africa e no
médio oriente, enquanto S. japonicum abrange a China e o sudeste asiatico enquanto S.
mekongi encontra-se restrito ao vale do rio Mekong, no Camboja (Fig.1). Na Fig 2
pode-se observar a ampla distribuicdo de S. mansoni no continente africano, Asia, Sul
da América, Médio oriente e Caraibas e a distribuicdo apenas na Africa central de S.

intercalatum.

S japonicum
B s mekongi

PR o

Figura 1 - Distribuicdo mundial de S.haematobium, S. japonicum e S. mekongi (Blanchard, 2004).
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S.mansoni
™ s intercalatum

WHO 92720

A

Figura 2 - Distribuicdo mundial de S.mansoni e S. intercalatum (Blanchard, 2004).

Existem evidéncias de alteracdes da prevaléncia desta infecdo que poderao estar
relacionadas com o crescimento das areas urbanas e zonas irrigadas (Steinmann et al.,
2006), assim como, com a maior mobilidade de pessoas para locais endémicos (Conlon,
2005). Entre 1997 e 2008, segundo o estudo realizado pela rede de vigilancia
“Geosentinel (The Global Surveillance Network of the ISTM and CDC)”, foram
reportados 401 casos de infecdo por Schistosoma em 12 paises da Europa, todos
importados de paises endémicos (Jauréguiberry et al., 2010).

A presenga de quadros clinicos pouco especificos diminui a possibilidade de um
diagnostico correto e de uma intervencao eficaz, principalmente em paises com escassos
recursos de saude, tornando dificil ter uma nocéo real do problema ao nivel nacional e
consequentemente ao nivel mundial. Em &reas endémicas, as prevaléncias mais
elevadas sdo encontradas em criancas dos 8 aos 15 anos, periodo em que existe maior
eliminacdo de ovos nas fezes, constatando-se apds a adolescéncia uma diminuicdo da
carga parasitaria. Esta reducdo podera ter origem num menor contacto com agua
contaminada e/ou por fatores imunoldgicos ap6s a morte natural destes helmintas no
organismo (Gryseels, 2012; Conlon, 2005).

Em zonas endémicas de S. mansoni, apesar de varias espécies de mamiferos
poderem ser infetadas, o ser humano é considerado o Unico responsavel pela

manutencdo do ciclo de vida deste parasita (Vitorino et al., 2012)
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Dependendo da espécie, 0s ovos sdo a principal causa desta doencga, ao serem
depositados nos vasos sanguineos em redor do intestino ou da bexiga e noutros 6rgéos.
A schistosomose intestinal ndo apesenta um quadro especifico. A sintomatologia mais
comum apresenta-se na forma de diarreia, sangue nas fezes, dor abdominal e 0 aumento
do figado num estado mais avancado da doenga. A schistosomose urogenital tem como
principal sinal clinico a hematuria.

A schistosomose urogenital ja existiu em Portugal, mas a sua erradicacdo foi
conseguida na década de 1950, tendo sido encontrados Bulinus contortus, B. truncatus,
e Planorbarius metidjensis, hospedeiros intermediérios de S. haematobium. (Berry et
al., 2014).
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1.2 Os parasitas (Schistosoma spp.)

1.2.1 Classificacdo taxondémica
Classificacdo taxonomica de Schistosoma spp.

Filo Platyhelminthes
Classe Trematoda
Sub Classe Digenea
Ordem Strigeiformes
Familia Schistosomatidae
Sub Familia Schistosomatinae
Género Schistosoma
Espécie Schistosoma haematobium (Bilharz, 1852)
Schistosoma mansoni (Sambon, 1907)
Schistosoma japonicum (Katsurada, 1904)
Schistosoma intercalatum (Fisher, 1934)

Schistosoma mekongi (Voge et al., 1978)

As cinco espécies de Schistosoma que mais parasitam o homem podem ser
divididas em 3 grupos de acordo com a localizacdo do seu espordo: ovos com esporao
terminal (S. haematobium e S. intercalatum), ovos com espordo lateral (S. mansoni) e
ovos com espordo rudimentar ou vestigial (S. japonicum e S. mekongi) (John et al.,
2012) (Fig. 3).

Figura 3 - Ovo de S. mansoni B - Ovo de S. intercalatum (originais Pedro Ferreira) C - Ovo de S.
haematobium D - Ovo de S. japonicum (originais de Mariana Silva).
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1.2.2 Ciclo de Vida e Caracteristicas Morfoldgicas

O ciclo de vida do parasita do género Schistosoma é di-heteroxeno, ou seja, com
2 hospedeiros, um definitivo e outro intermediario. E um parasita didico, no hospedeiro
vertebrado, possuindo dois sexos distintos (Pearce & MacDonald, 2002). A infegéo por
este helminta é feita diretamente pelo contacto das formas infetantes do parasita com a
superficie do hospedeiro. No hospedeiro definitivo sdo parasitas intravasculares (Thors
et al., 2006).

Fase infetante

Esporocistos Cercarias libertadas pelo A Fase de diagnostico
(sucessrvasgeral;oes] o caracolnadam livresna dgua
/' Cercarias perdem a cauda apds penetracdo
e transformam-se em schistosémulos
Penetram

na pele a Circulacdo
M.'.L.a..s!s!_!_cz_s penetram

e \nostecndosdocaraco! u

B

e ' nasfezes na urma c 9

Ovoseclodeme ,.x
libertam os miracidios (£

d No sistema portaintra-hepético
atingem a fase adulta

5
\ \,‘,57\" Os vermes adultosacasalam e migram para
u« N/
S.mansoni S-japoNicum s hgematobium B 8 veias mesentéricasdo intestinoe reto

(ovos excretados com asfezes)
C Plexosvenososvesicais
(ovos eliminadoscom aurina)

Figura 4 - Ciclo de vida de Schistosoma spp. (Adaptacdo do Centro de Controlo e Prevencdo de Doenga - CDC).

O ciclo de vida (Fig.4) deste parasita inicia-se pela producdo de ovos ja
embrionados, que sdo eliminados com as fezes ou urina do hospedeito definitivo,
dependendo da espécie de Schistosoma em causa. Cada fémea pode libertar centenas (S.
mansoni, S. haematobium, S. intercalatum e S. mekongi) ou milhares (S. japonicum) de
ovos por dia (Rey, 2010; Hams et al., 2013). Os ovos possuem entre 100 a 180 pm e
apresentam forma e localizacdo do espordo proprios de cada espécie. A maioria destes
ovos fica presa em diversos 6rgdos no decorrer do seu trajeto (Hams et al., 2013). Por
mecanismos proprios e com a ajuda do sistema imunitario no hospedeiro, cerca de um

terco dos ovos tém a capacidade de migrar dos vasos sanguineos até ao liumen do
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intestino ou da bexiga e serem excretados para o exterior (Poulain-Godefroy et al.,
1996) (Fig. 4 @).

Os ovos ao entrarem em contacto com agua doce (em condicdes de temperatura
e luminosidade adequadas) eclodem e libertam larvas ciliadas denominadas de
miracidios que sdo a forma infetante para o hospedeiro intermediario (molusco de agua
doce), que é especifico para cada espécie de parasita (Gryseels, 2012; Hams et al.,
2013). Os miracidios nadam ao movimentar os seus cilios e podem manter atividade
infetante durante 8 a 12 horas (Fig. 4 ©). Ao encontrar um hospedeiro intermediario
compativel, o miracidio penetra o tecido do molusco dando inicio & fase assexuada do
seu ciclo de vida (Rey, 2010; Gryseels, 2012). (Fig. 4 ®). Nesta fase, intramolusco, 0
miracidio da origem a duas ou trés geracOes de esporocistos que migram para O
hepatopancreas onde se desenvolvem durante aproximadamente um més (Fig. 4 @). No
hepatopancreas os esporocistos diferenciam-se e ddo origem as cercérias, forma
infetante para os humanos, que séo libertadas para o exterior do molusco (Bica et al.,
2000) (Fig.4 ®). Um unico miracidio pode dar origem entre 100 mil a 300 mil cercarias
(Carvalho et al., 2008).

A luz e a temperatura s@o essenciais para a eliminacdo de cercérias, conseguindo
sobreviver até 72h na &gua a procura de um hospedeiro (Bica et al., 2000; Gryseels,
2012). Ao encontrarem um hospedeiro vertebrado penetram ativamente através da pele,
perdendo a cauda bifurcada, dando origem ao schistosomulo, que ap0s entrar na
circulacdo sanguinea migra pelo coracdo, pulmdes e por fim até as veias mesentéricas
do intestino ou do plexo vesical, consoante a espécie do parasita, onde ele atinge o
estado adulto (Hu et al., 2004; Wilson & Coulson, 2009; Blanchard, 2004) (Fig.4
(®@®®). Este percurso no hospedeiro definitivo dura entre 4 a 6 semanas (Rey,
' 2010).

Os adultos sdo macroscopicos com tegumentos complexos,

apresentando duas ventosas (uma oral e uma ventral) (Rey,

2010). O macho apresenta cor branca, enquanto a fémea é
k acinzentada, devido a digestdo de sangue, com um corpo
Figura 5 - Macho e fémea de mais fino e longo (Carvalho et al., 2008) (Fig. 4 ©@). Uma
Schistosoma (original de Mariana . . . .
Silva). particularidade deste parasita é o facto de o macho

influenciar o desenvolvimento somatico, o sistema reprodutivo e a fertilidade da fémea
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(Carvalho et al., 2008). Em adultos a fémea e o macho, permanecem intimamente
ligados. A fémea mantem-se alojada no canal ginec6foro do macho, em toda a sua vida
adulta (Gray & Ross, 2011) (Fig. 5). O periodo médio de vida de um adulto é de 3a 5

anos, mas pode chegar aos 30 anos (Bica et al., 2000).
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1.3 Hospedeiro intermediario

Os hospedeiros intermediarios sdo moluscos de agua doce (Gastropoda)

pertencentes a varios géneros e apresentam uma certa especificidade relativamente a

espeécie do parasita.

Figura 6 - Biomphalaria
glabrata (original de Mariana).

=

Figura 7 — B. truncatus (original
de Mariana Silva).

Figura 8 - Oncomelania sp.
(http://en.wikipedia.org/wiki/On
comelania).

Figura 9 - Tricula aperta
(http:/Awww.bagniliggia.it WMSD/
HtmSpecies/5226000020.htm).

» S. mansoni é infetante para os moluscos do

género Biomphalaria (Monéa et al., 2011) (Fig. 6).

» Os moluscos do género Bulinus sdo sensiveis a
infecdes por S. haematobium e S. intercalatum
(Anastasiou et al., 2014) (Fig. 7).

» S. japonicum € infetante para os moluscos do

género Oncomelania (Mitreva, 2013) (Fig. 8).

» Os moluscos do género Tricula séo sensiveis a
infec&o por S. mekongi (Usawahanakul et al.,
1993) (Fig. 9).

11
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1.4 Patologia e Resposta imunoldgica

Os parasitas do género Schistosoma tém a capacidade de permanecer durante
décadas no hospedeiro vertebrado desenvolvendo mecanismos de sobrevivéncia como a
capacidade de manipular e modular a resposta do sistema imunitario deste. Esta
manipulacdo do sistema imunologico do hospedeiro podera ter consequéncias negativas
como alterar a capacidade de reposta imunitaria do hospedeiro a outras infecdes
(Helmby, 2009).

