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Abstract

SCHISTOSOMA MANSONI. ASSESSMENT OF LIVER FIBROSIS IN MICE
UNDERGOING CHEMOTHERAPY AND REINFECTED.
Schistosomiasismansoni is a tropical parasitic disease. Caused by helminths of
the genus Schistosoma. In an attempt to contain the disease, various institutes
and organizations are developing control measures to treat infected individuals
and prevent new infections. Strategies of mass drug administration are effective
in curing the disease, whereas treatment with anthelmintic drugs do not prevent
the possibility of the occurrence of reinfection. Faced with this question, in this
work we decided to analyze the kinetics of hepatic fibrosis in schistosomiasis
treated mice and subjected to reinfection. To achieve this goal, 70 Swiss mice
were infected with 50 cercariaeS.mansoni subsequently treated with
oxamniquine or praziquantel and reinfected four months after treatment. The
livers of these animals were subjected to immunohistochemistry and
immunofluorescence techniques and transmission electron microscopy to
evaluate the expression and participation of constituents involved in the
fibrogenic process. To check the rates of collagen between the groups used the
morphometric analysis. Histological analysis revealed that mice submitted to
specific chemotherapy schistosomiasis developed fibrosis during high rates of
reinfection. Immunostaining for alpha smooth muscle actin (a-SMA) revealed that
much of the liver parenchyma of animals treated and reinfected cells exhibited
myofibloblastic profile. Immunofluorescence showed that the labeling pattern for
laminin was abnormal in animals with schistosomiasis. Morphometric analysis
revealed that reinfection of animals caused an intense collagen deposition in the
liver parenchyma. The data obtained showed that reinfection in animals
previously treated, was able to induce a fibrotic response similar to that found in
animals with primary infection.

Keywords: 1-hepatic fibrosis, 2-Schistosoma mansoni, praziquantel three-, four-
Oxamniquine, 5-Reinfection



Resumo

SCHISTOSOMA MANSONI: AVALIACAO DA FIBROSE HEPATICA EM
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A QUIMIOTERAPIA E REINFECTADOS.A
esquistossomose mansodnica € uma doenga parasitaria tropical. Causadas por
helmintos do género Schistosoma. Com a intengédo de conter a doenga, diversos
institutos e organiza¢cdes vém desenvolvendo medidas de controle para tratar
individuos infectados e evitar a ocorréncia de novas infec¢des. Estratégias de
administracdo de medicamentos em massa sédo eficazes na cura da doenga,
entretanto o tratamento com drogas anti-helminticas n&o previnem a
possibilidade da ocorréncia de reinfeccdes. Diante desta questido, neste trabalho
propusemo-nos a analisar a cinética da fibrose hepatica em camundongos
esquistossomaticos tratados e submetidos a reinfecgcdo. Para alcancar este
objetivo, 70 camundongos Swiss foram infectados com 50 cercarias de
S.mansoni, posteriormente tratados com Oxamniquine ou Praziquantel e
reinfectados quatro meses apos tratamento. Os figados destes animais foram
submetidos a técnicas de imunohistoquimica e imunofluorescéncia e
microscopia eletrbnica de transmissdo para avaliacdo da expressao e
participagdo de componentes envolvidos no processo fibrogénico. Para verificar
os indices de colageno entre os grupos utilizou-se a analise morfométrica. A
analise histologica revelou que camundongos esquistossomoticos submetidos a
quimioterapia especifica desenvolveram altos indices de fibrose durante a
reinfeccdo. A imunomarcagao para alfa actina de musculo liso (a-SMA) revelou
que grande parte do parénquima hepatico dos animais tratados e reinfectados
exibiam células com perfil miofibloblastico. A imunofluorescéncia demonstrou
gque o padrdo de marcacdo para laminina estava alterado em animais com
esquistossomose. A analise morfométrica revelou que reinfecgao destes animais
ocasionou uma intensa deposi¢ao de fibras colagenas no parénquima hepatico.
Os dados obtidos demonstraram que a reinfeccdo em animais previamente
tratados, foi capaz de induzir uma resposta fibrotica semelhante a encontrada
nos animais com infec¢ao primaria.

Palavras chave: 1-Fibrose hepatica, 2-Schistosoma mansoni, 3-Praziquantel, 4-
Oxamniquine, 5-Reinfecgéo.



1- Introducgao

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), esquistossomose
mansoni € uma doenga parasitaria encontrada em varios paises tropicais. Com
a intencdo de conter a doenga, diversos institutos e organizagdes de todo o
mundo vém desenvolvendo medidas de controle para tratar individuos
infectados e evitar a ocorréncia de novas infecgdes. As medidas de controles
utilizadas incluem a implementagcdo de projetos para melhoramento de
saneamento basico, eliminagcdo de hospedeiros intermediarios e tratamento
com drogas especificas. Programas de administracdo de medicamentos em
massa sao eficazes na cura da doenga, entretanto o tratamento com drogas
anti-helminticas ndo previnem a possibilidade da ocorréncia de novas
infeccdes. Alguns pesquisadores com experiéncia em trabalhos de campo tém
suspeitado que as reinfec¢des pelo Schistosoma mansonirepresentem um fator
adicional relacionado a gravidade da doenga, uma vez que animais
reinfectados pelo S.mansoni parecem exibir uma maior proporgcdo de fibrose
periportal em comparagdo com os animais com infecgdo unica (Santos et al.
2000).

Em estudo recente Botros 2005, observaram que mesmo apos varios
ciclos de tratamento, alguns individuos permanecem capazes de adquirir novas
infeccbes. Diante deste fator comunidades participantes de programas de
tratamento em massa devem ser acompanhadas, a fim de verificar a eficacia
do tratamento e a incidéncia de reinfecgbes. Por esta razdo, neste trabalho
propusemo-nos a analisar a cinética da fibrose hepatica em camundongos

esquistossomoticos tratados e submetidos a reinfecgao.



2- Fundamentagao Tedrica

Fibrose Hepatica

A fibrose surge como uma resposta tecidual a agressdes crénicas,
podendo ser causada pelos mais variados fatores incluindo as infeccdes
helminticas (Bataller e Brenner 2005). O mecanismo envolvido no
estabelecimento da fibrose parece ser semelhante nos diferentes 6rgaos.
Geralmente sua fase inicial é caracterizada por um aumento na produgao de
tecido conjuntivo, o qual € acompanhado por deposi¢géo excessiva de colageno
em substituicdo da arquitetura normal do tecido interferindo diretamente na sua
atividade funcional. (Carey 2010, Andrade 2008).

O excesso na deposicdo de matriz extracelular (MEC) interfere na
fisiologia normal do figado, resultando em alteragdes patofisiolégicas. Durante
a fibrose o que ocorre € um desequilibrio da homeostasia hepatica, fazendo
com que os estimulos fibrogénicos prevalegcam sobre os estimulos de fibrolise.
Entretanto, quando os estimulos fibrogénicos sao retirados ou eliminados, o
excesso de tecido fibroso é removido devido ao predominio dos estimulos

causadores de fibrolise. (Andrade, 2005).

A matriz extracelular (MEC) é composta por um conjunto de moléculas
distintas, que sdo secretadas localmente mantendo uma intima relagdo com a
superficie celular. Alguns dos seus componentes sdo a fibronectina,laminina,
acido hialurénico, proteoglicanos, fibras elasticas e colagenas. Uma das
principais macromoléculas presentes na MEC é o colageno. O colageno é uma
proteina fibrosa cuja principal caracteristica € possuir uma fita tripla heliciodal
longa e rigida. Este composto € extremamente rico em prolina e em glicina, os
quais sado importantes na formacdo da fita tripla helicoidal. O colageno
proporciona resisténcia além de auxiliar na organizagdo da matriz. Até o
momento sao classificados mais de 18 tipos de colageno, e suas subunidades
sdo codificadas por genes diferentes. Os colagenos tipo |, Il e lll sdo os mais
abundantes no organismo humano. Em nivel celular, os colagenos séao
sintetizados como pro-colagenos, e depois da secregao dessas moléculas sua

porcdo terminal é clivada por meio de enzimas extracelulares chamadas



colagenases e depois liberadas. Com a clivagem, sdo formadas as moléculas
de colageno que se polimerizam para formar fibrilas colagenas que, por sua
vez, se agregam para constituir as fibras colagenas. (Vargas et al. 1997,
Martinez et al. 1991 Lee e Friedmam 2011).

No figado, a fibrose ocorre quando os hepatécitos sofrem lesbes
persistentes ou sdo acometidos de reagdes imunes ou auto-imunes. Diversos
fatores estdo envolvidos na progressdo da fibrose, dentre estes podemos
destacar a estimulacdo e ativacdo de varios mecanismos celulares e
moleculares como: citocinas e fatores de crescimento, os quais regulam a
sintese de componentes da matriz extracelular. Apds a inflamagédo aguda as
células do parénquima hepatico se regeneram e voltam a sua fisiologia normal.
Contudo se o estimulo nocivo persiste, a regeneragdo hepatica falha e os
hepatdcitos lesados s&do substituidos por abundante material extracelular
inclusive fibras colagenas. Em estagios avancados a fibrose hepatica
apresenta varios tipos de colageno e outros componentes da MEC.(Friedman e
Meena 2006,Iredadeet al. 1998).

ApOs agressdes teciduais, fibroblastos sdo ativados e se
transdiferenciam em miofibroblastos. Os fibroblastos sdo células comuns do
tecido conjuntivo, e quando ativadas exibem intensa atividade sintética.
Durante sua fase ativa apresentam marcagdo positiva para a- actina de
musculo liso. Fenotipicamente sdo células que se apresentam com
prolongamentos citoplasmaticos irregulares, nucleo grande com formato
ovoide, cromatina fina e nucléolo evidente. Possuem também citoplasma rico
em reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi bem desenvolvido. Portanto,
durante agressbes teciduais, estas células sdo uma das principais
sintetizadoras de MEC. Devido a estas caracteristicas, os miofibroblastos séo
essenciais nos processos de contragédo de ferimentos e cicatrizagdo. (Masuret
al. 1989).

