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RESUMO

A inflamagao constitui um mecanismo de defesa local, porém, a falta de controle
dessa reacdo pode causar severos danos aos tecidos. As células-tronco
mesenquimais (CTMs) podem se diferenciar em multiplos tipos celulares in vitro e in
vivo, contribuindo, por exemplo, para o reparo de tecidos. Além disso, varios estudos
demonstraram que as CTMs interagem com células da imunidade inata e adaptativa,
levando a modulagado negativa de varias fungdes efetoras, contribuindo assim, para
a reducado da inflamagéao. Entretanto, o efeito dessas células sobre a resposta
inflamatéria associada com doengas infecciosas e parasitarias, como a
esquistossomose, ainda é pouco conhecido. Portanto o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito das CTMs derivadas do tecido adiposo (CTM-TA) na reagao
granulomatosa decorrente da esquistossomose mansoni experimental. Para isto, as
CTM-TA foram caracterizadas fenotipica e funcionalmente, por meio da citometria de
fluxo, bem como pela indugdo da diferenciacdo osteogénica e adipogénica.
Posteriormente, as CTM-TA foram injetadas por via intravenosa em camundongos
C57BL/6 infectados por Schistosoma mansoni, tratados ou ndo com praziquantel
(PZQ). Apos 15, 30 e 60 dias do tratamento, foram feitas analises histologicas do
baco e figado dos camundongos, bem como do perfil leucocitario e dosagem da
enzima alanina aminotransferase (ALT) sérica. Os resultados mostraram que a
recuperagdo do grupo de camundongos infectados e tratados com as CTM-TA
associadas ao PZQ foi superior ao do grupo tratado apenas com PZQ. Observamos
também melhorias na estrutura histolégica do figado, na arquitetura do espago
portal, reducdo do infiltrado inflamatério portal, na simplificacdo da constituicdo
celular dos granulomas, fase do granuloma avangada e fibrosa com cicatrizagéo
parcial das lesbdes, melhoria da atividade inflamatéria periportal e do parénquima.
Além disso, observamos diminui¢&o significativa dos niveis séricos da enzima ALT, e
do tamanho dos granulomas, no tratamento associado. Em conclusao, os resultados
mostraram que as CTM-TA controlaram a resposta inflamatéria decorrente da

infeccao pelo S. mansoni, principalmente quando associadas ao praziquantel.

Palavra-chave: Esquistossomose mansoni / quimioterapia, Schistosoma mansoni /

patogenicidade, Praziquantel.



ABSTRACT

Inflammation is a local defense mechanism, but, the lack of control of this reaction
can cause severe tissue damage. Mesenchymal stem cells (MSCs) can differentiate
into multiple cell types in vitro and in vivo, contributing, for example, for tissue repair.
Furthermore, several studies have demonstrated that MSCs can interact with cells of
the innate and adaptive immune system leading to a down-modulation of various
effector functions, thus collaborating to reduce inflammation. However, the effect of
these cells on the inflammatory response associated with infectious and parasitic
diseases, such as schistosomiasis, has not been widely studied. So, the objective of
this study was to evaluate the effect of MSCs derived from adipose tissue (MSC-AT)
in granulomatous reaction due to the experimental schistosomiasis. Initially, MSC-AT
were characterized phenotypically and functionally by flow cytometry, as well as for
their osteogenic and adipogenic differentiation. Thereafter, MSC-AT was injected
intravenously into C57BL / 6 mice infected with Schistosoma mansoni, treated or not
with praziquantel (PZQ). After 15, 30 and 60 days of treatment, histologic analysis of
the spleen and liver of the mice were taken and the number of blood leukocytes and
dosage of the enzyme alanine aminotransferase (ALT) levels. The results showed
that recovery from the group of infected mice and treated with MSC-AT associated
PZQ was superior to group treated with PZQ. We also observed improvements in the
histological structure of the liver, the architecture of the portal space, reduction of
inflammatory infiltrate portal, simplifying cell formation of granulomas, advanced
granuloma phase and fibrous partial healing of injuries, improvement of periportal
inflammatory activity and parenchymal. In addition, we observed a significant
reduction in serum levels of ALT enzyme, and granuloma size, the associated
treatment. In conclusion, our results showed that MSC-AT control the inflammation

associated with S. mansoni infection, particularly when associated with praziquantel.

Key-words: Schistosomiasis mansoni / chemotherapy, Schistosoma mansoni /

pathogenicity, praziquantel / therapeutic use.
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1 INTRODUCAO
[J

1.1 Células-tronco

As células-tronco sédo células indiferenciadas que podem ser definidas por
duas propriedades peculiares: 1) capacidade de auto-renovacgao, que se refere a
capacidade de proliferar e gerar células idénticas a original, e 2) capacidade de
diferenciagcdo em diversos tipos de células especializadas sob certas condicbes
fisiolégicas ou experimentais (Xin Wei et al., 2013). De acordo com seu potencial de
diferenciagdo, as células-tronco podem ser classificadas em grupos: como
totipotentes, pluripotentes e multipotentes (Wagers & Weissman, 2004).

As células-tronco totipotentes tém a capacidade de originar todas as células
diferenciadas de um organismo, incluindo tecidos extra-embrionarios, como a
placenta. Podem ser encontradas nas primeiras fases da embriogénese, desde o
ovécito fecundado (zigoto) até o estagio de mérula (Fischbach & Fischbach, 2004).

As células-tronco pluripotentes tém a capacidade de dar origem a células dos
trés folhetos embrionarios (ectoderma, mesoderma e endoderma), que daréo origem
a todos os tecidos do organismo. Em contrapartida, ndo podem originar um individuo
como um todo, pois ndo sao capazes de gerar tecidos extra-embrionarios. Nesse
grupo podem ser destacadas as células-tronco embrionarias e as células-tronco de
pluripoténcia induzida (Yu & Thomson, 2008).

As células-tronco multipotentes sédo células adultas com capacidade de gerar
células dos tecidos dos quais sdo provenientes. No entanto, estudos evidenciam que
sob condigdes especiais essas células podem se diferenciar em células de outra
origem embriolégica (Uccelli et al., 2008).

Entre as células multipotentes, as células-tronco hematopoéticas foram as
primeiras descritas na literatura e sdo muito utilizadas no transplante de medula
o0ssea (Wang et al., 2013). Outro grupo muito estudado sao as mesenquimais, livres
de preocupacgdes éticas e formacao de teratomas (Xin Wei et al., 2013) e que tém se
destacado por seu potencial reparador de lesdes teciduais e imunomodulador
(Caplan, 1991; Uccelli et al., 2008).
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Friedeinstein foi a primeira pessoa a identificar a multipotencialidade de
células precursoras do estroma, em 1968, as quais foram nomeadas por Caplan
como células-tronco mesenquimais (CTMs). O campo de estudos sobre as CTMs
tem aumentado progressivamente: 45% das quase 25.000 publicagdes disponiveis
sobre este tema (Pubmed; palavras-chave: "células estromais mesenquimais" ou
"células-tronco mesenquimais" ou "células estromais multipotentes") sdo datadas
dos ultimos trés anos (Fiore EJ et al., 2015). As CTMs caracterizam-se por ser uma
populacdo de células multipotentes capazes de se diferenciar e produzir qualquer
tipo celular necessario num processo de reparacao (Pittenger et al., 1999; Corcione
A, et al., 2006). Devido a sua multipotencialidade, as CTMs apresentam potencial de
diferenciagdo em células da linhagem mesodérmica, ectodérmica e endodérmica
como osteoblastos, condroblastos, hepatdcitos, neurdnios, células epiteliais, renais,

cardiacas, dentre outras (Figura 1) (Pittenger et al., 1999; Corcione A, et al., 2006).
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Figura 1: A multipotencialidade das CTMs. As CTMs possuem a capacidade de auto-
renovacao (seta encurvada) e diferenciacdo para a linhagem mesodérmica (setas lineares
cheias), podendo, também, originar células da ectoderme e endoderme (setas tracejadas).
Fonte: Ucelli A. et al., 2008; adaptado.
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As CTMs podem ser isoladas de muitos tecidos adultos como medula 6ssea,
musculo, tecido adiposo, polpa do dente, placenta, corddao umbilical, dentre outros
(Bianco et al., 2008).

O tecido adiposo s6 recentemente foi considerado como uma fonte potencial
de CTMs, em parte pela facil obtencédo e expansao em cultura, além desse tecido
ser fonte abundante dessas células (Zuk et al., 2001). Além disso, foi demonstrado
sua superioridade, em termos de imunomodulagao in vifro em comparagdo com as
CTMs derivadas da medula éssea (Schubert T. et al., 2011).

As CTMs apresentam algumas propriedades como boa aderéncia ao plastico,
morfologia fusiforme, semelhante aos fibroblastos, e capacidade de diferenciagcao
em células especializadas (Uccelli et al., 2008). Alguns critérios basicos sao
requeridos para a caracterizagdo das CTMs, como a expressdao de alguns
marcadores de superficie celular, tais como CD29, CD44 e CD71 e ser negativas
para marcadores de superficie de células hematopoiéticas (Dominici M, et al., 2006;
Aquino, et al. JB, 2010). Além disso, devem ser capazes de se diferenciar em

osteoblastos, condroblastos e adipoblastos (Pittenger, MF et al., 1999).

1.2 Células-tronco mesenquimais no controle da resposta inflamatoria e reparo
de lesdes teciduais

A inflamagdo € um processo fisioldgico que ocorre em resposta a infecgdes,
ferimentos e exposicdo a contaminantes, desencadeada por receptores da
imunidade inata que reconhecem patdégenos e células danificadas. Entre os
vertebrados, a cascata inflamatéria € uma rede complexa de eventos fisioldgicos e
imunoldgicos coordenados por citocinas e outras moléculas sinalizadoras do sistema
imune. A falta de controle dessa reacdo pode causar danos aos tecidos, tornando-a
a principal causa patoldgica de varias enfermidades. As lesdes teciduais podem ser
mediadas ou nao pelo sistema imunitario. Lesdes mediadas pelo sistema imunitario
podem resultar de doengas autoimunes ou infecgbes de patdgenos ou transplantes
alogénicos. A resposta imunitaria tem papel fundamental na defesa contra agentes
infecciosos e se constitui no principal impedimento para a ocorréncia de infecgdes
disseminadas, habitualmente associadas com alto indice de mortalidade. O sistema

imunolégico atua numa rede de cooperagao, envolvendo a participagdo de muitos
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componentes estruturais, moleculares e celulares (Janeway CA., 2001). Embora a
resposta imunitaria seja fundamental para a defesa contra a maioria dos agentes
infectantes, em muitas doengas infecciosas os principais aspectos patoldgicos nao
estdo relacionados com uma acéo direta do agente agressor, mas sim com uma
resposta imune exacerbada. Em muitas dessas situagdes existe uma reacdo de
hipersensibilidade com uma resposta imune exagerada e ndo modulada, o que

consequentemente causa a maioria dos danos teciduais, (Cooke A. et al., 2004).

A pesquisa com células-tronco tem sido um dos campos que mais tem
evoluido, o qual tem levado ao entendimento do desenvolvimento celular e
descoberta de terapéuticas alternativas para doengas de importancia em Saude
Publica como degenerativas, negligenciadas, canceres, doengas do figado, pulméao,
doencas auto-imune e pos-transplante. As CTMs tém se demonstrado muito
eficientes no reparo de lesdes teciduais (Hossein R. et al., 2015; EI-Mahdi M et al.,
2014; Wei X et al., 2013; Aziz A et al., 2012; Lee et al. 2009; Tzaribachev et al.,
2008; Parekkadan et al., 2007). As fungbes reparativas das CTMs tém sido
parcialmente atribuidas as suas fungbes inibitérias da resposta imune. Estudos
evidenciaram que os beneficios terapéuticos das CTMs sao oriundos de sua
interagcao com estimulos locais apds sua migracao para os sitios de injuria. Acredita-
se que nos locais de lesao tecidual as CTMs interajam com diferentes estimulos que
fazem com que produzam uma variedade de fatores criticos para angiogénese, além
de prevenirem a apoptose de células nesses locais (Karp et al., 2009; Wei et al.,
2013). Dentre os diversos fatores liberados pelas CTMs encontram-se o fator de
crescimento epidermal (EGF), o fator de crescimento para fibroblasto (FGF), o fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento transformador
beta (TGF-B), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), a angiopoetina-1 e o fator derivado de
células estromais 1 (SDF-1), que dentre outras propriedades, podem estimular o
desenvolvimento de fibroblastos e células endoteliais (Da Silva M et al., 2009). A
liberagdo dessas moléculas pode ser o mecanismo fundamental utilizado pelas
CTMs para acelerar o reparo de diversos tipos de injurias teciduais. O mecanismo de
reparo das CTMs sobre os tecidos danificados pode ser diferente, dependendo do

tipo de lesdo. Por exemplo, lesdes do osso, cartilagem, musculo e tenddes,
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causadas por forca mecanica e imperfeita osteogénese, a diferenciacido e
substituicdo da célula lesionada pode ser o principal mecanismo (Shi et al., 2010).
Fibroblastos e células endoteliais podem ser os tipos celulares mais comumente
envolvidos no processo de reparo de lesdes. Os fibroblastos sao a principal reserva
de matriz extracelular, e contribuem para o remodelamento de danos teciduais.

No campo da medicina regenerativa, muitas pesquisas basicas e estudos pré-
clinicos sdo conduzidos com o uso de CTMs. Por meio dessa populacido celular,
pesquisadores tém explorado a seguranga e eficacia de CTMs injetadas em
diferentes modelos animais. Da mesma forma, dados pré-clinicos e ensaios clinicos
em andamento sdo iniciados em varios campos da medicina e tém sugerido um
potencial das CTMs para o tratamento de lesdes (Horwitz et al., 1999; Le Blanc et
al., 2004; Garcia-Olmo et al., 2005; Parekkadan et al., 2007; Chen et al., 2008;
Hayashi et al., 2008; Erokhin et al., 2008; Lee et al., 2009; Karaaltin et al., 2012).

Além de apresentarem a capacidade de inducao do reparo tecidual, as CTMs
podem interagir com células da imunidade inata e adaptativa levando a modulagéo
de varias fungdes efetoras (Figura 2) (Uccelli et al., 2008). Estudos tem mostrado
que as CTMs apresentam um grande potencial para modular desordens do sistema
imunoldgico, suprimir a inflamagéo e reduzir danos nos rins e intestino de pacientes
com lupus eritematoso sistémico e doenca de Crohn (Caplan, 2009; Wei et al.,
2013).
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Figura 2: Efeito imunomodulador das CTMs. As CTMs s&o ativadas em ambiente
inflamatoério a exercerem o papel imunomodulador, tanto sobre células da resposta imune
inata (direita) quanto em células da resposta imune adaptativa
(esquerda).Fonte:http://www.cahs.colostate.edu/events/item/?1D=346; adaptado.

Diversos trabalhos tém demonstrado que as propriedades imunomodulatorias
das CTMs contribuem, em grande parte, para o seu efeito antifibrogénico no
contexto da fibrose/cirrose do figado. De acordo com relatos disponiveis, as CTMs
induzem, in vitro uma melhora na fibrose hepatica, principalmente através de
mecanismos paracrinos, em grande parte mediados pela modulagido da resposta
imune (Meier, RP et al., 2013; Cui, L et al., 2014; Gomez-Aristizabal, A., et al 2012;
Prockop, DJ et al., 2012; Usunier, B. et al., 2014; Di Nicola, M. et al., 2002; Yen, BL.
et al., 2013) hepatoprotecédo reforcada (Meier, RP et al., 2013; Zhang D, et al., 2011;
Cho, KA et al., 2012; Nasir, GA. et al., 2013), proliferagao celular hepatica (Fiore, EJ
et al., 2014; Li, P et al., 2013; Jung, J et al., 2013; Chagoya de Sanchez, V et al.,
2012) e efeito modulador de colageno que possivelmente € mediado por alteragdes
nos niveis relativos da expressao de metaloproteinases de matriz (MMPs) e seus
inibidores teciduais (TIMPs) (Figura 3) (Aziz MT et al., 2012; Arthur MJP., 2000;
McCrudden R et al., 2000).
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Figura 3: Mecanismos induzidos por CTMs para a modulagao da fibrose/cirrose
hepatica. De acordo com relatos disponiveis in vitro, CTMs desempenham beneficio na
fibrose hepatica principalmente através de mecanismos paracrinos (setas vermelhas). Além
disso, a contribuicdo por meio da diferenciacdo de CTMs em células hepaticas, exossomos
e fusdo celular (setas azuis) também tém sido sugeridas. Fonte: Fiore, EJ et al., 2015;
adaptado.

O perfil imunolégico das CTMs revela a baixa expressao de moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe I. Além disso, elas nédo
expressam antigenos do MHC de classe Il e as moléculas co-estimulatérias CD80
(B7-1), CD86 (B7-2), CD40 ou CD40 ligante, na presenga ou auséncia de interferon
gama (IFN-[), uma das mais potentes citocinas inflamatérias conhecidas (Chang et
al., 2006; Parolini et al., 2008; Banas et al., 2008). Essas caracteristicas indicam que
as CTM sao células imuno-privilegiadas, capazes de sobreviver em receptores de
transplante alogénico imunologicamente incompativeis. A baixa imunogenicidade
associada a atividade regenerativa e imunomodulatéria das CTMs tornam-as
excelentes candidatas para a terapia de diversas doengas com perfil inflamatorio,
decorrentes, principalmente, de desordens imunoldgicas, transplantes e doencgas
infecciosas e parasitarias. Neste contexto, um exemplo de doenca parasitaria com
perfil inflamatoério € a esquistossomose. Consideramos que este modelo € ideal para
a avaliacdo da combinacao terapéutica medicamentosa com CTMs. O modelo da
esquistossomose esta bem estabelecido e o processo patolégico € melhor
compreendido, facilitando significativamente o estudo do papel das CTMs.
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1.3 Esquistossomose mansoni

A esquistossomose € uma doenca infecto parasitaria provocada por helminto
do género Schistosoma. As quatro espécies de importadncia médica encontradas
parasitando o homem séao: S. haematobium, S. japonicum, S. mekonji e S. mansoni.
Entre as parasitoses que afetam o homem, a esquistossomose € uma das mais
disseminadas no mundo, ocorrendo em 54 paises endémicos. No Brasil, as maiores
prevaléncias da esquistossomose sao encontradas nas regidoes Nordeste e Sudeste
do pais e fatores biolégicos, sociais, politicos e culturais tém contribuido para
formacgao dos quadros endémicos (Rey 1991).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a esquistossomose
ocupa o segundo lugar depois da malaria, pela sua importancia e repercussao
socioecondmica. Estima-se que 200 milhdes de pessoas sao afetadas pela doencga e
mais de 600 milhdes de individuos vivem em areas de risco. Embora a
esquistossomose apresente um baixo indice de mortalidade, sua acentuada
morbidade faz com que estes numeros sejam preocupantes, sendo ainda
considerada um grave problema de saude publica no pais (Brasil, 2014; Who, 2015).
A doenga possui carater insidioso, ndo sendo comum seu diagnodstico em seus
estagios iniciais, mas sua evolugdo pode levar ao desenvolvimento de doencgas
incapacitantes para homens e mulheres em suas idades mais produtivas (Engels et
al. 2002).

