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RESUMO

Acdes da dexametasona nas fases aguda e cronica da infec¢ao experimental pelo

Schistosoma mansoni Sambon, 1907 em camundongos iSogénicos e nao isogénicos

Juliene Antonio Ramos

Orientador: Prof. Dr. Alexandre dos Santos Pyrrho

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao programa de pés-graduacao em
Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencéo do titulo de

Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

A esquistossomose € uma infeccdo que acomete cerca de 200 milhdes de pessoas no
mundo ocasionando uma grande morbidade e consequentemente um elevado prejuizo
socio econbmico. Dessa forma, com o objetivo de entender melhor o processo
patolégico da esquistossomose, foi avaliada a acdo da dexametasona na infeccédo
experimental pelo Schistosoma mansoni, quando o tratamento com este glicocorticoide
era iniciado na fase aguda e cronica da infeccdo, em camundongos C57BL/6 e SWISS
infectados com 45 cercérias e tratados com 1 mg/kg deste farmaco. Os camundongos
tratados ndo apresentaram diferencas no peso corporal nem na carga parasitaria quando
comparados com o grupo controle. Com relacdo a quantidade de ovos nos tecidos foi
observado uma alteracdo na distribuicdo com aumento no tecido intestinal e diminuicéo
no tecido hepatico. Além disso, os animais que receberam o farmaco apresentaram uma
reducdo dos parametros de morbidade como hepatomegalia, anemia e neutropenia. O
tratamento também reduziu o tamanho dos granulomas intestinais e hepaticos sem
aumentar a lesdo tecidual o que mostra que a infec¢do estd evoluindo com um curso

mais ameno.

Palavras-chaves: Esquistossomose, Dexametasona, Schistosoma mansoni,granuloma



ABSTRACT

Effects of dexametasone in Schistosoma mansoni Sambon, 1907 experimental

infection at acute and chronic phases in isogenic and non-isogenic mice.

Juliene Antonio Ramos

Orientador: Prof. Dr. Alexandre dos Santos Pyrrho

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacéo
em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obten¢ao do titulo

de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

The schistosomiasis is an infection that affects about 200 million people in the world
and it causes a large morbidity and consequently elevated social and economic lose.
Herein with objective to better understand the pathologic process of schistosomiasis we
evaluated the dexamethasone action in haematologycal, parasitological, biochemical
and histopathologycal parameters in murine experimental infection with Schistosoma
mansoni. We used the treatment with this glycocorticoid initiating at acute or chronic
stage of the infection, in C57BL/6 and SWISS mice that were infected with 45 cercariae
and treated with 1 mg/kg of this drug. The treated animals did not present differences in
corporal weight and parasitic loads when compared with control group. In relation to the
number of eggs in the tissues we observed an alteration in its distribution with an
increased quantity in the intestinal tissue and lower number of eggs in the hepatic tissue.
Furthermore, treated animals had a significant reduction in the morbidity parameters as
hepatosplenomegaly, anemia, and neutropenia. Moreover, this treatment showed a
significant reduction in the size of intestinal and hepatic granulomas without an increase

in the tissue lesions, which showed that the infection evolved with mild course.

Keywords: Schistosomiasis, Dexametasone, Schistosoma mansoni, granulomas
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INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca que afeta cerca de 200 milhdes de pessoas no
mundo sendo considerada a segunda doenca parasitdria em mortalidade, precedida
apenas pela maléria. Em torno de 650 milhdes de pessoas estdo em areas de risco dessa
infeccdo (ENGELS et al., 2002) e ela € responsavel por uma mortalidade anual de
aproximadamente 100.000 pessoas (WHO, 1997), podendo chegar até 250.000 (ROSS
et al., 2002).

A distribuicdo geografica da esquistossomose € ampla, e 0 seu curso geralmente
¢ cronico e assintomatico, no entanto, aproximadamente 5 a 10 % das pessoas
infectadas desenvolvem uma forma grave com fibrose hepatica e intestinal e hipertensao
portal (WARREN, 1978). Apesar da existéncia de terapéutica eficaz contra a infeccéo,
essa pode causar seqlielas de grande impacto individual e social por levar a morbidade
de grande parte da populacdo na idade produtiva. Diante desta grande morbidade
provocada pela infeccdo por este parasito, a esquistossomose é uma das dez doencas
tropicais que estdo sob programas de controle da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
(MOREL, 2000).

O Parasito

O parasito causador da esquistossomose pertence ao filo Platyhelminthes
(Digenea). Diferente de outros géneros pertencente a este filo, o género Schistosoma
possui sexos separados e apresenta acentuado dimorfismo sexual. Estes helmintos
vivem em habitats diferentes, de acordo com a espécie envolvida na infeccdo. Estes
vermes apresentam uma sobrevida de 3 a 10 anos, entretanto, existem relatos de
individuos que estdo fora da area endémica por mais de 20 anos e que ainda possuem o
parasito e eliminam ovos. O parasito tem o ciclo biolégico heteroxénico e tem como
hospedeiro intermediario um molusco pulmonado, que vive em agua doce, ocasionando
uma alta prevaléncia da infecgé@o principalmente nas regides tropicais, onde a utilizagédo
desta agua € de grande importancia para populacées locais.

Das cinco espécies adaptadas ao homem as mais comuns sdo o Schistosoma

mansoni e o Schistosoma japonicum que causam a esquistossomose intestinal e o



Schistosoma haematobium que causa a esquistossomose urindria. As especies S.
intercalatum e S. mekongi sdo menos comuns e tém suas areas de distribuicdo mais
restritas. Cada uma das trés principais espécies de Schistosoma tem um género de
molusco distinto como hospedeiro intermediario, como identificado na figura 1. O
Schistosoma mansoni € a espécie que tem o maior numero de casos de esquistossomose
humana, sendo este um dos motivos de ser amplamente estudada (CHITSULO et al.,
2000). Na América do Sul e Caribe apenas a espécie S. mansoni esta presente. Uma das
possiveis justificativas se dd em decorréncia da pela presenca dos seus hospedeiros
intermediarios que sdo moluscos do género Biomphalaria.

O ciclo bioldgico do parasito é ilustrado na Figura 1. Resumidamente, os casais
adultos de S. mansoni vivem nas vénulas do plexo hemorroidario e no sistema porta
(HENRI et al., 2002). Nesses locais as fémeas fazem a oviposi¢do de aproximadamente
300 ovos/fémea/dia e estes ficam aderidos ao endotélio dos vasos. Eventualmente
alguns desses ovos séo carreados para a veia porta pela corrente circulatoria e para 0s
espacos intra-hepaticos. Aqueles ovos que ficaram aderidos ao endotélio sofrem um
processo de ‘migracdo’ por diversas camadas celulares, indo da luz do vaso até a luz
intestinal, o qual dura aproximadamente 6 a 7 dias. Este processo de migracdo parece
estar intimamente ligado a presenca de uma resposta inflamatoria mediada por
eosinofilos (LENZI et al., 1987). Durante esse periodo 0s ovos sofrem um processo de
amadurecimento e passam para a luz intestinal e sdo eliminados com as fezes onde ja
apresentam uma larva evoluida no seu interior, 0 miracidio. Caso estes ovos alcancem
colecdes de agua doce, estas larvas eclodem e migram ativamente em busca do
hospedeiro intermediario, 0 molusco do género Biomphalaria. Quando o encontra,
penetra ativamente e nos tecidos do molusco, efetuam reproducgdes assexuadas que
posteriormente formardo novo tipo de larva, as cercérias. Depois de 34-40 dias, as
cercarias abandonam ativamente o caramujo sendo capazes de infectar o hospedeiro
definitivo: o homem e alguns outros mamiferos. Alguns destes mamiferos atuam como
reservatorios com grande importancia no controle da infec¢do. Estima-se que um unico
miracidio possa produzir até 200.000 cercérias, todas do mesmo sexo. As cercarias
nadam com o intuito de localizar a pele do hospedeiro susceptivel, onde penetram
ativamente também com o auxilio de estruturas especificas para esse fim. Nesse
processo, é conhecido que apenas o corpo da cercaria penetra ocorrendo a perda da

cauda bifurcada, contudo o mecanismo de penetracdo da cercéria encontra-se em estudo



para melhor compreensdo deste processo (MCKERROW e SALTER, 2002; INGRAM
et al., 2003; WHITFIELD et al., 2003). Ap0s a penetracdo na pele ou mucosa, a larva
sofre algumas modificacGes e recebe o nome de esquistossdbmulo. Este estagio evolutivo
entra na corrente circulatdria e chega aos pulmdes. Nos pulmdes os esquistossomulos
ficam por alguns dias, sofrem maturacdes e posteriormente migram para o figado onde
se localizam nos espacgos vasculares intra-hepaticos. Neste local, por volta da terceira
semana ap0s penetracdo das cercarias, machos e fémeas se unem, completando sua
maturagdo. Estes entdo migram juntos para as veias mesentéricas onde as fémeas fazem

a oviposicao, fechando assim o ciclo bioldgico do parasito.
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Figura 1. Ciclo bioldgico do parasito S. mansoni.
Extraido: ROSS et al., 2002



Aspectos Epidemiolodgicos

Estima-se que as cinco principais espéecies do género Schistosoma que parasitam
0 homem deixem mais de 600 milhdes de pessoas em areas de risco de infeccdo (WHO,
1997; MOREL, 2000). Segundo a OMS a esquistossomose leva a uma “perda” anual de
aproximadamente 1,5 milhGes de anos de vida produtiva (potenciais) (do inglés, DALY
- Disability Adjusted Life Years), uma vez que freqiientemente acomete individuos em
idade produtiva. Somado ao fato de que a esquistossomose &€ mais freqliente em
individuos de baixa renda, ha um agravamento do desnivel social e econébmico das
diferentes classes sociais nos paises afetados.

A distribuicdo geografica da esquistossomose € ampla, afetando 76 paises
distribuidos na América do Sul, Caribe, Africa, Oriente Médio, Filipinas e do Sudoeste
Asiatico (WHO, 1997). No Brasil existem imensas areas endémicas, distribuidas
principalmente em regifes onde a populacdo é predominantemente de baixo poder
aquisitivo (Figura 2). Calcula-se que no Brasil, na década de 60, havia
aproximadamente 6 milhdes de pessoas infectadas pelo S. mansoni (PRATA, 1997).
Apesar da inexisténcia de dados mais recentes, o Programa Especial de Controle da
Esquistossomose (PECE) possivelmente levou a uma redugdo do percentual de
individuos infectados, mas ndo a reducdo do nimero absoluto de individuos infectados,
uma vez que ocorreu um grande crescimento populacional neste periodo (KATZ e
PEIXOTO, 2000).
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Figura 2. Areas de transmissdo de esquistossomose mansonica no Brasil (ano de 2000)
Extraido: Rey, 2001 Fonte: FUNASA

Apesar dos esforcos da OMS em controlar a infeccdo por estes parasitos,
conseguindo praticamente erradicar de algumas regifes, o quadro atual ainda é grave,
principalmente na Africa Sub-Saariana, onde praticamente nenhuma medida de controle
é feita, como mostrado na figura 3.
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Figura 3. Niveis de controle da esquistossomose mundial.
Extraido: ENGELS et al., 2002

O controle da esquistossomose muitas vezes é dificil em decorréncia da ecologia
deste parasito. As colecBes de agua doce tém grande importancia no processo de
transmissdo da esquistossomose. Essas colecdes de adgua se apresentam como um dos
grandes problemas no controle dessa infeccdo, pois ndo sdo utilizadas apenas para o
lazer. Elas também constituem um importante local de atividades econémicas. O
aumento desses recursos hidricos tem expandido a prevaléncia da esquistossomose em
diversas regides do mundo, antes livre deste mal (EL SAYED et al., 1995; TALAAT et
al., 1999). Essa expansdo € mais grave em regifes onde ndo foram realizados projetos
sociais durante a realizacdo destas obras. Alguns exemplos da exploracdo dos recursos
hidricos, como a construgdo da represa de Diama, no Rio Senegal tem mostrado que o
homem vem interferindo na distribuicdo das espécies de Schistosoma uma vez que apds
a construcdo desta represa houve a introducdo de S. mansoni na Somalia, local
anteriormente destituido desta espécie (ROSS et al., 2002).

Além dos recursos hidricos, a expansdo geografica da esquistossomose também
ocorre em decorréncia das migracOes populacionais para regibes onde existem
condigdes favoraveis ao estabelecimento do ciclo bioldgico do parasito. No Brasil, o

crescimento acelerado das cidades, fruto do éxodo rural, leva a formacdo de regides



onde o saneamento basico € insatisfatorio, 0 que proporciona a dispersao desse parasito
No Nosso territorio.

Medidas de controle que visam a reducdo do aporte de fezes humanas em
colecBes de agua exigem elevados recursos financeiros, decisdo politica dos governos e
conscientizacdo da populacdo. Além disso, também € necessario o controle dos
hospedeiros intermediarios e dos reservatérios para maior eficacia dos programas de
controle. A OMS estima que a prevaléncia de esquistossomose poderia ter importante
reducdo, caso programas de prevencgdo e controle fossem implementados de maneira
adequada (REY, 2001).

Contudo, ndo existem no Brasil estudos frequentes e dados fidedignos que
permitam avaliar com precisdo a atual situacdo da esquistossomose mansonica. Alguns
estudos regionais mostram uma situagcdo preocupante e ainda longe da erradicacdo do
parasito ou da sua transmissdo (CUTRIM et al., 1998). Este problema pode ser
conseqiiéncia de no Brasil ndo conseguirmos desenvolver um programa de prevencao,

que € realizado em varias regifes do mundo, com criancgas na idade escolar.

Patologia

A evolucdo e sintomatologia da esquistossomose dependem da espécie do
parasito em questdo e da carga parasitaria do individuo. A frequéncia das reinfec¢des, o
estado imunolégico e a idade do individuo também sdo fatores importantes no
desenvolvimento da doenca (BUTTERWORTH et al., 1985; KABATEREINE et al.,
1999).