A célula estrelar hepatica (HSC), também conhecida como lipdcitos,
célula de Ito ou célula perisinusoidal, possui capacidade de sintetizar
componentes da matriz extracelular (MEC). Em condic¢des fisioldgicas normais,

esta célula reside no espaco de Disse, entre os hepatécitos e células



endoteliais sinusoidais e possui origem mesenquimal. Esta célula é
responsavel pelo acumulo de vitamina A e pela regulagdo da homeostasia
hepatica. Durante a lesdo do figado esta célula é ativada ou se transdiferencia
em células com fendtipo de miofibroblasto adquirindo caracteristicas contratéis,
proinflamatérias e fibrogénicas. Entretanto, no figado saudavel asHSCs
expressam marcadores que sao caracteristicos de adipdcitos como: PPARY,
SREBP-1c e leptina. Contudo, durante processos inflamatorios as referidas
células expressam marcadores miogénicos como: a-actina de musculo liso,
cmyb e outros. Estas células podem migrar para o local da lesdo secretando
quantidades consideraveis de MEC e regularem sua degradagéo (Parsons2007

e Sandulescuet al. 2011).

Estudos recentes demonstraram que além das HSCs os fibroblastos,
miofibroblastos portais e as células tronco, podem adquirir a capacidade de
produzir componentes do tecido conectivo. Células de Kupffer (macrofagos que
residem no figado) pertencentes ao sistema mononuclear fagocitario participam
ativamente do processo inflamatério. Durante a fibrogénese existe uma
complexa interacao entre diferentes células. Lesdes ao tecido hepatico ativam
uma série de mediadores que induzem o recrutamento de células inflamatdrias.
Tanto linfécitos comopolimorfonuclearessao capazes de induzir as HSCs a
produzirem MEC (Friedmam, 2004).

Durante o dano hepatico as citocinas atuam regulando resposta do
tecido as agressées modulando o estabelecimento da fibrose. Entre os fatores
de crescimento que participam do processo fibrético, o TGFB1 parece ser um
dos principais atuantes na transformacdo das HSCs em HSC de linhagem
miofibroblastica. O PDGF por sua vez, funciona como um potente agente
mitético para HSC; experimentos em animais deficientes deste fator
demonstraram uma leve diminuicdo da fibrose hepatica experimental
(Friedmam, 1999).

Apesar de todo este complexo processo ser ativado durante a lesao
hepatica, se o estimulo nocivo for anulado ou retirado a fibrose pode regredir,
através da acdo das metaloproteinases. As metaloproteinases de matriz

(MMPs) constituem uma familia de enzimas com fung&o proteolitica cuja



atividade é dependente de zinco e calcio. Diferem entre si estruturalmente e em
sua habilidade em degradar um grupo particular de componentes da matriz
extracelular sendo que juntas podem degradar todos os seus componentes
proteicos. Em humanos foram identificados vinte e quatro genes relacionados
aMMPs. As MMPs sao formadas por um peptideo sinalizador, um pro-peptidio,
um dominio catalitco e um dominio C-terminal. Geralmente as
metaloproteinases sdo secretadas de forma latente - pré-enzimas ou

zimogénios( Thomaset al. 1999).

Por causa do seu potencial degradativo as metaloproteinases de matriz
sdo controladas por uma familia de inibidores especificos conhecidos como:
inbidores teciduais de metaloproteinases (Tissueinhibitorsofmetalloproteinases-
TIMPS). TIMPs s&o glicoproteinas de baixo peso molecular cuja fungéo
especifica é inibir MMP. Até o momento existem quatro tipos distintos de
TIMPS (TIMP-1,TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4). Em geral todos os membros desta
familia s&o capazes de inibir a agdo de metaloproteinases. Estas glicoproteinas
exibem uma complexa interagdo com MMP, mas sua principal funcao é ligar-se
ao sitio ativo das moléculas de MMP, tendo como resultado a inibicado da
funcao degradativa destas (Michael J. P. Arthur, 1999).

Fibrose periportal

O sistema porta hepatico é uma area localizada entre cada I6bulo. Este
sistema é composto por um ramo da artéria hepatica, um ramo da veia porta,
ducto biliar e canais linfaticos.Durante o processo fibrogénico a distribuicdo das
fiboras colagenas depende da origem do estimulo nocivo. No caso da
esquistossomose muitos dos ovos postos pelo verme fémea nos vasos do
intestino sdo arrastados pela corrente sanguinea, estes sao retidos no espago
porta hepatico, causando uma intensa reacgao inflamatdria local. Inicialmente é
possivel observar a presenca de neutrdfilos, macréfagos, linfoécitos e outras
células envolvidas na inflamagao. Entretanto, logo comega a surgir um acumulo

de tecido fibroso em torno do espaco-porta. Este tipo de fibrose recebe o nome



de fibrose periportal e é caracterizada pelo acumulo de células inflamatdrias e
deposigao de matriz extracelular nesta regido. A patogenia deste tipo de fibrose
desenvolvida em alguns pacientes esquistossomoticos, ainda nédo esta
completamente esclarecida. A fibrose periportal € a causa pela qual apenas 4%
a 10% dos individuos residentes na area endémica desenvolverem a forma

hepatoesplénica da doenga (Ramadori&Saile 2004).

Esquistossomose

A esquistossomose esta presente em aproximadamente 74 paises, onde
200 milhdes de individuos sao infectados. Infecgdes por Schistosoma mansoni
podem causar complicacdes importantes. A infeccdo pode levar a morte
quando o paciente desenvolve hipertensao portal, que é causada pela fibrose
hepatica periportal. (Tallimi&Ridi, 2007;Wantanabe, 2009).

Na esquistossomose grande parte das lesdes sao causadas pela resposta
imune do hospedeiro aos ovos do verme. Estes ovos provocam reacdes
granulomatosas seguidas de fibrogénese. A intensidade e durac&o da infeccao
estao relacionadas com a quantidade de antigeno originado pelo ovo e verme,
0 que consequentemente interfere na severidade da doencga e na capacidade

fibro-obstrutiva. A esquistossomose poder ter duas fases: a aguda e a crénica.

Com frequéncia a fase aguda da doenca ¢é caracterizada pelo
surgimento de febre, anorexia, dores abdominais e cefaléia. Em alguns casos o
individuo pode apresentar um quadro de diarréia, nauseas e tosse. Nesta fase
pode-se detectar hepatoesplenomegalia e com auxilio de exames laboratoriais
verifica-se eosinofilia bastante aumentada. Apesar disso, os sintomas
apresentados durante a fase aguda da doenga podem variar desde um quadro
assintomatico até o surgimento de dermatites urticariformes (Caldas et al.
2008, Lambertucci 2010).

A fase crénica comeca a surgir por volta do quarto més de infecgao. Esta
pode evoluir por muitos meses ou anos. A depender da intensidade da infecgao

varios 6rgaos podem ser comprometidos, tais manifestagdes clinicas podem



levar a complicagdes mais graves como a forma intestinal , hepatointestinal,

hepatoesplénica e até mesmo neuroldgica (Mansour 1989, Beck 2008).

Outro evento importante relacionado ao desenvolvimento da doencga ¢ a
angiogénese. A formacdo de novos vasos sanguineos pode ocorrer pela
ramificacdo e extensdo de vasos adjacentes ou pelo recrutamento de células
progenitoras endoteliais da medula éssea (EPCs). (Burke et al 2009,Loeffleret
al.2002 Francis M.E et al. 2008).

As lesbes causadas pelo ovo desenvolvem um processo inflamatério seguido
da formagao do granuloma periovular. Esta reacdo em torno do ovo evidencia a
importancia do ovo como agente patogénico nesta doencga. Isso ocorre porque
todo ovo que n&o € eliminado do organismo do hospedeiro provocara uma

reacao inflamatoéria e posteriormente o surgimento do granuloma periovular.

Tratamento

A farmacoterapia é a principal estratégia contra a esquistossomose, tanto
para eliminacdo dos parasitos em individuos infestados, como para reduzir a
incidéncia e morbidade em areas endémicas. Atualmente o farmaco preferido é
o Praziquantel, um derivado pirazino-quinoleinico. Este quimioterapico é
rapidamente absorvido no trato gastroentestinal e também rapidamente
excretado. Estudos realizados revelaram que esta droga atua principalmente
no metabolismo dos carboidratos. Como efeito adicional a referida droga
determina uma permeabilidade maior do tegumento do verme (Tallimaet al.
2007, Brindley 1987).

Outra droga utilizada € o Oxamniqune um derivado da tetraidroquinoleina.
Sua absorcdo se faz muito bem apdés administragdo oral ou intramuscular,
sendo amplamente metabolizada em derivados acidos biologicamente inativos,

excretados em grande parte pela urina (PicaMattoccia e Cioli 1985).

O tratamento da esquistossomose utilizando os anti-helminticos

(Praziquentel ou Oxaminquine) tem demonstrado grande eficiéncia



principalmente por apresentarem poucas reagdes adversas. Além disso,
existem evidéncias que o tratamento com Praziquantel induz mudancas na
resposta imune do hospedeiro. Embora muito eficientes os quimioterapicos
utilizados no tratamento da esquistossomose, ndo conferem protegao contra
reinfec¢des. Sendo assim, faz-se necessario o desenvolvimento de uma vacina
especifica (Lamberton 2010, Coura 2010, Abdulet al. 2009).

Andrade e colaboradores em 2006 observaram alteragdes vasculares em
animais infectados com S. mansoni e tratados com Oxaminquine e
Praziquantel, onde os animais nao tratados apresentaram obstrugdo da veia
porta, € nos animais que receberam o tratamento estas lesbes vasculares

desapareciam apds o quarto més de tratamento.

Coelho e colaboradores (1994) verificaram a capacidade de modulagao da
resposta granulomatosa da esquistossomose murina em animais tratados e
reinfectados. Sessenta dias apds a reinfeccdo foi observado que o figado
destes animais apresentou granulomas tipicos de fase cronica, sugerindo que a
capacidade de modulagdo da resposta granulomatosa permanece mantida,
prevenindo uma nova fase aguda. Por outro lado os animais ndo-tratados e

reinfectados apresentaram uma reagudizacéo da resposta granulomatosa.

Ernouldet al. (1999) analisaram populagcdes residentes em regides
endémicas para S.mansoni e Schistosoma hematobium  tratadas com
Praziquantel e demonstraram que seis semanas apos o tratamento a média de
eliminacédo de ovos diminuiu 95% para S.hematobium e 75% para S.mansoni.
Dez meses apds o tratamento verificou-se a incidéncia de reinfec¢des. Sendo
que para S.hematobium os indices de reinfeccdo diminuiu, entretanto para
S.mansoni o indice reinfecgdo continuou alto, mesmo apds o tratamento

especifico.