O ciclo biolégico do S. mansoni é formado por duas fases parasitarias: uma
no hospedeiro definitivo (vertebrado/homem) e outra no hospedeiro intermediario
(invertebrado/caramujo) (figura 4). No homem, o ciclo inicia-se com a penetracéo da
cercaria, forma larval de vida livre do parasito, na pele ou mucosa. Apos penetragao
das cercarias, iniciam-se varias adaptagdes bioquimicas e morfolégicas que
preparam o parasito para sobrevivéncia no novo ambiente e, assim, surge uma nova
forma evolutiva chamada esquistossémulo. A saida dos esquistossémulos da pele
ocorre por vasos sanguineos ou linfaticos e sdo carreados para os pulmdes, onde
sofrem algumas alteragées, como aumento em seu comprimento. Entdo séao
distribuidos para os vasos intra-hepaticos do sistema porta, onde os
esquistossdmulos completam seu desenvolvimento atingindo a fase adulta (Carvalho

et al.,, 2008). Os vermes adultos alojam-se no organismo humano nos vasos
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sanguineos do sistema porta-hepatico, com posterior migragdo para 0s vasos
mesentéricos. O macho é de cor esbranquicada e mede de 6 a 13 mm de
comprimento por 1,1 mm de largura. A fémea é cilindrica e mais fina e longa que o
macho. Mede de 10 a 20 mm de comprimento por 0,16 mm de largura. A fémea
aloja-se no canal ginecoforo (fenda longitudinal) do macho, onde é facilmente
fecundada e inicia a postura dos ovos no interior das vénulas da submucosa
intestinal (Katz N & Almeida K, 2003). Uma fémea coloca cerca de 300 ovos por dia
nos capilares do intestino, dos quais cerca da metade é eliminada nas fezes. A
migragao dos ovos do vaso para a luz intestinal provoca micro-hemorragias e areas
de inflamagao responsaveis pelo aparecimento de diarreia mucossanguinolenta e de
outros disturbios gastrointestinais. Os ovos que ndo conseguem alcangar a luz
intestinal por ficarem retidos nos tecidos, preferencialmente figado e intestinos, séo
os responsaveis pela formagao de granulomas que, no figado, podem ocluir, total ou
parcialmente, a passagem do sangue, e juntamente com a fibrose periportal vao
ocasionar as manifestagées das formas mais graves da doenga (Katz N & Almeida
K, 2003; Brasil, 2014).

Os ovos contém embrides que necessitam do contato com a agua para
continuar sua evolucao. Entao a casca do ovo se rompe, liberando as larvas ciliadas,
denominadas miracidios, que se movimentam ativamente em busca do caramujo,
hospedeiro intermediario. O hospedeiro intermediario para o S. mansoni é o
caramujo do género Biomphalaria. Ao penetrar nas partes moles do molusco, o
miracidio perde parte de suas estruturas. As células remanescentes transformam-se
em um saco alongado, esporocisto, repleto de células germinativas, que apdés
multiplicacbes dao origem as cercarias, que ao emergirem no meio aquatico podem
penetrar na pele ou mucosa do hospedeiro vertebrado dando continuidade ao ciclo
do parasito (Figura 4) (Carvalho et al., 2008; Brasil, 2014).

No homem (ciclo sexuado), o periodo decorrido entre a penetragdo das
cercarias e o encontro de ovos nas fezes é de cerca de 40 dias, aproximadamente o
mesmo tempo que dura o ciclo assexuado no caramujo. Assim, o ciclo evolutivo do

parasito se completa em aproximadamente 80 dias (Katz N & Almeida K, 2003).
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Figura 4: Ciclo evolutivo do S. mansoni. As diferentes fases do parasito estdo representadas em
vermelho. Fonte: www.parasiticdiseases.org; adaptado.

1.4 Patologia e tratamento

A patologia na esquistossomose mansoni desenvolve-se, principalmente,
como consequéncia da deposi¢cdo de ovos do parasito no tecido do hospedeiro,
suscitando a formagao de granulomas e fibrose em 6rgédos como intestino e sistema
porta hepatico do hospedeiro. Por ocasi&o da oviposi¢ao, alguns ovos n&do alcangam
a luz intestinal, ficando retidos nos capilares da mucosa intestinal, podendo ser
carreados pela circulagdo mesentérica até os sinusdides hepaticos (Abath et al.,
2006; Caldas et al., 2008).

As reagbes granulomatosas protegem o hospedeiro humano contra os
agentes infecciosos e moléculas, mas quando numerosas e descontroladas levam a

patologia grave. Antigenos secretados pelos ovos (SEA) quando ndo s&o
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sequestrados ou neutralizados de forma eficaz, podem danificar tecidos do
hospedeiro, como o tecido hepatico, sensivel as toxinas secretadas pelo ovo.
Estudos indicam que camundongos imunodeficientes apresentam dano hepatico
generalizado, a partir dos produtos téxicos do ovo, e menor sobrevida comparado
aos camundongos imunocompetentes. Entretanto, os granulomas também trazem
efeitos prejudiciais ao hospedeiro, como fibrose hepatica grave e hipertensao portal,
que podem ser fatais (Gryseels, 2012).

O granuloma ¢é caracterizado por ser uma reagao inflamatéria local,
constituida por uma variedade de células mononucleares fagociticas e outros tipos
celulares, dispostos de forma organizada (Lenzi et al., 1998).

Estudos mostram as diferentes fases do granuloma, bem como suas
caracteristicas, sendo dois os estagios do granuloma: o estagio pré-granulomatoso e
o estagio granulomatoso.

O estagio pré-granulomatoso, é caracterizado pelo preparo do espacgo, ao
redor do ovo do parasito, para o estabelecimento e organizagcdo da reagao
granulomatosa, com destruicdo focal das paredes dos vasos envolvidos e/ou
parénquima adjacente e presengca abundante de eosindfilos e macrofagos. Tal
estagio pode ser subdividido em estagio pré-granulomatoso de reatividade fraca ou
inicial e estagio pré- granulomatoso exsudativo.

O estagio granulomatoso € subdividido em trés fases: exsudativo-produtivo,
produtivo e involucional (involucional com dissociacédo das fibras colagenas,
involucional com camada de colageno espessa, involucional com camada de
colageno fina e involucional com pigmento macrofagico).

Ao longo da evolugdo do granuloma, através destas fases, células, tais como,
macréfago, neutrdéfilos, eosindfilos, mastdcitos, fibroblastos, células epitelidides,
células gigantes e linfocitos, se dispdem ao redor do ovo em diferentes zonas,
envoltas por uma matriz extracelular rica em fibras colagenas, as quais, no inicio
estdo dispostas em malha e que, com o desenvolvimento do granuloma se dispbéem
de forma concéntrica. No estagio involucional ocorre a degradagcdo da matriz
extracelular (Lenzi et al., 1998).

No curso da infecgdo pelo S. mansoni, individuos infectados podem
apresentar duas fases distintas da doenga: a fase aguda e a fase crénica, as quais

diferem entre si em relagéo as caracteristicas clinicas e imunologicas.
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A fase aguda é o estagio inicial da doenga que pode ser caracterizada por
mal-estar, febre, tosse, emagrecimento, dor abdominal e diarréia. A resposta imune
nessa fase € marcada pela produgdo de altos niveis de IL-1, IL-6 e TNF-a em
pacientes recém infectados. O quadro leucocitario periférico tem sido amplamente
estudado, sendo frequente a eosinofilia em pacientes esquistossomaticos nesta fase
(de Jesus, et al., 2002; Atta, A. et al 1981).

Em geral, tanto em modelos experimentais, quanto em humanos, a resposta

imune nessa fase é similar, sendo orquestrada por células T CD4". A mesma é
marcada por um balango na expressao de citocinas Th1 e Th2. No comego da
infec¢do, a resposta Th1 é predominante, com produgao de IFN-y, IL-2, IL-1, IL-6.
Apds o desenvolvimento do parasito em verme adulto e 0 comego da produgao de
ovos, a resposta Th1 comega a declinar, enquanto a resposta Th2 (produgao de IL-
4, IL-13 e IL-5) aumenta (Pearce & MacDonald, 2002; Burke, et al., 2009).
Na fase cronica, distintas manifestagdes clinicas podem se desenvolver, sendo as
mesmas relacionadas a gravidade da doenga. Na maioria dos individuos residentes
nas areas endémicas, a doenga se apresenta assintomatica, sendo esta
considerada a forma intestinal da doenga. A mesma se -caracteriza pelo
aparecimento de episoédios de fraqueza, fadiga, dor abdominal e diarréia. Uma
pequena percentagem da populagdo, porém, desenvolve formas clinicas mais
graves da doenga, as quais sdo denominadas como hepatointestinais ou
hepatoesplénicas. Os individuos portadores destas formas clinicas mais graves
apresentam hepatomegalia ou hepatoesplenomegalia, variados graus de fibrose
periportal, hipertensao portal e consequente desenvolvimento de varizes esofagicas
(Prata e Bina, 1968). Como regra geral, sdo encontrados niveis elevados de
enzimas hepaticas, como alanina aminotranferase (ALT), indicando lesdao nos
hepatdcitos (Boros, 1989; Brasil, 2014). Estudos mostram que tanto a hiperplasia
intensa do tecido linforreticular e a congestdo moderada ou intensa dos seios
venosos esplénicos provocadas pelos SEA do trematddeo participam na instalagao
da esplenomegalia (Smithers & Terry, 1969; Andrade , 1977).

Além das alteragdes patolégicas, em decorréncia da reagdo granulomatosa,
na infeccdo esquistossomotica alteragcbes hematolégicas como anemia séao
frequentemente encontradas. Esta anemia parece ser ocasionada por multiplos

fatores, como a esplenomegalia, as hemorragias intestinais e/ou gastricas, pelas
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alteragbes na eritropoese medular, ou ainda, pela propria espoliagdo parasitaria.
Além disso, se observa uma eosinofilia acompanhada de uma neutropenia, sendo
estas alteracbes mais evidentes na fase crbénica da infeccdo (Borojevic et al., 1983;
Santos-Da-Silva et al., 1988).

A gravidade da doenca depende da interagéo entre o hospedeiro e o parasito.
Em relagdo ao S. mansoni, s&o importantes a cepa, a intensidade e o numero de
infec¢des. Do lado do hospedeiro participam a constituicdo genética, se o 6rgao foi
previamente lesado, infeccbes associadas e, sobretudo, o perfil de resposta
imunitaria contra o S. mansoni, sendo este o fator mais importante na determinacéo
da evolugdo das formas anatomoclinicas (Pearce & Macdonalds, 2002). Embora a
infeccdo em si possa ocasionar algum dano direto aos tecidos do hospedeiro, a
patologia causada pelo parasito € limitada; a morbidade esta relacionada
principalmente com a resposta imune do hospedeiro contra o parasito, um efeito
secundario inevitavel de uma resposta imunitaria eficaz (Abath et al., 2006).

As citocinas Th1 ativam fungdes inflamatérias e citotoxicas, e resulta em
granulomas maiores, extensa patologia e acelerada mortalidade, enquanto que as
citocinas do Th2 estimulam a produgéo de anticorpos e aumentam a proliferagao e a
funcdo de eosindfilos. Prolongada a resposta Th2 contribui para o desenvolvimento
da fibrose hepatica e morbidade crénica. Autores acreditam que os individuos que
modulam mal, ou seja, aqueles que mantém granulomas grandes s&o o0s que
evoluirdo para a forma hepatoesplénica da doenga (Pearce & Macdonalds, 2002;
Abath et al., 2006; Brasil, 2014). Portanto, a polarizagdo imune extrema para
qualquer Th1 ou 2 durante a esquistossomose mansoni € prejudicial e até letal. A
manutencdo de uma resposta Th1 ou Th2 equilibrada e controlada é critica para
formacao de granulomas protetores sem patologia excessiva nesta infecgao. A IL-10
tem demonstrado ser uma importante citocina durante a infecgdo com atividade de
modulagdo negativa de ambas as subpopulagdes de células Th1 e Th2 T (Mosmann
T. R. & Moore K. W., 1991).A fibrose do figado é tradicionalmente vista como um
processo patologico progressivo envolvendo multiplos eventos celulares e
moleculares que conduzem, finalmente, para a deposi¢do das proteinas da matriz
em excesso no espacgo extracelular. Quando este processo € combinado com uma
regeneracdo e reparagao ineficaz, ha uma crescente distor¢do da arquitetura

hepatica normal, e o resultado final € a cirrose. As evidéncias atuais indicam que a



fibrose hepatica é dinamica e pode ser bidirecional (envolvendo as fases de
progressao e regressdo) e que, além de aumento da sintese de matriz, este
processo patoldgico envolve grandes mudangas na regulacdo da degradagao da
matriz. No espacgo extracelular, a degradagdo da matriz ocorre predominantemente
como uma consequéncia da agdo de uma familia de enzimas denominadas
metaloproteinases de matriz (MMPs). Estas enzimas sido secretadas a partir de
células estreladas hepaticas (HSCs) para o espaco extracelular, como pré-enzimas,
as quais sao, em seguida, ativadas por um numero especifico de mecanismos de
clivagem geralmente associados a superficie celular. As enzimas ativas, sao por sua
vez inibidas por uma familia de inibidores de metaloproteinases de tecido (TIMP-1 a
4). Por esta combinagao de mecanismos, a degradagcédo da matriz extracelular é
regulada de perto, o que evita danos nos tecidos (Athur MJP., 2000).

Atualmente, o medicamento de escolha para o tratamento da
esquistossomose causada por todas as espécies de Schistosoma € o praziquantel
(PZQ) (Doenhoff et al. 2002), que esta disponivel para uso humano e veterinario no
tratamento de doencgas causadas por cestédeos e trematdédeos, sendo utilizado na
terapéutica da esquistossomose desde 1980 (Dayan et al. 2003). O mecanismo de
acao do PZQ nao esta totalmente esclarecido. Porém, alguns efeitos relacionados a
sua acao sobre o parasito, tais como, contracdo muscular, deformacbdes no
tegumento e alteragcdes metabodlicas sdo bem documentados. Acredita-se que todos
esses efeitos estejam direta ou indiretamente relacionados ao aumento do influxo de
calcio nos tecidos (Cioli et al. 1995), provocado apds exposi¢cao do verme a droga.

O tratamento quimioterapico contra o parasito S. mansoni é eficaz e contribui para
regressdao da doenga hepatoesplénica, porém deixam, muitas vezes, lesdes
irreversiveis (Coutinho & Domingues, 1987; Dietze & Prata, 1986). Nos ultimos anos,
tem-se buscado terapias alternativas para acelerar o processo de recuperagao do
figado danificado. Portanto, como as células-tronco mesenquimais tem demonstrado
capacidade regenerativa, imunomoduladora e anti-fibrogénica, este estudo analisara
a infuéncia do tratamento com células-tronco mesenquimais associado ou ndo com
praziquantel sobre a resposta granulomatosa e reparo morfofisiologico do figado de
camundongos C57BL/6 infectados pelo S. mansoni. Estas analises contribuirdo para
o conhecimento da fungdo das CTMs no controle da resposta inflamatdria e fibrose

hepatica, abrindo perspectivas para o tratamento de doencas que causam danos,
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inflamacgéo e fibrose hepatica intensa como a esquistossomose mansoni. Nossa
hipotese é que as CTMs modulam o ambiente inflamatério induzido pela infecgéo
com S. mansoni, controlando o desenvolvimento de granulomas e contribuindo para

a regressao da fibrose hepatica e reparo tecidual.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar o efeito das células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo na

patogenia decorrente da esquistossomose mansoni experimental.

2.2 Objetivos especificos:

1 Obter e caracterizar fenotipica e funcionalmente as células-tronco

mesenquimais derivadas do tecido adiposo;

1 Avaliar o peso e o perfil laboratorial dos camundongos C57BL/6 infectados
com Schistosoma mansoni tratados com praziquantel associado a células-

tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo;

1 Analisar o perfil histolégico da reagdo granulomatosa presente no figado e
baco de camundongos C57BL/6 infectados com Schistosoma mansoni
tratadoscom praziquantel associado a células-tronco mesenquimais derivadas

do tecido adiposo.
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3.1Estratégia de Trabalho
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Para o desenvolvimento do projeto, foi delineada a estratégia apresentada na

figura 5:

Camundongos C57BL/6

n=180

Extracéo e cultivo CTM-TA
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Figura 5 — Estratégia de trabalho para o desenvolvimento do projeto.

3.2 Extracao das células-tronco derivadas do tecido adiposo (CTM-TA)

A obtengdo das CTM-TA seguiu o protocolo descrito por Ogawa et al. (2004)

com adaptagdes. Apds a eutanasia do animal, foi feita a assepsia da regido

abdominal do camundongo com alcool 70% e, posteriormente, a tricotomia com

auxilio de um bisturi na mesma regidao. Em capela de fluxo laminar, foi feita uma

incisdo na regido abdominal, com tesoura e pinga cirurgica estéril, separando a pele

do peritdnio. Com outro conjunto de pinga e tesoura, o peritdénio foi rompido proximo

a regiao inguinal e foi coletada a gordura branca acima do epididimo (Figura 6).
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Figura 6. Extragao do tecido adiposo da regidao inguinal de camundongos C57BL/6 para
obtencao de CTMs. Seta amarela aponta o tecido adiposo.

A gordura foi depositada em tubo de centrifuga, tipo Falcon de 50mL, mantido
em gelo, contendo Meio Eagle modificado por Dulbecco alta glicose (DMEM alta
glicose) (Cultilab), pH 7,2, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Gibco), 1% de antibidtico-antimicético, contendo 10.000 unidades/mL de penicilina,
10.000 ug/mL de estreptomicina e 25 ug/mL de anfotericina B (Gibco) e 0,08% de
gentamicina (Sigma, St Louis MO, USA) contendo 50mg/mL, filtrado em ambiente
estéril, utilizando membrana de 0,22um (Millipore). Posteriormente, foi feita a
lavagem da gordura com salina tamponada com fosfato (PBS) a 0,15M e a digestao
enzimatica do tecido adiposo, a fim de separar as CTMs da fragcdo adipocitaria.
Neste procedimento, o tecido foi fragmentado com o auxilio de tesoura cirurgica
estéril, imerso em solugao de colagenase do tipo Il (Sigma) a 0,15% em PBS 0,15 M
e incubado com agitacéo periédica por 1 hora, a 37°C, em atmosfera umidificada e
contendo 5% de CO,.