Estima-se que aproximadamente 50 % dos ovos eliminados pelas fémeas
cheguem a luz intestinal, ficando o restante retido nos tecidos provocando reagdes
inflamatdrias. A patologia da infec¢do, mais freqiientemente, advém da deposicdo dos
ovos nos tecidos. No intestino, os ovos induzem a um processo inflamatério com
hiperplasia, ulceracéo, formacéo de micro abscessos (CHEN et al., 1978; CHEN, 1991).
Contudo, os ovos que nao se aderem ao epitélio intestinal sdo carreados pela veia porta,
para o figado ocasionando o principal e mais importante efeito patologico da infec¢éo.
Inicialmente, devido & presenca dos ovos no tecido hepético, tem-se a formacdo de
granulomas, resultantes da resposta imunoldgica aos antigenos liberados pelos ovos de

S. mansoni, processo que termina com a formacao de uma cicatriz fibrética.



Com a evolucdo da infeccdo e o depdsito constante de ovos, o nimero de
granulomas torna-se muito grande, principalmente na fase cronica da infec¢do. Assim,
estes granulomas podem se coalescer e formar extensas &reas de fibrose no tecido
hepético. Dessa forma, as areas fibrosadas ao longo dos vasos hepéaticos podem levar a
uma fibrose perivascular, conhecida como fibrose de Symmers (BOGLIOLO, 1957).
Contudo em humanos, a fibrose periportal parece estar relacionada a outros fatores além
da presenca de granulomas, como o direcionamento (perfil) da resposta imune a
infeccdo e o grau de polarizagdo desta que influenciara na quantidade de citocinas
fibrinogénicas (BRUNET et al., 1998). Com a fibrose, ha uma diminuicdo da luz e/ou
da elasticidade dos vasos intra-hepaticos afetados com um conseqiiente aumento da
pressdo na veia porta. A hipertensdo porta € uma das causas que proporciona o
surgimento da esplenomegalia, além de levar a formac&o de varizes esofagianas e outras
alteracGes que comprometem e agravam o quadro clinico do individuo infectado.
Eventualmente, estas varizes esofagianas (ou gastricas) se rompem provocando fortes
hemorragias, responsaveis por um numero consideravel de 6bitos. Estas hemorragias
sdo agravadas pelas alteragdes que a infecgdo causa ao processo hemostatico e por isto é
a primeira causa de morte da esquistossomose (TANABE, 2003).

O processo inflamatério granulomatoso, que se desenvolve ao redor dos ovos,
tem como base uma hipersensibilidade do tipo celular (WARREN et al., 1967). Esta
reacdo granulomatosa ocorre em decorréncia da eliminacdo de antigenos do miracidio,
chamados genericamente de SEA (Soluble egg antigens — Antigenos sollveis do ovo),
que atravessam a casca do ovo e estimulam células especificas e citocinas (HANG et
al., 1974; WYLER et al., 1978), favorecendo assim, a formacdo de um infiltrado de
células inflamatdrias ao redor dos ovos (HORII et al., 1984; BOROS, 1989). Com a
evolugéo do processo, os granulomas sofrem mudangas na sua composic¢éo celular, fruto
das alteragcbes na producdo de citocinas e tendem a regredir ficando reduzidos a
estruturas fibroticas que posteriormente serdo reabsorvidos. Contudo, as alteracdes
hepéticas parecem ndo decorrer apenas do processo granulomatoso e da fibrose formada
posteriormente, mas também da liberacdo de substancias hepatotoxicas produzidas pelos
ovos do parasito (AMIRI et al., 1992).

Na reacdo granulomatosa esquistossomética as primeiras células a chegarem ao
foco inflamatorio sdo os macrofagos, que freglientemente formam células epitelidides e

gigantécitos. Logo ap6s a chegada dessas células surgem eosindfilos, linfocitos,



neutrofilos e plasmaocitos, sendo que os macréfagos e eosinofilos sdo as células mais
abundantes do infiltrado inflamatorio. Hirata e Fukuma em 2003 demonstraram que na
infeccdo por S. japonicum a formagdo dos granulomas, em respostas aos antigenos dos
ovos, ocorrem tanto por processos dependente de células T quanto também dependente
de neutrdfilos. A proporcéo das populacbes celulares pode oscilar de acordo com o
hospedeiro, com a localizacdo do granuloma e com o tempo pos-infeccdo estudado
(MOORE et al, 1977; WEINSTOCK e BOROS, 1983). Estima-se que na
esquistossomose mansonica, durante a fase aguda da infec¢do os granulomas hepaticos
sdo composto por cerca de 50% por eosinéfilos que tem a funcdo primordial na
neutralizacdo das hepatotoxinas liberadas pelos ovos de S. mansoni (OLDS e
MAHMOUD, 1980).

Durante o0 processo granulomatoso as células inflamatérias vdo sendo
substituidas por células semelhantes a fibroblastos que se orientam em camadas
concéntricas e fabricam abundantes quantidades de coladgenos. Devido ao aumento da
deposicdo de proteinas da matriz extracelular (DAVIS e KRESINA, 1996), a estrutura
do granuloma se completa com a fibrose, que se inicia na periferia desse. Com 0 curso
cronico da infeccdo, os diversos pontos de fibrose podem se coalescer levando a
diminuicao da luz dos vasos sanguineos e a perda da elasticidade e ocorrendo assim um
aumento da pressdo portal e conseqlentemente as alteracdes patologicas da
esquistossomose na sua fase cronica. Diante de tais fatos, Cheever, em 1997
correlacionou o volume dos granulomas com a fibrose hepética, além de outros autores
também mostrarem que ha uma correlagéo positiva entre o tamanho dos granulomas e o
aumento da pressao portal nessa infeccdo (FANNING et al., 1981).

De acordo com as fases da infecgdo foi observado que os granulomas hepaticos
apresentavam caracteristicas diferentes sendo que na fase aguda o volume do granuloma
podia chegar a dezenas de vezes o volume do ovo (WARREN et al., 1967; ANDRADE
e WARREN, 1964) enquanto que na fase crbnica, ocorria uma acentuada diminui¢do no
tamanho dos mesmos. Esse fenémeno foi bem descrito por Domingo e Warren (1968)
que o chamaram de “dessensibilizacdo enddgena”. Logo, o pico da resposta
granulomatosa periovular ocorre durante a fase aguda da infeccdo, com posterior
regressdo na fase cronica. Assim, em murinos por volta da 12% semana de infeccdo
ocorre uma imunomodulagdo negativa, chamada em inglés de downregulation, que

culmina com a redugdo do tamanho dos granulomas (BOROS et al., 1975). Esse
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processo tem sido atribuido a varios eventos imuno-regulatorios que afetam a resposta
dos linfécitos T aos antigenos dos ovos alojados nos tecidos (COLLEY et al., 1979;
CHENSUE et al., 1993; PEARCE et al., 1991; FLORES VILLANUEVA et al., 1994;
CHENSUE et al., 1994; FLORES VILLANUEVA et al., 1996; ABE e COLLEY, 1984;
MONTESANO et al., 1997; JANKOVIC et al., 1998). Vaérias hipoteses tém sido
levantadas para explicar 0 mecanismo imune que mantém o estado hiporreativo. Entre
elas temos a funcédo supressora de células T (COLLEY, 1976), anticorpos antiidiotipicos
(PARRA et al., 1991); anergia de celulas T (STADECKER, 1994) e regulagdo por
células T CD8" (PEDRAS VASCONCELOS e PEARCE, 1996). Além disso, estudos
recentes tém demonstrado a grande importancia do papel da IL-10 na transicdo da fase
aguda para a fase cronica, tendo um efeito no processo de imunomodulacdo negativa
(SADLER et al., 2003). Provavelmente esta imunomodulacdo ndo seja decorrente de
um fenémeno isolado, mas sim de um somatorio de eventos. Apesar dessa diminuicao
do granuloma na fase cronica da infeccdo, outras funcGes parecem estar aumentadas
como a elevacdo da producdo de anticorpos (EL-CHEIKH et al., 1994) e a quantidade
de deposito de colageno no tecido hepatico (GRIMAUD et al., 1987; DA SILVA et al.,
1989).

No figado o processo de imunomodulacdo negativo é bem caracteristico e
amplamente estudado, contudo alguns trabalhos demonstraram que no intestino os
granulomas formados apresentam diferencas no seu processo de maturacdo dependendo
da érea em que esta localizado. Foi observado que os granulomas localizados no célon
apresentam um processo de imunomodulagdo semelhante ao que ocorre no figado sendo
que no célon ele ocorre ainda mais cedo do que no figado. Porém no ileo esse processo
de imunomodulagdo nédo foi observado (WEINSTOCK e BOROS, 1981; WEINSTOCK
e BOROS, 1983).

Além das alteracdes patoldgicas, em decorréncia da reacdo granulomatosa, na
infeccdo esquistossomotica alteracdes hematoldgicas como anemia sdo frequentemente
encontradas. Esta anemia parece ser ocasionada por mdaltiplos fatores, como a
esplenomegalia, as hemorragias intestinais e/ou gastricas, pelas alteracbes na
eritropoese medular, ou ainda, pela prdpria espoliacdo parasitaria. Além disso, se
observa uma eosinofilia acompanhada de uma neutropenia, sendo estas alteragdes mais
evidentes na fase cronica da infeccdo (BOROJEVIC et al., 1983; SANTOS-DA-SILVA
etal., 1988).
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A formacdo do granuloma, principal entidade patologica da esquistossomose, €
um processo complexo que envolve tanto a participacdo da resposta imune celular
quanto & humoral. Com relacéo a resposta imune celular, varios estudos tém mostrado o
papel central dos linfocitos T na formacdo e modulacao dos granulomas.

Cheever e col. (1989) utilizando camundongos Nude C57BL/6 (nu/nu), que sdo
animais que carecem de linfocitos T maduros nos 6rgdos linféides secundarios,
mostraram que esses animais infectados com S. japonicum apresentavam granulomas
pequenos, sem a presenca de eosinofilos e com uma reduzida formacgdo de fibrose.
Contudo, quando estes camundongos Nude recebiam células de animais normais
depletadas de CD4" e/ou CD8" restabeleciam o tamanho normal dos granulomas, porém
sem eosinofilos ou fibrose. Quando as células T CD4" eram repostas os granulomas
apresentavam todas as suas caracteristicas normais. Resultados semelhantes, mostrando
a importancia das células na formacdo dos granulomas, também foram obtidos na
infeccéo pelo S. mansoni (MATHEW e BOROS, 1986). Dessa forma, as células CD4"
tém papel essencial na intensidade da reacdo granulomatosa e da fibrose que poderiam
ser maléfica para o hospedeiro.

Entretanto, a auséncia da reagcdo granulomatosa é prejudicial para o hospedeiro
uma vez que, Amiri e col. (1992) demonstraram que camundongos SCID (Severe
Combined Immuno-Deficiency), que ndo desenvolvem reacGes granulomatosas
periovulares, apresentavam extensas areas de necrose hepatica e acentuada mortalidade
quando comparados com os camundongos imunocompetentes. Estes dados sugerem um
papel protetor da reacdo granulomatosa na esquistossomose, a qual leva a um sequestro
e/ou a inativacdo de toxinas liberadas pelos ovos, evitando dessa forma um aumento da
les&o hepatica.

Para avaliar a funcdo hepatica e consequentemente o grau de lesdo hepatica tem
sido realizada a dosagem de enzimas, como as aminotransferases e fosfatase alcalina,
que sdo liberadas na presenca de algumas hepatopatias. Além disso, essas enzimas tém
servido para avaliar a eficiéncia com que a reagdo granulomatosa aprisiona os antigenos
do ovo evitando a lesdo das células hepaticas (HOFFMANN et al., 2000; FALLON et
al., 2000b), uma vez que, a intensidade da reacdo granulomatosa tem correlagdo com a
morbidade do hospedeiro.

Nos granulomas, os diversos tipos celulares envolvidos na sua formagéo

desempenham func¢des variadas com o objetivo de aprisionar e reter os antigenos dos
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ovos evitando assim, uma necrose tissular mais ampla (AMIRI et al., 1992). Como em
diversas infeccBes, na esquistossomose varios destes tipos celulares produzem citocinas
que desempenham as mais variadas fungdes ao longo de todo o processo infeccioso.

De acordo com a capacidade de produzir citocinas, os linfocitos auxiliadores T
CD4" (Helper) foram classificados em dois grupos (MOSMANN e COFFMAN, 1989).
Foram denominados de TH1 os linfocitos T que possuem a capacidade de secretar as
citocinas IL-2 e IFN-y e de TH2 aqueles que produzem IL-4, IL-5 e IL-10. Esses dois
grupos possuem atividades antagbnicas, uma vez que citocinas produzidas por células
do tipo TH1 inibem a secrecdo de citocinas TH2, sendo a reciproca verdadeira. Contudo
hoje, com a evolucdo da imunologia, j& tem sido demonstrado que algumas dessas
citocinas apresentam papel mediador entre esses perfis (HOFFMANN et al., 2000). O
perfil TH1 estd associado com as reacdes de hipersensibilidade tardia e com o controle
de infeccBes por microorganismos intracelulares, enquanto a resposta TH2 esta
relacionada a resposta humoral e é caracterizada pela producgdo de IL-4 (necessaria para
producdo de IgE), IL-5 (importante para a eosinofilia), IL-13 (importante no processo
fibrinogénico) (FALLON et al., 2000a; JAKUBZICK et al., 2002; JAKUBZICK et al.,
2003) e de IL-10 (hoje com papel essencial no controle dos dois perfis de resposta
imune) (LUKACS e BOROS, 1993; CHEEVER e YAP, 1997; HOFFMANN et al.,
2000). Nas helmintiases parece que o padrdo de producdo de citocinas esta
principalmente vinculado ao perfil TH2 da resposta mediada pelos linfocitos T (ELSE et
al., 1994), sendo que, nas infecc¢Bes intestinais esta claro o envolvimento desta resposta
na resisténcia dos hospedeiros (FINKELMAN et al., 1997).

Na esquistossomose mansonica a reacdo granulomatosa que ocorre ao redor dos
ovos nos tecido tem papel importantes das citocinas vinculadas aos perfis TH1 e TH2
(Figura 4).
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Figura 4: Dependéncias das citocinas na formagao e evolugdo dos granulomas.

Extraido: WAHL et al., 1997

As citocinas e o tipo de perfil de resposta celular na esquistossomose tém papel
central no controle da infeccdo. Durante as quatro primeiras semanas de infeccao,
periodo pre-patente, as principais citocinas produzidas sdo IFN-y e IL-2 mostrando
predominio da resposta TH1. Contudo, apds o inicio da oviposic&o, por volta do 32° dia
de infecgdo, os antigenos secretados pelo miracidio estimulam a producdo de 1L-4, IL-5,
IL-13 e IL-10 que levardo a um predominio para o perfil TH2 (SHER et al., 1990;
GRZYCH et al., 1991; WYNN e CHEEVER, 1995; BRUNET et al., 1997). Esse perfil
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sera mantido ao longo de toda a infecgdo, no entanto para que se desenvolva uma
infeccdo assintomatica ou oligossintomatica é necessario que exista um balango entre os
perfis TH1 e TH2 (BRUNET et al., 1998). Como acontece com os granulomas, que na
fase cronica sofrem uma diminui¢do do seu tamanho (ANDRADE e WARREN, 1964;
COLLEY, 1975), a producdo das citocinas também se encontra diminuida, porém em
uma fase mais tardia (GRZYCH et al., 1991).