Justificativa

Apesar da diminuigdo de casos, no Brasil, a esquistossomose ainda
representa um importante problema para a saude publica atual, pois esta
associada a uma série de manifestagdes clinicas como: fibrose periportal,
fibrose pulmonar, alteracbes vasculares, intestinais, problemas renais, dentre
outros.Dentre as complicagbes causadas pela esquistossomose, a fibrose
periportal € o achado mais comum. Diante deste cenario a forma de combate a
doenca adotado pelo Ministério da Saude brasileiro consiste na utilizacdo de
quimioterapicos especificos (Praziquantel e Oxamniquine). Levando em
consideracao a gravidade da doenga em 2001 a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) resolveu criar novas agdes para reduzir a transmissdo do
parasita em criangas em idade escolar (OMS 2001). Em 2003 com o auxilio
financeiro da Fundacéo Bill e Melinda Gates, projeto conhecido como Iniciativa

de Controle da Esquistossomose (www.schisto.org) custeou a administracédo

em massa de Praziquantel em diversos paises do continente africano.
Entretanto, apesar da eficacia curativa das drogas utilizadas, o tratamento nao
€ capaz de evitar novas infecgdes. Sendo assim, o presente estudo pretende
avaliar o comportamento da doenga em animais tratados e submetidos a uma

nova infecgao.



3 .OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desenvolvimento da fibrose hepatica periportal em camundongos Swiss
submetidos a quimioterapia especifica e reinfectados com Shistosoma mansoni

comparando-os a animais nao tratados.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Acompanhar a evolugéo das alteragbes hepaticas presentes no grupo controle e
compara-la aos grupos tratados com os anti-helminticos e posteriormente

reinfectados.

Determinar as diferencas no tamanho dos granulomas em animais reinfectados

tratados com Praziquantel ou Oxamniquine, comparando-0s ao grupo controle.

Determinar quais sdo as principais caracteristicas histoldégicas presentes no
figado dos animais reinfectados, e avaliar de que maneira estes fatores estdo

relacionados aos processos de fibrose hepatica periportal e formagao de granulomas.

Caracterizar através da imunohistoquimica, da imunofluorescéncia e da analise
ultraestrutural os aspectos celulares encontrados na fibrose hepatica periportal e

determinando se existe uma simultaneidade no aparecimento desses elementos.

Verificar se o tratamento com Praziquantel ou Oxamniquine pode alterar o
desenvolvimento da fibrose periportal e intensidade de processo angiogénico em
animais reinfectados. Como também analisar o desenvolvimento da doenca em
animais tratados e reinfectados, através dos seguintes métodos: analise morfométrica
(quantitativo), avaliacdo do grau de fibrose periportal e presenca de granulomas

hepaticos.



5. MATERIAS E METODOS

Foram utilizados 70 camundongos Swisswebster, de ambos 0s sexos,
pesando entre 50 a 60 gramas. Os animais foram fornecidos pelo biotério de
experimentagdo do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM/FIOCRUZ),
Bahia. Os animais foram alocados em gaiolas plasticas, em ciclos dia e noite
de 12 horas, em condi¢cdes de temperatura e umidade ambientais, recebendo

ragao e agua ad libitum.

5.1 Procedimentos Experimentais

Os animais foram acompanhados por um periodo de dez meses.
Inicialmente todos os animais pertenciam a um unico grupo GIP (Grupo
Infecgdo Primaria). Estes animais foram submetidos a infeccdo por via
percutanea, com 50 cercarias isoladas de moluscos originados de Feira de
Santana (FS), recentemente eliminadas por diversos caramujos criados e
infectados no Moluscario da Instituicao. Quarenta e cinco dias apds a
exposicao cercariana, as fezes dos animais foram analisadas através do
exameparasitolégico para avaliar o estagio de infecgdo. Durante o segundo
més houve coleta de material. No terceiro més de infec¢do, os animais dos
grupos GIP foram tratados com quimioterapicos especificos e subdivididos em
trés grupos: GITP(Grupo Infectado Tratado com Praziquantel -25 animais),
GITO (Grupo Infectado Tratado com Oxamniquine - 25 animais) e GINT
(Grupo Infectado Nao Tratados - 20 animais). GITP e GITO receberam a
medicacdo de acordo com a seguinte dose: 400mg/Kg para Praziquantel e

200mg/kg para Oxamniquine .

Durante o quinto més (dois meses depois do tratamento) coletou-
sematerial dos trés grupos. No sétimo més os animais dos grupos GITP, GITO
e GINT foram reinfectados. Apods a reinfeccdo os animais destes grupos foram

novamente subdivididos nos seguintes grupos:

GNTR — Grupo nao TratadoReinfectado

GTPR -Grupo Tratado com Praziquantele Reinfectado



GTOR -Grupo Tratado com Oxamniquinee Reinfectado

Houve nova coleta de figado durante o oitavo, nono e décimo més (1, 2
e 3 meses apods reinfeccdo respectivamente). Todos os animais foram
sacrificados em camara de CO,, onde houve coleta do figado. Os fragmentos
de tecido hepatico foram encaminhados para o setor de histotecnologia para

realizagao de coloragdes de rotina.

Perdas Amostrais

Durante a infeccdo primaria dez animais evoluiram a obito. Apds o
tratamento cinco animais pertencentes ao GINT morreram. Entretanto com a
reinfeccéo, os casos de dbitos voltaram a ocorrer em todos os grupos. Ao final

do experimento totalizou-se 28 ébitos.

Histopatologia. =~ Fragmentos de figado dos animais (de todos os grupos) foram

fixados em formol Millonig (pH 7.4). As secgdes incluidas em parafina (5um de
espessura) foram coradas com os corantes Hematoxilina e Eosina (HE), onde a
hematoxilina atua como corante basico corando estruturas acidas como o nucleo e a
eosina como corante acido, corando as estruturas basicas. A coloragao Sirius-red foi
utilizada para identificar fibras colagenas. As laminas geradas foram analisadas em

microscopio 6tico de campo claro.

Imunofluorescéncia.Fragmentos de tecido hepatico retirados durante a

coleta de material foram imediatamente criopreservados em nitrogénio liquido e
estocados em um freezer a -80° C e posteriormente, seccionados em um
criostato a -20° C, fixados em acetona e hidratados em solugdo PBS pH 7.4. O
anticorpo anti-laminina foi utilizado como anticorpo primario usando a diluigao
1/100. O anticorpo secundario utilizado foi o antilgG de coelho fluoresceinado
(SIGMA) Entre as reacgdes, os cortes foram lavados em solugcdo de PBSpH 7.4.

A visualizagao foi realizada através de um microscopio com luz ultravioleta.

Imunohistoquimica. A técnica foi realizada a partir de fragmentos de tecido

hepatico incluidos em parafina onde foram testados os seguintes anticorpos:



+ Alfa actina de musculo liso- Para a marcacao desta proteina os cortes
parafinados foram submetidos a alta temperatura(97,6°C) para a
recuperagao antigénica com tampédo citrato pH 6.0. O cromogeno
utilizado foi 3,3-diamino benzidina (DAB) e a contracoloragao foi feita com
hematoxilina de Harris.O anticorpo anti-a actina de musculo liso foi
utilizado como anticorpo primario obedecendoa diluicao 1/200. Sendo
assim, o anticorpo anti-alfaactina de musculo liso foi utilizado para a
identificacdo de células com perfis de musculo liso, como as encontradas
na parede dos vasos, os miofibroblastos, células estrelares ativas e
outros tipos celulares que exibem este perfil.

+ CD31-0O anticorpo anti-CD31(Santa Cruz) foi utilizado como anticorpo
primario usando a diluicdo 1/800. Foi utilizado o mesmoprotocolo da a-
SMA.

Analise Morfométrica.Para quantificar a matriz conjuntiva presente nas secgdes

obtidas de camundongos Swiss realizou-se a coloragao Sirius-red. As ldminas coradas
foram analisadas pelo sistema computadorizado de analise de imagens, constituido de
uma videocamera Olympus Q — Color 5, acoplada a um microscopio 6ptico Olympus
(BX 51), com objetivas pancromaticas, que transmitiram as imagens a um computador

utilizando o software Image-Pro-Plus .

Para a analise morfométrica utilizou-se o sistema de cor RGB. Dessa forma, os
pixels de uma imagem podem ser interpretados como pontos luminosos, com
intensidades de cor que podem ser decompostas em canais como: vermelho (R),
verde (G) e azul (B). Se cada pixel projetar sua composi¢cao de cor em um sistema
ortogonal tridimensional RxGxB, nesse espaco virtual, podem-se identificar
agrupamentos de pontos que se relacionam a tonalidades de cores da imagem. A
analise de agrupamentos de pontos € uma ferramenta computacional na qual se
identifica pontos e os substitui pelos seus valores medianos (centroéides), criando uma

segmentacao da imagem por intensidade de cor.

Para a realizagcdo da morfometria, os cortes foram medidos, utilizando objetiva
de 400X para calcular o agrupamento de pontos relacionados a cor vermelha (Sirius-
red), a qual foi expressa como pontos luminosos. Cada corte, contendo fibras
colagenas, foi capturado pelo sistema de imagens, analisando diversos campos,
sendo salvas imagens digitais. A quantidade da cor vermelha de cada imagem foi

medida automaticamente por diferenga colorimétrica. O analisador fornece ao sistema



o padrao de cor a ser quantificado e o sistema identifica a cor, preenche a area de
interesse e processa a mensuragdo identificando agrupamentos de pontos que se

relacionam com a tonalidade da cor selecionada.

Microscopia Eletrénica _de Transmissdo- Pequenos fragmentos de tecido

hepatico foram imediatamente fixados, por imersdo, em uma solugcao de glutaraldeido
a 4%+ tampao cacodilato a 0,2M (1:1), pH 7.4, por 1h a 4°C e pds-fixados em tetroxido
de 6smio a 1% em tampao cacodilato a 0,3M (1:1) por 1h a 4°C. Os fragmentos foram
lavados, rapidamente, em tampao cacodilato a 0,3M. Em seguida, desidratados em
um gradiente de acetonas e embebidos em resina Polybed 812. Os blocos obtidos
apos polimerizacao da resina foram seccionados; os cortes ultrafinos foram coletados,
montados em grades de cobre e contrastados com citrato de chumbo e acetato de

uranila e examinados em um microscopio Zeiss EM-109.