Apéds a incubagao, a solugado de colagenase foi inativada em volume igual de
DMEM alta glicose, suplementado com 10% de SFB e procedeu-se a centrifugagéo
da amostra a temperatura ambiente, a 379 xg e por 10 minutos. O sobrenadante
contendo os adipdcitos foi descartado e o precipitado contendo CTM-TA foi
transferido para um tubo tipo Falcon de 50mL contendo DMEM alta glicose para
nova centrifugagcdo e remocgdo da gordura remanescente. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em DMEM alta glicose suplementado com

10% de SFB para ser utilizado na expanséo das CTMs.
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3.3 Cultura e expansao de CTM-TA

As CTM-TA foram semeadas em garrafas plasticas de cultura T76mm? (TPP,
Suica) e mantidas em estufa com atmosfera de 5% de CO; e a 37°C. As culturas
foram monitoradas diariamente até a terceira passagem, observando-se cor,
turbidez do meio, confluéncia e morfologia das células em microscopio 6ptico. Foram
realizadas trocas do meio de cultura no dia seguinte a extragdo das CTM-TA e a
cada dois dias, para a remogao de células nado aderentes. Ao final deste periodo,
estabeleceram-se culturas homogéneas, contendo células aderentes e com
morfologia fibroblastéide.

Quando as células atingiram o grau de confluéncia de 90% a 95%, as células
foram lavadas com PBS 0,15 M e incubadas com solugéo de tripsina/EDTA (Sigma,
St Louis MO, USA) em estufa a 37°C e 5% de CO,, por 1 minuto, até que as células
perdessem completamente a capacidade de aderéncia a garrafa plastica. A seguir,
foi feita a inativacdo da solugdo de tripsina/EDTA com o meio de cultivo DMEM
suplementado com 10% de SFB, seguida da centrifugagado por 10 minutos, a 4°C,
em 379 xg. O sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi ressuspendido
em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Estas células foram novamente
distribuidas em garrafas de cultura, obedecendo a razdo de 1 garrafa inicial para 2
garrafas finais. Esse tratamento permitiu a expansdo da populagcéo e,
consequentemente, sua purificagao, sendo repetido por no maximo trés vezes, a fim
de evitar a senescéncia das células, que ocasionava a redugdo da capacidade

proliferativa.

3.4 Congelamento das CTM-TA

Apds a terceira passagem, as células foram armazenadas para o seu posterior
uso utilizando o criopreservador dimetilsuféxido (DMSO). Para a realizagao deste
procedimento, as células foram coletadas da garrafa utilizando-se solugcdo de
tripsina/EDTA e centrifugadas por 10 minutos, a 4°C, em 379 xg. Descartou-se o
sobrenadante e o precipitado de células foi ressuspendido em 1mL de DMEM
contendo 10% SFB.
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Previamente ao congelamento, realizou-se a determinagdo da viabilidade das
CTM-TA por meio da coloragdo com azul de tripan, um corante que permite
diferenciar as células vivas de células mortas ja que as células viaveis nao permitem
a penetracao do corante, uma vez que a membrana celular esta intacta, ao contrario
das células mortas que apresentam uma cor azul distinta devido a penetragcéo do
corante no citoplasma (Marchenkoe & Flanagan, 2007).

A determinagdo da viabilidade das CTM-TA foi feita diluindo-se 10 pL de
células-tronco em 190 pL de azul de tripan (1:20). Posteriormente, 10uL dessa
diluicdo foi distribuida em cadmara de Neubauer, e 0 niumero de células viaveis
contido nos quatro quadrantes laterais da camara foram contados. O numero médio
por quadrante foi multiplicado por vinte (diluicdo da amostra) e pelo erro da camara
de Neubauer (10%) para determinagdo do ntiimero de CTMs vidveis em 1 mL de meio
de cultura.

Para o congelamento celular, 1x10° células-tronco foram ressuspendidas, em
600uL de solugao A, composta por DMEM suplementado com 20% SFB, e 400 pL
da solugao B, composta por DMEM suplementado com 20% SFB e 10% de DMSO.
A seguir, os criotubos acondicionados em recipiente para congelamento celular com
isopropanol, foram armazenados em freezer a -80°C por 48 horas e, posteriormente,

transferidos para caixas de armazenamento de criotubos e mantidas a -80°C.

3.5 Caracterizacao fenotipica das CTM-TA

As CTM-TA foram caracterizadas por citometria de fluxo por meio da analise da
expressao das moléculas CD29, CD44 e CD71, positivas para as CTMs, e das
moléculas CD34 e CD45, marcadores especificos de células-tronco hematopoiéticas
(Zuk et al., 2002; Dominici et al., 2006; Sung et al., 2008).

Para a realizagao deste ensaio, as células-tronco foram soltas da garrafa de
cultura com solugao de tripsina/EDTA (Sigma) centrifugadas por 5 minutos, a 379 xg
e ressuspendidas em PBS a 0,15 M. Aliquotas contendo 5x10° células foram
incubadas com anticorpos monoclonais anti-CD45 conjugado com APC (BD
Biosciences, San Jose, California, USA), anti-CD34 conjugado com PE (BD), anti-
CD71 conjugado com FITC (BD), anti-CD44 conjugado com APC-Cy7 (BD) e anti-
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CD29 conjugado com FITC (BD) por 30 minutos, a 4°C. A seguir, as células foram
centrifugadas e lavadas uma vez com PBS 0,15 M e, posteriormente, fixadas com
solugdo de formaldeido a 2%. Cerca de 30.000 eventos foram adquiridos no
citbmetro de fluxo FACScalibur (BD Biosciences, San Jose, California, USA) e os
dados foram analisados utilizando o software FlowJo, vers&o 9.9.3 (FlowJo, Ashland,
Oregon, USA).

3.6 Caracterizacao funcional das CTM-TA

3.6.1 Inducgao da diferenciacao osteogénica

Para promover a diferenciacdo das CTM-TA em osteoblastos, 1x10° células
por poco, apos o término da terceira passagem, foram distribuidas em placa de seis
pocos (Falcon), sobre laminulas previamente lavadas e autoclavadas. Apds 24
horas, as CTM-TA foram estimuladas com o meio osteogénico, constituido de 5,67
M de &cido ascérbico (Vetec), 0,02 M de B-glicerofosfato (CRQ), 1,085 pL de
dexametasona (Teuto) a 4 mg/mL, 180 mL de DMEM alta glicose (Cultilab), 20 mL
de SFB (Cultilab), 1% de antibidtico-antimicético (Gibco) e 0,08% de gentamicina
(Sigma) a 50 mg/mL. O meio osteogénico foi trocado trés vezes por semana e as
placas foram incubadas em ambiente umidificado, a 37°C e com 5% de CO; por
sete, quatorze e vinte e um dias. Como controle foram utilizadas células cultivadas
em meio de cultura DMEM suplementado com 10% SFB, sem os fatores indutores
da osteogénese.

Apds sete, quatorze e vinte e um dias de indugdo osteogénica, as células
foram coradas pelo método de Von Kossa, técnica que possibilita a evidenciagao de
nodulos de mineralizagdo, que sao estruturas produzidas pelas células-tronco que
se diferenciaram em osteoblastos.

Para isso, o meio foi aspirado, as células foram lavadas com PBS 0,15 M
estéril e fixadas com alcool etilico 70% por 24 horas em temperatura ambiente. Ao
término da fixagdo, as células foram lavadas com agua destilada. Adicionou-se uma
solugcdo de nitrato de prata (Impex) a 5% em agua destilada e as células foram
expostas a luz ultravioleta por 1 hora. A seguir, as células foram lavadas em agua

destilada e deixadas por 5 minutos em tiossulfato de sodio (Quimex) a 5% em agua
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destilada. Apds isto, as células foram lavadas com agua destilada, e adicionou-se,
por 40 segundos, Eosina de Putt composta por 2 g de eosina amarelada (Vetec); 1 g
de bicromato de potassio; 20 mL de alcool absoluto (Proquimios); 20 mL de solugao
de acido picrico (Vetec) a 1,3% em agua destilada e 160 mL de agua destilada.
Posteriormente a esse processo, as células foram imersas rapidamente em agua
destilada, alcool 95%, alcool absoluto e, por ultimo, em xilol (Synth). Feito isso, as
laminulas foram montadas sobre ldminas de vidro com uma gota de balsamo do
Canada e avaliadas ao microscopio 6ptico. Os ndédulos de mineralizagdo foram
evidenciados como estruturas de coloragao enegrecidas, de formato arredondado e

com bordas irregulares.

3.6.2 Indugao da diferenciagcao adipogénica

Para promover a diferenciacdo das CTM-TA em adipécitos, 1x10° células por
poco, apds o término da terceira passagem, foram distribuidas em placas de 6 pogos
(Falcon). Apos 24 horas, as células foram estimuladas com o meio adipogénico,
constituido do meio DMEM (Cultilab) suplementado com 10% de SFB (Sigma), 0,1
MM de dexametasona (Teuto), 50 uM de indometacina, 100 unidades/mL de insulina,
0,5 mM de isobutil-metilxantina. As placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO; por
sete, quatorze e vinte e um dias. Como controle, as células foram cultivadas no meio
de cultura basal, sem os fatores indutores, nas mesmas condi¢des. Ao final de cada
periodo de incubagado, as células foram coradas com Oil Red, um corante que
permite evidenciar o acumulo de lipideos no interior das células-tronco que se
diferenciaram em adipdcitos. Os lipideos foram identificados como estruturas
arredondadas e avermelhadas no interior do citoplasma celular.

Para a realizagdo dessa técnica, apos cada periodo de incubagdo, o meio de
cultura adipogénico foi removido, as células foram lavadas com PBS 0,15 M e
fixadas com formalina 10% por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, as células foram lavadas com PBS 0,15 M e, em seguida, com alcool
isopropilico a 60% em agua destilada. Posteriormente, foram coradas por 15
minutos com uma solugdo de Oil Red O (Sigma) a 3 mg/mL em 60% de alcool

isopropilico e 40% de agua destilada. A seguir, as células foram coradas com
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hematoxilina por 5 minutos para marcagdo do nucleo. Entdo, as células foram
observadas em microscopio 6ptico e os corpusculos lipidicos foram evidenciados
como estruturas arredondadas, de tamanhos variados e coloragdo avermelhada no

citoplasma das células-tronco que se diferenciaram em adipdcitos.

3.7 Grupos de estudo

Utilizamos camundongos da linhagem C57BL/6, machos, com
aproximadamente 4 a 6 semanas de idade, foram utilizados no estudo apéds a
aprovacao do protocolo utilizado nos experimentos pela Comissdo em Etica no Uso
de Animais da Fundagdo Oswaldo Cruz (Numero da licenga: LW-56/14, Anexo 1)
num total 180 animais. Cerca de 60 camundongos foram utilizados para a extragéo
de CTMs a partir do tecido adiposo inguinal e 120 animais para a avaliagéo do efeito
das CTMs sobre a reagado granulomatosa da esquistossomose experimental, que

foram divididos nos seguintes grupos:

a) XTO (n=24): Camundongos infectados com S. mansoni, tratados com PBS 0,15
M, por via oral, em dose unica. Apos 30 dias do tratamento oral, foram tratados com
PBS 0,15 M, por via intravenosa, em dose uUnica. Grupos de 8 animais foram
sacrificados apos quinze, trinta e sessenta dias da injecdo intravenosa contendo
PBS.

b) XTO/CTM (n=24): Camundongos infectados com S. mansoni, tratados com PBS
0,15 M por via oral, em dose unica, e decorridos 30 dias do tratamento oral, foram
tratados com 3x10° CTM-TA, por via intravenosa, em dose Unica. Grupos de 8
animais foram sacrificados apos quinze, trinta e sessenta dias da injecéo

intravenosa contendo CTM-TA.

c) XTO/PZQ (n=24): Camundongos infectados com S. mansoni, tratados com PZQ
(400mg/Kg) por via oral, em dose unica, e decorridos 30 dias do tratamento oral,
foram tratados com PBS 0,15 M, por injegdo intravenosa, em dose unica. Grupos
de 8 animais foram sacrificados apds quinze, trinta e sessenta dias da injegcéao

intravenosa contendo PBS.



d) XTO/PZQ/CTM (n=24): Camundongos infectados com S. mansoni tratados com
PZQ (400mg/Kg), por via oral, em dose unica, e decorridos 30 dias do tratamento
oral, foram tratados com 3x10° CTM-TA, por inje¢do intravenosa, em dose Unica.
Grupos de 8 animais foram sacrificados apds quinze, trinta e sessenta dias da

injecao intravenosa contendo CTM-TA.

Para todos os grupos de camundongos infectados com S. mansoni (XTO),
foram feitos controles com camundongos C57BL/6 n&o-infectados pelo S. mansoni
(NI), que receberam todos os tratamentos nas mesmas condi¢bes descritas acima,
com 0 mesmo numero de animais em cada grupo. Dessa forma, formaram-se os
seguintes grupos controles nao-infectados: NI, NI/CTM, NI/PZQ, NI/PZQ/CTM.

O diagrama dos grupos descritos encontra-se representado na figura 7.
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Legenda:
XTO:-Animais infectados com 5. mansont
PZQ: Animais tratados com Praziguantel

CTM Animais tratados com Celulas-tronco mesenquimais

Figura 7. Diagrama dos grupos de animais utilizados. Tratamentos de camundongos
C57BL/6 infectados por S. mansoni. Além dos grupos de camundongos infectados,
utilizamos como controle camundongos C57BL/6 ndo infectados seguindo os mesmos
periodos e tratamentos do grupo infectado. Este grupo sera utilizado como parametro de
normalidade para os resultados obtidos nos grupos experimentais.
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3.8Infeccdo com S. mansoni e tratamentos

A infeccdo dos animais foi feita utilizando cercarias de S. mansoni (Cepa LE),
gentilmente cedidas pelo moluscario “Lobato Paraense”, do Centro de Pesquisa
René Rachou. As cercarias foram obtidas de caramujos da espécie Biomphalaria
glabrata infectados ha mais de trinta dias com miracidios de S. mansoni cepa LE,
que foram colocados em um becker contendo agua desclorada e expostos a luz
artificial, durante duas horas. A contagem das cercarias foi realizada, retirando-se
uma aliquota do becker, a qual foi distribuida em uma placa escavada. As cercarias
foram mortas com lugol e contadas com auxilio de lupa. As aliquotas foram
ajustadas, a fim de se obter uma concentragédo equivalente a 45 + 5 cercarias, em
um volume de 0,2 mL, volume que foi individualmente injetado no dorso dos
camundongos, por via subcutanea, utilizando uma seringa de ago-inox com volume

ajustavel (Pellegrino & Katz, 1968).

O tratamento com PZQ foi realizado apdés 45 dias de infeccdo com S.
mansoni. A dose de PZQ empregada de 400mg/kg foi baseada em ensaios prévios
em modelo murino efetuados por Oliveira, FA. 2005. O medicamento foi macerado
com auxilio de pistdo de vidro e dissolvido em agua Mili-Q, sendo administrado por
via oral em um volume de 100 pyL com uma seringa e agulha para gavagem. Os
animais controle, que nao foram tratados com PZQ, receberam PBS 0,15 M, em um
volume de 100 pL, utilizando-se a mesma metodologia empregada para a
administracdo do PZQ.

Para o tratamento com CTM-TA, as células previamente armazenadas a -80°
C foram descongeladas e ressuspendidas em meio DMEM suplementado com 10%
SFB. A seguir, as CTM-TA foram lavadas trés vezes com PBS 0,15 M para a
remocao do soro fetal bovino e DMSO. Posteriormente, o numero de CTM-TA
viaveis, avaliadas em azul de tripan, foi quantificado em cadmara de Neubauer, a
seguir diluidas em PBS 0,15 M para que a suspensdo de células contivesse 3x10°
células viaveis por 0,1 mL de PBS. Este volume foi injetado, com o auxilio de uma
seringa 13 x 0,45 mm, na veia lateral da cauda dos camundongos. Os grupos
controles, que nao foram tratados com CTM-TA, receberam PBS 0,15 M, em um
volume de 0,1 mL, utilizando-se a mesma metodologia empregada para a
administracdo das CTM-TA.
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O peso corporal dos animais foi avaliado previamente a eutanasia, utilizando-
se balanga analitica (Sartorius).

Os animais utilizados nos ensaios, foram mantidos no biotério de
experimentacdo do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ, alojados em
caixas plasticas (oito camundongos por caixa), recebendo racdo comercial (1,4% de
calcio, 0,60% de fosforo e 22% de proteina) e agua ad libitum, sendo mantidos em

um regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, a 25°C.

3.9 Determinacao do niumero de hemacias e leucécitos

A contagem das hemacias e dos leucocitos foi realizada no sangue total obtido
do plexo braquial depositado em tubos com EDTA. O sangue foi coletado apods a
administragao, por via intraperitoneal, dos anestésicos ketamina (Syntec) e xilazina
(Syntec), na dose 100mg/kg e 5mg/kg, respectivamente. A quantificagcdo do numero
de hemacias por uL de sangue foi realizada em camara de Neubauer, utilizando-se
sangue diluido em PBS 0,15 M (1:200). A determinacdo do numero total de
leucécitos por yL de sangue foi realizada em camara de Neubauer, utilizando-se
sangue diluido em liquido de Turk (1:20). O percentual de neutrdfilos, eosindfilos,
mondcitos e linfocitos presentes no sangue foi quantificado por meio da contagem
de 100 leucécitos, em esfregagos sanguineos corados com kit de coloragéo pandtico
(Renylab), analisados por microscopia optica e em aumento de 1000X. O numero de
neutréfilos, eosindfilos, mondcitos e linfocitos por yL de sangue foi determinado
multiplicando-se o numero total de leucécitos por uL de sangue pelo percentual de
neutréfilos, eosindfilos, mondcitos e linfocitos quantificados apdés a avaliagédo do

esfregaco sanguineo.

3.10 Dosagem da enzima alanina aminotransferase

Para monitorar o dano hepatico causado pela infecgdo por S. mansoni nos
diferentes grupos, a enzima alanina aminotransferase (ALT) foi quantificada no soro
dos camundongos C57BL/6. Para a dosagem da enzima, utilizou-se o kit comercial

Transaminase TGP (Bioclin), seguindo as recomendagdes do fabricante.
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Resumidamente, em tubo tipo Falcon de 15 mL, foi adicionado o substrato da ALT e
incubado a 37° por 3 minutos. Em seguida foi adicionada a amostra e a solug¢ao foi
homogeneizada e incubada a 37° por 30 minutos. Decorrido o tempo de incubacao,
foi adicionado o reagente de cor e a solugdo homogeneizada e mantida em
temperatura ambiente por 20 minutos. A reacéo catalisada pela ALT foi interrompida
pela adigdo de hidroxido de sodio 0,4N. Posteriormente, a absorbancia foi
determinada em espectrofotdbmetro (SPECTRA MAX M5, Molecular Devices),
utilizando o comprimento de onda de 505 nm Para determinagdo da concentragao
de ALT no soro, paralelamente, foi feita uma curva padrao contendo 150 U/mL, 97

U/mL, 57 U/mL, 28 U/mL e 0 U/mL de alanina aminotransferase.