Na infecdo por Schistosoma existem duas fases distintas, a aguda e a cronica. A
resposta imunoldgica em cada uma destas fases depende de varios fatores, tais como: a
genética do hospedeiro, a sua idade e estado nutritivo, a intensidade de infecdo, a
existéncia de coinfecgdes, entre outros (Willson et al., 2009).

Existem trés fases do ciclo de vida do parasita do género Schistosoma, que

induzem diferentes tipos de resposta imunolégica: o schistosomulo, o adulto e o ovo.

Fase aguda

A doenca apresenta uma fase inicial aguda em que a patologia comeca pela
penetracdo das cercarias na pele, causando erup¢des cutaneas maculopapulares que
surgem passadas algumas horas apds o contacto com aguas contaminadas com cercérias
e duram aproximadamente 24 a 72h (Burke et al., 2009). Estas erupgfes sdo uma
resposta de hipersensibilidade mediada pela imunoglobulina E (Ig E), mais comuns em
infecdes primarias e infecdes pela espécie S. haematobium (Conlon, 2005).

Na fase aguda entre os catorze e oitenta e quatro dias apds a infecdo, pode surgir
um quadro clinico com um estado febril debilitante denominado sindrome de Katayama,
resultado de uma reacdo de hipersensibilidade mediada por imuno-complexos contra o
parasita em migracdo e o aparecimento dos primeiros ovos (Burke et al., 2009). Esta
sindrome é comum em individuos infetados pela primeira vez por S. mansoni ou S.
haematobium e em areas endémicas de S. japonicum (Gryseels et al., 2006).

Esta fase marcada por uma resposta Thl que se caracteriza pelo aumento da
producdo das citocinas pro-inflamatorias: Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
Interleucina-6 (IL-6) (Pearce & MacDonald 2002; Jauréguiberry et al., 2010) e também
de Interferdo gama (INF-y) (Jesus et al., 2002; Araujo et al., 2004; Melo et al., 2013). A

12



Introducéo

citocina TNF-a pode induzir a produgdo de 6xido nitrico em conjunto com macrofagos
ativados por INF-y resultando na morte do parasita (Pearce & MacDonald, 2002). A
citocina INF-y também tem um papel importante na protecdo do hospedeiro, pois tem
atividade anti-fibrose que influencia a formacdo dos granulomas (Wilson et al., 2007).
A IL-6 estd envolvida na produgdo de IL-4 e na regulagdo de INF-y (Pearce &
MacDonald, 2002).

Numa infecdo em murganhos a 1gGz, € considerada um marcador da resposta
Thl (Faveeuw et al., 2002) e esta associada a mecanismos de citotoxicidade (Capron et
al., 1978).

Fase Cronica

A fase cronica da doenca so se inicia depois de dezasseis a vinte semanas ap0s a
infecdo, a sua patologia esta ligada a formagdo dos granulomas que resulta da resposta
imunolégica aos ovos libertados pelas fémeas de Schistosoma, que ficam presos na
microvasculatura dos 6rgéos do hospedeiro definitivo (Rumbley et al., 1998).

A schistosomose cronica pode dividir-se nas seguintes formas clinicas:
intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica (Caldas et al., 2008) com a excecéo de S.
haematobium que apresenta a forma urogenital.,

A forma intestinal resulta da acumulagdo de granulomas na mucosa intestinal
originando sintomas como dor abdominal, perda de apetite e consequente perda de peso
acompanhado de variados quadros intestinais (Danso-Appiah et al., 2013; Conlon,
2005). A forma hepatointestinal tem associado os sintomas da forma intestinal, porém
mais intensos, e o surgimento de hepatomegalia ou seja 0 aumento do figado tornando-o
palpavel (Bica et al., 2000). A forma hepatoesplenica tem como sintomas adicionais
uma fibrose periportal severa que levam ao desenvolvimento de hipertensdo portal, o
aumento do tamanho do baco (esplenomegaélia) e ascite (Burke et al., 2009; Bica et al.,
2000).

A forma urogenital, atribuida a infecbes por S. haematobium, tem origem no
depdsito de ovos nas paredes da bexiga e dos ureteres, como consequéncia da migracéo
dos adultos para os plexos venosos vesicais (Walker, 2011). Aqui a infecdo cronica
origina a fibrose e calcificacdo dos tecidos da bexiga e os sintomas derivados séo

usualmente colica renal e ureterohidronefrose (Bica et al., 2000).
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A fase cronica desta doenca pode ser exacerbada com a existéncia de coinfegdes
como por exemplo com o Virus da Hepatite C e o Virus da Hepatite B que sdo
responsaveis por uma progressao mais rapida e mais severa desta fase (Burke et al.,
2009).

Em infecbes mais graves podem surgir também formas cardiopulmonares e
schistosomose cerebral (Burke et al., 2009; Jauréguiberry et al., 2010; Gryseels, 2012).

A maioria da sintomatologia da schistosomose deve-se a formacdo de
granulomas em torno dos ovos. Os ovos de Schistosoma estdo em constante excrecdo de
produtos antigénicos promovendo uma resposta imunitaria. O encapsulamento dos ovos
e a consequente neutralizacdo dos antigénios é fundamental para evitar danos graves
nos tecidos (Hams et al., 2013).

A necessidade da protecdo do hospedeiro cria um paradoxo de associacdo, ou
seja, 0 desenvolvimento de uma patologia através do aparecimento de granulomas. O
granuloma é uma reacgdo inflamatéria granulomatosa, responsavel pelo aparecimento de
uma resposta imunolégica do tipo Th2, que apresenta cinco fases no seu
desenvolvimento (Tabela 1). Esta reacdo € caracterizada como sendo de
hipersensibilidade tardia (Raso et al., 1978).

Fases do granuloma

Etapas Descricao

Fase reacdo inicial Acumulacdo de neutrdéfilos e eosindéfilos.

) Formacdo de microabcessos, por acumulacédo de células
Fase exsudativa o
leucocitérias.

Fase exsudativa- Progressiva substituicdo da zona leucocitéria por histiocitos e
produtiva células epitelidides. Surgem os primeiros fibrdcitos.

_ Degeneracdo do ovo. Fibrdcitos e fibras de colagénio desintegram-
Fase produtiva
se.

) ) Fibras de colagénio hialinizam. Possivel calcificagdo dos vestigios
Fase involutiva o
do ovo. Diminuicdo dos granulomas.

Tabela 1 - Descricdo das 5 fases do granuloma (Adaptado de Burke et al., 2009).
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Com o progresso da fase cronica a resposta Th2 vai sofrendo modulacéo e os
granulomas que se vao formando tornam-se mais pequenos (Pearce & MacDonald,
2002).

Na fase cronica, marcada por uma resposta Th2,ocorre 0 aumento de expressao
das citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. A IL-4 ¢ indutora da resposta Th2 e
fundamental na producéo de IL-5 e IL-13. A IL-5 estd envolvida no recrutamento de
eosinofilos para o granuloma (Malaquias et al., 1997). As citosinas IL-13 e IL-4 tém
algumas funcdes em comum: modelam a expressdo de IgE, estdo envolvidas na
producdo de citocinas da resposta Th2 e suprimem a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (Fallon et al., 2000). A IL-13 também j& demonstrou ter um papel
predominante na producdo de colagénio que resulta na fibrose hepética (Pearce &
MacDonald, 2002).

A citocina IL-10 é uma das responsaveis pelo controlo da resposta Th1/Th2, que
é essencial para a sobrevivéncia do hospedeiro (Schramm & Haas, 2010).

Na infecdo em murganhos a 1gG; é considerada um marcador da resposta Th2
(Faveeuw et al., 2002) tendo a funcéo de regulacdo negativa do granuloma e também na
morte do parasita (Zouain et al., 2000).

Em &reas endémicas as populaces sdo capazes de desenvolver uma forma de
imunidade a reinfecdes (imunidade concomitante) atribuida por alguns autores a um
balanco favoravel a IgE, contra as formas imaturas e adultas de Schistosoma, na relacao
IgE/1gG,4 (Gryseels et al., 2006).

A IgE e a eosinofilia sdo caracteristicas da resposta Th2, esta imunoglobulina é
responsavel pela ativacdo de eosinéfilos que fazem parte da formacéo dos granulomas e
também libertam citotoxinas que atuam contra os schistosomulos. A IgE poderia ser
responsavel por uma resposta inflamatdria letal, mas € regulada pela IL-10 e a IgG4 que
é capaz de bloquear a interacdo IgE-antigénio (Pinot de Moira et al., 2013).

A sobrevivéncia do hospedeiro definitivo depende da sua capacidade de
equilibrar a resposta Th1/Th2, ou seja, capaz de formar granulomas, mas minimizando a

fibrose e a morbilidade durante a fase cronica desta doenca.
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1.5 Tratamento e Controlo

O controlo da schistosomose passa por varias medidas, envolvendo a
quimioterapia da populagéo doente, o controlo dos moluscos hospedeiros intermediarios
e a criacdo de meios para impedir a transmissdo das formas infetantes para os
hospedeiros intermediarios e definitivos (Fenwick & Webster, 2006). Estes meios
passam pela disponibilizacdo de agua potavel a populacdo e a construcdo de estruturas
sanitarias de forma a reduzir a morbilidade e interromper o ciclo de vida do parasita
(Gray & Ross, 2011; Bica et al., 2000; Nascimento et al., 2013).

Uma das medidas mais importantes de prevencdo e controlo é a educacdo de
uma populacdo em zonas de risco de infe¢do por Schistosoma. Em areas endémicas da
doenca como é o caso de algumas regides do Brasil (Pontes et al., 2003), onde a
schistosomose por Schistosoma mansoni é considerado um grave problema de salde
publica, sdo utilizadas diferentes campanhas publicitarias para fazer chegar o
conhecimento sobre a doenca aos habitantes, seja atraves da televisdo ou mesmo através
de poster (Fig. 10).

Evitar tomar
banho e pescar em
iguas com
caracois

Lavar a roupa no
tanque

Utilizar a casa de
banho para fazer
as necessidades

Lavar asmios
antes de fazer as

refeicdes

Beber agua tratada

Figura 10 — Poster de uma campanha de consciencializagéo sobre schistosomose no Brasil. (Adaptado de
http://secsaudesmc.blogspot.pt/2012/04/campanhas-de-endemias-todo-vapor.html).

Em relagdo & quimioterapia dois farmacos sdo utilizados no tratamento da
schistosomose: oxamniquine e o Praziquantel (PZQ). A oxamaniquine é eficaz contra

todas as fases de infecdo por S. mansoni. Este farmaco normalmente é bem tolerado,
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apresentando apenas alguns efeitos secundarios. A utilizacdo de oxamniquine tem-se
restringido a paises da América do sul, em particular no Brasil (Doenhoff et al., 2008).
O PzZQ ¢é seguro e eficaz no tratamento das cinco espécies mais importantes de
Schistosoma sendo assim utilizado ha mais de 30 anos como estratégia de controlo em
areas endémicas (Wang et al., 2012; Greenberg, 2013). Esta abordagem tem duas
vantagens o fato diminuir a morbidade causada pela doenca no ser humano e também
reduzir o numero de ovos eliminados para o ambiente. Contudo o PZQ tem uma
limitacdo importante, o facto de ndo prevenir a reinfecdo (NoObrega de Sousa et al.,
2013). E conhecida também a baixa eficacia deste farmaco contra as formas imaturas do
parasita (Doenhoff et al., 2008; Fallon et al., 1996). A dose recomendada deste fa&rmaco
para infecdes por Schistosoma é de 40-50 g/Kg, porém sdo necessarias doses mais
elevadas de PZQ para o tratamento de S. japonicum e também em algumas areas
endémicas desta parasitose (Cioli & Pica-Mattoccia, 2003; Chai, 2013). Contudo
considera-se que este fArmaco apresenta taxas de cura elevadas, normalmente acima dos
60% em areas endémicas (Melman et al., 2009).