Diagndstico Parasitologico- O diagndstico da infecgdo por S. mansoni foi feito

com base em métodos coproscopicos, onde a analise qualitativa ocorre através da
observacao microscopica do ovo do parasito nas fezes do animal. Esta técnica
consiste em fransferéncia de pequenas porcbes de fezes para ldminas de vidro

cobertas por uma laminula, de modo a permitir a obtencao de esfregaco fecal.

Didmetro do Granuloma- Os didmetros dos 10 maiores granulomas em cada sec¢ao,

foram medidos e o didmetro médio calculado para cada grupo de camundongos.
Somente foram medidos os granulomas que apresentavam em seu nucleo um ovo de
S. mansoni, que comprovava a condicdo de que o corte estava proximo de seu
didmetro maximo.Granulomas adjacentes a areas de necrose de hepatécitos foram

excluidos da avaliacao.



5.2 CONSIDERACOES ETICAS

e O projeto foi submetido e analisado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz. (CEUA-FIOCRUZ).

5.3 ANALISE ESTATISTICA

Para processamento dos dados, foi utilizado o programa GrafPad
InStat2 e Bioestat 5.0 (Sociedade Civil Mamiraua/MTC/ Imprensa Oficial do
Estado do Para 2005). Realizou-se uma analise descritiva dos dados, expondo
os resultados em graficos. As medidas como: média e desvio padrao foram
utilizadas. Para comparar as variaveis quantitativas dos grupos estudados
utilizou-se o teste ndo paramétrico KruskalWallis . Dois ou mais grupos foram
comparados. Os resultados foram considerados significantes quando

apresentaram p<0.05.



5.4 DESENHO EXPERIMENTAL

1° Dia

1° Més

2°Més

3° Més

Metodologia — Grupo Experimental

5° Més

7° Més

8° Més

09/03 . Infeccdo (50 cércaria) — GIP

09/04 _|  Exa.de fezes —> GIP

09/05 __ 1 Coletade Material ? GIP

5ITP

09/06 —+—— Tratamento PZQ ¢ OXM C(}]ITO

09/08 Coleta de Material ggg

e GRTP

4 meses apos tratamento 09/10 ————— Reinfecgdo (50 Cercaria)s GRTO

_ GRTP

1 mésapos reinfeccao 09/11 — | Coleta de Material —> GRTO

- ' GRTP
2 mesesapos reinfeccao  ggj12———— Coletade Material - —> GRTO
. . ~ Coleta de Material ——> GRTP
3 mesesapds reinfeccdo  09/01 GRTO

10° Més

1° Dia

Metodologia — Grupo Controle

09/03

1° Més

2° Més

09/04

09/05

09/06

3° Més

5° Més

7° Més

09/08

4 meses apds tratamento 09/10

— 1 Reinfeccdo (50 Cercaria)s — GRNT

8° Més 1 més apds reinfecgdo 09/11 — 1

10°Més | 3 meses apods reinfecgao 09/01

HEE A

2 meses apos reinfeccdo 09/12 |

Coleta de Material ————> GIP

Infeccdo (50 cérearia)y — |  GIP

GIP
Exa.de fezes ——————>

GINT
Tratamento com Salina —

Coleta de Material ——> GINT

Coleta de Material GRNT

Coleta de Material —> GRNT

Sacrificio - > GRNT




6. RESULTADOS
Analise Histolégica
6.1 HE

Para avaliar o aspecto geral do tecido hepatico e evolugao da fibrose,
utilizou-se a coloragao Hematoxilina e Eosina (HE), pois esta técnica permite

avaliar com maior preciséo a citoarquitetura do 6rgao.

GIP - O estudo histolégico do parénquima hepatico revelou que durante a
infeccdo primaria os animais demonstravam reag¢des granulomatosas com
padrao tipico da esquistossomose aguda. As reacdes granulomatosas iniciais
frequentemente se apresentavam como pseudos-granulomas, formados pelo
acumulo de células infamatorias.Neste periodo os granulomas apresentaram-
se pouco delimitados com depdsitos irregulares de fibras colagenas, exibindo
distribuicdo concéntrica. Uma caracteristica marcante desse grupo foi a intensa
resposta inflamatéria em torno dos ovos do verme. Também nesta fase foi
registrada a presenga de reagbes com predominancia de células
mononucleares, eosondfilos e neutréfilos, em todos os animais estudados
(Figura 1A).

GITP & GITO - No grupo dos animais tratados com Praziquantel ou com

Oxamniquine, ndao houve diferencas histolégicas marcantes. Independente do
tipo de tratamento, houve nitida reducdo do infiltrado inflamatério e os
granulomas periovolares eram menores e mais circunscritos quando
comparados aos grupos avaliados. Observamos ainda reagdes cicatriciais
contendo ovos calcificados no seu interior.As caracteristicas histolégicas
avaliadas nos grupos que receberam tratamento foram comuns aos dois tipos

de drogas utilizadas (Figura 1B e C).

GINT - No grupo em que nao houve tratamento existia grande quantidade de
reagcdes granulomatosas, reagdes estas que estavam dispostas de forma
confluente, exibindo varios graus de desenvolvimento. As fibras colagenas se
apresentavam de forma irregular e frouxa por quase toda extensdo da
reacdo.Os granulomas produtivos apresentaram macréfagos epitelidides,

células gigantes e poucos polimorfonucleares( Figura 1D).



GTOR e GTPR- Os grupos reinfectados foram avaliados em trés estagios: um,

dois e trés meses pos reinfeccdo. Durante o primeiro més pos reinfeccdo os
animais voltaram a apresentar um parénquima hepatico com infiltrado
inflamatorio e reagbes granulomatosas em diferentes graus desenvolvimento
(Figura1l F e E). No segundo més as reagdes granulomatosas se encontravam
no estagio exudativo e exudativo-produtivo. Era intensa e produgdo de matriz
colagena nesses animais e as fibras colagenas apresentavam-se mais
espessas e compactas, delimitando bem a regiao afetada. (Figura 2 A e B).
Apesar do processo de hepatite reacional difusa durante o segundo més de
reinfecgdo, a partir do terceiro més os niveis de células inflamatérias e fibras
colagenas regrediam de forma gradual. Neste estagio com a maturacdo do
granuloma, as fibras colagenas alteraram a configuragdo da malha para uma
disposicao concéntrica e densa. Durante o estagio de reinfecgao verificamos
que em algumas regides do tecido hepatico era possivel observar pigmentos
enegrecidos (pigmentos esquistossomaoticos), que sdo o resultado da digestéao
enzimatica da hemoglobina no tubo digestivo do verme do Schistosoma

mansoni(Figura2 D e E).

GNTR- Os animais nao tratados durante o primeiro més de reinfecgao também
exibiam células inflamatodrias e granulomas mistos.No segundo més este grupo
apresentou fibrose periportal e a presenga de pigmentos esquistossomaticos.
(Figura 2 C). E durante o terceiro més foi possivel observar parénquima
hepatico com fibrose periportal e presenca de algumas células inflamatdrias
(Figura 2 F).



Figura 1-Aspectos histolégicos do tecido hepatico dos animais pertencentes aos grupos GIP,
GITP,GITO, GTPR e GTORA- GIP Imagem reproduz um fragmento de tecido hepatico de
camundongo durante a infecgdo primaria. E possivel observar a presenca de muitas células
inflamatérias em torno do ovo do verme.B — GITP llustra o parénquima hepatico de camundongo pos
tratamento com Praziquantel. Granulomas em estagio de regressdao. C - GITO Animal apos
tratamento com Oxamniquine. D - GINT Animal infectado néo tratado. Granulomas associam-se e
exibem fibras colagenas mais espessas do que nos animais tratados. E - GTOR- Parénquima
hepatico de animais no primeiro més apds a reinfecgéo, previamente tratados com Oxamniquine.
Nestas gravuras € possivel perceber células inflamatérias em torno do ovo, como também a
deposigédo de colageno. F - GTPR Animal no primeiro més de reinfecgédo, previamente tratado com
Praziquantel. Coloragcao Hematoxilina/Eosina 400x.




Figura 2- Aspectos histolégicos do parénquima hepatico dos animais pertencentes aos grupos:
GTPR, GTOR.A - GTOR Dois meses de reinfecgdo. Granulomas mistos. B - GTPR Animais com dois
meses de reinfecgdo. Granulomas acompanhados de células inflamatérias. C— GNTR Animal nao
tratado dois meses apos reinfecgdo. D- GTPR Trés meses apds reinfecgao. Resquicios de ovo na
regido central. E- GTOR Trés meses apos reinfecgdo.Ovos na regido central . F - GNTR Nao tratado
apos trés meses da reinfecgdo. Neste caso é possivel notar a fibrose periportal. Hematoxilina/Eosina
400x.




6.2 Sirius-red

Para analise mais detalhada da deposicdo e organizagdo das
fibras colagenas nos diferentes estagios da doenca foi utilizado o método de
Picrosirius, que se baseia na caracteristica do corante Sirius-red ser fortemente
acido, devido aos seis grupamentos sulfénicos que contém e ao fato de
reagirem com os grupamentos aminicos das moléculas de lisina presentes no
colageno. Sendo assim, esta técnica marca especificamente as fibras

colagenas de vermelho.

GIP — O estudo dos cortes histologicos do tecido hepatico revelou que o grupo
relacionado com a infecgdo primaria apresentava grandes areas coradas pelo
Sirius-Red evidenciando delgadas fibras colagenas, comprometendo desta

forma uma parte importante do parénquima hepatico (Fig. 3 A).

GITP &GITO- Como o tratamento especifico (Praziquantel e Oxamniquine) os
niveis de deposigdo colagena cairam como ja era esperado. Neste periodo

areas restritas e focais apresentaram coloragéo vermelha (Fig. 3 B e C).

GINT - O grupo infectado n&o tratado apresentou maior quantidade de
granulomas apresentando fibras colagenas marcadas. Nesta fase em alguns
animais era possivel notar a disposicdo em conjuntos dos granulomas

caracterizando assim a fibrose periportal(Fig 3D).

GTPR & GTOR - Com o advento da reinfecg¢ao, os niveis de colageno voltaram

a subira partir do primeiro més apresentando elevados niveis de marcacao
(Fig-3E e F), e durante o segundo més este aumento chegou a niveis de
coloragcédo superior aos da infeccdo primaria. Neste grupo os granulomas as
fibras colagenas apresentaram-se mais espessas e compactas, delimitando
com nitidez a area do granuloma periovular (Fig-4 A e B). Entretanto o grau de
deposigdo de colageno comecgou a regredir a partir do terceiro més pos

reinfec¢ao (Fig-4 D e E).