3.11 Determinacao da carga parasitaria

A carga parasitaria dos grupos infectados foi determinada pela contagem dos
vermes adultos recuperados apds a perfusdo da circulagdo sanguinea com solugao
isotbnica (Pellegrino & Siqueira, 1956). Para sua realizagao, foi feita a exposigao das
visceras e a veia porta foi seccionada, proximo a penetragdo no figado. Com o
auxilio de uma agulha, acoplada a um pipetador automatico, foi injetada solugao
salina 0,85% com heparina (0,016%) na aorta toracica, permitindo assim, a perfuséo
das veias mesentéricas e a recuperagdao dos vermes adultos existentes. Os
parasitos foram coletados em copos de 200 mL e lavados com o auxilio de uma
peneira em agua corrente. A seguir, os vermes adultos foram transferidos para

placas de petri contendo agua para contagem com auxilio de uma lupa.

3.12 Analises histopatologicas

Apds a eutanasia dos camundongos foi feita a coleta do bago e figado
utilizando tesoura e pinga estéreis em capela de fluxo laminar. Estes érgaos foram
mantidos em tubos de centrifuga, tipo Falcon de 15 mL contendo formaldeido 4%
(Isofar) em tampéo fosfato pH 7,2 para a fixacdo dos 6rgdos. A seguir, fragmentos
dos orgaos foram obtidos e processados utilizando o processador de tecidos
(modelo PT 05, LUPETEC®, Brasil), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
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Resumidamente, as amostras foram sequencialmente submetidas a dois banhos de
formaldeido a 10%, um banho de etanol a 70%, dois banhos de etanol a 95% , um
banho de etanol a 100%, um banho de acetato de butila, trés banhos de xilol e dois
banhos de parafina aquecida a 65°C, com duragdo de 1 hora por banho.
Posteriormente, os tecidos foram incluidos em blocos de parafina, que foram
seccionados em microtomo (RM2125RT, Leica) para a obtengao de cortes com 4 pm
de espessura. Os cortes foram montados em Iaminas de microscopia e a seguir
desparafinados e rehidratados por meio de lavagem em xilol, por 20 minutos e em
etanol, por 5 minutos, para coloragdo com hematoxilina de Harris e eosina (HE). Os
parametros histopatoldgicos considerados para a andlise do figado e bago
encontram-se na tabela 1. Todas as analises foram efetuadas sob a orientacéo do
Dr. Marcelo Pascoal, médico patologista do Departamento de Patologia, da

Faculdade de Medicina, da Universidade Federal de Minas Gerais.
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Quadro 1: Parametros utilizados para analise histopatologica do figado: Camundongos C57BL/6

infectados com Schistosoma mansoni tratados ou nao com praziquantel e/ou CTM-TA

FIGADO

Variavel

Descrigao

Categorizacao

Estrutura do figado

Totalmente preservada ou normal

Parcialmente alterada

Moderadamente alterada

Muito alterada

Totalmente alterada

Numero adequado (> que 10) de
tratos portais

Nao

Sim

Arquitetura do espaco portal

Totalmente preservado ou normal

Alargados, mas sem septos

)Alargados e com septos incompletos

/Alargados e com septos completos ou pontes ou
coalescente

Cirrose

Infiltrado inflamatério portal

IAusente ou escasso (raras células inflamatérias)

Discreto (média de 100 células nos tratos portais)

Moderado (média de 1.000 células nos tratos portais)

IAcentuado (média de 3.000 células nos tratos portais)

Muito acentuado (média de 5.000 células nos tratos
portais)

Presenca de granuloma portal

Nao

Sim

Quantidade de granulomas

Nenhum

Rara ou escassa (média de 1 granuloma)

Discreta (média de 10 granulomas)

Moderada (média de 20 granulomas)

IAcentuada (média de 40 granulomas)

Muito acentuado (média de 50 granulomas)

Constituicdo dos granulomas

Nenhum granuloma

Somente linfécitos e macrofagos

Linfécitos, macrofagos e eosindfilo

Linfécitos, macréfagos, eosindfilos e plasmaécito

Linfécitos, macréfagos, eosindfilos, plasmacitos e cél.
Gigantes

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

Fase do Granuloma

Exsudativa

Precoce

Avangado

Fibrotico

Atividade inflamatdria periportal

Nenhuma atividade periportal

Extravasamento de linfocitos

Necrose saca-bocado discreta

Necrose saca-bocado moderada

Necrose saca-bocado acentuada

Atividade inflamatoéria parénquima

Nenhuma atividade intralobular

IAtividade discreta e focal

Necrose focal em varios sitios

Necrose focal e confluente

Necrose focal extensa

Viabilidade dos ovos

Nenhum ovo

Maioria viavel

Maioria inviavel

N =[O WINI~|ORWIN|2|RWIN|2|O| & [WIN|RO|IO|AR|WIN|m|O(=mO| OO |[ARWIN|~|O| B WOIN|2 | OO WIN|=

Tamanho do granuloma

Maior granuloma (ndo exsudativo e/ou ndo coalescente)

mm
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Quadro 2: Parametros utilizados para analise histopatolégica do bago: Camundongos C57BL/6
infectados com Schistosoma mansoni tratados ou nao com praziquantel e/ou CTM-TA

BAGO

Variavel Descrigao Categorizagéo
Totalmente preservada ou normal

Parcialmente alterada

Estrutura do bago Moderadamente alterada

Muito alterada

Totalmente alterada

Imaturo

Discretamente congesta

Moderadamente congesta

IAcentuadamente congesta

Sem alteragdes

Discretamente hiperplasica

Moderadamente hiperplasica

IAcentuadamente hiperplasica

Nenhum granuloma

Rara ou escassa (média de 1 granuloma no bacgo)
Quantidade de granulomas Discreta (média de 10 granulomas no bago)
esplénicos Moderada (média de 20 granulomas no bago)
Acentuada (média de 40 granulomas no bago)
Muito acentuado (média de 50 granulomas no baco)
Nenhum granuloma

Somente linfécitos e macréfagos

Linfocitos, macrofagos e células gigantes
multinucleadas

Linfécitos, macréfagos, cél. gigantes e eosindfilos
Linfécitos, macréfagos, cél. Gigantes, eosindfilos e
plasmdécitos

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

Viabilidade dos ovos Maioria viavel

Maioria inviavel

Polpa Vermelha

Polpa Branca

Constituicdo dos granulomas

N|=|o|lo| & [W| N [2OCO[BRWINI=2O|RWIN|I=|RWIN|([~OBRWIN|=

3.13 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas empregando-se o software Prism 5.0
(Graphpad, La Jolla, California USA) e VassarStats: Website for Statistical

Computation disponivel em http://vassarstats.net/. Para as variaveis quantitativas,

para comparagao entre dois grupos independentes com distribuigdo normal foi
utilizado o teste t ndo pareado e para aqueles que nao apresentaram distribuigcao
normal foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para comparagao entre mais do que
dois grupos com distribuicdo normal foi utilizado o ANOVA seguido do teste de
Tukey e para aqueles que nao apresentaram distribuigdo normal foi empregado o
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Para as variaveis qualitativas foi utilizado o

teste exato de Fisher. As diferengcas entre as variaveis foram consideradas
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significativas quando a probabilidade bi-caudal da sua ocorréncia devido ao acaso
(erro tipo ) foi menor que 5% (P<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Cultura e expansao das CTM-TA

A cultura de CTMs foi feita a partir do tecido adiposo inguinal de camundongos
C57BL/6, como descrito em metodologia. Apds a extragdo, foram feitas trocas
sucessivas do meio de cultura por trés passagens para a remogao das células nao
aderentes, permitindo a prevaléncia e expansao de células fusiformes semelhantes

a fibroblastos, aderentes a superficie plastica e que formaram col6nias (Figura 8).

Figura 8. Cultura de CTM-TA derivadas do tecido adiposo apresentando morfologia
semelhante a fibroblasto com formacéo de colénias. Imagem obtida por microscopia 6ptica
nos aumentos de 10X e 35X.

4.2 Caracterizacao fenotipica das CTM-TA

A cultura de CTM a partir do tecido adiposo inguinal de camundongos C57BL-
6 foi caracterizada fenotipicamente por meio da avaliagdo da expressao das
moléculas CD29, CD34, CD44, CD45 e CD71. As células apresentaram mais de
80% de expressdo das moléculas CD29 (100%), CD44 (87,3%) e CD71 (96,9%),
que sao caracteristicas das CTMs (Figuras 9E a 9G). Em contrapartida, menos de
2% dos marcadores de células-tronco hematopoiéticas CD45 (1,82%) e CD34
(1,11%) foram expressos na populagado das células cultivadas (Figuras 9C a 9D),

confirmando que as células isoladas a partir do tecido adiposo inguinal eram CTMs.
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Figura 9. Analise fenotipica das CTM-TA por citometria de fluxo. Em A, gréafico de
densidade contendo a sele¢cdo da populagdo com base em seu tamanho (FSC-A) e
granulosidade (SSC-A). Em B, histograma das células ndo marcadas. Em C e D:
Histogramas das células marcadas com anti-CD45 e anti-CD34, marcadores caracteristicos
de células-tronco hematopoiéticas. Em E, F e G, histogramas das células marcadas com
anti-CD29, anti-CD44 e anti-CD71, marcadores caracteristicos de CTMs.

4.3 Caracterizacao funcional das CTM-TA

Além da caracterizagdo fenotipica por meio da expressdo de alguns
marcadores como relatado no tépico anterior, as CTM-TA foram caracterizadas
funcionalmente por meio de indugdo de sua diferenciagdo em osteoblasto e

adipacito.
4.3.1 Diferenciagcao osteogénica

Como indutores da diferenciagao osteogénica, foram utilizados Eeio DMEM
10% SFB acrescido de dexametasona, acido ascoérbico e B-glicerofosfato, as CTMs
foram cultivadas por sete, quatorze e vinte e um dias. A primeiras mudangas
decorrentes da diferenciacdo observada aos sete dias de indugédo osteogénica foi
que a morfologia fusiforme apresentada pelas CTM-TA foi gradativamente
substituida por células com formato cuboide. Aos quatorze e vinte e um dias além do

formato cuboide apresentados pelas células foi possivel observar o agrupamento



destas células formando coldnias que secretavam uma matriz de coloragdo marrom.
Apos a coloragdo de Von Kossa, foram observadas estruturas arredondadas e
negras, conhecidas como nddulos 6sseos ou de mineralizagdo. A medida em que o
tempo de diferenciacdo progrediu, houve aumento do numero de nddulos de

mineralizagdo, bem como do seu tamanho (Figura 10).

Figura 10. Diferenciagao osteogénica. Coloracdo pelo método de Von Kossa
evidenciando nédulos de mineralizagdo apés diferenciagdo das CTMs derivadas do tecido
adiposo (CTM-TA) em osteoblastos. Em A: cultura de CTM-TA em meio DMEM. Em B:
CTM-TA apés 7 dias de cultura em meio de diferenciagao osteogénica. Em C: CTM-TA apéds
14 dias de cultura em meio de diferenciagdo osteogénica. Em D: CTM-TA apés 21 dias de
cultura em meio de diferenciacdo osteogénica. Em negro, observam-se os ndédulos de
mineralizagdo. Imagem obtida por microscopia 6ptica e em aumento de 10X.

4.3.2 Diferenciacao adipogénica

Como indutores da diferenciacdo adipogénica, foi utilizado meio DMEM 10%
SFB acrescido de dexametasona, indometacina, insulina e isobutil-metilxantina. As

primeiras mudangas decorrentes da diferenciacédo foram observadas aos sete dias,
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quando a morfologia fusiforme apresentada pelas CTM-TA foi gradativamente
substituida por células com formato arredondado e a presengca de pequenas
goticulas presentes no citoplasma destas células. Aos quatorze e vinte e um dias foi
possivel observar um aumento no volume das células e do numero de goticulas
presentes em seu citoplasma. Apos coloracdo com Oil Red, foram observadas varias
estruturas intracitoplasmaticas redondas e avermelhadas, que representavam
goticulas lipidicas acumuladas no citoplasma das CTM-TA que se diferenciaram em

adipocitos (Figura 11).

Figura 11. Diferenciagdo adipogénica. Coloragcdo com Oil Red evidenciando goticulas
lipidicas no citoplasma das células-tronco derivadas do tecido adiposo (CTM-TA) que se
diferenciaram em adipécitos. Em A: cultura de CTM-TA em meio DMEM. Em B: CTM-TA
apos 7 dias de cultivo em meio de diferenciagao adipogénica. Em C: CTM-TA apos 14 dias
de cultivo em meio de diferenciagdo adipogénica. Em D: CTM-TA apds 21 dias de cultivo em
meio de diferenciagdo adipogénica. Em vermelho, observam-se as goticulas lipidicas.
Imagem obtida por microscopia optica e em aumento de 20X.

4.4 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou praziquantel sobre o peso
corporal de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma mansoni

Doencas infecciosas podem causar oscilacdo do peso corporal. Portanto,
para avaliarmos a influéncia da infecgéo pelo S. mansoni, bem como do tratamento

com CTMs e/ou PZQ sobre o peso corporal de camundongos C57BL/6 infectados
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pelo S. mansoni, mensuramos o peso dos animais ao final de cada tempo de estudo.
No tempo 15 dias, o peso do grupo ndo infectado foi maior do que o do grupo
infectado (P=0,03, teste de Mann-Whitney; figura 11), indicando que a infecgao pelo
S. mansoni ocasionou redugcdo do peso dos animais. Nesse tempo, os grupos
infectados e tratados com PZQ ou com CTMs associada ao PZQ apresentaram peso
superior ao do grupo infectado e nao tratado, e similar ao do grupo nao infectado
(P<0,05, Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn, figura 11), indicando que, aos 15
dias, ambos os tratamentos colaboraram para a manutencdo do peso dos
camundongos infectados pelo S. mansoni. Em contrapartida, no tempo 15 dias, o
peso dos camundongos infectados pelo S. mansoni nao foi afetado pelo tratamento

apenas com CTMs.

Ja, no tempo 30 dias, o peso do grupo nao infectado também foi superior ao
do grupo infectado (P=0,02, teste de Mann-Whitney; figura 11), indicando que os
camundongos infectados pelo S. mansoni continuaram a perder peso com o avango
da infeccao. Nesse tempo, no entanto, nao foi observada influéncia de qualquer
tratamento sobre o peso dos camundongos infectados pelo S. mansoni (P>0,05,

Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn, figura 11).

Diferentemente, no tempo 60 dias, o peso do grupo n&o infectado foi
semelhante ao do grupo infectado (P>0,05, teste de Mann-Whitney; figura 11),
indicando que os camundongos infectados pelo S. mansoni recuperaram o peso
com o progresso da infecgdo. Nesse tempo, também nao foi observada influéncia de
qualquer tratamento sobre o peso dos camundongos infectados pelo S. mansoni
(P>0,05, Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn, figura 12).
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Figura 12: Peso corporal de camundongos C57BL/6 infectados ou ndo pelo
Schistosoma mansoni e tratados ou ndo com CTM-TA e/ou praziquantel. Os dados
estdo apresentados como mediana, quartis e extremos. O grupo nao infectado foi
comparado com o grupo infectado utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Os grupos
infectados foram comparados entre si empregando-se o Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn. (*) P<0,05, (**) P<0,01.

4.5 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou praziquantel sobre o nimero de
hemacias na circulagcao sanguinea de camundongos C57BL/6 infectados pelo
Schistosoma mansoni

Agentes infecciosos podem causar variagdo no numero de hemacias no
sangue. Portanto, para avaliarmos a influéncia da infecgdo pelo S. mansoni, bem
como do tratamento com CTMs e/ou PZQ sobre o nimero de hemacias no sangue
de camundongos C57BL/6 infectados pelo S. mansoni, quantificamos o numero de
hemacias ao final de cada tempo de estudo. Em todos os tempos analisados, o
numero de hemacias no sangue dos camundongos C57BL/6 nao foi afetado pela
infeccdo com S. mansoni (P>0,05, teste de Mann-Whitney, figura 12), e nem pelo
tratamento com PZQ e/ou CTMs (P>0,05, Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn;
figura 13).
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Figura 13: Nimero de hemacias por microlitro de sangue de camundongos C57BL/6
infectados ou nao pelo S. mansoni e tratados ou niao com CTM-TA el/ou praziquantel.
Os dados estao apresentados como mediana, quartis e extremos. O grupo néo infectado foi
comparado com o grupo infectado utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Os grupos
infectados foram comparados entre si empregando-se o Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn.

4.6 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou praziquantel sobre o nimero de
leucécitos na circulagdo sanguinea de camundongos C57BL/6 infectados pelo
Schistosoma mansoni

Agentes infecciosos podem modificar o perfil numérico dos leucécitos na
circulagdo sanguinea. Portanto, para avaliarmos a influéncia da infecgao pelo S.
mansoni, bem como do tratamento com CTMs e/ou PZQ sobre o numero dos
leucédcitos no sangue de camundongos C57BL/6 infectados pelo S. mansoni,
quantificamos linfocitos, mondcitos, neutrdéfilos e eosindfilos ao final de cada tempo
de estudo. No tempo 15 dias, o numero de linfécitos, mondcitos, neutréfilos e
eosinofilos no sangue dos camundongos C57BL/6 n&o foi afetado pela infecgdo com
S. mansoni (P>0,05, teste de Mann-Whitney, figura 14). Além disso, o tratamento
com PZQ e/ou CTMs nao afetou o numero dessas populagdes de leucdcitos no
sangue dos camundongos infectados pelo S. mansoni (P>0,05, Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn; figura 14). Da mesma forma, esses tratamentos n&o

afetaram o numero de hemacias dos camundongos nao infectados.
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Figura 14. Numero de leucécitos por microlitro de sangue de camundongos C57BL/6
infectados ou nao pelo S. mansoni e tratados ou nao com CTM-TA e/lou PZQ, no
tempo de 15 dias. Os dados estdo apresentados como mediana, quartis e extremos. O
grupo nao infectado foi comparado com o grupo infectado utilizando-se o teste de Mann-
Whitney. Os grupos infectados foram comparados entre si empregando-se o Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn.

Ja, no tempo 30 dias, o numero de eosindfilos do grupo infectado foi superior
ao do grupo nao infectado (P=0,01, teste de Mann-Whitney; figura 15), indicando
que, nesse tempo, a infecgao pelo S. mansoni causou eosinofilia nos camundongos
C57BL/6. Em contrapartida, a infeccdo ndo influenciou o numero dos linfocitos,
monaocitos e neutréfilos no sangue dos camundongos C57BL/6 (P>0,05, teste de
Mann-Whitney; figura 15). Além disso, aos 30 dias, o numero de mondcitos do grupo
infectado e tratado com CTMs e do grupo infectado e tratado com CTMs associada
ao PZQ foi superior ao do grupo infectado e nao tratado (P<0,05, Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn, figura 15). Por outro lado, essa populagédo nao foi afetada
pelo tratamento somente com PZQ. Nesse mesmo tempo, o numero dos demais
leucécitos analisados no sangue dos camundongos infectados pelo S. mansoni e
nao infectados néo foi afetado pelo tratamento com CTMs e/ou PZQ (P>0,05,

Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn, figura 15).
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Figura 15. Numero de leucécitos por microlitro de sangue de camundongos C57BL/6
infectados ou nao pelo S. mansoni e tratados ou nao com CTM-TA e/lou PZQ, no
tempo de 30 dias. Os dados estdo apresentados como mediana, quartis e extremos. O
grupo néo infectado foi comparado com o grupo infectado utilizando-se o teste de Mann-
Whitney. Os grupos infectados foram comparados entre si empregando-se o Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn. (*) P<0,05, (**) P<0,01.