No modelo murino tem-se, por volta da oitava semana, o apice da fase aguda
enquanto por volta da décima segunda semana tem-se o inicio do processo de
modulacédo e na 16° semana temos os camundongos na fase cronica. Neste modelo, o
processo de formacdo dos granulomas periovulares, também dependente da
sensibilizacdo de linfécitos T CD4", com participacdo dos perfis TH1 e TH2 em
diferentes fases do desenvolvimento destas lesdes. Assim, diversas citocinas participam
neste processo granulomatoso. A resposta granulomatosa na esquistossomose parece
depender da producdo de TNF-a, que € uma citocina envolvida com uma gama de
respostas imunes e inflamatorias (BEUTLER e CERAMI, 1989). O papel do TNF-a na
esquistossomose experimental foi sugerido por Amiri e col. (1992) que ao
administrarem esta citocina a camundongos SCID, que desenvolvem uma reacéo
minima aos ovos do parasito, observaram que 0s mesmos recuperavam a capacidade de
desenvolver uma resposta granulomatosa semelhante a de animais imunocompetentes.
Além disso, Joseph e Boros (1993) observaram uma diminuicdo do volume do
granuloma na fase aguda quando os camundongos eram tratados com anti-TNF-o.. A
acdo do TNF-a também foi demonstrada por Mckerrow (1997), demonstraram que 0
TNF-a leva a um agravamento da doenga, pois esta associado com o aumento da
fibrose.

O IFN-y € outra citocina envolvida na resposta granulomatosa. Dentre suas
inimeras fungdes pode-se citar que ele age como supressor da sintese de colageno por
fibroblastos, sendo associado com a protecdo contra a fibrose na esquistossomose
(KOVACS, 1991; HENRI et al., 2002). Em modelos experimentais a administracdo de
IFN-y exdgeno, durante a infecgdo esquistossomotica, levou a uma inibi¢do da fibrose
hepatica com pequena diminui¢cdo do tamanho do granuloma (CZAJA et al., 1989).
Entretanto, quando se adicionava anticorpos anti-IFN-y ndo foi observado efeito

significante no processo patolégico hepatico (SHER et al., 1990), enquanto que nos
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pulmdes a neutralizagdo de IFN-y proporcionou um aumento dos granulomas (WYNN
et al., 1994). Estudos recentes, utilizando S. japonicum tém demonstrado que IFN-y é
um forte indutor da producdo de 6xido nitrico (NO), que possui grande importancia na
patologia da esquistossomose bem como também é um regulador das citocinas do perfil
TH2, as quais possuem papel central na formacdo dos granulomas (HIRATA e
FUKUMA, 2003).

A IL-12, que é uma citocina com importante relacdo com o perfil TH1, prevalece
na fase inicial da infeccdo pelo S. mansoni. Esta citocina induz entre outras coisas a
sintese de IFN-y, além de ser um fator chave no desenvolvimento de linfécitos TH1
antigenos-especificos. A acdo da IL-12 sobre a resposta TH2 parece clara podendo
suprimir a producdo de IL-4 de forma direta (WANG et al., 1994) ou mesma indireta,
pela inducdo da producdo de IFN-y (FINKELMAN et al., 1994). Contudo, Germann e
col. (1995) mostraram que a acdo de IL-12 na auséncia de IFN-y leva a um aumento da
resposta TH2. O papel relevante e benéfico da IL-12 também ja foi amplamente
demonstrado em algumas infecgGes intracelulares (GAZZINELLI, 1996). Na
esquistossomose sua a¢do ja foi descrita como sendo um importante agente coadjuvante
na vacinacdo experimental com cercérias atenuadas (WYNN et al., 1995b; WYNN et
al., 1996; FONSECA et al., 2004), além de diminuir os granulomas induzidos pela
injecdo de ovos do parasito (WYNN et al., 1994). Assim, foi sugerido que a IL-12 além
de induzir o perfil TH1, leve a diminuicdo da fibrose e da patologia no hospedeiro
(WYNN et al., 1995a).

Como jé citado, quando se inicia a oviposi¢cdo, e com isso a deposicdo de ovos
nos tecidos, a producdo das citocinas € direcionada para o perfil TH2. Assim, ha um
aumento da producédo de IL-4, IL-5 e IL-10. A IL-4 é uma citocina com fungdes muito
diversas no cendrio da resposta imunologica. Ela estimula o direcionamento da resposta
de linfocitos T helper CD4" para o perfil TH2, e também deflagra a producéo de IgE.
Tal fato age em coeréncia com o aumento de eosinéfilos propiciado pela IL-5, que
juntos desempenham o papel efetor da resposta aos antigenos de parasitos
extracelulares. Na esquistossomose o papel da IL-4 ja foi bastante explorado. Trabalhos
mostram que o tratamento com anti-IL-4 leva a uma diminuicdo da fibrose hepatica
apesar de pouca interferéncia no tamanho dos granulomas neste 6rgdo (CHEEVER et
al., 1994; ELTOUM et al., 1995). Entretanto, a adicdo exdgena desta citocina leva a um
aumento do tamanho dos granulomas hepéaticos (YAMASHITA e BOROS, 1992). A
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avaliacdo do papel da IL-4 na esquistossomose experimental utilizando animais
knockout ndo mostrou grandes diferencas no tamanho dos granulomas hepéticos nos
animais deficientes dessa citocina (PEARCE et al., 1996; METWALI et al., 1996).
Jankovic e col. (1999) utilizando camundongos knockout para o receptor de IL-4, que
ndo respondem a IL-4 e a IL-13, mostraram uma completa aboli¢cdo da formacao do
granuloma. Além disso, a remocdo de IL-4 resulta em uma alta mortalidade, pelo
desenvolvimento de endotoxemia (FALLON et al., 2000a).

Durante a ultima década, a IL-4 tem sido proposta como sendo uma molécula
fundamental na diferenciacéo para a resposta do perfil TH2. Mas recentemente, a IL-13
tem sido implicada como mediador central nas patologias mediadas por células TH2
(MCKENZIE et al., 1999). Na esquistossomose murina a principal funcéo da IL-13, na
formagéo do granuloma e na fibrose, foi demonstrado em camundongos deficientes em
receptores de IL-4 (JANKOVIC et al., 1999; CHIARAMONTE et al., 1999). Em 2000,
Fallon e col., demonstraram que a auséncia de IL-13 e ndo de IL-4, da resposta TH2, é
benéfica na esquistossomose mansdnica, uma vez que a primeira € um mediador chave
na producdo da fibrose e que €é a principal causa de morbidade e mortalidade.

A produgdo de IL-5 também esta vinculada ao perfil TH2 de citocinas. Dentre
suas funcdes, estdo a proliferacao e a ativacdo de eosinofilos, que parecem essenciais na
destruicdo de esquistossomulos (CAPRON et al., 1979). Além disso, esse tipo celular
representa aproximadamente 40-50% da composicdo do infiltrado inflamatério que
compde o granuloma esquistossomdtico, e de acordo com Lenzi e col. (1987), o
eosinofilo é a principal célula inflamatoria envolvida na migracdo dos ovos de S.
mansoni pelo endotélio intestinal.

Trabalhos recentes também tém demonstrado que o papel da fracdo 3 do
complemento (C3) tem papel no controle da esquistossomose pois na auséncia de C3 a
producéo de citocinas do perfil TH2 foram amplamente reduzidas e foi verificado um
aumento de IFN-y e um aumento de mediadores pré-inflamatorios, o que nao é
beneéfico para o curso da infeccdo (LA FLAMME et al., 2003).

A IL-10 é uma citocina produzida por uma variedade de tipos celulares
(MOORE et al., 1993). Além da sua capacidade de regular a resposta TH1 e a produgéo
de vérias citocinas pré-inflamatorias, essa citocina foi considerada um inibidor da
producdo de IFN-y. Também, j& foi demonstrado que a IL-10 desenvolve um papel

critico na protecdo do hospedeiro as infeccbes por protozoarios intracelulares
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(GAZZINELLI et al., 1996; HUNTER et al., 1997). Essa citocina exerce um papel
essencial no processo de imunomodulacdo que ocorre na fase crénica da infeccdo
esquistossomotica (FLORES VILLANUEVA et al., 1994; SADLER et al., 2003).
Recentemente foi demonstrado que ao controlar as respostas TH1 e TH2, a IL-10 exerce
uma funcdo de citocina “estabilizadora”, evitando a polarizacdo da resposta imune na
infeccdo esquistossomotica (HOFFMANN et al., 1999), uma vez que tanto a
polarizacdo para TH1 como para TH2 sdo prejudiciais, pois causam um aumento na taxa
de mortalidade (HOFFMANN et al., 2000).

Além da importancia das citocinas, na resposta celular, a resposta imune
humoral também desempenha papel relevante na esquistossomose. A resisténcia contra
a reinfeccdo parece estar vinculada a producdo de anticorpos IgE, que estimulam a
desgranulagdo de eosinodfilos, tendo como conseqiéncia a destruicdo dos
esquistossomulos (DESSEIN et al., 1992; WEBSTER et al., 1996). Outros autores
descrevem que em humanos a IgA, além da IgE, também participa da imunidade
protetora contra 0 agente etioldgico da esquistossomose (GRZYCH et al., 1993;
NAGATY et al., 1996). Entretanto, a produgdo de 1gG4, 1gG2 e IgM antigeno-
especifico parece estar correlacionada com a falta de protecdo as reinfeccGes em
humanos (BUTTERWORTH et al., 1988; DEMEURE et al., 1993).

Além de estar correlacionada com a falta de protecdo, a 1gG4 vem sendo
associada com os estagios iniciais de fibrose e consequentemente com o agravamento da
infeccdo esquistossomotica (SILVEIRA et al., 2002).

Em modelo murino de vacinacdo, altos niveis de 1gG1 estdo correlacionados
com a destruicdo dos miracidios presentes nos ovos e com uma diminuicdo da patologia
hepatica (HASSANEIN et al., 1999). Em adi¢do, Zouain e col. (2000) sugerem o papel
de 1gG1, aliado a IL-10, como importantes componentes da imunidade protetora
induzida pelo peptideo P24.

Além do papel na protecao, a IgE também tem sido relacionada com uma menor
postura de ovos pelas fémeas de Schistosoma. Na auséncia de IgE, Amiri e
colaboradores, em 1994, demonstraram que 0s camundongos apresentavam baixa
quantidade de ovos nos tecidos.

Outra funcdo importante da resposta humoral € a sua relacdo no processo de
imunomodulacdo observado na fase cronica da infecgdo esquistossomética (ABE e
COLLEY, 1984; MONTESANO et al., 1997; JANKOVIC et al., 1998). Uma das
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possiveis explicacdes para a participacdo dos anticorpos nesse processo foi demonstrada
por Jankovic e col. (1998) que utilizaram camundongos deficientes em linfécitos B.
Neste trabalho verificaram que estes animais apresentavam um aumento da fibrose
hepatica e aumento do volume do granuloma e ndo realizava a imunomodulagédo
negativa caracteristica da fase cronica. Provavelmente esse fato decorre da inducdo de
mediadores antiinflamatdrios que controlariam essa resposta ou mesmo da neutralizacédo

dos antigenos pelos anticorpos.

Tratamento e imunoprofilaxia

Varios farmacos ja foram empregados no tratamento da esquistossomose. Os
farmacos atualmente utilizados nessa infeccdo caracterizam-se por sua alta eficacia e
baixa toxidade. Hoje o tratamento corrente da esquistossomose mansonica € feito com
os medicamentos oxaminiquina e praziquantel sendo esse ultimo o de primeira escolha.
Contudo para gque se proceda ao tratamento da esquistossomose, deve-se levar em conta
0 estégio clinico do paciente, uma vez que mesmo apés o tratamento especifico, ndo ha
reversdo total das alteracGes observadas na fase crénica sintomética da infeccdo
necessitando-se assim uma conduta terapéutica coadjuvante (LAMBERTUCCI et al.,
1989; PRATA, 1997).

Apesar de existir terapéutica eficaz contra a esquistossomose, na fase cronica
sintomatica da infeccdo as sequielas muitas vezes ja sdo irreversiveis e o farmaco tem
um papel apenas secundario. Nestes casos, com freqiiéncia, o tratamento é basicamente
de suporte a sintomatologia apresentada pelo paciente. Além disso, mesmo apés duas
décadas de existéncia dos medicamentos eficazes contra a infecgdo por este parasito, 0
numero de pessoas infectadas ndo diminuiu, mostrando que com as extensas areas
endémicas e as frequentes reinfec¢bes, por causa das baixas condicdes sanitarias, o
tratamento com farmaco ndo é eficiente como controle (BERGQUIST, 1995;
BERGQUIST, 1998b). Assim a vacinacdo sera a melhor forma para controle e
possivelmente erradicacdo da esquistossomose. Diante deste fato, o desenvolvimento de
antigenos capazes de induzir protecdo contra a infeccdo esquistossomotica mobiliza
muitos grupos de pesquisa. Varios antigenos promissores estdo em estudo como: a
paramiosina (HIRSCH et al., 1997), o Sm14 (TENDLER et al., 1996; RIBEIRO et al.,
2002), o Sm28GST (PANCRE et al., 1994) e PllIl (GUSTAVSON et al., 2002).
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Entretanto, até o momento, ndo se tem uma vacina que cumpra 0s requisitos de
seguranca e eficdcia comprovada para uso em humanos (BERGQUIST, 1998a). Hoje
com o esclarecimento do genoma do S. mansoni (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003)
a descoberta da vacina pode estar mais préxima. No entanto também ainda é de extrema
importancia a busca de novos medicamentos que eliminam 0s vermes, uma vez que a
resisténcia ao praziquantel tem aumentado e vem se tornando uma grande preocupacao
(DOENHOFF et al., 2002), bem como novos fa'rmacos que diminuam a morbidade
causada pela infecgéo.