O tratamento periédico com PZQ, direcionado para populagdes em risco, tem
sido a estratégia de controlo da OMS para combater a schistosomose (WHO, 2014a;
Hotez et al., 2007). Assim o controlo e o tratamento desta parasitose dependem quase
totalmente do PZQ tornando-se importante explorar as formas com que possivelmente a
resisténcia a este medicamento se desenvolve e quais o0s seus efeitos no hospedeiro
intermediério e definitivo.

Existem é&reas endémicas de schistosomose onde se tem verificado uma
diminuicdo acentuada da suscetibilidade ao PZQ como € o caso do Egito (Ismail et al.,
1996), Quénia (Melman et al., 2009) e Senegal (Fallon et al., 1995). Estas regides
partilham o facto de o PZQ ser utilizado em larga escala e repetidamente (Wang et al.,
2012).

Apesar de ndo se verificarem evidéncias que S. mansoni resistente ao PZQ se
tenha estabelecido (Norton et al., 2010) podem-se tomar algumas medidas de controlo
guanto ao aparecimento da mesma. Estas passam por evitar doses subcurativas, diminuir
a frequéncia dos tratamentos em larga escala, aperfeicoar a detecdo de resisténcia,
melhorar as formas de monitorizacdo do aparecimento de resisténcia e monitorizar a

qualidade do PZQ administrado. Caso existam evidéncias de resisténcia deve-se de
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imediato efetuar um tratamento com outro farmaco eficaz como por exemplo a
oxamniniquine, para S. mansoni (Wang et al., 2012). A resisténcia a um farmaco é o
aumento hereditario da frequéncia de individuos de uma populagédo, que toleram o
medicamento, apos o contacto desta populacdo com o farmaco (Greenberg, 2013).

Em laboratdrio ja existem resultados em modelos animais, infetados por S.
mansoni, que indicam que a administragdo de mdltiplas doses subcurativas tornam o
parasita cada vez menos suscetiveis ao farmaco e até resistente apos alguns ciclos
(Fallon & Doenhoff, 1994; Liang et al., 2001; Liang et al., 2010; Li et al., 2011). O
aparecimento de resisténcia também se verifica em trabalhos que realizam tratamentos,
com PZQ, em moluscos da espécie B. glabrata infetados por miracidios de S. mansoni
(Couto et al.,, 2011).

A acdo do PZQ nos parasitas ainda nao é totalmente compreendida, mas sabe-se
que este provoca contragcBes musculares, lesGes no tegumento e alteracfes metabolicas
nos vermes que levam a sua morte (Bricker et al., 1983; Shaw & Erasmus, 1983;
Moreau & Chauvin, 2010; Chai, 2013).

Os derivados de artemisinina tem sido indicados como uma possivel ajuda no
combate contra a schistosomose. Estes derivados sdo utilizados primariamente no
tratamento de malaria, mas também possuem propriedades anti-Schistosoma,
principalmente nas fases imaturas deste parasita (Danso-Appiah et al., 2013; Keiser &
Utzinger, 2007). Contudo tem-se evitado a utilizacdo destes derivados para o tratamento
de schistosomose em areas endémicas de malaria devido ao risco do aparecimento de
resisténcia (Gryseels, 2012).

Em zonas ndo endémicas de maléaria, a utilizacdo dos derivados de artemisinina
em combinacdo com PZQ poderéa ser atil para um melhor controlo da schistosomose,
sobretudo em zonas com elevadas taxas de infecdo, grupos com maior risco de infecdo
devido & sua idade ou profissdo e turistas que tenham estado em contacto com agua
contaminada por formas infetantes de Schistosoma (Doenhoff et al., 2008). Na China ja
foram utilizados derivados de artemisinina como medicamentos profilaticos contra S.

japonicum em altura de inundagdes (Xiao, 2005).
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1.6 Diagnostico

O diagndstico para a schistosomose pode ser efetuado por exames diretos ou
indiretos.

Os exames diretos tém por norma serem mais simples e objetivos e ndo deixam
duvida da existéncia do parasita no hospedeiro. Estes exames constam da procura de
0Vvos na urina ou nas fezes ou por biopsia, embora esta seja menos utilizada. Também se
pode recorrer a eclosdo de miracidios em ovos excretados pelo hospedeiro (Gray &
Ross, 2011).

Os testes indiretos sdo mais dispendiosos, requererem materiais mais complexos
e com necessidade de padronizacdo da técnica. Estes podem ser testes imunologicos
como a técnica de ELISA, por radiografia, ultrassonografia ou endoscopia (Burke et al.,
2009).
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Objetivos

Este trabalho foi integrado na caracteriza¢do de uma estirpe de S. mansoni a qual
foi induzida uma resisténcia ao PZQ na dose de 120 mg/Kg de peso. Assim foram

estabelecidos os seguintes objetivos:

1 Objetivo Geral

Estudar as diferengas de alguns parametros morfoldgicos, imunolégicos,
hematoldgicos e histoldgicos entre a infecdo por uma estirpe de S. mansoni sensivel a
PZQ e outra resistente a PZQ (120 mg/kg), em Mus masculos, em trés tempos de

infecdo (6, 8 e 10 semanas).

2 Objetivos Especificos

e Determinar e comparar 0 peso dos murganhos dos dois grupos ao longo da
infecéo,

e Determinar e comparar o peso do figado e do baco de murganhos dos dois
grupos nos trés tempos de infecao,

e Determinar e comparar a carga parasitaria dos dois grupos de murganhos ao
longo da infecéo,

e Determinar e comparar os valores de hemoglobina e hematocrito e nimero
de glébulos vermelhos, dos dois grupos nos trés tempos de infecao,

e Determinar e comparar os valores de IgGie 1gG,, nos dois grupos ao longo
da infecdo,

e Efetuar a analise histolégica do figado e do intestino dos murganhos dos dois

grupos nos trés tempos de infecao.

23






Capitulo 111 — Materiais e Métodos






Materiais e Métodos

1 Plano de estudo

Para este estudo foram selecionadas duas estirpes de S. mansoni: uma estirpe de
Belo Horizonte (SmBH) — Brasil, mantida na UEIPM (GHMM)/IHMT e uma estirpe de
SmBH proveniente da original a qual foi induzida resisténcia ao PZQ na dose de 120
mg/Kg. A estirpe SmBH resistente ao PZQ (SmBHR) selecionada na UEIPM
(GHMM)/IHMT, ao exercer uma pressdo continua deste farmaco durante varios ciclos
deste parasita.

Assim, foram constituidos dois grupos de quinze murganhos, um infetado pela
estirpe SmBH resistente a0 PZQ na dose de 120 mg/Kg e outro pela estirpe SmBH
sensivel ao PZQ.

Cada grupo de murganhos foi colocado em trés caixas de cinco murganhos/cada
e mantidos no biotério do Instituto de Higiene e Medicina Tropical em condigdes
concordantes com as leis em vigor. Dos cinco animais de cada caixa somente trés foram
utilizados para este trabalho servindo os restantes murganhos de seguranca para
qualquer imprevisto que poderia ocorrer durante a experiéncia. Em cada grupo, foram
estudados trés pontos, de acordo com o tempo ap6s o dia da infecdo: 6, 8 e 10 semanas

(Tabela 2). Todos os murganhos foram identificados e zelados até serem eutanasiados.

Estirpe de S. Semana de eutanasia apés infecdo NUmero total
mansoni 6 Semanas 8 Semanas 10 Semanas | de murganhos
SmBH 3 3 3 9
SmBHR 3 3 3 9

Tabela 2 - Semanas em que os murganhos foram eutanasiados, apés infecdo por SmBH e SmBHR e nimero de
murganhos utilizados para cada estirpe de S. mansoni.

O ensaio foi repetido 3 vezes e portanto foram necessarios 27 murganhos para

cada grupo.
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2 Modelos Animais

Neste trabalho foram utilizados murganhos Mus
musculus fémeas, devido ao seu comportamento
menos agressivo, com aproximadamente 8 semanas
de idade (Fig.11), que foram obtidos pelo Instituto de
Higiene e Medicina tropical pertencente &
Universidade Nova de Lisboa.

Estes murganhos ja integraram variados estudos

com foco na schistosomose uma vez que sao féceis de

Figura 11 - Mus musculus fémea manipular em laboratério e por serem de relativo
(original Mariana Silva).

baixo custo. Também sdo utilizados por

possibilitarem o desenvolvimento até a fase adulta/sexual deste parasita, com a

eliminacdo de ovos viaveis e igualmente pelo desenvolvimento da doenca se fazer de

forma semelhante ao Homem (Carvalho et al., 2008).

3 Infegdes Experimentais

3.1 Infe¢io dos murganhos
Os procedimentos foram realizados de forma igual para os dois grupos estudados.
Obtencéao das cercarias

Para a infecdo dos murganhos, foram utilizadas cercarias
eliminadas por uma estirpe de moluscos de agua doce da espécie B.
glabrata, proveniente de Belo Horizonte — Brasil. Os moluscos,

previamente infetados, foram colocados em tubos de Willis (Fig.12)

e expostos durante duas horas a uma fonte de luz artificial.

Figura 12 - Exposicéo
de moluscos a luz
(original Mariana
Silva).
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Prepararam-se suspensdes com uma dose de 100

cercérias (Fig. 13) para cada murganho e colocaram-se em tubos

Figura 13 - Cercariade 5. de Willis individuais.

mansoni (original Pedro
Ferreira).

Infe¢do dos murganhos

Figura 14 - Infecdo de murganhos com S.
mansoni (original Mariana Silva).

Apbs a marcacdo dos animais, estes foram
colocados numa caixa propria para a infecdo de
acordo com o protocolo seguido na
UEIPM(GHMM)/IHMT. A infecdo faz-se pela
penetracdo cutanea das cercarias pela cauda do

murganho. Nesta caixa, as caudas dos

murganhos permanecem no exterior e sdo

introduzidas nos tubos de Willis que contém as

cercarias, durante duas horas (Fig. 14). Para aumentar a superficie de contato entre a

cauda dos murganhos e as cercérias, adicionou-se agua até perfazer o total do volume

do tubo de Willis.

4 Controlo de Peso

Figura 15 - Pesagem dos
murganhos (original de
Mariana Silva).

A primeira pesagem foi realizada no dia da infecdo numa
balanca da marca Becken, modelo pesica (Fig.15).
Posteriormente os murganhos foram pesados todas as semanas
até serem eutanasiados no biotério do IHMT.
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5 Controlo da carga parasitaria

O controlo da carga parasitéaria de S. mansoni foi efetuado semanalmente desde a
quinta semana de infecdo até ao dia da eutanasia dos murganhos. A técnica utilizada
para este fim foi a de Kato-Katz e tem por objetivo a pesquisa e quantificacdo de ovos
de helmintas. Esta técnica consiste na clarificacdo das fezes e dos ovos, utilizando uma
solugdo de verde malaquite e glicerina. A técnica de Kato-Katz é uma técnica rapida, de
relativo baixo custo e simples de executar, tendo elevada especificidade. A sua
sensibilidade varia com o nimero de amostras analisadas, a intensidade de infecdo e a
prevaléncia (Gray & Ross, 2011). Apresenta algumas desvantagens, pois, ndo deteta
infecdes recentes e tem uma sensibilidade reduzida em areas cuja intensidade de infecao
é baixa (Bica et al., 2000; Pontes et al., 2002; Gray & Ross, 2011).