No tempo 60 dias, o numero de eosindéfilos (P=0,01, teste de Mann-Whitney;
figura 16) e mondcitos (P=0,02, teste de Mann-Whitney; figura 16) do grupo infectado
foi superior ao do grupo nao infectado, indicando que, nesse tempo, a infeccao
causou eosinofilia e monocitose nos camundongos C57BL/6. Contudo, o numero de
linfécitos e neutrdfilos ndo foi afetado pela infecgdo com S. mansoni (P>0,05; teste
de Mann-Whitney; figura 16). Além disso, no tempo 60 dias, o numero de linfécitos e
mondcitos no sangue dos camundongos infectados pelo S. mansoni foi reduzido
pelo tratamento com CTMs isoladamente ou em associagdo com PZQ (P<0,05,
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn, figura 16), porém nao foi afetado pelo uso
isolado do PZQ. Nesse mesmo tempo, o numero de neutrdfilos e eosindfilos foi
reduzido pelo tratamento com CTMs associada ao PZQ (P<0,005; Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn, figura 16), porém nao foi afetado pelo uso isolado do PZQ
e CTMs. Nos grupos ndo infectados nao observados alteragdo significativa no

numero de leucdcitos, frente aos tratamentos avaliados.
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Figura 16. Numero de leucécitos por microlitro de sangue de camundongos C57BL/6
infectados ou nao pelo S. mansoni e tratados ou ndao com CTM-TA e/ou PZQ, aos 60
dias de tratamento. Os dados estdo apresentados como mediana, quartis e extremos. O
grupo néo infectado foi comparado com o grupo infectado utilizando-se o teste de Mann-
Whitney. Os grupos infectados foram comparados entre si empregando-se o Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn. (*) P<0,05, (**) P<0,01.
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4.7 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre os niveis de alanina
aminotransferase (ALT) no soro de camundongos C57BL/6 infectados pelo
Schistosoma mansoni

Doencas que causam destruicao dos hepatécitos, como as ocasionadas por
agentes infecciosos, podem promover elevagcdo da concentragédo de ALT no soro.
Portanto, para avaliarmos a influéncia da infecgdo pelo S. mansoni, bem como do
tratamento com CTMs e/ou PZQ sobre a concentracdo de ALT no soro de
camundongos C57BL/6 infectados pelo S. mansoni, quantificamos a ALT no soro
dos camundongos ao final de cada tempo de estudo. No tempo 15 dias, a infecgao
pelo S. mansoni ocasionou elevacdo da concentragcdo de ALT no soro dos
camundongos C57BL/6 (P<0,0001, teste t ndo pareado; figura 17). Nesse tempo, a
concentragcdo de ALT no soro do grupo infectado e tratado com CTMs associada
com PZQ foi inferior a do grupo infectado e n&o tratado e similar a do grupo néo
infectado (P<0,05, Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn; figura 17), indicando



62

que, aos 15 dias, o tratamento associado restabeleceu a concentragdo de ALT no
soro dos camundongos infectados pelo S. mansoni, um efeito que nao foi observado

com os demais tratamentos.

Nos tempos 30 e 60 dias, a concentracdo de ALT no soro do grupo nao
infectado também foi inferior a do grupo infectado (P<0,0001, teste t ndo pareado;
figura 17), indicando que o nivel de ALT no soro dos camundongos infectados pelo
S. mansoni permaneceu elevado. Entretanto, em ambos os tempos, o nivel de ALT
no soro dos camundongos infectados pelo S. mansoni nao foram alterados pelos

diferentes tratamentos analisados.
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Figura 17. Concentragdo da enzima alanina aminotransferase por mL de soro de
camundongos C57BL/6 infectados ou nao pelo S. mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou
CTM-TA derivadas do tecido adiposo. Os dados estdo apresentados como mediana, quartis
e extremos. O grupo nao infectado foi comparado com o grupo XTO utilizando-se o teste t
nao pareado. Os grupos infectados foram comparados entre si empregando-se 0 ANOVA
seguido do teste de Tukey ou o Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. (*) P<0,05, (****)
P<0,0001.
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4.8 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a carga parasitaria
de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma mansoni

Para avaliarmos a influéncia do tratamento com CTMs e/ou PZQ sobre a
carga parasitaria de camundongos C57BL/6 infectados pelo S. mansoni,
quantificamos o numero de vermes obtidos pela perfusdo das veias mesentéricas ao
final de cada tempo de estudo. Em todos os tempos analisados, o numero de
vermes recuperados do grupo infectado e nao tratado foi superior ao numero de
vermes recuperados do grupo infectado e tratado com PZQ e com CTMs associada
com PZQ, porém a diferenga somente foi estatisticamente significativa aos 15 e 60
dias (P<0,05, Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn; figura 18). Além disso, o
numero de vermes recuperados do grupo infectado e nao tratado foi semelhante ao
do grupo infectado e tratado com CTMs isoladamente (P>0,05, Kruskal-Wallis

seguido do teste de Dunn; figura 18).
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Figura 18. Numero de vermes recuperados pela perfusdo das veias mesentéricas de
camundongos C57BL/6 infectados pelo S. mansoni e tratados ou nao com PZQ e/ou CTM-
TA. Os dados estdo apresentados como mediana, quartis e extremos. Os grupos foram
comparados entre si empregando-se o Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. (*) P<0,05.



4.9 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a morfologia do
figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma mansoni

4.9.1 Influéncia do tratamento com CTMs e/ou PZQ sobre a arquitetura do
figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma mansoni

O figado é constituido de diversos I6bulos hepaticos, que sdo unidos por uma
massa de tecido conjuntivo, onde se encontram os espacos porta. Essa estrutura
pode ser destruida por infec¢cdo por agentes hepatotrdpicos, como o S. mansoni.
Portanto, para avaliamos a influéncia do tratamento com PZQ associado ou ndo a
CTMs sobre a estrutura do figado, analisamos a arquitetura hepatica no final de

cada tempo de estudo.

No tempo 15 dias, 71,4% e 80% dos animais dos grupos tratados com PZQ e
com CTMs associada ao PZQ, respectivamente, apresentaram alteragao leve da
arquitetura hepatica. Ja os grupos néao tratados e tratados com somente CTMs
apresentaram 100% de alteragdo acentuada da arquitetura hepatica (P<0,05, teste
exato de Fisher; tabela 1). Esses resultados evidenciam que o tratamento com PZQ

sozinho ou em associagao com CTMs preservou a arquitetura hepatica.

Nos tempos 30 e 60 dias, ndo foram observadas diferengas significativas na
arquitetura hepatica entre os grupos, ja que, em todos, com excegdo do grupo
tratado com PZQ, 100% ou a maioria dos camundongos apresentaram alteragao

acentuada da arquitetura hepatica.

Os grupos de camundongos nao infectados apresentaram 100% da
arquitetura hepatica normal apés o tratamento com PZQ, CTM ou associados, em

todos os tempos avaliados.



65

Tabela 1. Arquitetura hepatica de camundongos C57BL/6 infectados pelo S. mansoni e
tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA

Grupos de estudo

Arquitetura hepatica
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQI/CTM

(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Normal 0 0 0 0
Alteracao 0 0 5 4
parcial (71,4%) (80%)
)
S Alteragao 0 0 2 1
77} moderada (28,6%) (20%)
Alteracao 5 4 0 0
extrema (100%) (100%)
P=0,001, XTO vs XTO+PZQ; P=0,003, XTO vs XTO+PZQ/CTM
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQI/CTM
(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
Normal 0 0 0 0
Alteracao 0 0 2 0
parcial (33,3%)
")
2 Alteragao 0 0 2 1
S moderada (33,3%) (14,3%)
Alteracao 3 4 2 6
extrema (100%) (100%) (33,3%) (85,7%)
Nao foram observadas diferencas entre os grupos
XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM
(n=8) (n=3) (n=6) (n=7)
Normal 0 0 0 0
Alteracao 0 0 0 0
parcial
S
5 Alteracao 0 0 0 3
S moderada (42,9%)
Alteracéao 8 3 6 4
extrema (100%) (100%) (100%) (57,1%)

Nao foram observadas diferencas entre os grupos
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4.9.2 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre o niumero de tratos
portais no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma

mansoni

O figado contém numerosos espagos porta, que podem ser destruidos
durante a infec¢ao pelo S. mansoni. Assim, quantificamos o numero de tratos portais
nos diferentes grupos de estudo. Em todos os tempos e tratamentos, ndo foram
observadas diferengas no numero de tratos portais entre os grupos nao infectados e
infectados, ja que em todos 100% dos animais apresentaram numero de tratos
portais superior a 10 por amostra em objetiva de 10X (tabela 2).

Tabela 2. Numero de tratos portais no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo S.
mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTMs derivadas do tecido adiposo

N° Adequado de Grupos de estudo
Tratos portais (>10) XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM
(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Sim 5 4 7 5
.g (100%) (100%) (100%) (100%)
S
2 Nio 0 0 0 0

XTO XTO+CTM  XTO+PZQ XTO+PZQI/CTM

(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
o Sim 3 4 6 7
© (100%) (100%) (100%) (100%)
T
a3 Nio 0 0 0 0
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQI/CTM
(n=8) (n=3) (n=6) (n=7)
m Sim 8 3 6 7
8 (100%) (100%) (100%) (100%)
g Nio 0 0 0 0
0

4.9.3 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a arquitetura do
espago portal no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo
Schistosoma mansoni

O espaco porta hepatico € uma massa de tecido conjuntivo contido entre os
I6bulos hepaticos que alberga vasos, ductos e nervos biliares. O figado contém

numerosas dessas estruturas que durante a resposta contra agentes infecciosos,
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como o S. mansoni, podem se tornar progressivamente infiltrados com células
inflamatdrias, o que pode causar seu alargamento, deformagdo e/ou destruigao.
Portanto, para avaliarmos a influéncia da infeccdo pelo S. mansoni, bem como do
tratamento com CTMs e/ou PZQ sobre a arquitetura do espago porta hepatico,
analisamos os cortes histoldgicos, de acordo com os critérios apresentados na figura
14. No tempo 15 dias, a arquitetura do espago portal dos grupos XTO tratados com
PZQ ou CTMs associadas com PZQ estava mais preservada, com 85,7% e 100%
dos animais, respectivamente, apresentando espaco portal alargado e com septos
incompletos, do que a dos grupos XTO nao tratados ou tratados somente com
CTMs, que teve 100% dos animais apresentando espago portal alargado e com
septos coalescentes (P<0,05, teste exato de Fisher; tabela 3).

Nos tempos 30 e 60 dias, ndo foram observadas diferengas na arquitetura do
espaco portal entre os grupos, ja que em todos, com excegdo do grupo tratado com
PZQ, 100% ou a maioria dos camundongos apresentaram espaco portal alargado e
com septos coalescentes. Os animais dos grupos NI apresentaram o espago portal

totalmente preservado ou normal, em todos os tempos e tratamentos avaliados.

Legenda:

0 Veia porta hepética

[ ) = - .
@ Ducto Biliar w2 Celulas dosistema imune
. Artéria hepatica Necrose

Figura 19. Esquema dos critérios utilizados para avaliagdo da arquitetura do espaco porta.
1: Trato portal totalmente preservado ou normal; 2: Trato portal alargado, mas sem septos;
3: Trato portal alargado e com septos incompletos; 4: Trato portal alargados e com septos
completos ou pontes ou coalescente; 5: Cirrose.
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Tabela 3. Arquitetura do espaco portal no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo
S. mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA (Continua)

15 dias

Arquitetura do

Grupos de estudo

espaco portal

30 dias

60 dias

XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Normal 0 0 0 0
Alargados, 0 0 0 0
mas sem
septos
Alargados e 0 0 6 5
com septos (85,7%) (100%)
incompletos
Alargados e 5 4 1 0
com septos (100%) (100%) (14,3%)
completos ou
pontes ou
coalescente

P=0,007, XTO vs XTO/PZQ; P=0,003, XTO vs XTO/PZQ/CTM
P=0,01, XTO/CTM vs XTO/PZQ; P=0,007, XTO/CTM vs XTO/PZQ/CTM

Normal

Alargados,
mas sem
septos

Alargados e
com septos
incompletos

Alargados e
com septos

completos ou

pontes ou
coalescente

Normal

Alargados,
mas sem
septos

XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/ICTM
(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)

0 0 0 0

0 0 0 0

0 0 3 1

(50%) (14,3%)
3 4 3 6

(100%) (100%) (50%) (85,7%)

Nao foram observadas diferencas entre os grupos

XTO XTO+CTM  XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM
(n=8) (n=3) (n=6) (n=7)

0 0 0 0

0 0 0 0
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Tabela 3. Arquitetura do espaco portal no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo
S. mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTMs (Continuagao)

XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=8) (n=3) (n=6) (n=7)
Alargados e 0 0 0 3
com septos (42,9%)
» incompletos
©
2 Alargados e 8 3 6 4
© com septos (100%) (100%) (100%) (57,1%)
completos ou
pontes ou
coalescente

Nao foram observadas diferencas entre os grupos

(Concluséo).

4.9.4 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre quantidade de
infiltrado inflamatério portal no figado de camundongos C57BL/6 infectados
pelo Schistosoma mansoni

Pelo fato da infecgdo com S. mansoni estimular a migragdo de numerosas
células para o espaco porta hepatico, analisamos a quantidade de infiltrado
inflamatério portal, avaliando o grau mais elevado do infiltrado de células do sistema
imune por amostra. No tempo 15 dias, a quantidade do infiltrado inflamatério portal
dos grupos tratados com PZQ ou CTMs associadas com PZQ foi menor do que a
dos grupos nao tratado e tratado com CTMs, ja que, respectivamente, nos grupos
tratados com PZQ ou com CTMs associadas com PZQ, 0,0% e 40% dos
camundongos apresentaram infiltrado inflamatoério portal moderado e 28,6% e 0,0%
infiltrado inflamatdrio portal acentuado, enquanto que, 100% dos animais dos grupos
nao tratado ou tratado com CTMs apresentaram infiltrado inflamatério portal
acentuado (P<0,05, teste exato de Fisher; tabela 4). Nos tempos 30 e 60 dias, n&o
foram observadas diferencas na quantidade do infiltrado inflamatério entre os
grupos, ja que em todos, com exceg¢do do grupo tratado com PZQ, 100% ou a

maioria dos camundongos apresentaram infiltrado inflamatério portal acentuado.

Os animais nao infectados nao apresentaram infiltrado inflamatério portal apés

os tratamentos com PZQ, CTM ou associado, em todos os tempos analisados.
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Tabela 4: Quantidade de infiltrado inflamatdrio portal no figado de camundongos C57BL/6
infectados pelo S. mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA

Infiltrado Inflamatério Grupos de estudo
Portal XTO XTO+CTM  XTO+PZQ XTO+PZQICTM
(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Ausente 0 0 0 0
Discreto 0 0 0 2
(40%)
,3 Moderado 0 0 5 3
S (71,4%) (60%)
Acentuado 5 4 2 0
(100%) (100%) (28,6%)

P=0,02, XTO vs XTO/PZQ; P=0,003, XTO vs XTO/PZQ/CTM;
P=0,007, XTO/CTM vs XTO/PZQ/CTM

XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM

(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
Ausente 0 0 0 0
Discreto 0 0 0 0
a Moderado 0 0 4 1
T (66,7%) (14,3%)
o
® Acentuado 3 4 2 6
(100%) (100%) (33,3%) (85,7%)
Nao foram observadas diferengas entre os grupos
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQICTM
(n=8) (n=3) (n=6) (n=7)
Ausente 0 0 0 0
Discreto 0 0 0 0
®
5 Moderado 0 0 0 3
3 (42,9%)
Acentuado 8 3 6 4
(100%) (100%) (100%) (57,1%)

Nao foram observadas diferencas entre os grupos




71

4.9.5 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a presenca de
granulomas portais no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo
Schistosoma mansoni

Pelo fato dos granulomas estarem envolvidos na patogénese e resposta
inflamatéria na esquistossomose, quantificamos o percentual de animais
apresentando granulomas portais. Em todos os tempos, 100% ou a maioria dos
camundongos infectados de todos os grupos apresentaram granulomas portais no
figado (tabela 5). Os animais que nao apresentaram granulomas ou qualquer
evidéncia de infecgcado por S. mansoni, como a presenca de vermes adultos foram
excluidos de todas as analises para nao interferirem negativamente nos resultados

obtidos.

Tabela 5: Presenca de granulomas portais no figado de camundongos C57BL/6 infectados
pelo S. mansoni e tratados ou nao com PZQ e/ou CTM-TA

Presenca de Grupos de estudo
Granuloma Portal XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQI/CTM

(n=5) (n=4) (n=7) (n=7)

" Sim 5 4 7 5

% (100%) (100%) (100%) (71,4%)

") Nao 0 0 0 2

= (28,6%)
XTO XTO+CTM  XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM
(n=4) (n=4) (n=7) (n=8)

" Sim 3 4 6 7

._g (75%) (100%) (85,7%) (87,5%)

= Nao 1 0 1 1
(25%) (14,3%) (14,5%)
XTO XTO+CTM  XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=8) (n=5) (n=6) (n=8)

" Sim 8 3 6 7

8 (100%) (60%) (100%) (87,5%)

p Nio 0 2 0 1

© (40%) (12,5%)
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4.9.6 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a quantidade de
granulomas no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma
mansoni

Como o numero de granulomas se relaciona com a intensidade do dano
hepatico na esquistossomose mansoni, quantificamos os granulomas no figado,
analisando o numero maximo de granulomas por amostra. Em todos os tempos
avaliados, 100% ou a maioria dos camundongos infectados de todos os grupos
apresentaram quantidade muito acentuada de granulomas no figado (tabela 6).
Porém, apos 15 dias do tratamento com PZQ associado a CTMs houve redugao nao
significativa da quantidade de granulomas para o grau acentuado em 40% dos
animais. Uma vez que o grupo nao infectado ndo desenvolveu granulomas, esse

parametro nao foi avaliado no mesmo.
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Tabela 6: Quantidade de granulomas no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo
S. mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA

Quantidade de Grupos de estudo
Granulomas XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Discreto 0 0 0 0
Moderado 0 0 0 0
-4 Acentuado 0 0 0 2
T (40%)
[T
- Muito 5 4 7 3
Acentuado (100%) (100%) (100%) (60%)
Nao foram observadas diferencas entre os grupos
XTO XTO+CTM  XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
Discreto 0 0 1 0
(16,7%)
@ Moderado 0 0 0 0
T Acentuado 0 0 0 0
o
N Muito 3 4 5 7
Acentuado (100%) (100%) (83,3%) (100%)
Nao foram observadas diferencas entre os grupos
XTO XTO+CTM  XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=8) (n=3) (n=6) (n=7)
Discreto 0 0 0 0
m Moderado 0 0 0 0
% Acentuado 0 0 0 0
o
© Muito 8 3 6 7
Acentuado (100%) (100%) (100%) (100%)

Nao foram observadas diferencas entre os grupos

4.9.7 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a constituicao dos
granulomas no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma
mansoni

Como os tipos de células que compdem os granulomas estéo relacionadas a
patogénese da esquistossomose, analisamos a constituigio dos granulomas no
figado. No tempo 15 dias, o grupos tratados com CTMs associadas ao PZQ
apresentou menor heterogeineidade na constituigdo dos granulomas quando 60%
dos camundongos tiveram granulomas constituidos de linfocitos, mondcitos,
plasmécitos e eosindfilos. Cerca de 71,4% dos animais tratados com PZQ

apresentaram granulomas constituidos de linfécitos, mondcitos, plasmacitos,
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eosindfilos e células gigantes. A complexidade dos granulomas foi maior nos grupos
infectados ndo tratados ou tratados somente com CTM. (P<0,05, teste exato de
Fisher; tabela 7), um efeito que nao foi observado nos demais tempos analisados.