GNTR - No grupo controle nao tratado a colagao com Sirius-Red demonstrou
que houve uma variagdo no padrao de coloragao, onde era possivel observar
areas de coloragdo intensa e areas com coloragdo mais branda. Durante o

primeiro méseste grupo apresentou parénquima com fibrose periportal com



coloracao intensa. Este padrao se manteve no segundo més (Fig-4C). E no

terceiro més de reinfeccdo o parénquima hepatico apresentava fibrose com

fibras colagenas mistas (Fig4-F).

Figura 3 — Analise histolégica do parénquima hepatico corados pela técnica de Siriu-red.
Animais durantes as seguintes fases: Infecgdo primaria, Depois do tratamento e um més apés
reinfecgcado. A- GIP Padrao histoldgico tipico da esquistossomose, apresentando diversos granulomas
no parénquima hepatico. B - GITP Granulomas isolados em fase de regressédo. C- GITOParénquima
hepatico com poucos granulomas. D- GINT Animais ndo tratado. Fibrose periportal. E - GTOR Um més
apos reinfecgdo. Granulomas apresentando fibras colagenas mais espessas. F- GTPRUmM més apés
reinfec¢ao, pigmentos esquistossomoticos. Sirius-red 400x.




Figura 4 - llustragdao do parénquima hepatico corados pela técnica de Sirius-red animais
durantes as seguintes fases: Dois e trés meses apoés reinfec¢dao.A - GTOR- Dois meses apoés
reinfeccdo. Granulomas contendo fibras colagenas em varios niveis de amadurecimento.B-GTPR-
Predominio de fibras colagenas delgadas. C - GNTR Dois meses apos reinfecgao. Fibrose periportal
intensa. Fibras colagenas apresentando coloragdo mais evidente devido ao espessamento das fibras.
Pigmentos esquistossomoticos. D - GTOR Trés meses de reinfecgéo. Fibrose periportal. Granulomas
apresentando fibras colagenas de densidades diferentes. E - GTPR Granulomas bem delimitados. F-
GNTR Apods trés meses de reinfeccdo. Fibrose periportal apresentando fibras colagenas mistas
(delgadas e densas). Resquicios de ovo. Sirius-red 400x.




6.3 Imunohistoquimica — Alfa actina

Foram consideradas positivas as regides que apresentaram coloragao
castanho dourado. A analise das células positivamente marcadas foi realizada

por microscopia de luz com aumento de 400x.
2.1 Alfa-actina de musculo liso

Alfa-actina de musculo liso € uma proteina que esta relacionada com a
movimentagao celular e muscular. Esta presente no citoplasma das células
eucarioticas sob a forma de filamentos. O anticorpo para alfa-actina de musculo
liso (a-SMA) foi utilizado com o intuito de identificar e avaliar células
miofibroblasticas e células que apresentem este perfil fenotipico, como células

estreladas e fibroblastos.

GIP- Apresentaram células alfa-actina positivas na regido granulomatosa,

sobretudo na periferia (Fig-5A).

GITP & GITO — Apds o tratamento houve uma expressiva diminui¢cao de células
marcadas positivamente paraa-SMA. Este padrao foi prevalente nos dois tipos
de tratamento (Fig-5 B e C).

GINT- Mesmo nos animais que nao receberam tratamento houve pouca

marcagao positiva.

GTPR & GTOR — No grupo reinfectado marcagédo se mostrou variada conforme
o tempo de reinfec¢cdo. Sendo que, durante o primeiro més de reinfeccéo a
regido granulomatosa voltou a exibir um aumento no numero de células
marcadas. Estas células marcadas positivamente podiam ser encontradas em
toda regido granulomatosa e na regiao sinusoidal(Fig 5- E e F). Entretanto, no
segundo més houve uma diminuicdo da marcacdo tanto no parénquima
hepatico como no granuloma.(Fig6-A e B). No terceiro més este padréo

permaneceu predominante (Fig 6 -D e E).

GNTR~- Nos animais pertencentes ao primeiro més pos reinfecgdo, somente a
regido do granuloma encontrava-se marcada.(Fig-5F) Durante o segundo més
a regidao sinusoidal e periferia do granuloma apresentavam células

positivas.(Fig 6- C) E no terceiro més a regido sinusoidal encontra-se bastante



marcada, porém a regido granulomatosa exibia poucas células marcadas (Fig6-
F).

Figura 5 - llustragcao do tecido hepatico submetido aimunomarcacao da a-SMA em animais
durantes as seguintes fases: Antes do Tratamento, Depois do tratamento e um més apos
reinfecgcdo. A- GIP Granuloma inicial, evidenciando marcagao positiva mais evidente na periferia da
reacdo. Notar residuo de ovo. B - GITP Poucas células marcadas.C — GITO Idem. D GTOR -Um
mésapods reinfecgao. Maior populagao de células marcadas, sobretudo nas proximidades da reagao
granulomatosa. Pigmentos esquistossométicos. E- GTPR Um més de reinfecgdo. Notar marcacao
sinisoidal. F — GNTR Um més de reinfec¢gdo. Marcagao positiva em toda regido granulomatosa.
Pigmentos esquistossomoéticos. Imunohistoquimicaa-SMA 400x.

J




Figura. 6- llustragdo do tecido hepatico submetido a imunomarcagédo da a-SMA em animais
durantes as seguintes fases: Dois e trés meses apoés reinfeccao. A - GTOR Dois meses apés
reinfecgdo. Maior quantidade de células exibindo marcacéo positiva. B - GTPR Dois meses apos
reinfeccdo.Poucas células marcadas. C- GNTR Dois meses aposreinfeccdo .Poucas células
marcadas.Pigmentos esquistossométicos. D-GTOR Trés meses apés reinfecgdo. Marcagéo positiva
nas proximidades e na periferia do granuloma. E - GTPR Trés meses apos reinfecgdo. Poucas células
marcadas na regido periférica. F — GNTR Trés meses apés reinfecgdo. Regido sinusoidal e periferia
do granuloma exibindo marcagao positiva. Imunohistoquimica a-SMA 400x.




6.4 Imunohistoquimica - CD31

O CD-31 é uma proteina integral presente na membrana relacionada
com adesao celular. Encontra-se constitutivamente expressa em células
endoteliais, porém €& fracamente expressa em leucdcitos periféricos e
plaquetas. Este anticorpo foi utilizado com o objetivo de marcar células
endoteliais hepaticas. Sendo assim, este foi utilizado com o objetivo de
identificar células endoteliais presentes na regido granulomatosa e no

parénquima hepatico.

GIP- Este grupo apresentou marcagdo moderada, e um pouco difusa na regido

granulomatosa (Fig-7A).

GITP & GITO — Nos grupos tratados os sinusoides proximos ao granuloma
encontravam-se bem marcados. No entanto na regido granulomatosa houve
marcagao positiva em toda regido granulomatosa, tanto na zona central como

na medial e periférica (Fig7-B e C).

GINT- Nos amimais que ndo receberam tratamento a marcacao positiva

encontrava-se melhor evidenciada na regido periférica do granuloma.

GTPR & GTOR - No grupo reinfectado o padrdo de marcagao foi variando
conforme o tempo de reinfeccdo. Sendo que durante o primeiro més foi
possivel observar marcagao em todas as areas do granuloma (Fig7-D e E),
entretanto no segundo més a marcacgao se limitava quase totalmente a regido
periférica (Fig8- A e B), padrao este que permaneceu durante o terceiro més de

reinfeccéo (Fig 8- D e E).

GNTR - Neste grupo o padrdo de marcacdo foi semelhante durante
primeiro(Fig7-F), segundo(Fig8-C) e terceiro(Fig8-F) més pods reinfeccdo. A
marcacao se apresentava mais evidente na regiao periférica ao granuloma e na

regiao sinusoidal.
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Figura 7 - llustragcao do tecido hepatico submetido a imunomarcagdo do CD31 em animais
durantes as seguintes fases: Antes do tratamento, depois do tratamento e um més apés
reinfecgcdo. A GIP - Granuloma apresentado marcagao positiva nas regides medial e periférica. B-
GITP Dois meses apds Tratamento. Marcagédo positiva nas regides central, medial e periférica do
granuloma. C GITO - Marcagao intensa na regido periférica. D - GTOR Um més apods reinfecgao.
Células exibindo marcagao positiva em todas as regides do granuloma (central,medial e periférica).
Observar a marcacao sinusoidal. E-GTPR Um més apds reinfeccdo. Marcagao positiva em toda regiao
granulomatosa. F- GNTR Um més apds reinfecgdo. Células exibindo marcagao positiva nas regides
medial e periférica. Imunohistoquimica CD 31 400x.
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Figura 8 - llustragao do parénquima hepatico submetido e imunomarcag¢ao do CD31 emanimais
durantes as seguintes fases: Dois e trés meses apos reinfecgdao.A - GTOR- Dois meses apos
reinfecgdo. Regido periférica e sinusoidal fortemente marcada. B - GTPR Dois meses apos
reinfeccdo.ldem. C - GNTR Dois meses apods reinfeccdo. Regido sinusoidal exibindo marcacao
positiva. Células exibindo marcagao positiva nas regides sinusoidal e na periferia da regiao
granulomatosa. D - GTOR Trés meses apos reinfecgdo. Células exibindo marcagéo positiva em toda
regido granulomatosa. E — GTPR Trés meses apds reinfeccdo.Marcagdo positiva nas regides
periféricas e sinusoidais. F GNTR - Trés meses pos reinfecgdo. Células exibindo marcagao positiva
nas regides sinusoidal e periférica . Imunohistoquimica CD 31- 400x.




6.5 Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia para Laminina foi feita com o objetivo de marcar a
lamina basal da regido granulomatosa. As secc¢des teciduais foram submetidas
a técnica indireta para a marcagao do anticorpo anti-laminina, a qual € uma
proteina de matriz que auxilia na ligagao cruzada dos componentes da lamina
basal. Possui estrutura heterotrimemérica em forma de cruz e esta relacionada
com a ligacao de varios tipos de colageno. Assim, tais proteina sdo importantes
para a organizagdo dos componentes da matriz extracelular e para a regulagao
da adesédo célula matriz e da migracéo celular. Foram consideradas positivas

todas as areas marcadas pela cor verde maca brilhante.