Para a realizacdo desta técnica primeiramente procedeu-se a filtracdo das fezes
por uma malha de nylon com o auxilio de uma espatula, de forma a separar os detritos
mais volumosos. Em seguida recolheu-se a matéria fecal que passou pela malha de
nylon e depositou-se, com a espatula, no orificio central de uma placa perfurada,
anteriormente colocada numa lamina identificada. Depois de preenchido todo o orificio
da placa, esta foi retirada e sobre a matéria fecal foi colocada uma tira de celofane
embebida numa solucdo de verde malaquite e glicerina. A tira de celofane foi depois
comprimida com uma vareta de vidro até a matéria fecal ficar distribuida
uniformemente pela lamina.

Apbs repousar cerca de 30 minutos a temperatura ambiente, a lamina foi
visualizada ao microscopio 6tico e contabilizando o numero de ovos presentes. Com o
apoio de uma tabela (Anexos) calculou-se o nimero de ovos de S. mansoni por grama

de fezes.
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Foram realizados dois tipos de colheitas sanguineas:

Figura 16 - Colheita de sangue por puncéo
cardiaca (original de Mariana Silva).

Puncdo cardiaca, no dia em que o0s

animais foram eutanasiados, com o auxilio de
uma seringa de 2 ml com EDTA, para o estudo
hematoldgico (Fig. 16).

Colheita de duas gotas de sangue da bochecha
dos animais no primeiro dia de infecdo e
posteriormente quinzenalmente, para

doseamento das imunoglobulinas.

6.2 Remocao de figado, baco e intestino

Figura 17 - Colheita de 6rgaos (original de Mariana
Silva).

Os murganhos foram dissecados apos a
puncdo cardiaca e eutanasiados por injecdo
intraperitoneal com uma dose letal de com
20 mg Pentothal®Sodico (Abbott), de
acordo com o protocolo seguido na
UEIPM(GHMM)/IHMT. Apds a pesagem

do figado e do baco numa balanca de
precisdo (Sert®rius PT600), colocou-se um
pedaco do figado e do intestino em
formaldeido 10% para estudo histologico
(Fig. 17).

7 Preparacdo de Antigénio Solavel do Ovo de S. mansoni (ASO)

O ASO foi preparado a partir dos intestinos de aproximadamente 20 murganhos

de cada grupo: infetados com as estirpes sensivel e resistente ao PZQ, de acordo com

protocolo, seguido na UEIPM(GHMM)/IHMT. Este 6rgdo foi preferido ao figado, pois
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verificou-se em trabalhos anteriores, realizados na UEIPM(GHMM)/IHMT, que a
obtencéo dos ovos deste parasita era assim mais eficaz (Ferreira, 2004). Apo6s a remogao
dos intestinos estes foram limpos, numa lupa estereoscopica, para retirar toda a matéria
gorda e fezes, e posteriormente colocados numa solucdo de 1,2% NaCl (m/v) e
incubados durante a noite a 4°C, para eliminar o excesso de sangue.

Passadas as 24 horas os intestinos foram triturados com uma varinha magica
Braun Multiquick 500 e a solucdo resultante, diluida numa solucéo de 1,2% NaCl, foi
colocada num copo de fundo cénico durante aproximadamente 20 minutos. Por
sedimentacdo os ovos acumularam-se no fundo e para eliminar o maximo de impurezas
realizaram-se diversas lavagens. Na decantacéo final guardaram-se aproximadamente os
ultimos 20 ml num recipiente e observou-se a0 microscopio.

Todas as solucdes contendo os ovos de S.
mansoni foram colocadas no mesmo tubo que foi depois
centrifugado até chegar ao volume final de 5 ml. Os ovos
presentes foram sonicados no aparelho MSE Ultrasonic
Power Unit (Fig. 18) com 6 ciclos de 2 minutos, com
intervalos de 1 minuto. A amostra depois de sonicada foi
colocada num almofariz e coberta com parafilme no
congelador durante 24 horas. No dia seguinte a solucgéo

foi triturada no almofariz para que, com a ajuda do gelo

Figura 18 - Sonicador MSE Ultrasonic formado, 0s ovos que  possivelmente  ainda
Power Untt (original Mariana Silve). permanecessem intactos se fragmentassem. Depois de
triturar transferiu-se o sobrenadante para um tubo de 15 ml e centrifugou-se durante 1
hora a 5000 G. O sobrenadante onde se encontra o antigénio (Ag) foi guardado no
frigorifico a 4°C.

A concentracdo do Ag foi determinada pelo método de Bradford, obtendo-se os
valores de 225 pg/ml e 163 pg/ml para as estirpes de S. mansoni sensivel e resistente ao
PZQ respetivamente. Assim as solucbes antigénicas foram diluidas concentracdo

desejada para o ensaio das imunoglobulinas. As solugdes foram congeladas a — 202C.
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8 Doseamento de imunoglobulinas anti-S. mansoni

Com o objetivo de avaliar a resposta imunolégica humoral dos murganhos ao
longo da infecéo, foi efetuado o doseamento das imunoglobulinas IgG; e 19G2, ao longo
do tempo de infecdo. A pesquisa de anticorpos anti-S. mansoni no soro de murganhos,
foi baseada na técnica de ELISA — “Enzyme Linked Immunosorbent assay”, descrita por
Voller, 1976, com algumas modificagdes. Esta avaliacdo foi feita quinzenalmente
durante as 10 semanas de infecdo, ou seja, as 0, 2, 4, 6, 8 e 10 semanas, perfazendo um
total de 256 amostras. No inicio 0 nimero de amostras € superior ao final uma vez que
0s animais vao sendo abatidos consoante o desenho experimental: 6, 8 e 10 semanas.

Foi efetuado um primeiro ensaio de forma a determinar as diluigdes dos
antigénios (IgG; e 1gG2,) e dos soros a utilizar. Assim testaram-se as dilui¢cbes 1/200 e
1/400 dos soros, 1/15000 e 1/30000 de IgG; e 1/10000 e 1/20000 de 19Gz,. Os
resultados indicaram que a melhor diluicdo para os soros seria de 1/400, para a IgG; de
1/30000 e para a 1gG2, de 1/10000.

Os soros foram obtidos de sangue total impregnado em papel de filtro. Segundo
a técnica descrita por Guimardes, 1984, a eluicdo de sangue a partir de circulos de papel
de 4 cm? em 0,25 ml de PBST resulta numa diluicdo de 1/5, logo para uma diluicéo de
1/400 cortaram-se, com um furador de papel, circulos de 6 mm de diametro que foram
eluidos em 1,413 ml de PBST (PBS com 0,05% Tween 20).

Testaram-se 0s soros em duplicado assim como 0s controlos positivos e
negativos. As lavagens realizadas ao longo da realizacdo da técnica de ELISA foram
efetuadas em triplicado com 200 ul de tampdo PBST. O valor de absorvéncia de cada
soro resultou da média dos dois valores lidos no espectrofotometro, retirando o valor do
branco. Para a realizacdo da técnica foram utilizadas placas Maxisorp nunc™.,

As placas foram sensibilizadas durante 12 horas a 4°C com 100 pl/poco de
solucdo antigénica (5ug/ml) diluida em tampéo carbonato pH 9,6 (15mM Na,COs, 35
mM HCO3). Seguidamente as placas foram lavadas e depois blogqueadas com 200 pl de
albumina bovina a 1%, diluida em PBST, durante 90 minutos.

Posteriormente realizaram-se novas lavagens e colocaram-se 100 pl/poco dos
soros na diluicdo de 1/400, sucedida por uma incubacdo de 2 horas a temperatura

ambiente e seguida por outra incubacdo de 12 horas a 4°C. Passado o tempo de
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incubacdo efetuaram-se novas lavagens e adicionaram-se 100 pl de imunoglobulina
(1gG; e 1gGaa) anti-mouse conjugada com peroxidase.

Passado 90 minutos & temperatura ambiente foram feitas novas lavagens e foi
colocado o substrato cromogéneo (9 mg de ortofenildiamina, em 25 ml de tampéo
substrato (0,2M Na,HPO,, 0,1 de &cido citrico, pH 5,5) e 25 ul de H,O, a 30 %).
Depois incubaram-se as placas, envolvidas em papel de aluminio, no escuro com o
substrato cromogéneo, durante 30 minutos. Por fim parou-se a reacdo com 50 ul de HCI
2N.

A absorvancia foi lida a um comprimento de onda de 450 nandémetros num

espectrofotometro Anthos 2020.

9 Anadlise histolégica

A analise histoldgica do figado e do intestino foi efetuada na unidade de
Anatomia Patolégica do Centro Hospitalar de Lisboa Central,
EPE - Hospital de Sdo José, para se avaliarem as alteraces
. morfoldgicas nos dois 6rgdos. As amostras de figado e
intestino foram conservadas em formol tamponado a 10%,
para parar 0s processos bioldgicos de degradacao dos tecidos.
Posteriormente foram colocados em cassetes de histologia
individuais (Fig. 20 A) e sujeitos a ciclos de concentragdes de
alcool etilico (70° 95° e 100° durante 12 horas, num
processador automatico de tecidos TermoShandon (Fig. 19).

Estes ciclos servem para retirar todo o contetdo aquoso dos

tecidos de forma a facilitar o corte da amostra. Os ciclos de

Figura 19 - Processador alcool etilico foram seguidos de diafanizacéao pelo xilol e por
automatico de tecidos
TermoShandon (original fim, a impregnacéo dos tecidos em parafina liquida (60°C).

Mariana Silva).
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[11]]

Figura 20 - Sequéncia para a obtengéo de amostras histoldgicas. (A) Amostras
em cassetes de histologia. (B) Molde com amostras impregnadas com parafina.
(C) Amostras envolvidas no bloco de parafina. (originais Teresa Lacerda).

O 6rgdo impregnado com parafina foi posteriormente colocado num molde (Fig.
20 B) com parafina formando um bloco (Fig. 20 C) do qual, com o auxilio de um
micrétomo de corredica, se obtiveram amostras com 3 um de espessura.

Para a analise morfométrica foi utilizada a coloracdo classica Hematoxilina-
eosina em que a roxo sobressaem as estruturas baséfilas como os nucleos e a rosa as
estruturas acidofilas como o citoplasma,
permitindo assim observar melhor a
constituicdo dos granulomas. A coloracéo de
Tricromio de Masson também foi utilizada,
mas apenas para algumas amostras
selecionadas, de modo a evidenciar as fibras

de colagénio coradas de verde. Estas

Figura 21 - Méquina de coloragio automatica coloracbes foram obtidas utilizando o
Autostain XL-Laica (original Mariana Silva). . L. .
aparelho de coloragdo automatico Autostain

XL-Laica (Fig. 21).

9.1 Quantificacdo, Medicao e Classificacdo de granulomas

Neste estudo foi realizada a quantificagdo, a medicdo e a classificacdo dos
granulomas hepaéticos e intestinais para os dois grupos.

A quantificacdo foi efetuada num microscopio otico, selecionando 6 campos
aleatorios por corte histolégico de figado e observaram-se com uma ampliagdo de 40x

(Yoshioka, 2002). Apenas se contabilizaram os granulomas com a presenca ou vestigios
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de ovo. Depois de feitas as contagens, foi efetuada a média e o resultado foi expresso
em numero de granulomas por campo observado (Euzébio et al., 2012).