Neste contexto, novos modelos experimentais podem ser utilizados na tentativa
de se elucidar alguns mecanismos ainda obscuros da patogénese da esquistossomose, e
assim, propiciar subsidios para a elaboracdo de novas estratégias de controle e suporte
para esta infeccdo. Frente a patogenia conhecida da esquistossomose, que tem como
foco principal o processo inflamatorio que ocorre ao redor dos ovos, principalmente no
tecido hepatico, diversos estudos recentes tém sido realizados utilizando os
quimioterapicos em conjunto com antiinflamatorios ndo esterioidais (AINES)
(MAHMOUD et al., 2002b) e com plantas que tenham atividades hepatoprotetoras
(MAHMOUD et al., 2002a). Desta forma, este trabalho, prop&e-se estudar um modelo
experimental que utiliza a dexametasona como agente imunomodulador agindo na
infeccdo esquistossomotica para verificar possiveis efeitos, benéficos ou ndao em

animais isogénicos e ndo isogénicos.

Dexametasona

A dexametasona € um glicocorticdide que possui um amplo espectro de acéo
sendo um potente antiinflamatdrio e imunossupressor uma vez que seu efeito leva a
inibicdo da producdo de varias citocinas. Diferente de outros analogos, este farmaco
apresenta propriedades mineralocorticides reduzidas. E cerca de vinte e cinco a trinta
vezes mais potente que seu analogo natural, o cortisol. Seus efeitos sdo mediados em
sua maioria por receptores celulares de glicocorticoides que sdo amplamente
distribuidos (PARFITT et al., 1999).

A dexametasona age sobre vasos sanguineos, diversos mediadores, precursores e
tipos celulares inflamat6rios e tem atividade marcante sobre o sistema imunoldgico.

Com relacdo a sua acdo antiinflamatoria e imunossupressora pode-se destacar seu
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profundo efeito sobre a concentracdo, a distribuicdo e a funcdo dos leucocitos
periféricos, bem como de seus efeitos supressores sobre a producdo de citocinas e de
outros mediadores lipidicos e glicolipidicos da inflamacdo. Dentre as a¢Ges desta droga
pode-se destacar: a diminuicdo do numero de leucdcitos na area inflamada, associada a
uma queda na liberacdo de monacitos, linfocitos, eosindfilos e basofilos e a um aumento
da liberacdo de neutrdfilos pela medula 6ssea; a diminuicdo da funcdo dos macréfagos
teciduais e de outras células apresentadoras de antigenos no combate a microorganismos
intracelulares; & diminuicdo na liberacdo de radicais toxicos do oxigénio por neutréfilos
e macrofagos; a diminuicdo da funcdo auxiliadora (helper) de linfocitos T; a diminuicéo
da proliferacéo clonal de linfécitos T por queda da producdo de IL-2; as alteracBGes no
curso da resposta imune; a queda na funcdo de fibroblastos com diminuicdo da
producdo de coldgenos e glicosaminoglicanos; a interferéncia negativa na producéo de
mediadores inflamatérios como leucotrienos, prostaglandinas, fator de agregacdo
plaquetaria e componentes do complemento (BOUMPAS et al., 1993).

Esse glicocorticoide também afeta a producdo de diversas citocinas, que sao
mediadoras de toda a resposta imunolégica. Varios trabalhos tém demonstrado que os
glicocorticoides inibem a producdo de IL-1, IL-2, IL-3, IFN-y, GM-CSF e TNF-a
(SNYDER e UNANUE, 1982; ARYA et al, 1984; BEUTLER et al., 1986;
SCHIMMER e PARKER, 1996). Contudo, com relacdo as citocinas do perfil TH2 a
acao do tratamento ainda ndo esta clara. Alguns autores demonstraram uma diminuicao,
enquanto outros um aumento da producdo destas citocinas (DAYNES e ARANEO,
1989; WU et al., 1991; BYRON et al., 1992; RAMIREZ et al., 1996; FRANCHIMONT
etal., 1999).

Outro efeito deste glicocorticoide sobre a resposta imune € a diminuicdo dos
niveis séricos de imunoglobulinas, de forma dose dependente (BUTLER e ROSSEN,
1973). Esta acdo parece ser decorrente da inibi¢cdo de algumas citocinas, uma vez que
ainda ndo foi descrito o efeito supressor dos glicocorticoides sobre a expressao dos
genes das imunoglobulinas (BOUMPAS et al., 1993).

Devido as suas acOes sobre a resposta imune, a dexametasona tem sido usada
como coadjuvante no tratamento de diversas doencas infecto-parasitarias, como na
cisticercose (BONAMETTI et al., 1994; CORRAL et al., 1996; SOTELO, 1997), na
tuberculose (GIRGIS et al., 1991; COYLE, 1999), na malaria (PARFITT et al., 1999).

Seu uso como coadjuvante no tratamento da sindrome de Katayama, observada na fase
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aguda da esquistossomose, tambem ja foi sugerido (LAMBERTUCCI et al., 1989).
Além disso, o uso de glicocorticdide também tem sido preconizado para 0s casos de
esquistossomose no sistema nervoso central (SNC).

O papel dos glicocorticdides na esquistossomose experimental ja é conhecido ha
algum tempo. Em 1957, Coker mostrou que camundongos tratados com cortisona
apresentavam um aumento da “resisténcia natural” ao S. mansoni. Mais tarde, foi
demonstrado que esta droga diminuia a carga parasitaria dos hospedeiros experimentais
(camundongos) quando administrada no inicio da infec¢cdo (WEINMANN e HUNTER,
1960). Da mesma forma, Hermeto e col. (1990) demonstraram que o tratamento com
altas doses de dexametasona (50 mg/kg) administrada 1 hora antes da infeccdo e ao
longo da primeira semana reduz a carga parasitaria, pois causa aumento da morte das
larvas no periodo de migracdo pele-pulmao. Entretanto este efeito ndo era observado em
animais infectados com esquistossdmulos j& diferenciados, obtidos por diferenciacéo in
vivo (HERMETO et al.,, 1993). Outro trabalho do mesmo grupo mostrou que a
administracdo de dexametasona a partir do 42° dia pds-infeccdo ndo afetava a carga
parasitaria nem a cinética da oviposi¢do, entretanto levava a maior retencdo de ovos no
tecido intestinal (HERMETO et al., 1994). Em 1987, Weiner e col. avaliando cortes
histoldgicos de figado de animais infectados e tratados com dexametasona verificaram
que este glicocorticdide causava a uma inibicdo da fibrogénese, ja que observado por
PCR verificaram a inibi¢do da sintese de pro-colageno 1 e 3. A dexametasona também
foi usada em associagdo a esquistossomicidas no tratamento da esquistossomose
experimental em murinos. Esta associacdo levou a uma reducdo significativa da
contagem de ovos no intestino e figado, entretanto ndao houve diferencas nas cargas
parasitarias quando comparadas com os grupos controles (LAMBERTUCCI et al.,
1989). No entanto, o papel da dexametasona na patogenia, bem como na resposta
imune celular e humoral na infeccdo esquistossomotica ndo se encontram totalmente
esclarecidos. Estudos anteriores do nosso grupo ja verificaram que a dexametasona
levou a uma reducgéo da morbidade provocada pela infeccdo uma vez que levou a um
menor numero e tamanho dos granulomas hepéticos (PYRRHO et al., 2002). Além
disso, estes granulomas apresentaram uma menor deposicdo de fibra de colageno o que
pode proporcionar uma menor hipertensdo portal (PYRRHO et al., 2002). Esse trabalho
também verificou que o tratamento levou a uma reducdo de INF-y, IL-12 e IL-4 e um

aumento de IL-10, considerada hoje uma citocina chave para o desenvolvimento de um
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curso mais ameno da esquistossomose (HOFFMANN et al., 2000; HOFFMANN et al.,
2002).

Modelo Experimental

Os modelos experimentais animais sdo extremamente Uteis para a melhor
compreensdo de diversos processos infecciosos (DRUILHE et al, 2002). Na
esquistossomose mansonica diversos modelos experimentais ja foram utilizados para
avaliar a infeccdo, desde modelos simples até os mais complexos para descobrir
possiveis controles ou melhores condutas terapéuticas para essa parasitose (CHEEVER
et al., 2002). Nesse trabalho, 0 modelo murino foi usado, ja que os camundongos sdo
susceptiveis a infeccdo por S. mansoni e constituem assim, uma excelente ferramenta
para o estudo da patogénese e da modulacéo da resposta imunoldgica a infeccéo por este
parasito. A infeccdo esquistossomoética nos camundongos produz uma doenca
semelhante a dos humanos, onde se podem caracterizar diversas fases da infecgéo. A
linhagem C57BL/6 é bastante utilizada, pois nestes camundongos a infeccdo por este
helminto leva as alteracfes patologicas moderadas e por serem animais isogénicos ndo
sofrem influencia dos fatores genéticos (MITCHELL et al., 1990). Entretanto os
camundongos SWISS, por ndo serem isogénicos, também séo frequentemente utilizados
uma vez que apresentam uma variabilidade genética que facilita extrapolar os resultados
para infecgdes em humanos.

A resposta imunoldgica a infeccdo esquistossomatica oscila frente a uma série
de fatores que sdo normalmente de dificil controle, como: o momento da infeccéo, o
inéculo, a cepa do parasito, a idade do hospedeiro, 0 background genético deste e 0 seu
estado imunoldgico, dentre outros fatores.

A dexametasona foi o farmaco de escolha, pois ela apresenta um amplo efeito
sobre o processo inflamatorio e diante deste fato poderiamos avaliar o seu papel no
processo patoldgico da esquistossomose.

Apesar da resposta imune na esquistossomose ser bem estudada, muitos aspectos
ainda ndo estdo completamente elucidados (HAGAN et al., 1998). O papel das citocinas
nas diversas fases da infeccdo, o envolvimento dos diferentes tipos celulares na
formagéo dos granulomas e os mecanismos que controlam a evolucdo da infeccdo ainda

ndo sdo totalmente compreendidos. Assim, sabendo-se que a dexametasona tem uma
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acao imunossupressora/imunomodulatoria sobre o sistema imune, 0 seu uso na infecgédo
experimental pelo S. mansoni pode desempenhar um papel relevante na tentativa de
esclarecer alguns aspectos chave de todo o processo patoldgico da infeccdo por este
parasito, como ja demonstrado por Pyrrho e col. (2002 e 2004). Dessa forma, a
dexametasona sera administrada iniciando o tratamento nas diferentes fases da infec¢éo
para avaliar possiveis variacdes nos parametros parasitoldgicos, hematologicos,
bioquimicos, e patoldgicos em camundongos C57BL/6 e SWISS infectados com S.

mansoni.
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JUSTIFICATIVA

A esquistossomose € uma infeccdo que acomete milhares de pessoas em todo
mundo e gue ocasiona um grande impacto socioecondmico, sendo assim se constitui um
grande problema de saude publica. Apesar da existéncia de farmacos eficazes que
matam os parasitos da esquistossomose, as sequelas provocadas pela infeccdo cronica
ainda ndo podem ser controladas. Para que se desenvolvam farmacos eficazes para o
controle da patologia provocada por este parasito, todos 0s aspectos desse processo
devem ser totalmente esclarecidos. Diante deste fato, esse trabalho utiliza a
dexametasona, que ¢ um farmaco imunomodulador/imunossupressor, na tentativa de
esclarecer melhor este processo imune-patoldgico que ocorre nessa infeccao, bem como
identificar possiveis diferencas na modulagdo imunologica entre camundongos
isogénicos e ndo isogénico.

Trabalho anterior do nosso grupo j& demonstrou que as alteragdes imunes
provocadas pela dexametasona, quando administrada desde o inicio da infec¢éo ou apos
0 periodo pré-patente, favoreciam o desenvolvimento de um curso mais ameno para 0s
camundongos isogénicos infectados (PYRRHO et al., 2002; PYRRHO et al., 2004).
Agora, quer-se avaliar se o controle da patologia, pela administracdo de dexametasona,
iniciando na fase aguda ou crénica da infecgéo, altera (melhorando ou eventualmente
agravando) a evolucdo desta infeccdo. Esses dados podem fornecer subsidios para a
descoberta de um farmaco que possa ser utilizado como tratamento coadjuvante dessa
infeccdo e assim melhorar a patologia/morbidade provocada pela esquistossomose.
Além disso, também verificar-se-a o curso da infecgdo em animais isogénicos (C57BI6)
e ndo isogénicos (SWISS), infectados e ou tratados com dexametasona. A utilizacdo
desses dois tipos de animais tem como objetivo avaliar possiveis alteragdes provocadas

por diferentes backgrounds genéticos.
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OBJETIVOS

Geral:

Avaliar a acdo da dexametasona, quando administrada nas diferentes fases do
processo patologico, em duas diferentes linhagens de camundongos infectados

pelo Schistosoma mansoni

Especificos:

Verificar possiveis alteracbes nos pardmetros parasitolégicos nos animais
infectados tratados ou ndo com dexametasona, nos diferentes momentos da
infeccdo, na linhagem isogénica e ndo isogénica.

Avaliar a acdo da dexametasona sobre aspectos histopatologicos quanto a
formagcdo dos granulomas hepaticos, nas diferentes fases da infeccéo
esquistossomotica, na linhagem isogénica e ndo isogénica.

Verificar as alteracdes hematoldgicas e bioguimicas clinicas encontradas nos
animais infectados tratados ou ndo com dexametasona nos diferentes momentos
da infeccdo, na linhagem isogénica e ndo isogénica.

Avaliar a agdo da dexametasona sobre diversos parametros de morbidade
quando o farmaco é administrado em diferentes épocas da infeccdo

esquistossomotica, na linhagem isogénica e ndo isogénica.
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MATERIAL E METODOS

Farmaco

A dexametasona foi o farmaco escolhido por ser bem conhecido, estudado e
amplamente utilizado em varias condutas terapéuticas. E um glicocorticoide com grande
acao antiinflamatéria, o que favorece sua utilizacdo para avaliacdo dos processos
inflamatdrios da esquistossomose. Possui meia-vida biolégica longa de 36 a 72 horas, 0
que possibilita um intervalo maior entre as doses.

Foi usado, durante todos os ensaios, o fosfato dissédico de dexametasona, cujo
nome fantasia foi o DECADRON® (Laboratério Prodome, Campinas-SP) na

apresentacdo de 4 mg/mL injetavel.

Figura 5. Férmula estrutural do fosfato dissodico de dexametasona.