Mesmo que néo significativos, os resultados apds 30 dias dos tratamentos
mostraram que o unico grupo que apresentou granulomas com menor complexidade
foi o tratado com PZQ. Os demais apresentaram 71,4% de camundongos com
granulomas formados por linfocitos, macrofagos, eosindfilos, plasmaécitos e células
gigantes, quando tratados com PZQ e CTM, e 75% dos camundongos com
granulomas contendo linfécitos, macréfagos, eosindfilos, plasmécitos, células
gigantes e neutrdfilos, quando tratados com CTM. Apds 60 dias dos tratamentos, os
grupos XTO, XTO/CTM e XTO/PZQ tiveram a maior parte dos camundongos com
granulomas complexos, contendo todas as células analisadas. Somente o
tratamento associado (XTO/PZQ/CTM) foi capaz de manter 57,1% dos
camundongos com granulomas contendo linfocitos, macrofagos, eosindfilos,
plasmécitos e células gigantes.

A anadlise da constituicdo dos granulomas ndo foi feita nos grupos néo

infectados porque os mesmos n&o apresentaram esta reagao.
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Tabela 7: Constituicdo dos granulomas no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo
S. mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA

15 dias

Constituicao dos Granulomas Grupos de estudo
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Linfécito, Macrofago 0 0 0 0
e Eosindfilo
Linfécito, Macréfago, 0 0 2 3
Eosinodfilo e (28,6%) (60%)
Plasmaécito
Linfécito, Macroéfago, 0 1 5 1
Eosindfilo, (25%) (71,4%) (20%)
Plasmdcito e Células
Gigantes
Linfécito, Macroéfago, 5 3 0 1
Eosindfilo, (100%) (75%) (20%)

30 dias

60 dias

Plasmdcito, Células
Gigantes e Neutrdfilo

P=0,001, XTO vs XTO/PZQ; P=0,02, XTO vs XTO/PZQ/CTM;
P=0,03, XTO/CTM vs XTO/PZQ

XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM

(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
Linfécito, Macréfago 0 0 0 0
e Eosindfilo
Linfécito, Macréfago, 0 0 2 0
Eosindfilo e (33,3%)
Plasmoacito
Linfécito, Macroéfago, 0 1 3 5
Eosindfilo, (25%) (50%) (71,4%)
Plasmdcito e Células
Gigantes
Linfécito, Macroéfago, 3 3 1 2
Eosindfilo, 100% (75%) (16,7%) (28,6%)

Plasmdcito, Células
Gigantes e Neutrdfilo

N&o foram observadas diferencas entre os grupos
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM

(n=8) (n=3) (n=6) (n=7)
Linfécito, Macrofago 0 0 0 0
e Eosindfilo
Linfécito, Macroéfago, 0 0 0 0
Eosindfilo e
Plasmocito
Linfécito, Macroéfago, 2 0 2 4
Eosindfilo, (25%) (33,3%) (57,1%)
Plasmécito e Células
Gigantes
Linfécito, Macroéfago, 6 3 4 3
Eosindfilo, (75%) (100%) (67,7%) (42,9%)

Plasmoécito, Células
Gigantes e Neutrdfilo

N&o foram observadas diferencas entre os grupos
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4.9.8 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a fase dos
granulomas no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma
mansoni

O granuloma esquistossomoético pode conter diferentes tipos de leucdcitos,
além de quantidade variada de tecido conjuntivo, dependendo da fase de
desenvolvimento. Na fase exsudativa, os granulomas apresentam células
mononucleares, neutrofilos e eosinodfilos ao redor do ovo recém-depositado, além de
areas de destruigao tecidual. Na fase precoce, os granulomas passam a apresentar
histiécitos e células epitelidides, além de fibrécitos que iniciam a deposi¢cao de
colageno. Na fase avangada, o ovo se torna degenerado e fibrécitos e fibras
colagenas se tornam mais proeminentes, enquanto que as células diminuem em
namero. Ja na fase tardia, os granulomas encontram-se com tamanho reduzido e
exibem hialuronizagao das fibras colagenas e o ovo se encontra desintegrado. Os
critérios utilizados para analisar a influéncia do tratamento com CTMs e/ou PZQ
sobre a fase dos granulomas no figado de camundongos infectados pelo S. mansoni

estado representados na figura 20.

No tempo 15 dias, no grupo tratado com PZQ, 28,6% dos camundongos
apresentaram granulomas na fase exsudativa, 57,1% granulomas na fase avancada
e 14,3% na fase fibrética, enquanto que no grupo ndo tratado, 100% dos
camundongos apresentaram granulomas na fase exsudativa (P<0,01, teste exato de
Fisher, tabela 8). Ja aos 30 dias, no grupo tratado com CTMs, 57,1% dos
camundongos apresentaram granulomas na fase exsudativa e 42,9% na fase
precoce, enquanto que no grupo nao tratado 66,7% apresentaram granulomas na

fase precoce e 33,3% na fase avangada (P<0,05, teste exato de Fisher, tabela 8).

No tempo 60 dias, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos estudados. Os grupos de camundongos nao infectados nao apresentaram

essa analise uma vez que ndo desenvolveram granulomas.
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Legenda: .
\ Ovo de S. mansoni ’?:!: Eosindfilo @Fibras colagenas
(| Macréfagos @» plasmacita
°® Linfocitos @ Célula gigante

Figura 20. Esquema dos critérios utilizados para avaliagdo das diferentes fases do
granuloma. Em 1: Granuloma exsudativo, tamanho maior e grande numero de células
inflamatérias. 2: Granuloma precoce, tamanho menor que o exsudativo e apresenta diversos
tipos de células inflamatérias em sua constituicdo. 3: Granuloma avancado, apresenta
diminuicdo do tamanho, numero e tipos de células inflamatdrias; nesta fase, inicia-se a
deposicéo de fibras colagenas. 4: Granuloma fibrético, tamanho e numero de células
inflamatérias reduzidos; aumento na deposigao de fibras colagenas.
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Tabela 8: Fase dos granulomas presentes no figado de camundongos C57BL/6 infectados
pelo S. mansoni e tratados ou nao com PZQ e/ou CTM-TA

Fase do Granuloma

15 dias

30 dias

60 dias

Grupos de estudo
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQI/CTM

(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Exsudativo 0 2 2

(50%) (28,6%) 0

Precoce 5 2 0 2
(100%) (50%) (40%)

Avancgado 0 0 4 2
(57,1%) (40%)

Fibrético 0 0 1 1
(14,3%) (20%)

P=0,001, XTO vs XTO/PZQ
XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM

(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
Exsudativo 2 2 4
(50%) (33%) (57,1%)
Precoce 2 2 3 0
(66,7%) (50%) (50%)
Avancado 1 0 1 3
(33,3%) (16,7%) (42,9%)
Fibrético 0 0 0 0
P=0,03, XTO vs XTO/PZQ/CTM
XTO XTO+CTM XTO+PzZQ XTO+PZQICTM
(n=8) (n=3) (n=6) (n=7)
Exsudativo 1 2 1 4
(12,5%) (66,7%) (16,7%) (57,1%)
Precoce 1 1 3 0
(12,5%) (33,3%) (50%)
Avancado 6 0 2 3
(75%) (33,3%) (42,9%)
Fibrético 0 0 0 0

Nao foram observadas diferengas entre os grupos
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4.9.9 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre o tamanho dos
granulomas no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma
mansoni

Pelo fato do tamanho do granuloma esquistossomoético se relacionar com a
reatividade do hospedeiro contra os ovos do parasito, quantificamos o tamanho dos
granulomas nos diferentes grupos de estudo, analisando o maior granuloma nao
exsudativo e/ou nao coalescente por amostra. No tempo 15 dias, o tamanho médio
dos granulomas dos grupos nao tratado (2,8 mm) e tratado com CTMs (3,3 mm) foi
superior somente ao do grupo tratado com CTMs associada ao PZQ (1,3 mm)
(P<0,05, Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn, figura 21A). Este dado é muito
interessante porque indica que nesse periodo o tratamento associado reduziu o
tamanho dos granulomas dos camundongos infectados pelo S. mansoni. Nesse
tempo, no entanto, ndo foi observada influéncia dos demais tratamentos sobre o
tamanho médio dos granulomas (P<0,05, Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn,
figura 21A). Além disso, aos 30 e 60 dias, ndo houve diferencas no tamanho médio
dos granulomas entre os grupos estudados. Imagens representativas dos
granulomas de camundongos de diferentes grupos de tratamento, no tempo 15 dias,

encontram-se na figura 21B.
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Figura 21. Tamanho dos granulomas no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo
S. mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA. Em A: Tamanho dos granulomas em
micrometros. Os dados estdo apresentados como mediana, quartis e extremos. Os grupos
infectados foram comparados entre si empregando-se o Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn. (*) P<0,05, (**) P<0,01. Imagens representativas do tamanho dos granulomas dos
diferentes grupos de tratamento, no tempo 15 dias. Em B: Grupo XTO. Em C: Grupo
XTO/CTM. Em D: XTO/PZQ. Em E: Grupo XTO/PZQ/CTM. Coloragdo com hematoxilina e
eosina. Imagens obtidas por microscopia 6ptica e em aumento de 20 X.
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4.9.10 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a atividade
inflamatéria periportal no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo
Schistosoma mansoni

Pelo fato da infeccdo pelo S. mansoni induzir inflamagdo nas regides
préximas ao espago porta, quantificamos a atividade inflamatoria periportal,
analisando o maior grau de inflamagédo por amostra. No tempo 15 dias, os grupos
tratados com PZQ e CTMs associadas ao PZQ apresentaram menor atividade
inflamatdria periportal do que os grupos nao tratados e tratados com CTMs. (P<0,05,
teste exato de Fisher, tabela 9, Figura 21). Nos tempos 30 e 60 dias, ndo houveram
diferengas significativas entre os grupos estudados, ja que em todos os grupos ou a

maioria apresentaram necrose saca-bocado discreta.

Os camundongos né&o infectados n&o apresentaram nenhuma atividade
inflamatéria periportal antes e apds os tratamentos recebidos com PZQ, CTM ou

associados.

Figura 22. Atividade inflamatdria periportal (contornado em azul) no figado de camundongos
C57BL/6 infectados pelo S. mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA. Imagens
representativas do infiltrado inflamatério portal, no tempo 15 dias. Em A: Grupo XTO. Em B:
Grupo XTO/CTM. Em C: XTO/PZQ. Em D: Grupo XTO/PZQ/CTM. Coloragdo com
hematoxilina e eosina. Imagens obtidas por microscopia 6ptica e em aumento de 20X.
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Tabela 9. Atividade inflamatéria periportal no figado de camundongos C57BL/6 infectados
pelo S. mansoni e tratados ou nao com PZQ e/ou CTM-TA

Grupos de estudo

Atividade Inflamatoria
Periportal XTO XTO+CTM XTO+PzZQ XTO+PZQICTM
(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Nenhuma 0 0 0
atividade
periportal
Extravasamento 0 0 0 1
de linfécitos (20%)
Necrose saca- 0 0 5 4
) bocado discreta (71,4%) (80%)
:": Necrose saca- 5 4 2 0
- bocado (100%) (100%) (28,6%)
moderada
Necrose saca- 0 0 0 0
bocado
Acetuada
P=0,02, XTO vs XTO/PZQ; P=0,003, XTO vs XTO/PZQ/CTM;
P=0,007, XTO/CTM vs XTO/PZQ/CTM
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQICTM
(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
Nenhuma 0 0 0 0
atividade
periportal
Extravasamento 0 0 3 1
@ de linfocitos (50%) (14,3%)
S Necrose saca- 3 4 3 6
= bocado discreta (100%) (100%) (50%) (85,7%)
Necrose saca- 0 0 0 0
bocado
moderada

60 dias

Nao foram observadas diferencas entre os grupos
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM

(n=8) (n=3) (n=6) (n=7)
Nenhuma 0 0 0 2
atividade (28,6%)
periportal
Extravasamento 0 0 0 0
de linfocitos
Necrose saca- 8 3 6 5
bocado discreta (100%) (100%) (100%) (71,4%)
Necrose saca- 0 0 0 0
bocado
moderada

Nao foram observadas diferengas entre os grupos
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4.9.11 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a atividade
inflamatéria no parénquima do figado de camundongos C57BL/6 infectados
pelo Schistosoma mansoni

Como a atividade inflamatdria na infecgao pelo S. mansoni pode avangar pelo
I6bulo hepatico, quantificamos a atividade inflamatdria no parénquima, analisando o
maior grau de inflamagdo por amostra. No tempo 15 dias, os grupos tratados com
PZQ ou CTMs associadas ao PZQ apresentaram 71,4% e 60% dos camundongos,
respectivamente, com menor atividade inflamatéria no parénquima (necrose focal
em varios sitios) do que os grupos nao tratados ou tratados com CTMs. (P<0,05,
teste exato de Fisher, tabela 10). Nos tempos 30 e 60 dias, ndo houveram
diferencgas significativas entre os grupos estudados, ja que em todos os grupos, ou a

maioria dos camundongos apresentaram necrose focal e confluente.



Tabela 10. Andlise da atividade inflamatéria no parénquima do figado de camundongos
C57BL/6 infectados pelo S. mansoni e tratados ou ndao com PZQ e/ou CTM-TA

Atividade Inflamatéria Grupos de estudo
no Parénquima XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Atividade 0 0 0 2
discreta e 40%
focal
Necrose focal 0 0 5 3
m em varios (71,4%) 60%
© sitios
3 Necrose focal 5 4 2 0
A e confluente (100%) (100%) (28,6%)

Necrose focal 0 0 0

extensa
P=0,02, XTO vs XTO/PZQ; P=0,003, XTO vs XTO/PZQ/CTM,;
P=0,007, XTO/CTM vs XTO/PZQ/CTM

XTO XTO+CTM  XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM

(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
Atividade 0 0 0 0
discreta e
focal
Necrose focal 0 0 3 1
@ em varios (50%) (14,3%)
5 sitios
3 Necrose focal 3 4 3 6
e confluente (100%) (100%) (50%) (85,7%)
Necrose focal 0 0 0 0
extensa
N&o foram observadas diferencas entre os grupos
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=8) (n=3) (n=6) (n=7)
Atividade 0 0 0 0
discreta e
focal
» Necrose focal 0 0 0 2
2 em varios (28,6%)
o sitios
© Necrose focal 8 3 6 5
e confluente (100%) (100%) (100%) (71,4%)
Necrose focal 0 0 0 0
extensa

Nao foram observadas diferencas entre os grupos
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4.9.12 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a viabilidade dos
ovos no figado de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma
mansoni

Pelo fato dos ovos de S. mansoni perderem a viabilidade a medida em que os
granulomas se desenvolvem, avaliamos a viabilidade dos ovos presentes no figado,
quantificanto os ovos viaveis e inviaveis por amostra. Os ovos foram considerados
viaveis quando continham miracidios com nucleo hipercrémico e inviaveis quando
continham miracidios com nucleos com multiplas areas claras (figura 23). Em todos
os tempos analisados, nos grupos tratados com PZQ somente ou em associagao
com CTMs, a maioria dos camundongos apresentaram granulomas contendo ovos
inviaveis, enquanto que nos grupos nao tratado ou tratado com CTM, 100% dos
camundongos apresentaram granulomas contendo ovos viaveis (P<0,05, teste exato
de Fisher, tabela 11).

Figura 23. Imagens representativas de ovos de S. mansoni com diferentes graus de
viabilidade. Em A: Ovos inviaveis, apresentando poucos nucleos corados com hematoxilina.
Em B: Ovos viaveis, apresentando nucleos hipercrémicos. Coloragdo com hematoxilina e
eosina. Imagens obtidas por microscopia optica e em aumento de 20 X.
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Tabela 11: Viabilidade dos ovos de S. mansoni no figado de camundongos C57BL/6
infectados pelo S. mansoni e tratados ou nao com PZQ e/ou CTM-TA

Viabilidade dos Ovos Grupos de estudo
XTO XTO+CTM  XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM
(n=5) (n=4) (n=7) (n=7)
Maioria 0 0 6 7
Inviavel (85,7%) (100%)
Maioria 5 4 1 0
Viavel (100%) (100%) (14,3%)

15 dias

30 dias

60 Dias

P=0,007, XTO vs XTO/PZQ; P=0,001, XTO vs XTO/PZQ/CTM;
P=0,007, XTO/CTM vs XTO/PZQ; P=0,01, XTO/CTM vs XTO/PZQ/CTM

XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM

(n=4) (n=4) (n=7) (n=8)
Maioria 0 0 6 7
Inviavel (83,3%) (85,7%)
Maioria 4 4 1 1
Viavel (100%) (100%) (16,7%) (14,4%)

P=0,01, XTO vs XTO/PZQ; P=0,01, XTO vs XTO/PZQ/CTM,;
P=0,01, XTO/CTM vs XTO/PZQ; P=0,01, XTO/CTM vs XTO/PZQ/CTM

XTO XTO+CTM  XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM

(n=8) (n=5) (n=6) (n=8)
Maioria 0 0 5 8
Inviavel (83,3%) (100%)
Maioria 8 5 1 0
Viavel (100%) (100%) (16,7%)

P=0,002, XTO vs XTO/PZQ; P=0,0001, XTO vs XTO/PZQ/CTM,;
P=0,01, XTO/CTM vs XTO/PZQ; P=0,0007, XTO/CTM vs XTO/PZQ/CTM

4.10 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a morfologia do
baco de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma mansoni

4.10.1 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a estrutura do
baco de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma mansoni

O bago é um o6rgao que possui um componente linféide, conhecido como

polpa branca, e um componente vascular, conhecido como polpa vermelha, que

ocupam propor¢des equivalentes do parénquima do o6rgao. No entanto, ao longo de

infecgdes, a estrutura normal do bago pode ser alterada, devido a diminuigdo ou

aumento de um ou ambos os componentes. Devido a isso, analisamos a influéncia

do tratamento com PZQ e/ou CTMs sobre a estrutura histolégica do bago de
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camundongos infectados pelo S. mansoni, levando em consideragdo a proporgéo

entre a polpa branca e polpa vermelha para categorizar os animais.