GIP - A marcacao obedeceu a um padrdo homogéneo neste grupo, onde foi
possivel observar uma positividade intensa na regiao periférica dos granulomas

analisados (Fig9-A).

GITP & GITO - Este grupo também seguiram o mesmo padrao de marcagao do
grupo anterior, a reatividade era melhor observada na periferia da regido

granulomatosa (Fig9-B e C).
GINT — Neste grupo somente a regiao periférica apresentou marcagao positiva.

GTOR & GTPR - Neste grupo a fibrose periportal era bem evidenciada e a
marcacgao positiva se distribuia de forma aleatéria na regido granulomatosa,
embora a maior parte da marcacao encontrava-se na regidao periférica. Este
padréo de marcacao foi prevalente no primeiro (Fig9-D e E), segundo (Fig10-A

e B) e terceiro més pos reinfecgéo (Fig10-D e E).

GNTR- No primeiro més apos a reinfecgdo os animais exibiam marcagéo
positiva em toda regido granulomatosa (Fig9F-). Durante o segundo (Fig10-C)
e terceiro més (Fig10-F) a marcacgao positiva encontrava-se concentrada na

regido periférica.



Figura 9 — llustragcdo do tecido hepatico submetidos a técnica de Imunofluorescéncia em
animais durantes as seguintes fases: Infeccao primaria, depois do tratamento e um més apés
reinfeccdo A GIP Células exibindo marcacdo positiva nas regides sinusoidal e periférica.B-GITO
Parénquima hepatico exibindo marcacao positiva predominantemente na periferia C- GITP Idem.D-
GTOR Um més apods reinfecgdo. Parénquima hepatico exibindo marcagdo positiva na regido
sinusoidal e na periferia do granuloma. E — GTPR Um més apéds reinfeccdo. Regido sinusoidal
fortemente marcada. F- GNTR Granuloma exibindo marcagao positiva nas regides medial e periférica.
Imunofluorescéncia- Laminina 400x.
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Figura 10 — llustragcdo do tecido hepatico submetido a técnica de imunofluorescéncia em
animais durantes as seguintes fases: Dois e trés meses apés reinfeccdao.A- GTOR Dois meses
apos reinfeccdo. Parénquima hepatico exibindo marcacgao positiva na regido periférica do granuloma.
B- GTPR Dois meses apoés reinfeccdo. Poucas células marcadas C — GNTR- Dois meses apds
reinfeccdo. Parénquima hepatico exibindo marcacao positiva na em toda regido do granuloma. D-
GTOR Trés meses apo6s reinfeccao. Parénquima hepatico exibindo marcacdo positiva na regiao
periférica do granuloma. E - GTPR Trés meses apés reinfecgdo. Regido periférica e sinusoidal
marcada F - GNTR Trés meses apos reinfeccdo. Parénquima hepatico exibindo marcacéo positiva na
regido granulomatosa. Imunohistoquimica Laminina 400x.




Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) foi realizada para melhor
entendimento das condi¢cdes ultraestruturais presentes processo fibrético

induzido pelo Schistosoma mansoni.

GIP- A eletromicrografia destes animais revelou que nesta fase havia a
presenca de feixes de fibras colagenas no parénquima hepatico, além da

presenca decélulas inflamatdrias(Fig11-A).

GITP & GITO- Os animais que receberam tratamento exibiram a presenca de
fibras colagenas, entretanto neste grupo a quantidade de fibras colagenas
encontrava-se bastante reduzida. Células com fendtipo de miofibroblastos
também podiam ser observados, além da presenga de algumas células

inflamatdrias como eosindfilos (Fig11 B e C).

GINT- Este grupo exibiu uma grande deposi¢ao de tecido colageno frouxo com

aparéncia desorganizada entre as células do parénquima hepatico (Fig11D).

GTPR & GTOR- No grupo que foi submetido a reinfeccédo, durante o primeiro
més houve presenca de poucas fibras colagenas de aparéncia densa (Fig11- E
e F). Entretanto, durante o segundo més de reinfeccdo a presenga de fibras
colagenas era intensa, estas exibiam uma disposi¢do bem organizada e densa
houve também a presenca de algumas células inflamatérias.(Fig12-A e B) No
terceiro més estas fibras ainda encontravam-se abundantes, organizadas e

bastantes densas (Fig12- C e D).

GRNT- Neste grupo havia grande quantidade de densas fibras colagenas que

se apresentavam de forma bem organizada (Fig-12 F).



Fig.11 — Microscopia Eletronica de Transmissao avaliando o aspecto ultraestrutural durantes as seguintes
fases: Antes do Tratamento, Depois do tratamento e um més apods reinfecgdo. A-GIP- Tecido hepatico
apresentando fibras de colageno (seta) 4400x. B-GITO Notar feixe de fibras coldgenas(seta) 20.000x. C- GITP E
possivel observar células fusiformes e células inflamatérias como Eosindfilos(seta).Notar a presenga de fibras
colagenas no parénquima hepatico(*) 3000x. D - GINT.Observar a diminuicdo de células inflamatérias. Fibras
colagenas pouco organizadas 4400x. E- GTOR Um més apos reinfecgdo. Presenca de fibras colagenas mais densas.
12.000x. F GTPR- Hepatdcito exibindo nucleo volumoso e predominio de eucromatina. 3.000x.

-




Fig.12- Microscopia Eletronica de Transmissdo avaliando o aspecto ultraestrutural durantes as seguintes
fases: Dois e trés meses apoés reinfecgcdao.A - GTOR-Dois meses de reinfecgdo. Fibras colagenas densas e bem
organizadas (seta)12.000x B- GTPRDois meses de reinfecgdo. Intensa producéo de fibras colagenas.12.000x. C-
GTOR Trés meses de reinfecgdo. Fibras colagenas organizadas, notar eosinodfilo (seta)7.000x D- GTPR Trés meses
apos reinfecgdo. Intensa produgdo de Fibras colagenas .7.000x. E - GNTR Fibras colagenas bem organizadas e
densas 7.000x.

—




6.7 AnaliseMorfomeétria

Os niveis de colageno foram determinados da seguinte forma: os pixels
foram identificados como pontos luminosos, a partir de entdo os pontos
vermelhos (pv) foram quantificados. Os pontos vermelhos representam a
coloracdo Sirius-red e consequentemente a quantidade de colageno.
Inicialmente analisaram-se os grupos de forma geral sem especificar o tipo de
tratamento utilizado. A analise morfométrica destes dados revelou um grande
aumento na produgdo de colagenodurante os primeiros meses da infecgéo
primaria (1712 pv). Com administragao do tratamentohouve uma nitida reducao
nos niveis de colageno produzidos (1026 pv), com a reinfeccao os niveis de
colageno voltaram a subir. Entretanto, a partir do terceiro més os niveis de
colageno diminuiram. No GINT média de colageno medido foi bastante alta nos
primeiros meses, porém diminuiu a partir do quinto més de infecgao, voltando a
demonstrar niveis elevados de colageno depois da reinfecgdo. Estes niveis

voltaram a diminuir a partir do segundo més de reinfecc¢ao ( Figura 13).

A analise estatistica destes dados revelou diferencas estatisticamente
significantes quando se comparou a média de colageno antes e apos o
tratamento. Também se observou diferenca na comparagcdo dos niveis de
colageno entre os grupos GTR-2M, GIT e GRT-1M. Houve diferengas também
quando se comparou os dados do grupo GTR 2M com o grupo GTR-3M (Figura
14). No grupo infectado ndo tratado (GNTR) ndo houve diferenga estatistica

entre os grupos analisados (Figura 15).

Quando os dados foram estratificados por tipo de tratamento
Praziquantel ou Oxamniquine, os animais tratados com Praziquantel
apresentaram maior media aritmética de pontos vermelhos
(1170)correspondendo a area marcada pelo sirius-red do que os animais
tratados com Oxamniquine (789 pv). Com a reinfecgdo os niveis de colageno
comegaram a aumentar novamente, e durante o primeiro més de reinfecgcéo a
média de marcacgado foi de 959 pontos corados para o grupo tratado com
Oxamniquine e de 1848 para os tratados com praziquantel. Atingindo niveis
ainda mais altos durante o segundo més de reinfec¢cdo apresentandoem meédia
2285 pontos para o GTOR e 1640.6 para o GTPR. Toda via, houve uma



expressiva diminuicdo de fibras marcadas a partir do terceiro més pos
reinfeccdo, onde os animais que receberam Oxamniquine apresentaram
1574.8pv e os que receberam Praziquantel apresentaram 1035.7pv.Todos

estes dados estdo resumidos na figura 16.

Analisando estes resultados através de programas estatisticos foi
possivel observar que quando comparamos as duas drogas utilizadas, havia
diferengas estatisticas em alguns pontos do experimento. Apds o tratamento,
apesar de o GTOR apresentar niveis de colageno menores do que GTPR, esta
diferenca no percentual de colageno nao foi estatisticamente significante. Com
o advento da reinfecgdo, ainda no primeiro més os niveis de colageno voltaram
a aumentar atingindo seu pico no segundo més. Durante o primeiro més houve
diferenga estatistica quando se comparou os grupos GTOR e o GTPR, sendo
que o grupo tratado com praziquantel atingiu niveis de colageno bem mais
elevados de que os tratados com Oxamniquine. No segundo més de
reinfeccdo os niveis de colageno conseguiam atingir seu pico em ambos os
grupos, entretanto ndo existiu diferenga significante entre eles. Ja no terceiro
més pos reinfecgdo os niveis de colageno dos grupos tratados com ambas as
drogas voltavam a regredir, sendo que o GTOR exibiu menos fibrose do que o
GTPR (Figura 17).

A técnica de morfometria também foi utilizada para medir o tamanho dos
granulomas em todos os grupos estudados. Durante a infec¢do primaria os
granulomas tinham um tamanho médio de 788mm?. Com adigéo do tratamento
os granulomas reduziram de tamanho medindo em média 607mm? mas
quando reinfectados o tamanho do granuloma voltavam a crescer durante o
primeiro e segundo més, diminuindo no terceiro més pos reinfeccdo. O GINT
exibiu uma redugédo no tamanho do granuloma com a cronicidade da infecgéo,

entretanto depois da reinfecgado tamanho voltou a aumentar. (Figura 18).