Para a medicdo dos granulomas presentes no figado foi necessario utilizar uma
régua calibrada para a imagem ampliada 40x, no programa ProgRes CapturePro v2.8.8
para Windows 2010. Por cada campo visualizado foram medidos 2 granulomas
perfazendo um total de 12 granulomas por corte histoldgico. Para cada corte calculou-se
o diametro médio de granuloma, em micrémetros (um).

Para a classificacdo da fase de desenvolvimento dos granulomas hepaticos foram
utilizados os granulomas medidos anteriormente. Os granulomas foram classificados em
cinco fases, de acordo com a distribuicdo dos eosintfilos e das fibras de colagénio:

Reacdo inicial; Exsudativa; Exsudativa-Produtiva; Produtiva; Involutiva.

10 Determinagdes Analiticas

10.1Indicadores hematologicos

As amostras de sangue recolhidas neste
trabalho foram processadas num analisador
hematoldgico “Coulter LH 750" (Fig. 22).
. Assim, efetuou-se a contagem do nimero de
eritrocitos e determinados os valores de

hematocrito e de hemoglobina de cada amostra.

Figura 10 - Analisador hematolégico Coulter LH
750.

10.2Tratamento estatistico dos resultados

Foi utilizado o programa informatico “Statistical Package for the Social
Sciences” (SPSS) versdao 20 para Microsoft Windows para a analise estatistica dos
resultados obtidos neste trabalho.

Apos a realizacdo do teste de Shapiro-Wilk verificou-se que as amostras deste
estudo apresentavam uma distribuicdo diferente da curva Normal (Shapiro & Wilk,

1965), optando-se pela realizacdo de testes ndo paramétricos. O teste ndo paramétrico de
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Mann-Whitney-Wilcoxon foi utilizado para a comparacéo de dois grupos independentes
(Feltovich, 2003). Nos dois testes considerou-se o valor de significancia estatistica p <
0,05 para rejeitar a hipotese nula de igualdade de valores medianos.

Os graficos utilizados neste trabalho foram gerados no programa informatico
Excel do Microsoft Office 2010.
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Resultados

1 Peso total

O peso total dos murganhos infetados com SmBH e dos infetados com SmBHR
foi obtido semanalmente ao longo da infecéo.

No dia em que os murganhos foram eutanasiados os dois grupos mostraram um
aumento do peso em relacdo a primeira pesagem. O grupo que atingiu maior aumento
do peso foi o infetado com SmBH com uma diferenca de 2 g. J& os murganhos infetados
com SmBHR tiveram um aumento de apenas 1,1 g. Este aumento de peso nédo foi
gradual para ambos os grupos, tendo-se verificado oscilagdes ao longo das infecdes,
principalmente no caso do grupo resistente (Fig. 23).

O grupo infetado com SmBHR apresentou o peso inicial mais elevado, 32,4 g,
apresentando posteriormente um declinio acentuado na 3* e, posteriormente, a 82
semanas do estudo. O grupo infetado com SmBH foi 0 que apresentou 0 menor peso
inicial com 31,2 g, evidenciando e um aumento do peso relativamente homogéneo com

um decréscimo nas 3% e 72 semana pos infe¢éo.
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Figura 23 Variacéo do peso total dos ratinhos ao longo da infecéo.
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2 Peso do figado

O peso do figado dos dois grupos de murganhos estudados foi aumentando
sucessivamente com o0 avancar das semanas apos a infecao.

O peso do figado do grupo infetado com SmBH foi sempre superior, com
excecdo dos murganhos eutanasiados as oito semanas, em que foi ligeiramente inferior
ao outro grupo (Fig. 24).

Verificaram-se diferencas estatisticas significativas em relacdo ao peso do figado
na sexta (MW: p = 0,002) e na décima (MW: p = 0,012) semanas apo0s a infecdo, entre
0s murganhos infetados por SmBH e por SmBHR [MW: p = 0,860 (semanas 8].

3,5 - 3,2 32

25 W22

1 SmBH
SmBHR

Pesoem g
N
1
L
~

1,5

0,5

6 8 10
Semanas pos infegdo

Figura 14 - Variacéo do peso do figado ao longo da infecéo.

3 Peso do baco

O peso do bago aumentou ao longo do estudo para os dois grupos de murganhos.

As seis semanas de infecdo, o grupo infetado com SmBHR apresentou um peso
baco superior ao do grupo infetado com SmBH, porém, as oito e dez semanas de
infecdo, verificou-se o contrario, em que os murganhos infetados com a SmBH
exibiram um peso do baco superior (Fig. 25).
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N&o se verificaram diferencas estatisticamente significativas em nenhum dos trés
pontos de avaliagdo [MW: p = 0,150 (semana 6), p = 0,085 (semana 8), p = 0,438
(semana 10)].
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0,2

0,3 - 0,2 e SmBHR
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6 8 10
Semanas pos infegédo

Figura 25 - Variacdo do peso do baco ao longo da infecéo.

4 Carga parasitaria de S. mansoni

Apesar da avaliacdo da carga parasitaria ter sido efetuada a partir da quinta
semana de infecdo, apenas foram encontrados ovos ap6s a sétima semana de infecéo,
para ambos 0s grupos.

Observou-se um aumento gradual da carga parasitaria dos dois grupos de
murganhos infetados ao longo do estudo, com a exce¢do do grupo infetado com SmBH
que teve um decréscimo no nimero de ovos encontrados nas fezes a nona semana. O
pico de eliminacdo de ovos para os dois grupos foi na décima semana (Fig. 26).

Na sétima e oitava semanas apoés a infecdo, foi encontrado um maior nimero de
ovos nas fezes dos murganhos infetados com SmBH, contudo, na nona e décima
semanas apds a infecdo verificou-se o0 oposto, apresentando o grupo infetado com
SmBHR uma maior carga parasitaria.

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os dois
grupos estudados [MW: p = 0,421 (semana 7), p = 0,447 (semana 8), p = 0,545 (semana
9), p = 0,262 (semana 10)]
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Figura 26 - Variagdo da carga parasitaria ao longo da infecéo.

5 Indicadores hematolégicos

5.1 NUmero de Eritrécitos

Verificou-se uma diminuicdo do numero de eritrocitos para os dois grupos de
murganhos estudados. Esta diminuicdo foi mais acentuada da sexta para a oitava
semanas, no grupo infetado com SmBH, estabilizando posteriormente (Fig. 27).

O ndmero de eritrocitos entre as duas estirpes analisadas ndo apresentou
diferengas estatisticamente significativas nos trés pontos de avaliagdo. [MW: p = 0,294
(semana 6), p = 0,212 (semana 8), p = 0,966 (semana 10)]
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Figura 27 - NGmero de eritrécitos ao longo da infecéo.

5.2 Valores de Hemoglobina

Verificou-se um decréscimo progressivo nos valores de hemoglobina dos dois
grupos estudados. Os valores mais baixos de hemoglobina foram atingidos na décima
semana de infecdo com 9,8 g/dl e 10,1 g/dl para os grupos infetados com SmBH e
SMBHR, respetivamente (Fig. 28).

N&o se verificaram diferencas estatisticas significativas as seis, oito e dez
semanas apos infecdo entre os dois grupos de murganhos analisados [MW: p = 0,405
(semana 6), p = 0,562 (semana 8), p = 0,840 (semana 10)].
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Figura 28 - Variagao dos valores de hemoglobina ao longo da infe¢éo.

5.3 Valores de Hematocrito

Os valores de hematdcrito sofreram uma diminuicdo com o desenvolver da
doenga nos murganhos, ao longo das semanas estudadas. Os valores mais baixos foram
obtidos na décima semana, com uma diminuig¢do de 13,9% e de 12,7% em relacdo a
sexta semana, para o grupo infetado com SmBH e SmBHR, respetivamente (Fig. 29).
No entanto, ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre a infecao
por estas estirpes, nas trés semanas de avaliagdo [MW: p = 0,715 (semana 6), p = 0,736
(semana 8), p = 0,871 (semana 10)].

46



Resultados

50
46,5 46,0

45
S
€ 40 37,4
o 36,2
e = SmBH
f% 35 @SmBHR
>

30

25

6 8 10
Semanas pos infe¢do

Figura 29 - Variagao dos valores de hematécrito ao longo da infegéo.

6 Perfil das imunoglobulinas 1gG; e 19G2a

Ambos os grupos de murganhos estudados exibiram um aumento dos niveis
séricos da imunoglobulina IgG; durante as dez semanas de infecdo. O maior aumento
verificou-se desde a sexta semana de infecdo. O grupo infetado com SmBHR
apresentou sempre valores superiores de IgG; ao longo do estudo (Fig. 30). Apenas se
verificou uma diferenca estatistica significativa na quarta semana de infecdo [MW: p =
0,053 (semana 0), p = 0,051 (semana 2), p = 0,008 (semana 4), p = 0,966 (semana 6), p
= 0,213 (semana 8), p = 0,699 (semana 10)].
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Figura 30 - Niveis séricos de 1gG; doseados por ELISA ao longo da infec&o.

A semelhanca da tendéncia dos valores da 1gG; também os valores de 19Ga,
aumentaram com o decorrer das semanas apds infecdo. O grupo infetado com SmBH

apresentou sempre valores superiores ao longo do estudo (Fig. 31).
Os niveis séricos de 19G,, apresentaram sempre diferencas estatisticas

significativas ao longo da infecdo com excecdo das duas Ultimas semanas [MW: p =
0,000 (semana 0), p = 0,000 (semana 2), p = 0,013 (semana 4), p = 0,005 (semana 6), p
= 0,259 (semana 8), p = 0,190 (semana 10)].
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Figura 31 - Niveis séricos de 19gG,, detetados por ELISA ao longo da infecéo.

7 Analise histologica dos granulomas hepaticos

Segundo a analise histoldgica do figado, na fase de reacdo inicial ainda eram

poucos os eosinofilos que rodeavam o ovo e ainda ndo se observavam fibras de

colagénio (Fig. 32).
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Figura 32 - Granuloma no figado na fase de reagdo
inicial. (A) Coloracéo de H&E (objetiva 100x).

Na fase exsudativa foi possivel observar a aglomeragédo de eosindfilos em torno

do ovo do parasita, corados de roxo (Fig. 33).

, ".‘_" k e : "'. " i oy Sy GO 'L“:. l‘,/‘, .,\, " AR 5. \ ‘,,_.‘: s
Figura 33 - Granuloma no figado na fase exsudativa. (A) Coloracdo de H&E. (B) Coloragdo de Tricrémio de
Masson (objetiva 100x).

Na fase exsudativa-produtiva ja se identificaram, principalmente com a

coloracdo de Tricromio de Masson, fibras de colagénio a envolver o ovo (coradas de

azul esverdeado), mas ainda permaneceram visiveis os eosinofilos (Fig. 34).
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Figura 34 - Granuloma no figado na fase exsudativa-produtiva. (A) Coloracéo de H&E. (B) Coloracdo de
Tricrdmio de Masson (objetiva 100x).

Na fase produtiva de formacdo do granuloma hepatico as fibras de colagénio
foram dominantes em volta do ovo do parasita e a presenca de eosinofilos foi mais

reduzida, encontrando-se apenas na periferia do granuloma (Fig.35).

g IR SR N R U TRl T LTI RN S SR R A e X L < D, %t
Figura 35 - Granuloma no figado na fase produtiva. (A) Coloracdo de H&E. (B) Coloragdo de Tricrémio de
Masson (objetiva 100x).