No tempo 15 dias, no grupo tratado com PZQ, 100% dos camundongos
apresentaram estrutura moderadamente alterada. A associacdo de CTMs ao
tratamento levou a 40% dos camundongos apresentarem estrutura muito alterada do
baco. No grupo nado tratado, 60% dos camundongos apresentaram estrutura
extremamente alterada e 40% apresentaram estrutura moderadamente alterada
(P<0,01, teste exato de Fisher, tabela 12). Metade do grupo de camundongos
tratados somente com CTMs apresentaram parcial ou moderadamente alterada.
Com avango do tempo de tratamento, a porcentagem de camundongos com a
estrutura muito alterada do bago aumentou (75% e 66,7%) no tratamento com
CTMs, enquanto que na auséncia de tratamento todos os camundongos tiveram a
estrutura moderadamente alterada. Nao foi observada melhora significativa da
estrutura do bago ao longo dos periodos de 30 e 60 dias, com o tratamento com

PZQ somente ou associado as CTMs. (P<0,05, teste exato de Fisher, tabela 12).

O grupo néo infectado apresentou na maioria de seus animais estrutura do

baco moderadamente alterada, antes e apds os tratamentos recebidos.
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Tabela 12: Estrutura do bago de camundongos C57BL/6 infectados pelo S. mansoni e
tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA

Estrutura do Bago Grupos de estudo
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Totalmente 0 0 0 0
preservada ou
normal
Parcialmente 0 2 0 0
8 alterada (50%)
: Moderadamente 2 2 7 3
A alterada (40%) (50%) (100%) (60%)
Muito alterada 3 0 0 2
(60%) (40%)
P=0,04, XTO vs XTO/PZQ
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
Totalmente 0 0 0 0
preservada ou
normal
Parcialmente 0 0 0 0
_3 alterada
2 Moderadamente 3 1 6 5
® alterada (100%) (25%) (100%) (71,4%)
Muito alterada 0 3 0 2
(75%) (28,6%)
P=0,03, XTO/CTM vs XTO/PZQ
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQI/CTM
(n=8) (n=3) (n=7) (n=7)
Totalmente 0 0 0 0
preservada ou
normal
8 Parcialmente 0 0 1 2
T alterada (14,3%) (28,6%)
3 Moderadamente 8 1 5 5
alterada (100%) (33,3%) (71,4%) (71,4%)
Muito alterada 0 2 1 0

(66,7%) (14,3%)
P=0,05, XTO vs XTO/CTM
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4.10.2 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a polpa vermelha
do baco de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma mansoni

A polpa vermelha do bago € um local que contém precursores das células
sanguineas, cuja atividade pode estar aumentada ou diminuida durante as
infeccdes, causando, assim, mudanca no padrao de coloracdo do baco. Assim,
analisamos a influéncia do tratamento com CTMs e/ou PZQ sobre a polpa vermelha
do bago de camundongos infectados pelo S. mansoni, levando em consideragédo os
critérios apresentados na figura 24. Em todos os tempos, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos estudados, ja que grande parte dos animais
apresentaram polpa vermelha com congestdo discreta a moderada. (Tabela 13).
Todos os camundongos dos grupos nao infectados e tratados com PZQ, CTM ou

associados, apresentaram polpa vermelha moderadamente congesta.

@ o e o x
Y °® e%e o0, % Legemi
0000 u..'. ’ o.o' & d.... 8,0 @ Centrogerminativo de hemécias
0% @ 0000 Da'og.. @@ 00°.° o LinfécitoT
ap e % # oo0° 0%'0® @  0,00° o LinfocitoB
e - Hemacias maduras

Polpavermelha

Polpabranca

Figura 24. Esquema dos critérios utilizados para avaliagdo da polpa vermelha Em 1: Polpa
vermelha imatura, pobre em eritrécitos maduros, rica em centros germinativos de eritrocitos.
Em 2: Polpa vermelha discretamente congesta, apresenta baixa quantidade de eritrocitos
maduros, € rica em centros germinativos de eritrocitos. Em 3: Polpa vermelha
moderadamente congesta, possui numero consideravel de eritrocitos maduros e alguns
centros germinativos de eritrécitos Em 4: Polpa vermelha acentuadamente congesta, rica
em eritrécitos maduros, possui poucos ou nenhum centro germinativo de eritrécitos.
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Tabela 13: Polpa vermelha do bago de camundongos C57BL/6 infectados pelo S. mansoni e
tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA

15 dias

30 dias

60 dias

Polpa Vermelha

Grupos de estudo
XTO XTO+CTM  XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM

(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Imaturo 2 0 0 0
(40%)
Discretamente 1 2 3 1
Congesta (20%) (50%) (42,9%) (20%)
Moderadamente 2 2 3 4
Congesta (40%) (50%) (42,9%) (80%)
Acentuadamente 0 0 1 0
Congesta (14,3%)

Nao foram observadas diferencas entre os grupos
XTO XTO+CTM  XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM

(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
Imaturo 0 0 0
Discretamente 1 4 3 4
Congesta (33,3%) (100%) (50%) (57,1%)
Moderadamente 2 0 3 3
Congesta (66,7%) (50%) (42,9%)
Acentuadamente 0 0 0 0
Congesta
Nao foram observadas diferencas entre os grupos
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQICTM
(n=8) (n=3) (n=7) (n=7)
Imaturo 0 0 0 0
Discretamente 3 1 0 1
Congesta (37,5%) (33,3%) (14,3%)
Moderadamente 5 1 7 6
Congesta (62,5%) (33,3%) (100%) (85,7%)
Acentuadamente 0 1 0 0
Congesta (33,3%)

Nao foram observadas diferencas entre os grupos

4.10.3 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a polpa branca do
baco de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma mansoni

proliferacdo pode encontrar-se aumentada ou diminuida em

A polpa branca do bago é constituida predominantemente por linfécitos, cuja
resposta aos

patdogenos, causando, assim, mudanga no padrdo de coloragdo do bago. Assim,
analisamos a influéncia do tratamento com CTMs e/ou PZQ sobre a polpa branca do
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baco de camundongos infectados pelo S. mansoni, levando em consideragdo os

critérios apresentados na figura 18.

No tempo 15 dias, os grupos infectados tratados com PZQ ou CTMs
associadas com PZQ apresentaram maior proliferacao de células na polpa branca
(71,4% e 100%, respectivamente) do que os grupos nao tratados ou tratados com
CTMs (P<0,05, teste exato de Fisher, tabela 14). Nos demais tempos, n&do houveram
diferengas entre os grupos estudados, ja que em todos os grupos, a grande maioria

dos camundongos apresentaram hiperplasia moderada.

Os camundongos dos grupos nao infectados apresentaram polpa branca

discretamente hiperplasica, apos os tratamentos com PZQ, CTMs ou associados.
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o0 0 L .-. ® .'DDDDD ﬂ.. .DDQDGD {JDGD QDGE‘
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i'i.- '. :" ®00 ¢ %D.' g{?&%gﬂ{?&uﬂu{?&f‘
] L °® .u.‘.i [ .2 ioouod:a."
Legenda: o LI
e Linfocito T
o Linfocito B

Figura 25. Esquema dos critérios utilizados para avaliagdo da polpa branca. Em 1: Polpa
branca sem alteragbes, ndo apresenta centro germinativo de linfocitos B, apenas foliculo
linfatico periarterial. 2: Polpa branca discretamente hiperplasica, com centro germinativo
central e pequeno, envolvido pelo foliculo linfatico periarterial. 3: Polpa branca
moderadamente hiperplasica, centro germinativo maior ou com a mesma proporgao que o
foliculo linfatico periarterial 4: Polpa branca acentuadamente hiperplasica, caracterizada pela
formagdo de um centro germinativo de linfécitos B grande, com fino foliculo linfatico
periarterial.



92

Tabela 14: Polpa branca do bagco de camundongos C57BL/6 infectados pelo S. mansoni e
tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA

Grupos de estudo

Polpa Branca
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Sem alteracées 1 0 0 0
(20%)
Discretamente 3 0 0 0
m hiperplasica (60%)
-_‘g Moderadamente 1 4 2 0
0 hiperplasica (20%) (100%) (28,6%)
Acentuadamente 0 0 5 5
hiperplasica (71,4%) (100%)
P=0,04, XTO vs XTO/CTM; P=0,005, XTO vs XTO/PZQ;
P=0,003, XTO vs XTO/PZQ/CTM; P=0,007, XTO/CTM vs XTO/PZQ/CTM
XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM
(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
Sem alteracéoes 0 0 0 0
Discretamente 1 0 0 0
m hiperplasica (33,3%)
-_‘g Moderadamente 2 2 6 5
Q hiperplasica (66,7%) (50%) (100%) (71,4%)
Acentuadamente 0 2 0 2
hiperplasica (50%) (28,6%)
Nao foram observadas diferencas entre os grupos
XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM
(n=8) (n=3) (n=7) (n=7)
Sem alteracéoes 0 0 0 0
Discretamente 1 0 0 3
8 hiperplasica (12,5%) (42,9%)
© Moderadamente 5 2 6 4
3 hiperplasica (62,5%) (66,7%) (85,7%) (57,1%)
Acentuadamente 2 1 0

hiperplasica (25%) (33,3%) (14,3%)
Nao foram observadas diferencas entre os grupos
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4.10.4 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a quantidade de
granuloma no baco de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma
mansoni

Pelo fato de que ovos de S. mansoni liberados na circulagdo mesentérica
podem chegar ao bago e desencadear o desenvolvimento de granulomas,
quantificamos o numero de granulomas no bago dos camundongos infectados e
tratados ou ndo com PZQ e/ou CTMs, analisando o maior numero de granulomas

por amostra.

No tempo 15 dias, os grupos infectados tratados com PZQ ou com CTMs
associadas ao PZQ, nao apresentaram animais contendo granulomas no bago,
enquanto que nos grupos nao tratado ou tratado com CTMs, 60% e 75% dos
camundongos apresentaram quantidade moderada (P<0,05, teste exato de Fisher,
tabela 15). Nos demais tempos, ndao houveram diferengas entre os grupos
estudados, ja que em todos os grupos, com excegao do grupo nao tratado, a grande

maioria dos camundongos nao apresentou granulomas no baco.

Os grupos de camundongos nao infectados ndo apresentaram granulomas

antes e apods os tratamentos recebidos.
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Tabela 15: Quantidade de granuloma no bagco de camundongos C57BL/6 infectados pelo S.
mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA

15 dias

30 dias

60 dias

Grupos de estudo
XTO XTO+CTM  XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM

(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
Ausente 2 1 7 5
(40%) (25%) (100%) (100%)
Discreto 3 3 0 0
(60%) (75%)
Moderado 0 0 0 0
Acentuado 0 0 0 0

P=0,04, XTO vs XTO/PZQ; P=0,02, XTO/CTM vs XTO/PZQ;
P=0,04, XTO/CTM vs XTO/PZQ/CTM

XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM

(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
Ausente 1 3 6 7
(33,3%) (75%) (100%) (100%)
Discreto 2 0 0 0
(66,7%)
Moderado 0 1 0 0
(25%)
Acentuado 0 0 0 0

Nao foram observadas diferengas entre os grupos
XTO XTO+CTM  XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM

(n=8) (n=3) (n=7) (n=7)
Ausente 8 2 7 7
(100%) (66,7%) (100%) (100%)
Discreto 0 1 0 0
(33,3%)
Moderado 0 0 0 0
Acentuado 0 0 0 0

Nao foram observadas diferengas entre os grupos

4.10.5 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a constituicao

dos granulomas no bago de camundongos C57BL/6

infectados pelo

Schistosoma mansoni

Ao avaliarmos a constituicdo dos granulomas no bago observamos que em

todos os tempos analisados ndo foram observadas diferengas significativas na

constituicdo dos granulomas entre os grupos de camundongos infectados (tabela

16).
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Tabela 16: Constituicdo dos granulomas no bago de camundongos C57BL/6 infectados pelo
S. mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA (Continua)

15 dias

30 dias

60 dias

]

Constituicao dos
Granulomas

Ausente

Linfécito e Macréfago

Linfécito, Macrofago e
Eosindfilo
Linfécito, Macréfago,
Eosindfilo e
Plasmocito

Linfécito, Macréfago,
Eosinéfilo, Plasmoécito
e Células Gigantes

Linfécito, Macréfago,
Eosindfilo,
Plasmacito, Células
Gigantes e Neutrdfilo

Grupos de estudo

XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM

(n=5) (n=4) (n=7) (n=5)
2 1 7 5
(40%) (25%) (100%) (100%)
0 0 0 0
3 1 0 0

(60%) (25%)
0 0 0 0
0 2 0 0
(50%)
0 0 0 0

Nao foram observadas diferencas entre os grupos

Ausente

Linfécito e Macrofago

Linfécito, Macrofago e

Eosinéfilo
Linfécito, Macréfago,
Eosindfilo e
Plasmoécito

Linfécito, Macroéfago,

Eosinéfilo, Plasmoécito

e Células Gigantes

Linfécito, Macréfago,

Eosindfilo,
Plasmocito, Células

Gigantes e Neutrdfilo

XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM

(n=3) (n=4) (n=6) (n=7)
1 3 6 7
(33,3%) (75%) (100%) (100%)
0 0 0 0
1 0 0 0

(33,3%)
0 0 0 0
0 1 0 0
(25%)
1 0 0 0
(33,3%)

Nao foram observadas diferencas entre os grupos

Ausente

Linfécito e Macréfago
Linfécito, Macrofago e

Eosinéfilo

XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM

(n=8) (n=3) (n=7) (n=7)
8 3 7 7
(100%) (100%) (100%) (100%)
0 0 0 0
0 0 0 0



Tabela 16: Constituicdo dos granulomas no bago de camundongos C57BL/6 infectados pelo
S. mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA (Continuagao)

XTO XTO+CTM XTO+PZQ  XTO+PZQI/CTM
(n=3) (n=3) (n=7) (n=7)
Linfécito, Macréfago, 0 0 0 0
Eosinodfilo e
Plasmécito
Linfécito, Macréfago, 0 0 0 0
Eosinéfilo, Plasmoécito
e Células Gigantes
Linfécito, Macréfago, 0 0 0 0
Eosindfilo,
Plasmocito, Células
Gigantes e Neutrdfilo
Nao foram observadas diferencas entre os grupos

60 dias

(Concluséo).

4.10.6 Influéncia do tratamento com CTM-TA e/ou PZQ sobre a viabilidade dos
ovos no baco de camundongos C57BL/6 infectados pelo Schistosoma mansoni

Ao avaliarmos a viabilidade dos ovos de S. mansoni presentes no baco
notamos que os grupos de animais infectados n&o tratados ou tratados apenas com
CTMs apresentaram 100% de seu ovos viaveis em quase todos os tempos. Ja os
grupos infectados tratados apenas com PZQ, ou associado as CTMs néao

apresentaram ovos de S. mansoni no bacgo (tabela 17).
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Tabela 17: Viabilidade dos ovos no bago de camundongos C57BL/6 infectados pelo S.
mansoni e tratados ou ndo com PZQ e/ou CTM-TA

30 dias 15 dias

60 dias

Viabilidade dos Ovos Grupos de estudo
XTO XTO+CTM XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=2) (n=3) (n=0) (n=0)
Maioria Inviavel 0 0 0 0
Maioria Viavel 2 3 0 0

(100%) (100%)
P=0,02, XTO/CTM vs XTO/PZQ; P=0,02, XTO/CTM vs XTO/PZQ/CTM

XTO XTO+CTM  XTO+PZQ XTO+PZQ/CTM
(n=2) (n=1) (n=0) (n=0)
Maioria Inviavel 0 0 0 0

Maioria Viavel 2 1 0 0
(100%) (100%)

P=0,05, XTO vs XTO/PZQ/CTM
XTO XTO+CTM  XTO+PZQ  XTO+PZQ/CTM

(n=0) (n=1) (n=0) (n=0)
Maioria Inviavel 0 1 0 0
(100%)
MaioriaViavel 0 0 0 0

Nao foram observadas diferencas entre os grupos

4.10.7 Influéncia do tratamento com CTM-TA e PZQ sobre camundongos
C57BL/6 nao infectados pelo Schistosoma mansoni

Em todos os parametros e tempos analisados nao foram observadas

diferengas entre os grupos néao infectado e nao infectado tratados com PZQ, CTMs
ou em associagcao (Figura 26). As analises histolégicas do figado e bago de

camundongos nao infectados que receberam o tratamento associado de CTM-TA e

PZQ descartam a presenca de efeitos imunogénicos e tumorigénicos nestes 6rgaos.
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Figura 26. Imagens representativas de cortes histoldgicos de camundongos C57BL/6 nao
infectados. Os painéis A e B representam, respectivamente, o figado e baco de
camundongos nao infectados tratados com CTM-TA, associado ao PZQ. Coloragdo com
hematoxilina e eosina. Imagens obtidas por microscopia 6ptica e em aumento de 20X e 5X,
respectivamente.
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5 DISCUSSAO

A cultura de células-tronco a partir do tecido adiposo foi realizada com
sucesso, uma vez que se obteve uma populagdo de células com caracteristicas
morfolégicas semelhantes a fibroblastos, aderentes a superficie plastica e formacgao
de colbnias, como descrito na literatura (Caplan et al.,, 1991; Pittenger et al., 1999;
Arrieta et al., 2011). Além disso, as CTMs se mostraram resistentes ao processo de
criopreservagao e mantiveram um fenoétipo estavel quando cultivadas até a terceira
passagem in vitro, como observado por Basciano. e colaboradores, (2011).

Para confirmacdo da populacdo celular obtida, realizamos ensaios de
caracterizagao fenotipica e funcional, seguindo a maioria dos critérios padronizados
pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (Dominici et al., 2006). Com base
nos resultados encontrados foi possivel confirmar que as células deste estudo séo
CTMs. ApoOs expansao celular verificamos a expressdo de marcadores
caracterisiticos de CTMs como o CD29, CD71 e CD44, bem como, marcadores
carcteristicos de células-tronco hematopoiéticas, como o0 CD34 e o CD45. As células
estudadas apresentaram maior percentual (>80%) de expressdo de marcadores de
CTMs e apenas 2% de expressao de marcadores de células-tronco hematopoiéticas,
indicando, assim, que a cultura em questao era mesmo de CTMs (Zuk et al., 2002;
Dominici et al., 2006; Sung et al., 2008).

Os resultados dos ensaios de caracterizagdo funcional monstraram que as
células em cultura foram capazes de se diferenciarem em linhagens celulares
especializadas, osteogénica e adipogénica, confirmando sua multipotencialidade,
caracteristica de CTMs, como descrito na literatura (Pittenger et al., 1999; Zuk et al.,
2002; Dominici et al., 2006; Da Silva M et al., 2009).