A dose de dexametasona usada foi de 1 mg/kg de peso, administrada trés vezes
por semana, sempre as tercas-feiras, quintas- feiras e aos sabados pela manha. Esta é
uma dose aceitavel para o tratamento de algumas afeccdes em humanos, e foi escolhida
na tentativa de se obter efeitos marcantes e ndo controversos, além de ja ter sido
utilizada em estudos anteriores (PYRRHO, 2001).
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A via de administracédo utilizada foi a intramuscular e o volume foi sempre de 40
uL. A diluicdo do farmaco foi realizado com solucéo salina estéril (0,85 % NaCl) e a
manipulacdo destas solucdes sempre foi feita em capela de fluxo laminar para evitar

contaminacoes.

Camundongos/Grupos/Sacrificios

Para realizagcdo dos experimentos, foram utilizadas fémeas de camundongos
isogénicos da linhagem C57BL/6, de 6 a 7 semanas de idade, obtidas do Centro de
Criacdo de Animais de Laboratérios (CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de
Janeiro) e fémeas de camundongos SWISS, também de 6 a 7 semanas de idade,
gentilmente cedidos pelo Instituto Municipal de Medicina Veterinaria Jorge Vaistnan-
Rio de Janeiro. Os animais foram entdo mantidos nas instalagdes do biotério da
Faculdade de Farmécia da UFRJ onde receberam alimentacdo balanceada e agua ad
libidum.

Antes do inicio dos experimentos, todos os camundongos, das duas linhagens,
foram submetidos a uma avaliacdo parasitoldgica, para excluir possiveis infeccGes
parasitarias que pudessem vir a interferir no resultado final do experimento.

Foram criados grupos de animais que ndo sofreram inoculagdes, grupos tratados
com dexametasona na dose indicada e grupos inoculados apenas com solucéo salina. Ao
final foram formados dez grupos, e cada grupo foi composto com um nimero amostral
tal que em cada sacrificio utilizamos pelo menos cinco animais por grupo.

Os grupos foram:

+ Normais (N) — animais nao infectados e ndo tratados com dexametasona.

+ Normais + Salina (N+S) — animais ndo infectados e injetados com solugéo

salina.

+ Normais + Dexametasona 35 (N+Dex35) — animais ndo infectados e tratados

com dexametasona a partir do 35° dia do inicio do experimento.

+ Normais + Dexametasona 65 (N+Dex65) — animais ndo infectados e tratados

com dexametasona a partir do 65° dia do inicio do experimento.

+ Normais + Dexametasona 90 (N+Dex90) — animais ndo infectados e tratados

com dexametasona a partir do 90° dia do inicio do experimento.
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«+ Infectados (I) — animais infectados e néo tratados com dexametasona.

+ Infectados + Salina (I+S) — animais infectados e injetados com solugédo
salina.

+ Infectados + Dexametasona 35 (I+Dex35) — animais infectados e tratados
com dexametasona desde o 35° dia ap6s a infecgo.

+ Infectados + Dexametasona 65 (I1+Dex65) — animais infectados e tratados
com dexametasona desde o 65° dia apés a infecgéo.

+ Infectados + Dexametasona 90 (I+Dex90) — animais infectados e tratados

com dexametasona desde o 90° dia apés a infecgéo.

Os grupos inoculados com solucdo salina serviram como mais um parametro de
controle, para avaliar se a inoculagdo dos animais era uma forma de estresse que levava
as alteracbes que poderiam ser confundidas com uma possivel acdo do tratamento.
Apesar de estudos anteriores (PYRRHO et al., 2002) ja terem demonstrado que a
manipulacdo na inoculacdo nédo era um fator importante, foi realizado novamente este
grupo uma vez que se utilizou uma nova linhagem de camundongos que n&o havia sido
testada anteriormente.

A escolha dos grupos deve-se ao fato de que estudos anteriores forneceram dados
marcantes quando a droga era administrada a partir do zero e do 35° dia de infeccdo
(PYRRHO, 2001). Nesse trabalho, além do grupo que recebe o farmaco a partir do dia
35 (controle), tem-se 0s grupos que receberam o farmaco a partir do 65° e 90°. Estes
foram utilizados para avaliarmos como o tratamento influencia a infeccdo se iniciado no
apice da fase aguda e na fase cronica respectivamente.

Além disso, foram utilizadas duas linhagens de camundongos para que se
pudesse comparar possiveis diferencas no curso da infec¢do esquistossomotica, com ou
sem tratamento, em uma linhagem isogénica e outra ndo. Como ja dito anteriormente, as
duas linhagens de camundongos foram utilizadas para verificar se a variabilidade
genética que os animais SWISS apresentam, leva a alteracGes nas respostas a infeccao
em relacdo a apresentada pelos animais isogénicos e desta forma ficassem os resultados
mais proximos de serem extrapolados para 0 homem.

Os animais foram sacrificados em 2 momentos. O primeiro foi na época
considerada por alguns autores, como o apice da fase aguda da esquistossomose

experimental em murinos, aos 55 dias de infecgdo. E nessa época que ocorre um
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depdsito apreciavel de ovos nos tecidos com uma forte reacdo granulomatosa ao redor
destes. Nesta primeira etapa do trabalho foram coletados: sangue total, soro, baco,
intestino e figado dos animais. O segundo e Gltimo momento de coleta foi aos 120 dias
apos a infeccdo quando os animais encontravam-se na fase crénica. O material coletado
foi 0 mesmo realizado no ponto anterior acrescentado do tecido pulmonar. Todos 0s
grupos, em todos os dois momentos dos sacrificios, foram representados por pelo menos
5 animais. Os materiais foram processados e estocados individualmente, exceto 0s soros
que foram armazenados em pool dos respectivos grupos. A Figura 6 mostra

esquematicamente o descrito acima.
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Figura 6. Esquema de trabalho que mostra a distribuicio dos grupos, a forma de
inoculacdes e os pontos de sacrificios dos animais durante os experimentos. Os animais
que receberam salina ou 1 mg/kg de dexametasona a partir do 35° dia do experimento
(N+S, 1+S e N+Dex35 e I+Dex35) completaram no primeiro sacrificio, 20 dias de
tratamento e, no segundo , 85 dias de tratamento. Contudo, nos grupos N+Dex65 e
I+Dex65, onde a administracdo do farmaco comecou apOs 65 dias do inicio do
experimento, na fase aguda da infeccdo, o tratamento foi realizado por 55 dias e 0s
grupos N+Dex90 e 1+Dex90, onde o inicio da administracdo do farmaco comegou ap6s
90 dias do inicio do experimento, fase cronica da infecgéo, e o tratamento durou durante
30 dias.
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Infeccdo

As infeccbes dos animais foram feitas com cercarias da cepa BH (Belo
Horizonte, Minas Gerais) de Schistosoma mansoni, gentilmente fornecidas pelo
Laboratério de Malacologia da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Momentos
antes da infecgéo, os animais foram estimulados a urinar e defecar ao serem colocados
em uma gaiola contendo pequeno volume de &gua. Este procedimento teve como
finalidade diminuir o contato dessas excretas com as cercérias, evitando desta forma a
queda do seu poder infectante. Os camundongos foram expostos a em banho individual
com + 45 cercarias vivas por 30-40 minutos em agua desclorada ocorrendo a infec¢do
por via transcutanea. Esta é uma carga parasitaria média que ndo ocasiona a morte de
um namero acentuado de animais, uma vez que o acompanhamento fora planejado para

ser feito por 120 dias.

Inoculacdes

Os camundongos foram inoculados com dexametasona 1 mg/kg ou solugédo
salina, trés vezes por semana, pela manha, durante até 85 dias (N+S, N+Dex35, I+S e
I+Dex35), até 55 dias (N+Dex65 e 1+Dex65) ou até 30 dias (N+Dex90 e 1+Dex90). As
injecBes foram aplicadas na musculatura do membro posterior dos animais alternando-
se 0s lados. O volume foi sempre de 40 pL para minimizar possiveis lesdes causadas
pela inoculagdo. Ao longo das inoculagGes foram anotadas as datas das eventuais mortes
que ocorreram nos diversos grupos. Estes dados serviram para a preparacéo da curva de

sobrevivéncia.

Peso dos camundongos

Os camundongos tiveram as caudas marcadas e em grupo de trés animais foram
pesados duas vezes por semana para avaliacdo de uma eventual caguexia provocada

pela infeccdo e/ou tratamento.
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Ovos nas fezes

Foram coletadas fezes, trés vezes por semana, dos camundongos a partir do 32°
dia de infeccdo para que fossem quantificados 0 nimero de ovos presentes por grama de
fezes e verificar se o tratamento estava afetando este processo. O nimero de ovos foi
quantificado utilizando pool de fezes por grupo. A partir deste material o método
realizado para a contagem dos ovos foi 0 de Kato Katz (KATZ et al., 1972).

Além da quantificagdo dos ovos, também foi realizada a pesquisa de sangue
oculto nas fezes com o objetivo de verificar alteragdes no nivel de sangramento
gastrintestinais dos animais infectados, tratados ou ndo. A pesquisa de sangue oculto foi
feita com o reativo de Meyer-Johannessen (LIMA et al., 1992) e teve uma avaliacdo
semi-quantitativa realizada por dois observadores. A avaliagdo baseou-se em cruzes
dadas de acordo com a tonalidade da cor formada ap0s a reacdo. Os critérios utilizados

encontram-se abaixo:

Critérios: 0 sem qualquer halo avermelhado 0
1 halo ligeiramente vermelho +
2 halo levemente vermelho ++
3 halo vermelho -+
4 halo acentuadamente vermelho o+
5 halo vinho +++++

Carga parasitaria

Para avaliar a carga parasitaria, alguns animais foram submetidos ao processo de
perfusdo hepatica descrito por Duvall e DeWitt (1967). Os animais foram anestesiados
com tiopental (Thiomenbutal®-Abbott) numa concentracdo de 6 mg/camundongo. Suas
cavidades toracica e abdominal foram abertas, a porcdo final do tubo digestivo foi
ocluida, e a veia porta, proxima ao figado, dissecada. Com o auxilio de uma bomba
peristaltica, foi injetada solucdo salina pela artéria aorta do animal, permitindo a saida
de parasitos que habitavam as veias mesentéricas, pela veia porta dissecada. A solucéo
salina perfundiu o figado pela artéria hepatica, retirando os parasitos localizados no
sistema porta intra-hepatico. Todo o liquido obtido durante esse processo foi coletado

em um célice conico. Os parasitos extraidos foram lavados, contados e seu sexo e
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maturidade sexual foram determinados. Os figados dos animais usados em tal técnica
foram macerados a para verificar possivel presenca de vermes que ndo haviam sido

eliminados durante o processo descrito anteriormente.

Pesagem dos 0rgaos

A pesagem dos figados, dos bacos e dos pulmdes, foi realizada logo ap6s o
sacrificio dos camundongos. Para tal procedimento, os 6rgdos foram retirados inteiros e

colocados sobre placas de Petri previamente pesadas.

Quantificacdo de ovos nos tecidos

Foi realizado a digestdo do tecido hepético, pulmonar e intestinal, segundo a
técnica descrita por Cheever (1968). Este procedimento teve como objetivo
quantificacdo dos ovos presentes nestes tecidos. Para isto os fragmentos de tecidos
foram pesados e depois mantidos em solucdo de KOH 4% a temperatura ambiente por
aproximadamente 12 horas e com posterior incubacdo a 37° C por mais 1 hora para que
ocorra a sua digestdo. Apds a quantificacdo dos ovos, os resultados foram expressos em
ovos por casal de parasito por grama de tecido. A contagem dos ovos foi realizada em

octuplicata.

Oograma

Foi realizado o oograma intestinal com o objetivo de avaliar o processo de
maturacdo dos ovos neste tecido. Além disso, este procedimento foi realizado como
uma segunda avaliacdo do numero de ovos retidos no tecido intestinal. O processo
consistiu da ressec¢do de 1 cm da por¢do intermediaria do ileo, com posterior corte
longitudinal, seguida de compressdo deste fragmento de tecido entre 2 laminas de
microscopia. Com isso, através da transparéncia do material, avaliou-se e quantificou-se
0s estagios de maturacao dos ovos presentes nesse fragmento de tecido intestinal. Os
ovos foram classificados de acordo com o trabalho de Prata (1957) que os dividem em
0Vvos Vivos e ovos mortos. Os ovos vivos sdo subdivididos em imaturos, que possui 4
estadios de evolugéo (1°, 2° 3° e 4 estadio), e maduro. Ja os ovos mortos séo divididos

em cascas, 0vos escuros, semitransparentes e granulosos. Mesmo tendo quantificados
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todos os estadios dos ovos imaturos e 0s tipo de ovos mortos, serdo expressos apenas o

total de ovos vivos imaturos e maduros e ovos mortos, para facilitar a demonstracéo.

Dosagem de parametros bioquimicos clinicos

Os soros dos animais sacrificados foram usados para a dosagem de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP). As
dosagens destes parametros serviram para avaliagdo das funcgdes hepaticas. As avaliacéo
das aminotransferases foram realizadas por uma metodologia que se baseia no principio
da oxidacdo do NADH a NAD (MCCOMB et al., 1976). A metodologia utilizada para
dosagem de fosfatase alcalina foi a de Roy modificado. A leitura foi feita em aparelho
CIBA CORNING EXPRESS PLUS® e foram utilizados kits diagndsticos da CHIRON
Diagnostics Corporation (East Walple, MA).

Além dos parametros que marcam os danos hepaticos fizemos ainda a dosagem
sérica de uréia (Ur) e de creatinina (Cr), que avaliaram o funcionamento renal; e a
dosagem de proteinas totais (PTN), e de albumina (ALB), para avaliar o
comprometimento organico dos camundongos. Estes parametros foram avaliados
utilizando reacdo colorimética onde para uréia foi utilizado o método de dosagem da
uréase e para a creatinina o0 método de Jaffé modificado. A dosagem de proteina foi
realizada com o reativo de biureto e a concentragdo de albumina foi obtida pelo método
do verde de bromocresol (LIMA et al., 1992).