Em nenhuma das semanas estudadas foram encontrados granulomas na fase

involutiva do seu desenvolvimento.
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Nos granulomas intestinais foi possivel observar os eosindfilos em volta dos
ovos. Com a coloracdo de Tricromio de Masson também foram visiveis as redes de
fibras de colagénio (Fig. 36).

No intestino apenas foram encontrados granulomas a partir da oitava semana de
infecé@o para as duas estirpes. A visualizagdo da fase em que se encontrava o granuloma
e 0 seu tamanho foi dificultado pela constituicdo do tecido intestinal e também pela
menor superficie de tecido disponivel para a visualizacdo dos granulomas, em

comparagdo com o tecido hepatico.

Figura 36 - Granulomas intestinais. (A) Coloragdo de H&E. (B) Coloracéo de Tricromio de Masson (objetiva 100x).

7.1 Quantificacdo de granulomas

O numero de granulomas hepaticos foi aumentando ao longo do estudo, no
entanto o maior aumento verificou-se da sexta para a oitava semanas nos dois grupos de
murganhos estudados. Nos murganhos infetados com SmBH depois deste aumento, o
numero de granulomas estabilizou na décima semana, nos infetados com SmBHR
observou-se um novo aumento, mas ndo de forma tdo acentuada como da sexta para a
oitava semana (Fig. 37).

Né&o foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre os dois grupos
estudados [MW: p = 0,075 (semana 6), p = 0,184 (semana 8), p = 0,965 (semana 10)].
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Figura 37 - NUmero de granulomas no figado ao longo da infegdo.

7.2 Medicao de granulomas

O diametro médio dos granulomas aumentou ao longo do estudo para os dois
grupos de murganhos. No grupo infetado com SmBHR o didmetro foi superior as seis
semanas poOs infecdo. Posteriormente, na oitava semana, ambas desenvolveram
granulomas com diametros semelhantes, sendo que na décima semana o grupo infetado
com SmBH exibiu um didmetro médio maior (Fig. 38), apresentando mesmo diferencas
estatisticas significativas [MW: p = 0,859 (semana 6), p = 0,627 (semana 8), p = 0,031

(semana 10)].

53



Resultados

450 } 409,5

400 359,3 359,3 358,5

(um)
w W
o wn
o O
1

N

(%)

o
L

mSmBH
SmBHR

145,7

93,6 I

N

o

o
L

Diametro médio
do granuloma (um
=
(O}
o
1

[any

o

o
I

w1
o
L

|

6 8 10
Semanas pés infecdo

Figura 38 - Diametro médio dos granulomas ao longo da infecéo.

7.3 Classificagdo de granulomas

Relativamente as fases de desenvolvimento dos granulomas, observaram-se
algumas diferencas no que respeita aos dois grupos analisados. As seis semanas pos
infecdo foram visualizados no figado dos dois grupos de murganhos, granulomas na
fase de reacdo inicial e na fase exsudativa (Fig. 39). A fase de reacdo inicial esteve mais
presente no figado dos murganhos infetados com SmBH, com diferengas estatisticas
significativas (MW: p = 0,044) em relacdo aos infetados com a SmMBHR [MW: p =
0,526 (fase exsudativa)].
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Figura 39 - Percentagem de granulomas nas cinco fases de desenvolvimento as seis semanas de infecéo, no figado.
RI- Reacdo inicial; E- Exsudativa; EP- Exsudativa-Produtiva; P- Produtiva; I- Involutiva.

Nas oito semanas apés a infecdo foram encontrados granulomas em todas as
fases de desenvolvimento, com excecdo da fase involutiva, que ndo se observou em
nenhum dos grupos, e da fase produtiva, que ndo se observou nos murganhos infetados
com SmBH.

O grupo infectado com SmBHR foi o que apresentou maior percentagem de
granulomas em todas as fases de desenvolvimento excluindo a fase exsudativa-
produtiva (Fig. 40).

O grupo infetado com SmBH foi o que apresentou maior nimero de granulomas
na fase exsudativa-produtiva, com diferencas estatisticas significativas (MW: p = 0,037)
[MW: p = 0,936 (fase de reacdo inicial), p = 0,053 (fase exsudativa), p = 0,066 (fase
produtiva)] (Fig. 40).
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Figura 40 - Percentagem de granulomas nas cinco fases de desenvolvimento as oito semanas de infecéo, no figado.
RI- Reacdo Inicial; E- Exsudativa; EP- Exsudativa-Produtiva; P- Produtiva; I- Involutiva.

Nos murganhos infetados com SmBH, observou-se uma maior percentagem de
granulomas as dez semanas nas fases exsudativa e produtiva. Nos murganhos infetados
com SmBHR, observou-se uma maior percentagem na fase exsudativa-produtiva para a
(Fig. 41).

Né&o se verificaram diferencas estatisticas significativas entre os dois grupos de
murganhos estudados [MW: p = 0,535 (fase exsudativa), p = 0,128 (fase exsudativa-
produtiva), p = 0,561 (fase produtiva)].
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Figura 41 Percentagem de granulomas nas cinco fases de desenvolvimento as dez semanas de infe¢éo, no figado. RI-
Reacdo Inicial; E- Exsudativa; EP- Exsudativa-Produtiva; P- Produtiva; I- Involutiva.
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Discussao

1 Discussao

A schistosomose é uma parasitose com implicacdes socioeconomicas graves em
varias regides do globo, afetando milhGes de pessoas e sendo responsavel por uma
elevada morbilidade e mortalidade (Kasinathan et al., 2010) (N6brega de Sousa et al.,
2013).

O presente trabalho consistiu na comparacdo de Vvarios parametros
hematoldgicos, imunologicos, parasitoldgicos e histoldgicos na infecdo de murganhos
Mus musculus por uma estirpe de S. mansoni de Belo Horizonte sensivel ao
Praziquantel, mantida em laboratério ha mais de 20 anos e uma estirpe proveniente
desta cuja resisténcia ao PZQ foi induzida por pressdo de farmaco, ao longo de varios
ciclos.

Os murganhos tém sido fundamentais nos mais variados trabalhos relacionados
com o estudo da schistosomose devido as suas vantagens de utilizacdo. Para além de
serem faceis de manusear e de relativo baixo custo, apresentam uma taxa de
mortalidade por infecdo de S. mansoni, até ao 50° dia de 10% a 20%. Posteriormente
esta taxa tem um aumento significativo devido ao acumular de ovos (Pellegino & Katz,
1968), dependendo sempre do n° de cercarias utilizado na infecdo. E conhecido que
cerca de 93% das cercarias da estirpe de S. mansoni de Belo Horizonte, usada neste
trabalho, penetram no hospedeiro (Magalhdes & Carvalho, 1973).

Varios estudos realizados no ambito da resisténcia de Schistosoma ao PZQ
revelaram que a perda de sensibilidade do parasita ao farmaco resulta em alteracdes em
todas as fases do seu desenvolvimento (Liang et al., 2001), incluindo alteracdes
morfoldgicas e no proprio fitness parasitario (William et al., 2001; Lamberton, 2005).
William et al., 2001 analisaram 6 estirpes de S. mansoni provenientes de pacientes com
dificuldade de cura apds vérios tratamentos com PZQ. Destas 6 estirpes apenas 3
mantiveram o seu caracter menos suscetivel depois de multiplas passagens sem pressao
terapéutica. Estas estirpes demostraram uma menor producgdo de cercérias, diminuiram
0 tempo médio de vida dos moluscos infetados e aumentaram o periodo pré-patente no

caracol.

Relativamente ao peso total dos murganhos infetados com as duas estirpes de S.

mansoni, verificou-se um aumento ao longo do estudo. Em ambos os grupos de
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murganhos estudados verificaram-se algumas oscilagdes, sendo estas mais prenunciadas
no grupo infetado com SmBHR. O mesmo aumento de peso foi verificado por Simdes
et al., 2002 em que durante 60 dias este autor identificou um aumento constante do peso
dos murganhos infetados por S. mansoni. Também Atta et al., 1981 verificou um
aumento de peso com o avancar da infecdo, mas a partir da 5% semana o0 aumento de
peso abrandou com o aparecimento dos primeiros ovos. Segundo Couto et al., 2007, os
murganhos infetados por S. mansoni diminuem o seu ganho de peso total também
devido ao inicio da oviposicéo.

Neste trabalho verificou-se uma diminui¢do do peso total dos murganhos a 32
semana poés infecdo, altura em que os parasitas se encontram na fase migratoria. Na
sétima semana de infecdo, quando se detetaram o0s primeiros ovos nas fezes, 0s
murganhos infetados com SmBH apresentaram uma diminuicdo do peso total, o que se
enquadra nos resultados dos autores citados anteriormente, porém o mesmo ndo se
verificou para a SmBHR. Neste caso esta diminui¢do surgiu duas semanas mais tarde, o

gue pode estar relacionado com um atraso no desenvolvimento dos parasitas.

O peso do figado dos murganhos nos dois grupos foi aumentando ao longo da
infecdo. Este aumento foi gradual relativamente a infecdo pela SmBH, ja na infecdo
com a SmBHR, o maior aumento de peso ocorreu a oitava semana e depois estabilizou
até a décima semana. Segundo Lopes et al., 2006, ocorre um aumento relevante do
figado a oitava semana de infecdo, o que esta de acordo com os resultados obtidos.

Verificaram-se diferencas estatisticas significativas entre as duas estirpes as 6 e
as 10 semanas apds infecdo. Os valores mais baixos nestas duas semanas foram
observados com a SmBHR. Uma possivel explicacdo para o menor peso do figado nos
murganhos infetados pela SmMBHR ¢ dada por William et al., 2001 e por Webster et al.,
2008, que sugerem que a diminuicdo da sensibilidade ao PZQ pode originar um custo
bioldgico a esta estirpe que de alguma forma diminua o seu impacto no hospedeiro.

Os danos que se verificam no figado sdo causados pelos ovos que sdo
transportados pela corrente sanguinea e que ficam retidos nos capilares deste 6rgao.
Com o acumular de ovos véo-se desenvolvendo areas de fibrose cada vez maiores, que
se fundem diminuindo a area funcional do figado, e levam a hipertensdo portal e a

esplenomegalia (Andrade, 2009; Rey, 2010). A acumulacdo de ovos também provoca o
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blogueio de vasos e a perda de elasticidade que é responsavel pela dilatacdo da veia
porta e simultaneamente faz com que dilatem as artérias hepaticas que forcam a
formacéo de novos capilares, resultando assim no aumento do peso do figado (Cook &
Zumla, 2003).

Os resultados obtidos para o peso do baco ndo apresentaram significado
estatistico relativamente as duas estirpes de S. mansoni. Os dois grupos de murganhos
apresentaram um aumento do peso do baco ao longo do estudo. O aumento de peso do
baco esta em parte relacionado com o aumento do peso do figado e, inclusive nos
murganhos infetados com SmBH, o peso destes érgdos foi superior ao observado no
outro grupo. A hepatomegalia causa hipertensdo na veia porta, resultando no aumento e
congestionamento do baco (Rey, 2010). Assim, uma vez que se verificou 0 aumento do
figado, para as duas estirpes ao longo das semanas de infecdo ja era espectavel também
um aumento do bago. O aumento do bago também est& associado a crescente quantidade
de substancias imunogénicas libertadas no decorrer da infecdo por S. mansoni, pois é o
maior érgdo linfatico com importantes fung6es imunolégicas (Rey, 2010).