Foram observadas diferengas estatisticamente significantes quando se
comparou o tamanho dos granulomas dos antes e depois do tratamento (GIP e
GIT), como também entre o GIP e GTR 3M. Ainda verificou-se diferenga entre
GIT e GTR 2M, como também entre o GTR-2M e GTR-3M (Figura 19).

Entretanto quando analisamos os grupos especificamos o tipo de tratamento



empregado, o tamanho do granuloma s6 foi estatisticamente significante entre
0os GTOR 3M e GTPR 3M (Figura 20).

O grupo que nao recebeu tratamento (GINT e GNTR) também nao exibiu

diferencgas significantes com relagdo ao tamanho do granuloma.
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Figura 13 -Grafico demonstrando a cinética da quantidade de colageno hepatico em camundongos
durante a infecgdo primaria, tratamento e Reinfec¢do. Os niveis de colageno foram determinados
por quantificacdo morfométrica da coloracao Sirius-red.
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Figura — 14 Determinagdo dos niveis de colageno hepdtico. Os niveis de colageno foram
determinados por quantificagdo morfométrica da coloragao Sirius-red.**p< 0.01




GCNT- Grupo controle Nao tratado
GCNTR - Grupo controle N3o tratado 1 més apods reinfecgao
2800 7 GCNTR - Grupo controle Ndo tratado 2 meses ap6s reinfec¢do

GCNTR - Grupo controle N3o tratado 3 meses apds reinfecgdo
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Figura 15 — Quantificacdo do colageno hepatico dos animais controles nao tratados. Determinado
por quantificacdo morfométrica da coloracdo Sirius-red. Ndo houve diferencas estatisticamente
significantes.
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Figura 16 - Quantificacdo de colageno hepatico em animais tratados com Praziquantel,
Oxamniquine e controle ndo tratado. Os niveis de colageno foram determinados por quantificacdo
morfométrica da colaracdo Picrosirius-red.
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Figura — 17.Analise dos niveis de colageno especificado o tipo de droga utilizada (Praziquantel ou Oxamniquine e
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N 1000- ,
& -&- Experimental
(S 800 -& Controle
©
€ 600
o
> 400
C
O 200
o]0]
()
0 T T
o o :
= 8§ -
< s & g 3 8 ¢
o £ F S © 2
© = » by » N OO
= g ¢ b o -
i S o

Figura — 18.Cinética do tamanho do granuloma durante todas as etapas do experimento.
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Figura — 19.Analise morfométrica do tamanho do granuloma, durante a infeccdo primaria,
tratamento e reinfecgdo. *p<0.05 **p< 0.01
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Figura — 20.Andlise do tamanho do granuloma comparando-se os dois tipos de
tratamento utilizado. p <0.05




7- Discussao

Este estudo procurou averiguar as caracteristicas histologicas da fibrose
hepatica em animais esquistossomaéticos em diversos momentos. Alteracdes
hepaticas provocadas pela infecgao pelo S.mansoni tém aspectos distintos da
fibrose provocada por outros agentes. Esta patologia geralmente esta
acompanhada pelo surgimento de granulomas periovulares, com predominante
componente exsudativo, excessiva producdo de tecido fibroso, com
consequentes lesdes obstrutivas no espaco porta. A fibrose periportal é o
achado histolégico mais caracteristico da esquistossomose mansoni, e esta
caracteristica é facilmente percebida através da analise microscopica, a qual
revela extensas areas de fibrose nos espacos portais de animais infectados
(Andrade e Ferraz, 1971).

Através do estudo histologico utilizando a coloragdo HE foi possivel
verificar que durante os primeiros meses da infec¢do primaria houve uma
excessiva resposta tecidual, onde era possivel observar varias alteragdes na
arquitetura hepatica, além da presenca de células mononucleares, neutrofilos e
eosindfilos ao redor dos ovos depositados no tecido. Camundongos
desenvolvem aspectos clinicos e patolégicos semelhantes aos encontrados em
pacientes humanos, como forma aguda e crénica da doenca. Nossos achados
obtidos pela analise do grupo com infec¢gdo primaria sdo semelhantes aos
descritos na literatura (Reis e Andrade, 1987), apresentando extensas areas de
reagdes granulomatosas distribuidas em todo parénquima hepatico, e acumulo

focal de células epitelidides e histiocitos.

Em 1983 Emanuel e Prata desenvolveram um estudo com objetivo de
comparar o efeito da Oxamniquine e do Praziquantel em pacientes
esquistossomoticos, e concluiram que ambas as drogas se mostraram eficazes
no tratamento da doenga. Todavia no grupo analisado apds a administragao de
quimioterapicos especificos (Praziquantel e Oxamniquine), a hepatite reacional
regrediu e a arquitetura hepatica estava bem recuperada. Alguns animais
exibiam pequenos granulomas isolados.Estudos sobre tratamento da
esquistossomose revelam que individuos tratados desenvolvem uma melhor

resposta imune adquirida, devido a alteragdes especificas na resposta celular e



humoral, principalmente em criangcas. Estas alteracbes podem auxiliar a

amenizar efeitos lesivos em uma possivel reinfeccao(Frenchet al. 2010).

Estudos recentes a apontam que a degeneracao e desintegracdo dos
ovos caracterizam a regressdo da doenca. Neste momento a presencga de
fibrécitos e fibras colagenas tornam-se mais evidentes, havendo diminuigao
numeérica dos tipos celulares encontrados na fase aguda da doenca. Com o
tratamento ha regressédo dos granulomas e estes podem ser reduzidos a restos

hialinos que podem calcificar ou serem reabsorvidos (Burke et al. 2009).

Existem varios estudos que reportam a eficiéncia dos quimioterapicos
utilizados no tratamento da esquistossomose. (Stelmaet al. 1995, Cioli, 1998).
Contudo, apesar do bom desempenho destes medicamentos, os individuos
tratados podem ser expostos a novas infecgdes. Mesmo diante desta questao,
pouco se sabe sobre a patologia e fisiopatologia de uma reinfeccdo em
individuos tratados para esquistossomose. Durante algumas décadas
aconteceram surtos de esquistossomose em varios paises inclusive no Brasil e
em algumas regides do continente africano. Houve entdo a necessidade de
desenvolver estratégias eficazes com o intuito de conter o avang¢o da doenga, e
um dos principais métodos de acgdo foi a administragdo em massa de
quimioterapicos nas regidbes afetadas (Barbosa, et al. 2010, Foekjet al.
1996,1995, Gryseels B 1993). Durante a 542 Assembléia Mundial da Saude
ficou acordado que até 2010, 75% de todas as criangas em idade escolar
residentes em areas endémicas receberiam o tratamento com Praziquantel. O
tratamento em massa de comunidades residentes em areas endémicas trouxe
novas preocupacdes a comunidade cientifica, dentre estas preocupacgdes
destaca-se o surgimento de tolerancia aos medicamentos utilizados (Colleyet
al. 2001,Fallonet al. 1994 , Ismailet al. 1999).

Farah e colaboradores verificaram que a reinfeccdo apés o tratamento
especifico resulta em melhora da reagdo granulomatosa em camundongos
Balb/c, e que modulagbes da resposta imune podem ser responsaveis pelo
desenvolvimento de uma protegcao residual. Coura e Conceicdo em 2010,
realizando um estudo de coorte verificaramque o tratamento especifico reduz a

prevaléncia da infecgéo.



Pesquisas realizadas por Butterworthet al. e Wilkins et al
demonstraram que a quimioterapia curativa para esquistossomose adultos
induz resisténcia a reinfeccbes quando comparados a resultados obtidos de
criangas tratadas. Entretanto, em nosso estudo com o advento da reinfecgao os
animais voltaram a desenvolver uma forte resposta tecidual, acompanhada por
uma excessiva deposicdo de matriz extracelular. As lesdes teciduais
provocadas pela nova infecgdo tiveram seu apice no segundo més poés
reinfeccdo. Contudo, no terceiro més a deposig¢ao de colageno ja exibia niveis
de reducdo. Estes achados corroboram com os achados de Santos e
colaboradores em 2000 em um estudo onde os animais eram submetidos a
reinfec¢des pelo S.mansoni e ao final do experimento observou-se um aumento
na deposicdo de colageno, além do desenvolvimento da fibrose periportal

durante a reinfecgao.

Estudos realizados por Karanjaet al. (2002) demonstraram que
individuos adultos ocupacionalmente expostos ao S. mansoni desenvolvem
resisténcia a reinfeccbes apds serem submetidos a repetidos ciclos de

reinfec¢des e retratamentos.

A intensidade da fibrose foi avaliada pela analise morfométrica da
intensidade de coloragao vermelha (Sirius-res) no parénquima hepatico de
todos os grupos. Em nosso estudo foi possivel verificar que durante a infecgao
primaria os niveis de fibrose eram se mostravam elevados, e apds o tratamento
estes niveis reduziam. Estes resultados ja eram esperados uma vez que as
drogas utilizadas sao eficazes na grande maioria dos casos, eliminando o

verme em poucas semanas de tratamento.

Apos a reinfecgdo os niveis de colageno presentes no parénquima
hepatico voltaram a subir, tanto nos animais tratados quantos nos controles.
Contudo nos animais previamente tratados os indices de produ¢ao de colageno
foram semelhantes aos animais que néo receberam tratamento. Estes dados
discordam com os estudos atuais que apontam que a quimioterapia especifica

para esquistossomose diminui a intensidade das reinfecgoes.

Apesar do alto risco de exposicao presente nas comunidades

endémicas, somente 6 a 10% dos individuos infectados desenvolvem a forma



hepatoesplénica da doencga. As razbes pelas quais este fato acontece ainda
nao estdo bem esclarecidas, mas sabe-se que diversos fatores como
intensidade da carga parasitaria, reinfeccbes sucessivas e resposta
imunoldgica dos individuos parasitados podem estar envolvidos na progresséo
da doencga para a forma grave. Além disso, pessoas que nascem em areas de
risco podem ter adquirido memdéria imunolégica ou terem sofrido mudangas no
sistema imunoldgico devido a estimulos recebidos da mée infectada, e esta
sensibilizagdo pré-natal pode ter consequéncias como desenvolvimento de
resisténcia. Prata et al. 1968, King et al. 1998.