Processamento histoldgico

Os ensaios histopatologicos foram feitos a partir dos figados e intestinos dos
camundongos obtidos nos tempos de coleta utilizados nos experimentos (55 e 120 dpi).
Estes materiais foram inicialmente fixados em solugdo formol tamponado a 10% e
posteriormente incluidos em parafina histolégica. A partir dos blocos parafinizados
foram efetuados cortes de 5um de espessura em microtomo (LUMNLAB 3500). Apos
os cortes, foi realizada a coloracdo utilizando-se Hematoxilina-Eosina (HE) que teve
como objetivo a avaliacdo da area de infiltrado celular inflamatério dos granulomas

hepéticos e o percentual de eosinéfilos nestes tecidos.
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Avaliacdo da area dos granulomas

A area dos granulomas foi mensurada utilizando-se as laminas contendo cortes
histoldgicos coradas por Hematoxilina-Eosina (HE) e obtidas como descrito acima. Para
a avaliacdo do tamanho dos granulomas utilizou-se a microscopia de campo claro
seguida de captura das imagens e processamento com o auxilio do programa Scion
Image versdo 3b (Scioncorp - http://www.scioncorp.com). Com a ajuda do referido
programa, as imagens foram avaliadas, obtendo-se assim as dimensfes das areas dos
granulomas (Prancha 1). Foram escolhidos e avaliados 20 a 25 granulomas por lamina
(por animal). Essas imagens foram escolhidas aleatoriamente dentre aquelas que

apresentavam o ovo de S. mansoni em seu centro.

Avaliacéo dos eosindéfilos nos tecidos

Foi quantificado o percentual de eosindfilos nos cortes histoldgicos de figado e
intestino, a fim de verificar possiveis alteracdes na composicao celular dos granulomas,
tendo em vista a grande importancia desta célula na composi¢cdo dos mesmos. A
valiacdo se procedeu em microscopia de campo claro com um aumento de 1000X
(Prancha 2).
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Prancha 1:
Exemplo de como foi calculada a area dos granulomas hepaticos. As imagens foram

capturadas, digitalizadas e processadas utilizando-se o0 auxilio do programa Scion Image

versao 3b.
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Prancha 2:

Exemplo aleatério de imagem de granuloma hepéatico em corte histologico
corados com hematoxilina-eosina (HE). Os Este exemplo pertence ao grupo de
camundongos infectados e nédo tratados (). Os granulomas foram divididos em
quatro quadrante e os eosinofilos presentes no infiltrado celular inflamatorio ao

redor do ovo de S. mansoni foram quantificados.
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Dosagem dos parametros hematoldgicos

O sangue total dos animais foi coletado individualmente em tubos cdnicos
contendo 5 mg de anticoagulante EDTA (Acido etileno diaminotetracético) (Merck,
Darmstadt, Alemanha) por mililitro de sangue. As dosagens dos parametros
hematoldgicos foram realizadas utilizando-se o aparelho de contagem de células modelo
CC550 da CELM (Companhia Equipadora de Laboratorios Modernos, Sdo Paulo). O
sangue total foi previamente diluido (DA-500, CELM) e passado pelo aparelho, o qual
forneceu 7 parametros hematoldgicos diferentes, dentre os quais foram utilizados:

+ Numero de heméacias por mm®
+ Hematocrito

+ Hemoglobina

+ Namero de leucdcitos por mm?®

A contagem especifica de leucdcitos foi feita em 1dminas de distensdo sangiinea
coradas por Giemsa e Wright (Merck), tendo sido feitas em duplicatas e lidas por dois

observadores distintos.

Avaliacéo estatistica

A avaliacdo estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa
SigmaPlot versdo 5.0 (SPSS Inc.). Foram calculadas as médias e os desvios padrdo. A
comparagéo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo pareado. Os valores

de p<0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS

Trabalhos anteriores do nosso grupo haviam demonstrado efeito marcante da
dexametasona sobre os animais isogénicos infectados e tratados ainda na fase aguda da
infeccdo esquistossomatica experimental. Assim, esse trabalho avaliou os efeitos do
tratamento com dexametasona quando iniciado na fase aguda e cronica da infeccéo
experimental com S. mansoni em camundongos isogénicos (C57BL/6) e ndo isogénico
(SWISS). Foram avaliados os efeitos sobre alguns parametros parasitologicos,

bioquimicos, hematoldgicos e histopatologicos.

Percentual de Sobrevivéncia

Para avaliar o efeito do inicio do tratamento com dexametasona sobre a taxa de
mortalidade dos animais C57BL/6 e SWISS infectados com 45-50 cercarias da cepa BH
de S. mansoni, os camundongos foram acompanhados durante todo o experimento (120
dias) e as datas de mortes foram registradas. O grupo N+S, N+Dex35, 1+S e I+Dex35,
so0 foram formados a partir do 35° dias do inicio do experimento e os animais foram
retirados do grupo normal (N) e do grupo infectado (I). Os demais grupos que
receberam dexametasona (N+Dex65, 1+Dex65, N+Dex90 e I+Dex90) também s6 foram
formados respectivamente apds 65 e 90 dias do experimento e também eram retirados
do grupo N e do grupo 1.

A figura 7 mostra o percentual de sobrevivéncia do grupo N, o qual ndo
apresentou mortalidade nos camundongos C57BL/6 (barra em preto) e nos
camundongos SWISS (barra em cinza). Os demais grupos normais (N+S, N+Dex35,
N+Dex65 e N+Dex90) ndo estdo expressos, pois ndo apresentaram mortalidade nem nos
camundongos isogénicos e nem nos nao isogénicos, assim todos os grupos de
camundongos normais tiveram 100% de sobrevivéncia durante todo o experimento.

Com relagdo aos animais isogénicos infectados foi observado uma taxa de
mortalidade em torno de 20-30% nos grupos I, I+S, [+Dex35 e 1+Dex90, 0 que mostra

que quando o tratamento € iniciado aos 35 dias (periodo pré-patente) e na fase cronica
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(90 dias) os camundongos ndo tém grande variacdo na mortalidade quando comparado
com o grupo apenas infectado. Contudo quando os camundongos isogénicos comecaram
a receber o tratamento na fase aguda da infeccdo (I+Dex65) foi observada uma
mortalidade em torno 60%. Entretanto com camundongos SWISS os animais infectados
e tratados com dexametasona (I+ Dex35, I+Dex65, I+Dex90) tiveram uma mortalidade
em torno de 15% e o grupo | em torno de 20% o que mostra que na linhagem néo
isogénica o tratamento com dexametasona independente do inicio, ndo influenciou na

taxa de mortalidade dos animais (Figura 7).

41



s C57/BL6

1 SWISS
100 -
- -
‘O 80
c
@
=
i) 60
o
o
T
)
o
X
20 -
0 .
W\ Ve @ P oD
\ e K S
\"Oe \"Oe \"Oe

Figura 7: Percentual de sobrevivéncia

Durante os 120 dias de infeccdo os animais normais e infectados com S. mansoni,
tratados ou ndo com 1 mg/kg de dexametasona 3 vezes por semana, foram
acompanhados e os percentuais de sobrevivéncia do grupo normal (N) e dos grupos
infectados (I; 1+S; 1+Dex35; 1+Dex65; 1+Dex90) encontram-se expressos no grafico. Os
demais grupos normais que receberam salina e dexametasona ndo estdo expressos, uma
vez que ndo apresentaram diferencas do grupo normal. Em barra preta encontra-se o
percentual de sobrevivéncia dos camundongos isogénicos (C57BL/6) e em cinza 0s
percentuais de sobrevivéncia dos diversos grupos de camundongos ndo isogénicos
(SWISS).
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Peso corporal dos camundongos

Visando avaliar se o tratamento com dexametasona teria algum efeito sobre o
peso corporal dos camundongos e consequentemente sobre a morbidade dos mesmos, 0s
camundongos controles e infectados com 45-50 cercérias de S. mansoni foram divididos
em grupos de 3 animais onde tiveram seus pesos acompanhados durante os 120 dias de
duracédo dos experimentos.

Na figura 8 tem-se no painel A, a avaliacdo do peso dos camundongos
isogénicos. Foi observado que os grupos infectados apresentaram uma perda de peso ao
longo do experimento, sendo esta perda mais acentuada nos camundongos infectados
que receberam dexametasona. Também foi observado que o grupo 1+Dex65 que teve o
inicio do tratamento na fase aguda da infec¢do teve uma perda de peso extremamente
acentuada, tendo muitos animais ja caquéticos.

No painel B, onde tem-se camundongos ndo isogénicos, foi observado que
todos os animais tiveram um ganho de peso ao longo do experimento, s6 que este ganho
de peso foi maior nos camundongos normais do que nos infectados e dentro dos grupos
infectados ndo foram observadas grandes diferengas de peso ao longo do experimento
mostrando que diferente dos camundongos isogénicos os camundongos SWISS ndo
perdem peso quando infectados e tratados com dexametasona independente da fase do
inicio do experimento.

Foram expressos apenas 0 grupo normal, pois 0s demais grupos de
camundongos ndo infectados ndo houve diferengas marcantes em relacdo ao grupo

normal.
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Figura 8: Peso corporal dos camundongos

Animais normais e infectados com S. mansoni, tratados ou ndo com 1 mg/kg de
dexametasona tiveram seus pesos acompanhados 2 vezes por semana durante os 120
dias do experimento. Os animais foram subdivididos em grupos de 3 animais e estes
foram entdo pesados. No grafico A encontra-se a variagdo do peso do grupo normal (N),
do grupo infectado (I), grupo infectado e que recebeu salina (1+S) e infectados e
tratados com dexametasona (I+Dex35; 1+Dex65; 1+Dex90) realizado em camundongos
isogénicos (C57BL/6). No grafico B temos a variacdo do peso ao longo dos 120 dias

nos mesmos grupos do grafico A s6 que em camundongos nao isogénicos (SWISS).
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Perfusao

Com o objetivo de avaliar se o inicio do tratamento na fase aguda e cronica
afetava o desenvolvimento e a sobrevida do S. mansoni em camundongos C57BL/6
(barra em preto) e SWISS (barra em cinza), os animais foram submetidos a um processo
de perfusdo hepatica descrito por Duvall e DeWitt (1967). Os vermes foram retirados e
sofreram uma avaliacdo quanto ao sexo e a maturidade. Apds esta avaliacdo o total de
vermes foi quantificado. Na figura 9 encontra-se expresso o niumero de casais, obtido
nos diversos grupos de camundongos C57BL/6 e SWISS infectados tratados ou néo
com 1mg/kg de dexametasona trés vezes por semana. No gréafico pode-se observar que
tanto nos camundongos isogénicos quanto nos camundongos nao isogénicos o
tratamento com dexametasona, independentemente do inicio do tratamento, nao
apresentou diferencas significativas, mostrando que a dexametasona ndo influenciou na
sobrevivéncia do parasito.

Pode-se observar também na figura 9, que os camundongos nao isogénicos séo
mais resistentes a infeccdo uma vez que, o numero de casais no final do experimento é
bem menor do que nos camundongos isogénicos. Esse dado esta acordo com a literatura

existente.
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Figura 9: Perfusdo hepatica

Por um processo de perfusdo hepética descrito por Duvall e DeWitt (1967) os
camundongos C57BL/6 (barra em preto) e SWISS (barra em cinza) expostos a infec¢ao
com 45 cercarias de S. mansoni e que receberam ou ndo 1 mg/kg de dexametasona 3
vezes por semana tiveram os vermes coletados durante os sacrificios. No grafico temos
0 numero de casais de S. mansoni obtidos em todos os grupos apds 120 dias de
infeccdo. A carga parasitaria expressa no grafico acima foi determinada pela média de

5 animais por grupo.



Ovos nas fezes

Para avaliar a influéncia do tratamento com 1mg/kg de dexametasona trés vezes
por semana sobre a eliminagé@o de ovos nas fezes, nos diferentes grupos e nas diferentes
linhagens de camundongos infectados com 45-50 cercarias de S. mansoni, 0s animais
foram acompanhados durante os 120 dias de infeccdo onde se quantificou 2-3 vezes por
semana, pelo método de Kato Katz (KATZ et al., 1972), o numero de ovos de S.
mansoni presente nas fezes.

Na figura 10, no painel A tem-se a eliminacdo de ovos nas fezes dos diversos
grupos de camundongos C57BL/6 infectado com S. mansoni, enquanto no painel B tem-
se a eliminacdo de ovos ao longo dos 120 dias em camundongos SWISS.

Pode-se observar que os camundongos isogénicos que receberam dexametasona,
apresentaram um aumento na eliminacdo de ovos ao longo de todo experimento, quando
comparado com os grupos controle (I e I+S). Ja em camundongos ndo isogénicos o
aumento da eliminacdo de ovos com o tratamento nao foi observado, tivemos apenas um
aumento de ovos nas fezes em torno 50-60 dias com 0 grupo que recebeu dexametasona

desde o0 35° dia de infecgéo.
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Figura 10: Ovos nas fezes

Numero de ovos de S. mansoni nas fezes dos camundongos C57BL/6 (gréafico A) e
SWISS (gréafico B) infectados que receberam ou ndo 1 mg/kg dexametasona 3 vezes
por semana. Os graficos mostram o acompanhamento da eliminacdo dos ovos nas fezes
ao longo dos 120 dias de infec¢do. Estes ovos foram determinados pelo método de Kato
Katz (Katz e col., 1972).



Sangue oculto nas fezes

Para verificar se o tratamento com dexametasona influenciava na perda de
sangue nos camundongos infectados e consequentemente na morbidade dos animais,
avaliamos em conjunto com a quantificacdo de ovos nas fezes, a presenca de sangue
oculto nas fezes pelo método de Meyer Jonhansem. A avaliacdo foi semi-quantitativa
onde padronizamos um numero de cruzes de acordo com a intensidade da coloracédo
presente. Também foi realizada a quantificacdo de sangue oculto nas fezes dos diversos
grupos de camundongos normais, na qual ndo foi observada a presenga do mesmo.

A figura 11 mostra a presencga de sangue nos diversos grupos de camundongos
C57BL/6 infectados. Pode se observar uma grande oscilagdo ao longo do experimento,
sendo que os grupos 1+Dex35 e 1+Dex65 apresentaram uma maior perda de sangue ao
longo do experimento. Na figura 12 pode se observar a distribui¢do de sangue ao longo
do experimento em camundongos SWISS e também foi observado um aumento de
sangue oculto nas fezes em todos 0s grupos que receberam dexametasona. Contudo em
compara¢do com a linhagem isogénica, pode ser observado que os camundongos

SWISS apresentaram uma menor perda de sangue nas fezes.
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Figura 11: Sangue oculto nas fezes - C57BL/6

Durante os 120 dias de experimento, foi avaliada a presenca de sangue oculto nas fezes
dos camundongos isogénicos (C57BL/6) infectados tratados ou ndo com 1mg/kg de
dexametasona 3 vezes por semana. No grafico A encontra-se a avaliagdo semi-
quantitativa de sangue nas fezes dos camundongos infectados (I). O gréafico B
representa o grupo 1+S, o grafico C o grupo 1+Dex35, o grafico D representa 0 grupo
1+Dex65 enquanto o gréfico E representa o grupo 1+Dex90. Nesta figura as linhas nos

graficos representam a média das cruzes ao longo do tempo.
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Figura 12: Sangue oculto nas fezes - SWISS

Durante os 120 dias de experimento, foi avaliada a presenca de sangue oculto nas fezes

dos camundongos ndo isogénicos (SWISS) infectados tratados ou ndo com 1mg/kg de

dexametasona 3 vezes por semana. No gréfico A encontra-se a avaliagdo semi-

quantitativa de sangue nas fezes dos camundongos infectados (I). O grafico B

representa o grupo 1+S, o grafico C o grupo 1+Dex35, o grafico D representa o0 grupo

1+Dex65 enquanto o gréfico E representa o grupo I+Dex90. Nesta figura as linhas nos

gréficos representam a média das cruzes ao longo do tempo.