O peso do baco dos murganhos de ambos 0s grupos, as 8 semanas apresenta
concordancia com os valores obtidos por Zanotti-Magalhdes & Magalhaes, 1995.

O peso do bago dos murganhos que ndo ficaram infetados neste trabalho foi
sensivelmente de 0,1 o que significa um aumento aproximadamente de 2, 6 e 8 vezes na

62, 82 e 102 semana, respetivamente, para 0s dois grupos.

A carga parasitaria analisada neste trabalho pela técnica de Kato-Katz foi uma
boa forma de confirmar e controlar a evolucdo da doenca uma vez que é uma técnica
quantitativa.

O numero de ovos nas fezes foi superior nos murganhos infetados com SmBH a
sétima e oitava semanas e, posteriormente, foi menor a nona e décima semanas apos a
infecdo. Ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas para a carga
parasitaria, entre os dois grupos estudados. Este resultado também foi obtido por
William et al., 2001 que ndo detetou diferencas entre a carga parasitaria de estirpes

sensiveis e com reduzida sensibilidade ao PZQ.
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Para ambos os grupos a eliminacdo de ovos sO foi detetada a partir da sétima
semana de infecdo. Este resultado esta de acordo com o descrito por Simdes et al., 2002,
em que sé foram detetados ovos nas fezes no 43° dia ap6s a infecdo. A eliminacdo de
ovos nesta fase € previsivel, pois a maturagdo para a fase adulta deste parasita da-se
entre as 5% e a 6% semanas (Pearce & MacDonald, 2002) e sO depois comec¢a a
eliminacdo dos ovos. Com o passar das semanas verificou-se um aumento dos ovos
eliminados o que esta de acordo com os resultados obtidos por Euzébio et al., 2012 e
Simdes et al., 2002, que verificaram 0 mesmo até aos 55 dias apds infecdo. Segundo
Simdes et al., 2002 apds este aumento segue-se uma diminuicao destes valores, causada

pelo acumular de ovos nos tecidos.

Relativamente aos parametros hematologicos avaliados neste trabalho, nimero
de eritrocitos, niveis de hemoglobina e valor de hematdcrito, verificou-se uma
diminuicdo progressiva com o decorrer da infecdo, para os dois grupos estudados.

Apesar de ndo se verificarem diferencas estatisticamente significativas entre o0s
murganhos infetados com SmBH e os infetados com SmBHR, neste ultimo grupo os
valores foram quase sempre superiores ao longo das semanas de infecdo, excetuando as
6 semanas, em que os valores de hemoglobina e hematocrito foram inferiores.

Existem alguns fatores potencialmente responsaveis pelo decréscimo dos valores
analisados. A perda de sangue nas fezes, pela passagem de ovos da parede do intestino
para o limen é apontada como uma destas razdes (Gryseels, 2012), assim como a
formacéo de pdlipos intestinais também pode exacerbar esta perda (Santana & Gomes,
2011).

O aparecimento de anemia também pode resultar do desenvolvimento de
esplenomegalia, o que se verificou neste estudo, isto porque os eritrocitos ficam presos
no baco, o que pode reduzir o total de eritrdcitos circulantes e também levar a hemdlise
destas células (Sturrock et al., 1996).

Segundo Friedman et al., 2005 numa infe¢do por Schistosoma pode ocorrer a
destruicdo dos eritrdcitos pelo sistema imunitéario do proprio hospedeiro. Este fendmeno
acontece, segundo este autor, pelo contacto dos eritrocitos com anticorpos do

hospedeiro que leva a sua identificacdo e eliminacéo no figado e no baco.
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A anemia também poderé ser explicada pela produgdo de produtos da resposta
inflamatoria como o TNF-a ¢ a IL-6 que diminuem a producgdo de eritrécitos por parte
do hospedeiro, diminuindo igualmente a capacidade de absorcdo de ferro na
alimentacdo (Means, 2000; Ganz, 2002).

A perda de eritrdcitos também é feita pela alimentacdo das fémeas (Rey, 2010).
As fémeas adultas ao acasalarem quadruplicam a sua ingestdo de eritrocitos (Gupta &
Basch, 1987).

O facto dos murganhos infetados com SmBHR apresentarem valores quase
sempre superiores nos parametros hematoldgicos pode estar relacionado com uma
menor agressividade para o hospedeiro devido a debilidade resultante da acdo do PZQ

no parasita, ja anteriormente descrita.

A infecdo no murganho é semelhante & infecdo em humanos, inicialmente
desencadeia-se uma resposta Th1l, com producédo de IFN-y e IL-2, direcionada as formas
larvares em migracdo e a antigénios de adultos que é seguida de uma resposta Th2
intensa assim que se inicia a deposicdo dos ovos. Em murganhos a resposta Th2 nédo
esta associada ao desenvolvimento de imunidade protetora especifica, mas sim com a
patologia desta doencga. Durante a resposta Th2 existe a producdo de IL-4 responsavel
pelo desenvolvimento e manutencdo da formacdo de granulomas que é regulada por
IFN-y e indiretamente por IL-12 (Butterworth, 1998).

No presente trabalho foram estudadas duas imunoglobulinas, a 1gG; e a 1gGa..
Segundo Poulain-Godefroy et al., 1996 a 1gG; esta associada a uma resposta Th2 e a
lgG,, esta associada a uma resposta Thl (Argiro et al., 1999; Faveeuw et al., 2002).
Também de acordo com Poulain-Godefroy et al., 1996 e Coutinho et al., 2010 numa
infecdo por S. mansoni ocorre um aumento de IgGs, relacionado com o aparecimento
dos primeiros ovos do parasita, como resposta ao crescente nivel de antigénios
produzidos.

No presente estudo, a 1gG; apresentou 0 comportamento esperado ao aumentar
bastante os seus valores a partir da sexta semana de infegdo para 0s dois grupos
estudados, altura em que se verificou o inicio da eliminacdo de ovos. Esta

imunoglobulina estd associada a morte dos parasitas, assim como a regulacdo negativa
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do granuloma, ou seja, reduz a resposta da formacgdo do granuloma (Zouain et al.,
2000).

Contudo os niveis de 19gG,, permaneceram baixos ao longo da infecdo, com um
ligeiro aumento desde a sexta semana, obtendo-se os valores mais elevados a décima
semana nos dois grupos. Este baixo valor de 1gG,, j& tinha sido observado
anteriormente por Zouain et al., 2000.

Os valores obtidos para 19gG,, sdo concordantes com os obtidos por Pérez Del
Villar et al., 2013 em que os niveis desta imunoglobulina até as 9 semanas nunca
passaram 0s 0,2 DO, e s6 a nona semana de infecdo se encontraram valores mais
elevados, aproximadamente de 0,4 DO.

Uma vez que a resposta imunoldgica nesta parasitose € um balango entre os tipos
de resposta Th1l/Th2, o aumento prenunciado dos valores de IgG; também pode ter
como consequéncia um aumento dos valores de 1gG,, que sO se verifica depois da
deposicéo dos ovos.

Apesar de neste trabalho se detetarem diferencas estatisticamente significativas
entre as duas estirpes, para as duas imunoglobulinas, estas ndo podem ser consideradas
relevantes uma vez que estas diferencas se verificaram desde o tempo zero de infecéo,
ndo estando assim relacionadas com a estirpe parasitaria. Assim, podemos deduzir que
estas diferencas podem estar relacionadas com o nimero de animais utilizados e nao
derivadas da resposta a infecdo por S. mansoni, uma vez que 0 numero de animais no
inicio do estudo é superior.

Uma vez que o estudo terminou a 10? semana poés infecdo, ndo foi possivel
observar qual o comportamento da cinética das imunoglobulinas estudadas na fase
cronica da doenca, no qual seria de esperar uma diminuicdo dos valores séricos de 1gGa,

e mais tardiamente da 1gG;.

Os granulomas s@o uma forma de resposta de hipersensibilidade tardia (Raso et
al., 1978) que protegem os tecidos do hospedeiro contra os antigénios libertados pelos
ovos do parasita (Hams et al.,, 2013). A formacdo do granuloma cria assim um
paradoxo, pois € necessario para proteger o hospedeiro, mas também é o principal
responsavel pela severidade da doenca (Ito et al., 2013). O figado é mais afetado por
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granulomas, pois grande parte dos ovos sdo transportados pela corrente sanguinea até
este orgao (Pearce & MacDonald, 2002).

O numero de granulomas hepaticos teve 0 seu maior aumento da sexta para a
oitava semana nos dois grupos de murganhos, contudo da 8 para a 10? semana
verificou-se um aumento do numero de granulomas nos murganhos infetados com
SmBHR enquanto no outro grupo estabilizou. Este aumento na 82 e 10? semanas est em
concordancia com o resultado obtido na carga parasitaria, para 0 mesmo periodo, em
que se observou maior numero de ovos eliminados no grupo infetado com SmBHR. Nas
trés semanas avaliadas ndo se verificaram diferencas significativas entre os dois grupos
de murganhos, o que se encontra em concordancia com os resultados obtidos por
William et al.,2001, que verificou ndo existirem diferencas significativas no numero de
parasitas adultos recolhidos e no numero de ovos presentes no figado e no intestino.

O aumento do nimero de granulomas ao longo do periodo de infecdo estudado
esta de acordo com esperado, pois segundo Tristdo et al., 2000 o numero de granulomas

vai aumentando com o desenrolar da doenca.

Foram ainda analisadas as dimensdes dos granulomas hepaticos das duas
estirpes, mostrando que apenas a 10 semana de infecdo foi encontrada uma diferenca
estatistica significativa. Nesta fase da infecdo os granulomas apresentaram diametros
maiores na SmBH do que na SmMBHR, contrariamente ao observado por William et al.,
2001. Este resultado pode esclarecer o maior aumento de peso do figado que se
verificou as dez semanas de infecdo para SmBH.

A maior dimensdo dos granulomas verifica-se na fase aguda da doenca (periodo
no qual se insere o presente estudo), a qual estd associada uma resposta imunoldgica do
tipo Th2 intensa que € iniciada com o aparecimento dos primeiros ovos (Lopes et al.,
2006). A dimensdo dos granulomas depende, segundo Stadecker, 1999 do tipo de
células T que sdo recrutadas.

Posteriormente, com o evoluir para a cronicidade, a modelacdo negativa,
induzida pela resposta imunolégica do tipo Thl, o tamanho do granuloma tende a
diminuir (Raso et al., 1978; Farah et al., 2000; Zouain et al., 2000), algo que ndo foi

possivel observar neste trabalho, uma vez que nédo foi estudado.
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Neste estudo os granulomas foram classificados quanto a sua fase de
desenvolvimento as 6, 8 e 10 semanas ap6s a infe¢cdo. Foram observados granulomas
em praticamente todas as fases de desenvolvimento: reacdo inicial, exsudativa,
exsudativa-produtiva, produtiva, com excec¢do da fase involutiva.