A diferenciagdo osteogénica foi obtida por meio dos indutores osteogénicos
dexametasona, acido ascorbico e B-glicerofosfato acrescidos ao meio de cultura. As
CTMs foram cultivadas por sete, quatorze e vinte e um dias. Apds cada periodo de
estimulo observamos mudangas progressivas da morfologia fusiforme para cubdide,
caracteristica do processo de diferenciagdo osteogénico, além do depésito de
estruturas mineralizadas evidenciadas pela coloracdo de Von Kossa. A producéo de
matriz mineralizada é considerada como um marcador de diferenciacdo das CTMs

em linhagem osteoblastica, como descrito por Ogawa e colaboradores (2004).
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As células em nosso estudo também foram submetidas a diferenciagcéo
adipogénica por meio dos indutores adipogénicos dexametasona, indometacina,
insulina e isobutil-metilxantina acrescidos ao meio de cultura. As CTMs foram
cultivadas por sete, quatorze e vinte e um dias. Apds cada periodo de estimulo a
diferenciacdo foi confirmada através da mudanga progressiva da morfologia
fusiforme das CTMs para uma forma arredondada, além da aquisi¢do de lipidios
intracelulares, os quais foram evidenciados pela coloracdo com QOil Red O. Esses
achados sao consistentes com outros estudos (Zuk et al., 2002) e reforcam a
multipotencialidade das CTMs utilizadas em nosso estudo.

Uma vez caracterizada a cultura de células extraidas do tecido adiposo e
expandidas in vitro, seguiu-se para a avaliagdo dessas células no controle da
inflamagao na esquistossome experimental.

Com relagdo ao numero de hemacias, ndo foram observadas diferengas
significativas nos diferentes grupos estudados. Isto talvez porque o periodo de
infeccao utilizado neste estudo foi de 135 dias e alguns trabalhos mostram que a
anemia é frequentemente encontrada em uma fase mais avangada da infecgao por
S. mansoni (Borojevic et al., 1983; Santos-Da-Silva et al., 1988).

Ao analisarmos o perfil dos leucdcitos sanguineos, observamos que o
tratamento com PZQ e/ou CTMs n&o alterou o numero de leucdcitos no sangue dos
camundongos né&o infectados. Nos grupos infectados, também nao observamos
diferencas no perfil leucocitario apdés 15 dias dos tratamentos. Porém, no tempo de
30 dias, foi evidenciado um aumento de eosindfilos na infecgdo néo tratada, sendo
esse numero restabelecido pelo tratamento apenas com PZQ isolado ou em
associacdo com CTMs. A literatura mostra que a eosinofiia &€ comumente
encontrada na esquistossomose (de Jesus, et al., 2002; Atta, A. et al 1981). Os
eosinofilos tém a fungdo primordial na neutralizagdo das hepatotoxinas liberadas
pelos ovos de S. mansoni (Olds & Mahmoud, 1980). Portanto, a diminuigdo do
numero de eosindfilos nos grupos tratados com PZQ ou em associagdo com CTMs
pode estar relacionada com a maior propor¢ao de ovos inviaveis observados nesses
grupos (Tabela 11).

Ainda aos 30 dias, o tratamento isolado com CTMs ou em associagdo ao
PZQ, levou a um aumento significativo do nimero de mondcitos. Uma possivel

explicacédo para isto € de que as CTMs podem ter aumentado o recrutamento de
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monocitos/macrofagos como foi demonstrado por Guangwen e colaboradores,
(2012). O interessante é que apos 60 dias do tratamento somente com CTMs, ou
CTMs associado ao PZQ, o numero de mondécitos foi normalizou quando comparado
aos animais do grupo nao infectado. Isto pode ser um efeito das CTMs ou a
auséncia delas no sistema, nesse periodo avaliado. Da mesma forma, nao
observamos aumento no numero das outras populagdes de leucocitos no tratamento
com CTMs, no tempo de 60 dias. Ao contrario, houve um restabelecimento do
namero de neutréfilos e eosindfilos no tratamento com PZQ, CTMs ou em
associagao em comparagao ao grupo nao tratado. Isto mostra que as CTMs mais
uma vez nao influenciaram na agédo do PZQ.

A diminuicdo do peso corporal e os altos niveis de ALT no soro dos animais
portadores da infeccdo pelo S. mansoni ocorre apds a oviposicado do parasito,
coincidindo com a observagdo de granulomas hepaticos. Isto sugere que o
comprometimento do figado nesta fase da infecgao afetaria as fungdes relacionadas
com o processamento e distribuigdo de nutrientes realizadas neste 6rgao, originando
uma alteragdo no metabolismo dos camundongos infectados (Atta, A. et al., 1981).
Tendo em vista que a resposta aos ovos de S. mansoni € a principal causa da
patogenia e sinais clinicos da doenga, avaliar a carga parasitaria antes de
analisarmos os demais resultados é de extrema relevancia. Os resultados mostram
(Figura 18) que os camundongos infectados por S. mansoni neste estudo
apresentaram uma tendéncia de maior numero de vermes adultos quando nao
tratados com PZQ, o que desencadeia um processo de acumulacdo de lesdes
devido a oviposigdo continua. Os grupos tratados com PZQ na dosagem de
400mg/Kg demonstraram eficacia na eliminagdo dos vermes adultos como foi
demonstrado por Oliveira, F. A., 2005, o que consequentemente cessa ou diminui o
nimero de ovos colocados na circulagdo mesentérica. Além disso, nossas
observagdes através das analises histopatolégicas do figado e bago mostraram que
os camundongos tratados com PZQ apresentaram a maioria dos ovos de S.
mansoni inviaveis ou ausentes nos tecidos do hospedeiro (Tabelas 11 e 17).
Estudos mostram que isto € comum quando administrado em doses mais elevadas
(Richards et al. 1989). Com a morte dos ovos, sua imunogenicidade é diminuida, o
que contribui para diminuicdo da inflamagao granulomatosa (DeFranco et al., 2007,

Hams E. et al. 2013). N&o observamos redugdo do numero de vermes adultos no
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grupo de camundongos infectados com S. mansoni e tratados somente com CTMs.
Isso era esperado uma vez que as CTMs nao apresentam atividade vermicida.
Porém, o uso dessas células em tratamento associado com o PZQ n&o alterou a
acao vermicida do mesmo.

Em nossos resultados vimos uma reducdo do peso corporal dos
camundongos infectados por S. mansoni nos tempos de 15 e 30 dias, na auséncia
de tratamento ou quando tratados somente com CTMs. Aos 15 dias, o grupo
infectado e tratado com PZQ e o grupo infectado e tratado com CTMs associado ao
PZQ demonstraram recuperagdo do peso em comparagao aos camundongos
infectados pelo S. mansoni (Figura 12) ndo tratados ou tratados somente com
CTMs. Isto evidencia que, neste tempo avaliado, o ganho de peso dos
camundongos infectados é devido a acdo do PZQ e que a associacdo do mesmo as
CTMs né&o prejudicou a sua agdo. No tempo de 60 dias notamos que houve
estabilidade do peso corporal entre os grupos estudados, ndo sendo observada
influéncia de qualquer tratamento sobre o peso dos camundongos infectados pelo S.
mansoni, submetidos ou ndo aos tratamentos. Nao se pode relacionar essa
estabilidade no peso com a melhora da saude dos animais. Apesar de ndo termos
medido o peso do baco e figado destes animais, podemos supor através
observacdes feitas por Atta e colaboradores, (1981) que o peso destes 6rgéos
apresenta aumento ao decorrer do tempo de infecgdo devido a
hepatoesplenomegalia. Sendo assim, o que pode ter ocorrido no tempo de 60 dias é
o equilibrio entre a desnutricdo dos animais infectados e o0 aumento do peso destes
orgaos, nao sendo possivel assim observar diferengas significativas entre os grupos.

A principal patologia da infecgdo esquistossomotica encontra-se no figado. As
transaminases sao amplamente utilizadas para avaliar o comprometimento deste
orgao, pois sao indicadores sensiveis de dano hepatico. A ALT € uma enzima que
estd presente em grande quantidade no citoplasma dos hepatdcitos. Quando ha
danos nos hepatécitos ocorre o refluxo da enzima para o plasma com elevagao dos
niveis na corrente sanguinea. Através da dosagem de ALT é possivel analisar a
extensdo do dano hepatico (Nunes PP. & Moreira AL, 2007). Nossos resultados
relacionados a dosagem de ALT demonstraram que houve aumento nos niveis
séricos desta enzima no grupo infectado quando comparado aos animais nao

infectados, em todos os tempos analisados. Mostrou, também, que apenas os
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animais do grupo que receberam o tratamento com CTMs associado ao PZQ no
tempo de 15 dias apresentou baixo nivel desta enzima no soro, sendo similar aos
niveis encontrados no grupo de animais nao infectados (Figura 17). Outros estudos
também mostraram reducgao significativa dos niveis de ALT de animais infectados
por S. mansoni apos infusdo de CTMs derivadas da medula 6ssea (Aziz et al., 2012;
El-Mahdi et al., 2014). Nossos resultados somados ao da literatura reforcam a
funcdo de reparo das CTMs no figado comprometido pela esquistossomose
podemos supor que os beneficios do tratamento com PZQ associado as CTMs
sejam imunomodulacdo, hepatoprotecdo refor¢gada, proliferagdo celular hepatica
podem ter contribuido para a redugdo das lesbes no figado destes animais.
(Usunier, B. et al., 2014; Cui, L et al., 2014; Fiore, EJ et al., 2014; Li, P et al., 2013;
Jung, J et al., 2013; Yen, BL. et al., 2013; Meier, RP et al., 2013; Nasir, GA. et al.,
2013; Gomez-Aristizabal, A., et al 2012; Prockop, DJ et al., 2012; Chagoya de
Sanchez V. et al., 2012; Cho, KA et al., 2012; Zhang D, et al., 2011; Di Nicola, M. et
al., 2002). Porém, o uso de somente PZQ no tratamento ndo diminuiu o nivel de ALT
presente no soro sanguineo dos camundongos, reforgando que a estratégia da
associacao do PZQ com as CTMs poderia ser muito importante no tratamento da
esquistossomose. O fato pelo qual ndo foi possivel observar a mesma recuperagao
morfofisioldgica nos tempos de 30 e 60 dias pode estar relacionado com o tempo de
acao das CTMs. Berardis e colaboradores (2015) discorrem sobre a necessidade de
mais estudos sobre a eficacia das CTMs em longo prazo, além da dose, via e
frequéncia de injegao destas células.

A fase do granuloma esta intimamente ligada aos tipos de células presentes
em sua constituicdo. A proporgao das populagdes celulares pode oscilar de acordo
com o hospedeiro, com a localizagdo do granuloma e com o tempo pés-infecgao
estudado (Moore et al., 1977; Weinstock & Boros, 1983). Na reagao granulomatosa
esquistossomoética as primeiras células a chegarem ao foco inflamatério sdo os
macrofagos, que frequentemente formam células epitelidides e gigantdcitos. Logo
apos a chegada dessas células surgem os linfocitos, eosindfilos, plasmécitos e
neutréfilos, sendo que os macrofagos e eosindfilos sdo as células mais abundantes
do infiltrado inflamatério. Nossos resultados mostraram que no tempo de 15 dias
houve uma propor¢ao maior de granulomas na fase avangada e fibrética nos grupos

que receberam tratamento quimioterapico, quando comparados aos grupos que nao
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receberam o tratamento com PZQ, que apresentaram uma propor¢ado maior de
granulomas na fase exsudativa e precoce. Ao analisarmos os tipos de células que
constituiam estes granulomas neste mesmo periodo de 15 dias, conseguimos
encontrar uma relagao dos tipos celulares com a fase do granuloma. Os grupos
tratados com PZQ apresentaram granulomas constituidos principalmente por
linfocito, macrofago, eosindfilo, plasmacito e células gigantes. Ja os grupos que nao
receberam tratamento quimioterapico além de apresentarem todas as células
descritas acima, também apresentaram neutréfilos em sua constituicdo. Hirata e
Fukuma em 2003 demonstraram que na infecgéo por S. japonicum a formagao dos
granulomas, em respostas ao SEA, ocorre tanto por processos dependentes de
células T quanto por neutrdfilos. Os dados sugerem que a quimioterapia foi eficaz na
reducao da resposta inflamatéria exacerbada aos ovos no tempo de 15 dias, levando
a um processo de cicatrizagdo das lesdes com a presenga de granulomas de fase
avangada e fibrosa, o que contribui com a diminuigdo da morbidade da doenga.

Ao observar o panorama dos resultados histolégicos do figado relacionados a
intensidade da inflamagdo como estrutura do figado, arquitetura do espago portal,
infiltrado inflamatério portal, constituigdo dos granulomas, fase dos granulomas,
atividade inflamatdria periportal e do parénquima, podemos inferir que o tratamento
com PZQ, no tempo de 15 dias, levou a uma melhora de varios desses parametros.
Essa melhora pode estar relacionada aos beneficios do tratamento com PZQ, como
discutido anteriormente. Entretanto, foi possivel observar em algumas analises que a
recuperagao do grupo tratado com CTMs associado ao PZQ foi superior ao do grupo
tratado apenas com PZQ, como foi mostrado nos resultados de dosagem da enzima
ALT, além dos resultados que demonstraram que os granulomas diminuiram em
tamanho, tornando-se menos celular (Figura 21). De forma geral, observou-se que
as CTMs quando avaliadas sem o tratamento com PZQ n&o apresentaram um efeito
notavel na modulagdo da resposta imune. Porém, em associagdo com o PZQ, essas
células potencializaram seus efeitos benéficos ou nao interferiram.

As analises histolégicas do bago ndao apresentaram resultados significativos
na melhora dos parametros avaliados nos tratamentos apenas com CTMs ou
associadas ao tratamento com o PZQ. Isto pode ser explicado pela resposta
inflamatdria estar mais ativa no figado do que no bago, na esquistossomose.

Provavelmente, essas células podem ter sido recrutadas em sua maioria para o
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figado. Apesar de nao termos avaliado fatores soluveis que poderiam contribuir para
essa migragao sitio especifica das CTMs estudos mostram que estas células migram
preferencialmente para os sitios inflamatérios atraidas por quimiocinas, além destas
células possuirem alta regulagdo de receptores de quimiocinas (Hossein R. et al.,
2015; ElI-Mahdi M et al., 2014; Wei X et al., 2013; Abdel A et al., 2012). E por este
motivo, exerceram mais a sua fungao imunomoduladora no figado do que no bago.
Apesar nao ter sido avaliado o mecanismo de ag¢ao do tratamento associado
entre PZQ e CTMs neste trabalho, algumas hipéteses podem ser levantadas para
discussdo. O aumento da citocina IL-10 no ambiente inflamatério pode estar
relacionado com essas observagoes, pois esta citocina esta vinculada com um curso
mais ameno da infecgdo, uma vez que tem importante papel regulatério sobre os
perfis Th1 e Th2 (Boros & Whitfield, 1998; Hoffmann et al., 2000). Além disso, a IL-
10 também tem sido vinculada com a diminuigdo do tamanho do granuloma hepatico
(Flores Villanueva et al., 1996). Apesar de nao termos dosado esta citocina, é
possivel que este aumento deva estar ocorrendo nesse modelo experimental.
Estudos mostraram em analises in vitro em humanos na fase aguda da doenga que
em um més apos o tratamento com PZQ ha um aumento na produgao das citocinas
IL-4 e IL-10 apods estimulagéo de linfocitos do sangue de pacientes infectados com o
antigeno SEA (Lemos D. S. et al., 2013). Além disso, as CTMs s&o conhecidas por
produzirem niveis elevados de IL-10 (Oh JY et al., 2008; Zymek P et al., 2007).
Através de contato célula a célula e da produgao de fatores soluveis, as CTMs sao
capazes de induzir um ambiente imunossupressor por meio da geracao de células T
reguladoras (Tregs). Esta habilidade das CTMs para induzir Tregs foi observado
tanto in vitro (Ye Z. et al., 2008; Di lanni M. et al., 2008) e in vivo em varios modelos
experimentais (Joo SY et al.,, 2010; Madec AM. et al., 2009). Além disso, as CTMs
podem induzir as células dendriticas plasmocitoides a produzirem IL-10 (Choi YS. et
al., 2012), o que também pode apoiar o desenvolvimento de Tregs in vivo. Estas
observagbes sugerem que, em nosso modelo de estudo, as CTMs podem atuar
como reguladores-chave no processo de modulagdo imune por supressao direta das
células imunitarias ativadas e indiretamente através do recrutamento de Tregs, o
que pode ter contribuido para uma recuperagao dos animais tratados com PZQ
associado as CTMs. Provavelmente esta imunomodulagdo nao seja decorrente de

um fendmeno isolado, mas sim de um somatdério de mecanismos decorrentes do



106

tratamento com PZQ e CTMs. Esse tratamento contribuiu para a diminuigdo do
tamanho do granuloma e evitou os efeitos deletérios do SEA, uma vez que n&o se
teve um aumento das concentragdes seéricas da enzima hepatica ALT.

Ao longo dos ultimos anos, preocupacdes tém sido levantadas sobre a
eficacia a longo prazo da terapia baseada em CTMs e o potencial risco
tumorigénico. Varias linhas de evidéncias sugeriram que as CTMs podem promover
o crescimento de tumor in vivo (Zhu W. et al., 2006; Yu JM. et al., 2008). Por outro
lado, devido as suas propriedades imunomoduladoras, as CTMs podem ter um efeito
anti-tumoral, em relagcdo a modulagdo do ambiente inflamatério que caracteriza
muitos tumores (Khakoo AY. et al., 2006; Lu YR. et al,, 2008). As CTMs também
podem interagir com células cancerosas e inibir vias associadas com o crescimento
tumoral e a divisao celular (Gao P. et al., 2010; Abdel MT. et al., 2011). Nossas
analises histolégicas do figado e bago de camundongos nao infectados por S.
mansoni mostraram que o tratamento associado de CTMs e PZQ nao demonstrou
potencial tumorigénico nestes 6rgaos (figura 26), mostrando-se com isso ser uma
fonte relativamente segura de células para serem utilizadas em terapia celular.

Tomados em conjunto, os resultados encontrados neste estudo sao
consistentes com outras pesquisas e reforcam a acdo das CTMs no controle da
inflamacgdo. Essa funcdo das CTMs € importante para estabelecer um equilibrio
entre os processos de reparo e frear a destruigao tecidual causada por atividades
inflamatédrias. Dessa forma, as CTMs poderiam contribuir para prevenir faléncia de

orgaos e preservar a homeostase do tecido.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados do presente estudo, foi possivel concluir que:

O uso das CTMs foi benéfico ao tratamento quando associado ao PZQ no
tempo de 15 dias uma vez que observamos diversas melhorias na estrutura

histolégica do figado.

As CTMs contribuiram para a diminuicdo do tamanho dos granulomas e
reduziu os efeitos deletérios da infecgdo por S. mansoni, uma vez que nado se teve

um aumento das concentragdes séricas da enzima hepatica ALT.

Portanto, os nossos dados sugerem, no modelo da esquistossomose, 0 uso
das CTM-TA na terapéutica celular para o controle da resposta inflamatdria,

principalmente quando associadas ao praziquantel.

7 PERSPECTIVAS

Avaliar a biodistribuigdo das CTMs apds inje¢ao intravenosa;

Avaliar parametros da resposta imune celular e humoral por meio de marcadores de

ativagao celular, dosagem de citocinas e anticorpos;

Avaliar mais detalhadamente a fibrose hepatica por coloragbes especificas.
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