Distribuicéo de ovos nos tecidos

Como observado anteriormente por Pyrrho e col. (2002), o tratamento com
dexametasona quando iniciado desde o 1° dia da infeccdo ou apos o0 35° dia da infeccdo,
afetava a distribuicdo dos ovos de S. mansoni nos tecidos onde levava a uma maior
retencdo de ovos no tecido intestinal e a uma menor quantidade de ovos no tecido
hepatico, tecido onde ocorrem as principais alteragdes patoldgicas e as complicacdes da
esquistossomose.

Diante deste fato resolveu-se quantificar o nimero de ovos no tecido hepatico e
intestinal para avaliar se a dexametasona continuava influenciando na distribuicdo
destes ovos se iniciada na fase aguda da infecgédo (I+Dex65) ou no inicio da fase cronica
da infeccdo (I1+Dex90) bem como se o efeito nesta distribuicdo também ocorria com a
linhagem né&o isogénica (camundongos SWISS).

A quantificacdo do numero de ovos foi realizada pela digestdo dos 6rgdos por
uma solucdo de KOH 4% como descrito por Cheever (1968). A figura 13A, a
quantidade de ovos no tecido hepético tanto na fase aguda (55 dpi) quanto na fase
cronica (120 dpi) da infeccdo. Pode-se observar que na fase aguda, o tratamento com
dexametasona ndo influenciava na quantidade de ovos enquanto que na fase cronica
(120dpi) os grupos tratados a partir da 35° dia e a partir do 90° dias apresentavam uma
tendéncia a uma menor quantidade de ovos neste 6rgdo sendo que o grupo I+ Dex35
teve uma tendéncia marcante, com um p= 0,06. Entretanto o grupo que teve o
tratamento iniciado na fase aguda (I+Dex65) ndo apresentou esta tendéncia. Na figura
13B pode se observar a quantidade de ovos no tecido hepatico na fase aguda e crénica
em camundongos SWISS. Da mesma forma gque nos camundongos isogénicos 0s grupos
na fase aguda ndo apresentaram nenhuma diferenca enquanto que na fase cronica a
tendéncia a um menor aporte de ovos no figado continua nos grupos que receberam
dexametasona a partir do 35° e 90° dpi.

Na figura 14A se observa a quantidade de ovos no tecido intestinal nos
camundongos isogénicos e pode-se verificar uma maior quantidade de ovos nos grupos
que receberam dexametasona com excecdo do grupo I+Dex90. Na figura 14B foi

observada novamente a tendéncia a uma maior concentracdo de ovos no tecido intestinal
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dos grupos tratados com dexametasona tanto na fase aguda quanto crénica, contudo
agora nos camundongos nao isogénicos.

Também foi realizada a digestdo dos pulmdes e do bago nos diversos grupos de
animais infectados tanto da fase aguda quanto crénica em camundongos isogénicos e
ndo isogénico. Nesses dois tecidos ndo foi observada grande quantidade de ovos e nem

diferencas entre os grupos (dados ndo demonstrados).
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Figura 13: Ovos no tecido hepético

NUmero de ovos de S. mansoni, por casal de vermes, no tecido hepatico de
camundongos C57BL/6 (grafico A) e SWISS (grafico B) infectados que receberam ou
ndo 1 mg/kg de dexametasona 3 vezes por semana. Os resultados foram obtidos ap6s o
sacrificio de 55 e 120 dias ap0s a infeccdo. Os figados foram digeridos por uma solucéao
de KOH 4% como descrito por Cheever (1968). Os valores expressos no grafico acima

foram determinados a partir de um experimento com pelo menos 6 animais por grupo.
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Figura 14: Ovos no tecido intestinal

NUumero de ovos de S. mansoni por casal de vermes, no tecido intestinal de
camundongos C57BL/6 (gréafico A) e SWISS (grafico B) infectados que receberam ou
ndo 1 mg/kg de dexametasona 3 vezes por semana. Os animais foram sacrificados com
55 e 120 dias de infeccdo e seus intestinos foram digeridos por uma solucdo de KOH
4% como descrito por Cheever (1968). Os valores expressos no grafico acima foram

determinados a partir de um experimento com pelo 6 animais por grupo.
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Oograma

Com o objetivo de avaliar a varia¢do na quantidade e nos tipos de ovos no tecido
intestinal entre os animais infectados e infectados e tratados, e entre camundongos
isogénicos e ndo isogénicos, um fragmento da por¢do ileo terminal foi retirado e o
namero e o tipo de ovos foi quantificado. Os ovos foram classificados de acordo com o
proposto por Prata em 1957. Nessa classificacdo os ovos eram divididos em ovos
imaturos de 1° 2° 3° e 4° estadio, ovos vivos maduros e ovos mortos (semi-
transparente, escuros, cascas) (Prancha 3). Para facilitar a demonstracgéo, foi realizado o
somatdrio dos ovos vivos imaturos e dos ovos mortos. A figura 15 mostra que 0s
animais tratados, tanto os camundongos isogénicos quanto 0s ndo isogénicos, possuem
uma maior quantidade de ovos no tecido intestinal (fragmento intermediario do ileo)
sendo que ndo apresentam diferencas quanto aos tipos de ovos, como pode-se verificar
no percentual de tipos de ovos mostrados na figura 15. No percentual pode se observar
que os animais tratados, na fase cronica, apresentam um menor percentual de ovos

mortos em relacdo aos animais infectados.
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Prancha 3:

Imagens de 3 tipos de ovos avaliados no oograma obtidos a partir de um
fragmento intermediério do ileo observados, entre laminas, em microscopia
Optica convencional. O painel A apresenta um exemplo de ovo vivo imaturo, o
painel B apresenta um ovo vivo maduro, o painel C apresentam ovos mortos e no
painel D apresenta uma fileira de ovos vivos imaturos como normalmente eram

vistos durante a leitura do oograma.
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Figura 15: Oograma

NUmero de ovos de S. mansoni presentes em um fragmento de 1 cm? da porcéo
intermediaria do ileo de animais infectados que receberam ou ndo 1 mg/kg de
dexametasona 3 vezes por semana. O grafico A representa os resultados obtidos no
sacrificio de 55 e 120 dias com camundongos isogénicos enquanto o grafico B
representa 0s mesmo resultados em camundongos nao isogénicos. O oograma foi
realizado seguindo a padronizacdo dos tipos de ovos descritos por Prata (1957). Para
facilitar a apresentacdo expressamos 0 somatdrio de ovos Vivos imaturos, ovos
maduros e ovos mortos. Os valores dentro das barras correspondem ao percentual dos

OVos.



Peso dos bacgos

Na infeccdo  esquistossomotica,  frequentemente  observamos  um
comprometimento do figado e do baco que apresentam um processo de
hepatoesplenomegalia. Com o objetivo de avaliar o grau de comprometimento do bago
pela infeccdo foi realizada a pesagem do mesmo nos diversos grupos experimentais.
Nos grupos normais tratados ou nao, em ambos 0s camundongos (C57BL/6 e SWISS)
ndo foram observados grandes diferencas em relacdo ao grupo normal. Na figura 16A
(55 dpi) e 16B (120 dpi) pode-se observar o peso dos bacos nos camundongos C57BL/6
dos diversos grupos infectados tratados ou ndo com dexametasona. Foi observado nos
animais infectados um aumento significativo no peso do bago em relagdo ao normal e
nos grupos tratados pode-se observar uma reducdo significativa do peso do baco. Esta
reducdo s6 ndo foi observada no grupo que recebeu dexametasona a partir da fase aguda
da infeccdo (1+Dex65). Nos camundongos ndo isogénicos também foi observado uma
reducdo significativa da esplenomegalia nos camundongos tratados tanto na fase aguda
(painel C) quanto na fase cronica (painel D). Contudo aos 120 dias apés a infeccdo o
grupo néo isogénico que recebeu dexametasona a partir da fase cronica (I1+Dex90) ndo
teve uma reducéo significativa. Estes dados séo corroborados nas tabelas 1 e 2 onde
pode-se verificar que o indice de esplenomegalia também foi reduzido com o tratamento

em ambos 0s grupos de camundongos.
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Figura 16: Peso dos bacos

Avaliacdo do peso dos bacos nos diversos grupos normais e infectados tratados ou nédo

com dexametasona 3 vezes por semana. O grafico A e B representa respectivamente o

peso do bago na fase aguda (55dpi) e fase cronica (120dpi) dos animais C57BL/6. As

barras representam o peso dos bacos dos animais infectados tratados ou ndo com

dexametasona e a linha horizontal representa a média do grupo normal (N). Os gréaficos

C e D representam respectivamente o peso do baco na fase aguda (55dpi) e fase cronica

(120dpi) dos animais SWISS. As diferencas estatisticas entre 0s grupos encontram-se

expressas nos graficos.




C57BL/6

55dpi
Grupo % peso Indice de
baco / peso esplenomegalia
corporal
N 040 1
I 0,84 2,06
I+S 0,72 1,64
1+Dex35 0,61 1,40
120dpi
Grupo % peso Indice de
baco / peso esplenomegalia
corporal
N 0,34 1
I 0,82 2,32
1+S 0,87 2,25
1+Dex35 0,58 1,49
1+Dex65 0,83 1,93
1+Dex90 0,54 1,58
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Tabela 1: Relacdo percentual do peso do bago com o peso corporal e o indice de

esplenomegalia observado nos grupos infectados com S. mansoni tratados ou ndo com

dexametasona e no grupo normal de camundongos C57BL/6.



SWISS

55dpi
Grupo % peso bago / Indice de
peso corporal esplenomegalia
N 0,36 1
| 1,42 3,25
1+S 1,24 2,84
1+Dex35 0,75 1,73
120dpi
Grupo % peso Indice de
baco /peso esplenomegalia
corporal
N 0,28 1
I 0,96 2,98
1+S 0,77 2,28
1+Dex35 0,79 2,45
1+Dex65 0,81 2,33
1+Dex90 0,84 2,58

Tabela 2: Relagio percentual do peso do baco com o peso corporal e o indice

de esplenomegalia observado nos grupos infectados com S. mansoni tratados ou ndo

com dexametasona e no grupo normal de camundongos SWISS.
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Peso dos figados

A principal patologia da infeccdo por S. mansoni ocorre no figado em
decorréncia do aporte de ovos a esse Orgdo. Com isto observa-se que a infeccdo
esquistossomotica normalmente cursa com uma hepatomegalia. Frente a este dados
realizou-se a pesagem do figado para avaliar o impacto do tratamento com
dexametasona, iniciado nas diversas fases da infeccdo, sobre este 6rgdo. Na figura 17
observa-se que ocorreu uma reducdo significativa no peso dos figados nos diversos
grupos de infeccdo tanto na linhagem isogénica (A e B) quanto na linhagem néo
isogénica (I C e D).

Nos animais normais tratados com dexametasona pode se observar uma ligeira
diminuicdo, ndo significativa, do peso dos figados (dado ndo demonstrado), contudo a
hepatomegalia ocorre significativamente nos grupos infectados quando comparado com
0s grupos normais. Estes dados séo corroborado pelo indice de hepatomegalia mostrado
nas tabelas 3 e 4.
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Figura 17: Peso dos figados

Avaliacdo do peso dos figados nos diversos grupos normais e infectados tratados ou néo

com dexametasona 3 vezes por na semana. O grafico A e B representa respectivamente

0 peso do figado na fase aguda (55dpi) e fase cronica (120dpi) dos animais C57BL/6.

As barras representam o peso dos figados dos animais infectados tratados ou ndo com

dexametasona e a linha horizontal representa o grupo normal (N). O gréfico C e D

representam respectivamente o peso do figado na fase aguda (55dpi) e fase cronica

(120dpi) dos animais SWISS. As diferencas estatisticas encontram-se expressas nos

graficos.
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C57 BL/6

55 dpi

65

Grupo % peso do figado /

Peso corporal

Indice de

hepatomegalia

N 4,37 1
I 6,88 1,55
I+S 6,75 1,43
1+Dex35 6,34 1,34
120 dpi
Grupo % peso figado / Indice de

Peso corporal

hepatomegalia

N 4,73

| 8,34
1+S 9,19
I+Dex35 8,24
I+Dex65 7,27
1+Dex90 7,12

1
1,70
1,69
1,51
1,21
1,49

Tabela 3: Relacdo percentual do peso do figado com o peso corporal e o indice de

hepatomegalia observado nos grupos infectados com S. mansoni tratados ou ndo com

dexametasona e no grupo normal de camundongos C57BL/6.



SWISS

55dpi
Grupo % peso Indice
figado / peso de
corporal hepatomegalia
N 4,36 1
| 7,41 1,69
1+S 6,98 1,60
1+Dex35 5,48 1,25
120dpi
Grupo % peso indice
figado / peso de
corporal hepatomegalia
N 2,94 1
| 5,72 1,94
1+S 5,33 181
1+Dex35 4,32 1,69
1+Dex65 531 1,80
1+Dex90 4,78 1,62
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Tabela 4: Relacdo percentual do peso do figado com o peso corporal e o indice de

hepatomegalia observado nos grupos infectados com S. mansoni tratados ou ndo com
dexametasona e no grupo normal de camundongos SWISS.



Dados hematologicos

A anemia, segunda a OMS ¢é o decréscimo na concentracdo de hemoglobina
(Hb) e esta é freqluentemente observada na esquistossomose sendo sua origem
(multifatorial) decorrente de véarias causas. Avaliando a série vermelha, na figura 18
pode-se observar que os animais C57BL/6 infectados tanto na fase aguda (18 A) quanto
na fase cronica (18 B) apresentaram uma diminuicédo significativa na concentracao de
hemoglobina, 0 que mostra que realmente a infeccdo ocasiona uma anemia nestes
camundongos infectados com S. mansoni. No entanto, o tratamento com dexametasona
reverteu significativamente esta diminuicdo de Hb pela infecgcdo tanto na fase aguda
quanto na fase cronica.