Na sexta semana apés infecdo verificou-se uma percentagem maior, e
estatisticamente significativa, de granulomas em fase de reacdo inicial no grupo
infetado com SmBH. Esta fase é caracterizada pela aglomeracdo progressiva de
macrofagos, neutréfilos e eosindfilos em volta do ovo (Burke et al., 2009; Lichtenberg,
1962). Nesta semana, embora em menor quantidade, também foram encontrados
granulomas na fase exsudativa mas, apesar de ndo apresentar significado estatistico, o
grupo infetado com SmBHR apresentou uma maior percentagem de granulomas nesta
fase de desenvolvimento do que o grupo infetado com SmBH. A fase exsudativa tem
como caracteristica a formacdo de micro-abcessos, por acumulacdo de células
leucocitarias (Burke et al., 2009, Lichtenberg, 1962). Assim podemos verificar que nos
murganhos infetados com SmBHR apesar de apresentar menos granulomas na fase
predominante, ja evidenciam mais granulomas na fase seguinte dos que os infetados
com SmBH. Este resultado é concordante com o didmetro dos granulomas, que vai
aumentando a medida que este se vai desenvolvendo.

Na oitava semana apo6s a infecdo verificou-se a existéncia de todas as fases de
desenvolvimento dos granulomas com excecdo da fase involutiva. Nesta semana 0s
valores percentuais foram maiores no grupo infetado com SmBHR para as fases de
reacdo inicial e exsudativa. Nesta altura da infecdo a maioria dos granulomas
encontrados apresentavam-se na fase exsudativa-produtiva para os dois grupos de
murganhos, sendo que no grupo infetado com SmBH estes valores foram superiores e
estatisticamente significativos. Na fase exsudativa-produtiva as células leucocitarias vdo
sendo substituidas por histocitos e células epitelidides e na periferia destas, surgem 0s
primeiros fibrocitos (Raso et al., 1978; Burke et al.,, 2009). Nos murganhos
eutanasiados as oito semanas s6 foram encontrados granulomas na fase produtiva no
grupo infetado com SmBHR, Apesar disto a fase dominante é a mesma da verificada no
outro grupo, no entanto, ainda apresenta muitos granulomas nas fases de

desenvolvimento anteriores.
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Na décima semana de infecdo s6 foram encontrados granulomas nas fases
exsudativa, exsudativa-produtiva e produtiva. Os granulomas na fase exsudativa tiveram
presentes em maior percentagem em ambos 0s grupos estudados, sendo que foram
superiores no grupo infetado com SmBH, mas sem diferencas estatisticamente
significativas. Este resultado estd de acordo com o obtido com o didmetro do
granuloma, que se mostrou superior neste grupo. Esta fase caracteriza-se pela
degeneracdo do ovo, pela desintegracdo dos fibrocitos e as fibras de colagénio ocupando
a maioria do granulomas e os pelos eosinofilos que ainda permanecem na periferia do
granuloma (Burke et al., 2009). Nesta fase, a visualizacdo e classificacdo dos
granulomas foram dificultadas pelo nimero e elevado didmetro dos granulomas nos
dois grupos.

Os resultados obtidos indicam que os murganhos infetados com SmBH
apresentaram as percentagens mais elevadas na fase dominante do granuloma nas trés
semanas estudadas, observando-se uma progressdo linear no seu desenvolvimento,
evoluindo de forma esperada.

Apesar dos murganhos infetados com SmBHR terem apresentado alguns
granulomas em fases mais avancadas até a décima semana de infecdo, verificou-se que

mantinham muitos granulomas na fase anterior a predominante na 82 e 10? semanas.

Os granulomas presentes no intestino grosso também foram estudados. S6 foram
encontrados granulomas nos dois grupos de murganhos a partir da oitava semana de
infecdo. Porém a constituicdo do tecido intestinal, como a presenca de glandulas, que
restringe o granuloma, e de vérias células como linfocitos e eosindfilos que ficam
coradas com as coloracdes que foram utilizadas, dificultou a visualizacdo dos

granulomas, do seu tamanho e constitui¢cdo ndo sendo possivel a sua analise.

Alguns autores pdem em duavida a existéncia de resisténcia do Schistosoma ao
PZQ fora do ambiente de laboratorio. Existe a possibilidade de alguns casos de
resisténcia detetados em certas zonas do mundo estarem na verdade relacionados com a
presenca de formas imaturas, que sendo menos suscetiveis ao PZQ sobrevivem pds
terapéutica (Nobrega de Sousa et al.,, 2013) no organismo do hospedeiro fazendo

parecer uma falha do farmaco. Outra explicacdo sera que a falha terapéutica ndo esteja
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associada a resisténcia mas sim a uma reinfecdo do hospedeiro, dificultando a percegéo
da existéncia de resisténcia ou ndo ao PZQ (Gryseels, 2012).

Todavia muitos sdo os autores que defendem uma crescente diminuicdo da
suscetibilidade de Schistosoma ao PZQ, mas ha quem afirme que o aparecimento
dominante de resisténcia seja improvéavel, uma vez que, em zonas como 0 Egito,
Senegal e Quénia com tantos anos de pressao terapéutica, se a estirpe de S. mansoni que
fosse detentora de resisténcia a este farmaco fosse totalmente apta seria de esperar que
nestas zonas existisse uma rapida predominancia desta estirpe, o que ndo se verifica
(King et al., 2000; Fenwick & Webster, 2006; Webster et al., 2008; Fallon et al., 1995;
Ismail et al., 1996; Melman et al., 2009; Seto et al., 2011).

A estirpe resistente ndo sendo totalmente apta para competir contra a estirpe
sensivel, pode resultar provavelmente num equilibrio, mas nunca ficando predominante.
Outro fator que influenciara bastante o aparecimento de predominéncia da resisténcia €
a fase de reproducdo sexuada deste parasita pois é sabido que o PZQ tem influéncia no
fitness parasitario (King et al., 2000; Norton et al., 2010).

Em laboratério também se podem detetar algumas limitacGes ao aparecimento
de estirpes de Schistosoma resistentes ao PZQ, como por exemplo algumas estirpes
perdem a sua insusceptibilidade ao PZQ o que pode indicar que a resisténcia nao se
deve a um so6 fator (William et al., 2001; Lamberton, 2005; Webster et al., 2008).

Sem a certeza de que é impossivel desenvolver-se resisténcia em areas
endémicas desta parasitose (Fallon et al., 1996; Webster et al., 2008) é um risco para o
qual devemos estar preparados para responder rapidamente e eficazmente como por
exemplo com o desenvolvimento de novos farmacos (Fenwick & Webster, 2006).

O trabalho realizado teve algumas limitagcbes. Uma destas foi o nimero de
murganhos utilizados para cada estirpe de parasita, que influencia o significado
estatistico dos resultados. O tempo maximo de infecdo de dez semanas também foi uma
limitacdo pois, ndo permitiu estudar a fase cronica da doenga. Assim, ndo foi possivel
estudar todas as fases de desenvolvimento dos granulomas hepéticos, ndo se
encontrando granulomas na fase involutiva do seu desenvolvimento. Para tal, seria

necessario o tempo do ensaio ser mais longo para estudar a fase crénica da doenca.
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O estudo em modelos animais traz consigo também algumas limitagdes. Dois
exemplos sdo a intensidade de infecdo ser mais elevada em modelos animais (Gryseels
& Vlas, 1996) e as infecbes em humanos serem adquiridas gradualmente ao contrario

do que acontece em laboratorio (Cheever et al., 2002).
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2 Conclusoes

Para a comparacdo das duas estirpes SmMBH e SmBHR, mantidas na UEIPM
(GHMM)/IHMT, foram utilizados 54 murganhos Mus musculos, eutanasiados as 6, 8 e

10 semanas apos infegdo.

Ambos 0s grupos apresentaram algumas oscilagdes do peso total ao longo do

estudo, no entanto, sem diferencas estatisticamente significativas.

O peso do figado foi superior nos murganhos infetados com SmBH apenas as 62

e 102 semanas apds a infecdo, demonstrando diferengas estatisticamente significativas.

O peso do baco aumentou ao longo das semanas apés a infecdo sem diferencas

estatisticamente significativas entre dos dois grupos estudados.

O inicio do aparecimento de ovos nas fezes dos murganhos aconteceu a partir da
sétima semana ap6s a infecdo e o numero de ovos foi aumentando até ao fim da
experiéncia. O grupo infetado com SmBH apresentou maior carga parasitaria até as 8
semanas, sendo que posteriormente, no grupo infetado com SmBHR foi superior até
final do estudo.

Relativamente as imunoglobulinas 1gG; e 1gG2,, ndo se observaram diferencas

estatisticamente significativas nos dois grupos de murganhos.

O caréater hematoldgico dos murganhos também foi estudado e verificou-se uma
diminuicdo dos valores de hemoglobina, hematdcrito e nimero de glébulos vermelhos,
ao longo da infecdo, no entanto sem diferencas estatisticamente significativas, entre 0s

dois grupos.

Relativamente aos granulomas hepaticos, observou-se que o numero foi

aumentando nos dois grupos, sem demonstrar diferencas estatisticamente significativas.

Quanto ao tamanho dos granulomas, que aumentou para os dois grupos de
murganhos, ao longo da infe¢do, detetou-se uma diferenca estatisticamente significativa

as dez semanas, em que o tamanho do granuloma foi maior na infecdo com SmBH.
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Quanto a classificacdo dos granulomas, a SmBH exibiu uma maior percentagem
na fase de desenvolvimento predominante, com uma progressédo linear dos granulomas,
evoluindo de forma esperada, enquanto o grupo infetado com SmBHR manteve muitos

granulomas na fase anterior a predominante.

Assim, podemos concluir SmBH demonstrou consequéncias mais severas para o
figado dos murganhos que a SmBHR, exibindo uma hepatomegalia mais desenvolvida e
granulomas hepaticos de maiores dimensdes. Estes resultados podem estar relacionado
com um retardamento no desenvolvimento do parasita, provocado pela accdo do

Praziquantel

Para a continuacdo deste estudo e caracterizar melhor estas duas estirpes seria
necessario aumentar o nimero de murganhos utilizados, de forma e aumentar a certeza
estatistica dos dados e expandir o nimero de semanas estudadas principalmente para
caracterizar a fase cronica desta parasitose.
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ANexos






ANeExXos

Conversao do numero de ovos a partir da técnica de Kato-Katz

multiplicando-se por 24 o0 nimero de ovos que se observam numa lamina.

O seguinte quadro permite o calculo do nimero de ovos de S. mansoni por grama de fezes,

N¢ de ovos

N¢ de ovos

N¢ de ovos

N2 de ovos N2 de ovos N2 de ovos
encontrados encontrados encontrados
. por grama o por grama o por grama
na lamina na lamina na lamina

1 24 36 864 71 1704
2 48 37 888 72 1728
3 72 38 912 73 1752
4 96 39 936 74 1776
5 120 40 960 75 1800
6 144 41 984 76 1824
7 168 42 1008 77 1848
8 192 43 1032 78 1872
9 216 44 1056 79 1896
10 240 45 1080 80 1920
11 264 46 1104 81 1944
12 288 47 1128 82 1968
13 312 48 1152 83 1992
14 336 49 1176 84 2016
15 360 50 1200 85 2040
16 384 51 1224 86 2064
17 408 52 1248 87 2088
18 432 53 1272 88 2112
19 456 54 1296 89 2136
20 480 55 1320 90 2160
21 504 56 1344 91 2184
22 528 57 1368 92 2208
23 552 58 1392 93 2232
24 576 59 1416 94 2256
25 600 60 1440 95 2280
26 624 61 1464 96 2304
27 648 62 1488 97 2328
28 672 63 1512 98 2352
29 696 64 1536 99 2376
30 720 65 1560 100 2400
31 744 66 1584 101 2424
32 768 67 1608 102 2448
33 792 68 1632 103 2472
34 816 69 1656 104 2496
35 840 70 1680 105 2520
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