Durante a analise ultraestrutural através da Microscopia Eletrénica de
Varredura observou-se que no grupo representante da infecgado primaria houve
a presengca de muitas células inflamatérias principalmente eosindfilos, e
queparénquima hepatico apresentava fibras colagenas de forma frouxa e
irregular. Depois do tratamento a presenga das fibras colagenas diminuiu de
forma evidente. Com a exposicdo a uma nova infecgdo os animais voltaram a
apresentar um parénquima hepatico com células inflamatérias e formagao de
feixes colagenos, como também a presencga de fibroblastos e eosindfilos. Além
desses achados durante o terceiro més de reinfecgdo os animais exibiam fibras

colagenas extremamente densas e organizadas.

Devido as alteragbes causadas pela esquistossomose, existe uma
deposigdo de componentes da membrana basal na regido comprometida,
dentre estes componentes, a laminina € bastante frequente. A laminina esta
relacionada com diversos tipos de fendbmenos bioldégicos como: adeséao,
migragdo celular e manutencdo do citoesqueleto.Clementet al. analisando
tecido hepatico normal e com fibrose verificaram que no figado normal,a
laminina & encontrada ao redor dos vasos, ductos biliares e outros sistemas
onde membrana basal esta presente. Entretanto nos animais com fibrose
houve um aumento na quantidade de laminina extracelular.Em nossos
resultados, com a técnica de imunofluorescéncia para laminina foi possivel
evidenciar que na infeccdo primaria a marcagcdo positiva concentrava-se
principalmente na periferia do granuloma, e tanto depois do tratamento quanto
depois das reinfec¢des este padrao de marcacgao foi predominante. O aumento

na quantidade de laminina e colageno no parenquima hepatico estédo



relacionados com as lesdes causadas pela esquistossomose. Este acumulo na
regido sinusoidal pode levar ao desenvolvimento de uma membrana ao longo
dos sinusdéides fendbmeno conhecido como capilarizagdo sinusoidal. Indicando
desta forma que a infecgcdo por esquistossomose resulta em alteracées na
producdo de laminina. Isso nos levar a apoiar as afirmac¢des de Wyszomirskaet
al. em 2005 que em seu estudo demonstra que pacientes esquistossomoticos
nos diferentes estagios exibem grandes niveis de lamina nos soros

examinados(Rosa et al. 2008).

Outro importante elemento a ser considerado no desenvolvimento da
fibrose periportal € a angiogénese. Vanheule e colaboradores (2008) utilizando
CD31 como marcador de angiogénese referem que existe uma elevacao deste
marcador em areas fibréticas de animais tratados com CCL4 durante 16
semanas, sugerindo assim que a angiogénese acompanha o estabelecimento
da fibrose induzida por CCL4. No presente estudo a marcagao com o anticorpo
CD31(PECAM-1) em camundongos durante a infecgdo primaria demonstrou
marcagao positiva nas areas medial a periférica do granuloma. Os animais
avaliados apds o tratamento exibiram niveis de marcagdo semelhantes.
Entretanto animais avaliados apds o primeiro més de reinfecgao voltaram a
exibir altos niveis de marcagao. O padrao de marcacao encontrado nesta fase
da doencga apresentou variagdes, sendo observada positividade em toda regido
granulomatosa. No segundo e terceiro més pds reinfecgdo o padrdo de

marcacao foi predominantemente periférico.

Entretanto, os animais avaliados apés o tratamento e apds a reinfecgao
apresentaram células endoteliais sinusoidais(SEC) exibindo altos niveis de
marcacao para CD31. SEC sao uma populagao celular especial, pois possuem
um fendtipo diferenciados para atender as necessidades especificas do figado.
Estas células apresentam fenestragdes que facilitam a passagem do sangue e
nutrientes para os hepatocitos. DelLeveet al. (2004) em estudo in vitro
verificaram que as SEC que perdem a fenestracdo em cultura apresentam
superficie celular positiva para CD31, enquanto as SEC em condi¢gdes normal
expressam CD31 na regiao citoplasmatica, mas nao na superficie celular.Em
2006,Silva e colaboradores através estudos realizados em nosso laboratoério

avaliaram as caracteristicas patolégicas da fibrose periportal e de granulomas



isolados enfatizando a importancia das alteragdes vasculares e verificaram que
animais que desenvolviam fibrose periportal apresentavam alteragdes na

estrutura vascular.

Nossos achados confirmam e reforcam os dados acima analisados, que
indicam que SECs desempenham uma importante fungdo no desenvolvimento
e resolucao da fibrose periportal, uma vez que que apds a infecgdo com S.
mansoni, estas células podem sofrer alteragdes patolégicas como capilarizagéo
sinusoidal. Desse modo, os resultados demonstram que ha proliferacdo

vascular durante a infecgao primaria, durante o tratamento e reinfeccao.

O granuloma peri-ovular originado pela resposta do hospedeiro aos ovos
do verme, surge como um denso noédulo fibroso, e sua formagao induz uma
importante participacdo da angiogénese. Entretanto mesmo que a formagao do
granuloma e proliferacdo de fatores pro-angiogénicos sejam evidentes na fase
aguda da infecgdo, a consequéncia final do processo € o estabelecimento da
fibrose. Ao longo do tempo ha um progressivo desaparecimento dos vasos
formados pela estimulagdo do SEA (antigeno ovular soluvel), evento tipico do
mecanismo de reparo, onde um tecido de granulagao rico em vasos evolui para
uma cicatriz resistente, esbranquigada e retratil. Esta fase caracteriza-se pelas
alteragbes vasculares e imunomodulagédo do granulomna com mudanga nos
componentes celulares e extracelulares envolvidos. Nas infeccbes com carga
parasitaria elevada, os ovos vao sendo depositados em espacos porta cada
vez mais calibrosos causando a fibrose periportal sistematizada (Andrade
2009, K.K. Van de Vijveret al. 2006).

Em recente trabalho Couto (2007) demonstrou que o dano hepatico leva
a ruptura da homeostase no figado, resultando assim em estresse oxidativo
com maior producdo e liberacdo de radicais livres extracelulares, citocinas e
moléculas sinalizadoras e que a lesdo hepatica € tipicamente inflamatéria. O
figado contém células de defesa residentes que constituem a primeira resposta
a reacao inflamatdria local. Uma lesdo hepatica transitéria pode evoluir com

restituicdo completa da integridade do parénquima.

Contudo, lesdes persistentes como as que ocorrem na esquistossomose

resultam em dano tissular e ativagao celular. Numerosos estudos indicam que



em resposta a lesdes hepaticas as HSC passam por um processo de ativacao
caracterizado pela proliferacdo e transformacdo em miofibroblastos. Por
exibirem um fendtipo miofibroblastico estas células células expressam

positividade para o marcadores como a-actina de musculo liso.

Em 2005 Akpolat e colaboradores utilizando material de pacientes
infectados com Hepatite B Crénica (CHB) avaliaram a expressao de a-actina de
musculo liso no processo de ativacao de células hepaticas estrelares e no
desenvolvimento da fibrose hepatica. Na fibrose esquistosomoética as lesdes se
destacam pela presenca de fibroblastos e de células com caracteristicas
morfolégicas semelhantes aos fibroblastos. Devido a semelhangas bioldgicas a
marcacao para alfa- actina de musculo liso pode se mostrar positiva em
subpopulag¢des de células distintas, que exibem algum tipo de semelhanca. Em
nosso trabalho observamos o comportamento das células com perfil
miofibroblastico durante a evolugdo da doenca; os resultados mostram que
durante a infecgcdo primaria os niveis deste componente estdo elevados e a
marcagao positiva podia ser observada em toda area granulomatosa. Ja os
animais que receberam tratamento especifico exibiram baixos indices de
marcacao positiva e quando expostos a uma nova infeccdo os niveis de
marcacgao positiva voltaram a crescer, indicando que durante as reinfecgdes
tanto células com perfil miofibroblasticosquanto as células estrelares hepaticas
sdo novamente ativadas. Entretanto, com a reinfecgéo, os animais passaram a
exibir um padrao de marcagao diferente do grupo pertencente a infecgéo
primaria, apresentando marcagdo positiva predominantemente na regido

periférica.

Embora as células estreladas hepaticas sejam capazes de exibir
marcagao positiva para a-actina de musculo liso (a-SMA), a fibrogénese
hepatica é sustentada por uma populagéo heteréloga de células que exibem
perfil positivo para a-actina de musculo liso. Os miofibroblastos sdo um
exemplo de células que também apresentam positividade para a-SMA. A
origem dos miofibroblastos hepaticos ainda ndo esta bem esclarecida. Alguns
estudos tém sugerido que os miofibroblastos a depender do tecido e ocasido

podem originar-se de formas diferentes (Parola et al. 2008).



Miofibroblastos exibindo marcagao positiva para a-actina de musculo liso
podem ser encontrados em diversos estados patoldgicos. Takeji e
colaboradores(2006) utilizando camundongos knock-out demonstraram que a
deficiéncia de a-SMA esta relacionada com a progressao de doengas renais
uma vez que animais que apresentavam maior expressao de a-SMA
apresentavam melhor reposta tecidual. Isso indicou o importante papel da a-

SMA no estabelecimento de lesdes.

Em 2006 Bartley e colaboradores utilizando camundongos CBA
avaliaram o papel de HSCs na progressdo da fobrose hepatica em animais
infectados com  Schistosoma  japonicumatravés das técnicas de
imunohistoquimica e PCR. E demonstraram que na periferia do granuloma
existiam células que expressavam a-SMA, sugerindo desta forma que as HSCs
contribuem de maneira efetora para a progressédo da fibrose em animais com

S. hematobium.

Na presente investigagao, detectou-se a presencga de a-SMA através da
técnica de imunohistoquimica e os resultados obtidos indicam que esta
molécula desempenha uma importante fungcdo no estabelecimento da fibrose
periportal tanto na infecgdo primaria como durante reinfecgcdes. Entretanto os

padrées de marcagao podem ser diferentes de acordo com a fase da doenca.



8- CONCLUSAO

¢ A reinfec¢ao pelo S.mansoni em animais previamente tratados, foi capaz
de induzir uma resposta fibrética semelhante a encontrada nos animais
com infecg&o primaria.

e O padrao de marcagao para laminina estava alterado em animais com
esquistossomose.

e Animais esquistossomoticos reinfectados tratados ou ndo mantém
niveis semelhantes de fibrose.

e Animais tratados com Praziquantel exibem maiores niveis de fibrose
durante o primeiro més de reinfecgao.

e Houve diferenga no didmetro dos granulomas dos grupos com infec¢ao

primaria e infecgao secundaria.

e O tratamento com Praziquantel foi capaz de induzir menores niveis de
fibrose durante o terceiro més de reinfeccao.
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