Esse dado é corroborado pelo valor de hematdcrito (inserto figura 18) onde
também foi observada uma reversdo da anemia pelo tratamento com 1mg/kg de
dexametasona nos animais infectados, tanto na fase aguda quanto na fase crénica em
camundongos isogénicos. Outro dado ndo demonstrado, que também confirma essa
reversdo é o numero de hemacias, que se encontra aumentado nos animais infectados e
tratados com dexametasona.

Da mesma forma, foi observada (Figura 19) a concentracdo de hemoglobina
tanto na fase aguda (19 A) quanto na fase crénica (19 B) encontra-se diminuida nos
camundongos SWISS em relacdo aos animais normais (linha horizontal nos gréaficos).
Bem como ocorreu nos camundongos isogénicos, os camundongos SWISS infectados e
tratados com dexametasona apresentaram uma reversdo da anemia, pois a concentragao
de hemoglobina voltou a normalidade. Este dado também € corroborado pelo valor do
hematocrito (inserto) e pelo nimero de hemacias (dado ndo mostrado), o que mostra que
tanto em camundongos isogénicos quanto nos ndo isogénicos a utilizacdo com
dexametasona, independente da fase do inicio do tratamento reverteu a anemia
provocada pela infeccéo esquistossomatica.

Com relacdo aos grupos normais, ndo foram observadas diferencas significativas

provocadas pelo tratamento, por isso ndo se encontram expressos nos graficos.
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Figura 18: Hemoglobina e Hematocrito - C57BL/6

Concentracdo de hemoglobina nos diversos grupos de camundongos C57BL/6, tratados
ou ndo com dexametasona, nas fases aguda (painel A) e crénica da infeccdo (painel B).
Em barra temos a concentragdo de hemoglobina, dos diversos grupos de animais
infectados e na linha horizontal temos a concentracdo de hemoglobina no grupo normal.
No inserto temos o grafico com o hematocrito dos diversos grupos. Apds a avaliacao
estatistica temos: na fase aguda um p=0,045 que se refere a diferenca na concentragdo
de hemoglobina entre os grupos N e | e um p= 0,02 que se refere a diferenca entre o
grupo I- 1+Dex35. Com relagdo ao hematocrito temos um p=0,005, que se refere a
diferenca do grupo N e | e um p=0,006, que s e refere a diferenca entre o grupo | e
I+Dex35. Na fase crénica um p=0,004 que se refere a diferenga na concentragdo de
hemoglobina entre os grupos N e | e um p= 0,024 que se refere a diferenca entre o
grupo I- I+Dex65. Com relagdo ao hematécrito temos um p=0,039, que se refere a
diferenca do grupo N e .
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Figura 19: Hemoglobina e Hematocrito - SWISS

Concentragdo de hemoglobina nos diversos grupos de camundongos SWISS, tratados
ou ndo com dexametasona, nas fases aguda (painel A) e cronica da infecgdo (painel B).
Em barra temos a concentragdo de hemoglobina, dos diversos grupos de animais
infectados e na linha temos a concentragdo de hemoglobina no grupo normal. No inserto
temos o grafico com o hematdcrito dos diversos grupos. Apds a avaliagdo estatistica
temos: na fase aguda um p=0,022 que se refere & diferenca na concentragdo de
hemoglobina entre os grupos N e I. Com relagéo ao hematdcrito temos um p=0,046, que
se refere a diferenca do grupo N e I. Na fase cr6nica um p=0,039 que se refere a
diferenca na concentracdo de hemoglobina entre os grupos N e I, um p= 0,025 que se
refere a diferenca entre o grupo I- 1+Dex35 e um p= 0,034 que se refere a diferenga
entre o grupo I- 1+Dex90. Com relacdo ao hematécrito temos um p=0,0049, que se
refere a diferenca do grupo N e I e um p= 0,005 que se refere a diferenca entre o grupo
I- 1+Dex90.
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Avaliando a série branca (Figura 20) foi observado que os animais isogénicos
infectados com S. mansoni apresentaram uma leucocitose. Essa é maior na fase aguda
(20 A) que na fase cronica (20 B). Contudo os camundongos C57BL/6 que receberam
dexametasona apresentaram uma diminuicdo da leucocitose. Esta s6 ndo foi observada
no grupo que recebeu dexametasona a partir do inicio da fase cronica da infeccdo
(1+Dex90).

Os animais ndo isogénicos infectados com S. mansoni, também apresentaram
uma leucocitose tanto na fase aguda (20 C) quanto na fase cronica (20 D). Essa
leucocitose foi menor nos grupos infectados quando comparado com o normal (linha
horizontal).

Os grupos normais, que receberam dexametasona tiveram uma ligeira
diminuicdo do nimero de leucdcitos, ndo apresentando grandes diferencas e por isso
ndo foi demonstrada.

Os leucacitos especificos também foram avaliados, pois estas células possuem
uma grande importancia na infeccdo esquistossomotica principalmente com relacdo a
formacdo do granuloma. Na contagem dos leucdécitos especificos foi verificada uma
eosinofilia (figura 21) tanto nos camundongos infectados isogénicos quanto nos nédo
isogénicos, que € diminuida nos grupos infectados e tratados com dexametasona. Esta
diminuigdo pelo tratamento s6 ndo é observada no grupo I+Dex65 em camundongos
isogénicos. Outro dado interessante € que os camundongos C57BL/6 e SWISS
infectados, principalmente na fase crbénica da esquistossomose apresentaram uma
neutropenia (figura 22), contudo nos camundongos infectados e tratados com
dexametasona independente do inicio do tratamento, apresentam um aumento do
percentual de neutréfilos o que demonstra que o tratamento reverte a neutropenia que é
caracteristica da fase cronica da esquistossomosea. Nas tabelas 5 e 6 tem-se os valores
absolutos dos leucdcitos especificos tanto em camundongos isogénicos quanto nos ndo

Isogénicos respectivamente.
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Numero de leucdcitos por uL de sangue no grupo normal e nos diversos grupos de

animais infectados, tratados ou ndo com dexametasona. Os graficos A e B representam

respectivamente o nimero de leucdcitos na fase aguda (55dpi) e fase cronica (120dpi)

dos animais C57BL/6. As barras representam nimero de leucocitos dos animais

infectados tratados ou ndo com dexametasona e a linha horizontal representa o grupo

normal (N). Os graficos C e D representam respectivamente o numero de leucdcitos na

fase aguda (55dpi) e fase crénica (120dpi) dos animais SWISS. Os resultados consistem

de ensaios com 5 a 8 animais por grupo.
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Percentual de eosinofilos no sangue do grupo normal (linha horizontal) e dos diversos

grupos de animais e infectados, tratados ou ndo com dexametasona. Os graficos A e B

representam respectivamente o percentual de eosinofilos na fase aguda (55dpi) e fase
crénica (120dpi) dos animais C57BL/6. As barras representam percentual de eosinéfilos

dos animais infectados tratados ou ndo com dexametasona e a linha horizontal

representa o grupo normal (N). Os gréficos C e D representam respectivamente o

percentual de eosindfilos na fase aguda (55dpi) e fase cronica (120dpi) dos animais

SWISS. Os resultados consistem de ensaios com 5 a 8 animais por grupo.
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Percentual de neutréfilos no sangue do grupo normal (linha horizontal) e dos diversos

grupos de animais e infectados, tratados ou ndo com dexametasona. Os graficos A e B

representam respectivamente o percentual de neutrofilos na fase aguda (55dpi) e fase

crénica (120dpi) dos animais C57BL/6. As barras representam percentual de neutrofilos

dos animais infectados tratados ou ndo com dexametasona e a linha horizontal

representa o grupo normal (N). Os graficos C e D representam respectivamente o

percentual de neutrofilos na fase aguda (55dpi) e fase cronica (120dpi) dos animais

SWISS. Os resultados consistem de ensaios com 5 a 8 animais por grupo.
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C57BL/6

55 dpi
Leucécitos Eosindfilos = Bastdes Segmentados | Linfdécitos Mondcitos
(n/ul)
N 8200 41 144 697 6827 492
| 16800 503 235 2407 11679 1225
1+S 14160 688 322 1994 10226 944
1+Dex35 8425 236 213 1392 6008 297
120 dpi
Leucécitos Eosindfilos = Bastdes Segmentados = Linfocitos  Mondcitos
(n/plL)
N 6766 135 22 1015 4951 643
| 11300 326 94 1488 8971 421
1+S 10167 274 197 1254 8017 423
1+Dex35 5683 103 101 1236 3951 286
1+Dex65 7833 283 235 2184 4678 366
1+Dex90 10900 218 123 2066 7889 604

Tabela 5: Avaliacéo leucocitéria nos diversos grupos de camundongos C57BL/6 infectados

por S. mansoni e no grupo normal. Os valores expressam o numero absoluto de leucocitos por

uL de sangue apds 55 e 120 dias de acompanhamento.
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SWISS

55 dpi
Leucocitos Eosinofilos =~ Bastdes Segmentados =~ Linfocitos Mondcitos
(n/pL)
N 7733 39 19 851 6477 348
I 9650 483 121 929 7503 616
I+S 11250 548 56 1083 8789 773
I+Dex35 5150 180 58 843 3747 321
120 dpi
Leucécitos Eosindfilos = Bastdes Segmentados = Linfécitos Mondcitos
(n/uL)
N 6025 30 90 655 4918 331
I 7264 239 148 648 5684 553
I+S 8917 284 240 827 6802 763
I+Dex35 4000 88 174 856 2688 194
I+Dex65 6830 163 319 1366 4697 284
1+Dex90 6611 194 343 1215 4529 331

Tabela 6: Avaliacéo leucocitaria nos diversos grupos de camundongos SWISS infectados por

S. mansoni e no grupo normal. Os valores expressam o nimero absoluto de leucécitos por pL de

sangue apos 55 e 120 dias de acompanhamento.



Dados bioquimicos

A principal patologia da infeccdo esquistossomotica encontra-se no figado, e
para avaliar o comprometimento deste 6rgédo frente & administracdo da dexametasona ou
da intensidade da resposta granulomatosa, foi realizado a dosagem sérica, nos diversos
grupos experimentais e nas diferentes linhagens de camundongos, de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP)
mostrando o perfil e 0 grau de comprometimento hepatico. Na figura 23 foi avaliada a
concentracdo sérica de AST nos camundongos isogénicos tanto na fase aguda (A)
quanto na fase cronica (B). Foi observado que na fase aguda da infecgéo a concentracéo
sérica desta enzima encontra-se aumentada nos grupos infectados, contudo o tratamento
ndo altera a lesdo hepatica. Na fase cronica pode-se observar que os camundongos
isogénicos apresentaram uma diminuicdo sérica desta enzima, tendendo a normalidade.
Entretanto, nos camundongos SWISS foi observado que tanto na fase aguda quanto na
fase cronica (figura 23 C e D respectivamente) ha um aumento da concentracdo sérica
indicando uma lesdo hepatica, contudo esta lesdo ndo é agravada pelo tratamento. Estes
dados sdo corroborados pela concentragdo sérica de ALT (figura 24) e de ALP (figura
25), 0 que mostra que os camundongos infectados e tratados com dexametasona ndo
apresentaram um agravamento da lesdo hepatica e que esta perdura por mais tempo nos
camundongos nao isogénicos.

Problemas renais em decorréncia da esquistossomose tém sido estudados por
varios autores. Para avaliar um possivel comprometimento renal no nosso modelo, foi
dosada a concentracdo sérica de uréia e de creatinina (dado ndo demonstrado). Nestas
dosagens ndo foram observadas diferencas entre os grupos infectados e ndo infectados
em nenhuma das duas linhagens estudadas, mostrando que nem a infec¢gdo com 45-50
cercarias de S. mansoni nem o tratamento com dexametasona, provocou qualquer dano
renal nos camundongos.

Para a avaliacdo do comprometimento organico dos camundongos infectados foi
realizada a dosagem da concentragdo de albumina sérica e de proteina total na fase
cronica da infeccdo esquistossomoética. A figura 26 mostra que 0s camundongos
isogénicos infectados tratados ou ndo com dexametasona apresentaram uma diminuicao

da concentracdo de albumina, mostrando um leve comprometimento organico e um
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aumento da concentracdo de proteina total fruto das globulinas, em respostas a infeccao.
Ja nos camundongos SWISS, pode-se verificar que este comprometimento organico
decorrente da infecgdo esquistossomotica ndo ocorre o que mostra que estes animais sao

mais resistentes a infeccdo pelo S. mansoni (figura 26 B).
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Figura 23: Aspartato aminotransferase - AST

Avaliacéo sérica de aspartato aminotransferase no grupo normal e nos diversos grupos

de camundongos infectados tratados ou ndo com dexametasona por 3 X na semana. O

grafico A e B representa respectivamente a concentracdo sérica de AST na fase aguda

(55dpi) e fase crbnica (120dpi) dos animais C57BL/6. As barras representam a

concentracdo de AST dos animais infectados tratados ou ndo com dexametasona e a

linha horizontal representa o grupo normal (N). O gréfico C e D representam

respectivamente a concentragdo sérica de AST na fase aguda (55dpi) e fase crbnica

(120dpi) dos animais SWISS. Estes graficos ndo apresentam desvio-padrédo, pois consta

de um experimento representativo realizado com pool de soro para cada grupo.
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Figura 24: Alanina aminotransferase - ALT

Avaliacdo sérica de alanina aminotransferase no grupo normal e nos diversos grupos de
camundongos infectados tratados ou ndo com dexametasona por 3 x na semana. O
grafico A e B representa respectivamente a concentracdo sérica de ALT na fase aguda
(55dpi) e fase cronica (120dpi) dos animais C57BL/6. As barras representam a
concentracgdo sérica de ALT dos animais infectados tratados ou ndo com dexametasona
e a linha horizontal representa o grupo normal (N). O grafico C e D representam
respectivamente a concentracdo sérica de ALT na fase aguda (55dpi) e fase crénica
(120dpi) dos animais SWISS. Estes graficos ndo apresentam desvio-padréo, pois consta

de um experimento representativo realizado com pool de soro para cada grupo.
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Figura 25: Fosfatase Alcalina - ALP

Avaliacdo sérica de fosfatase alcalina no grupo normal e nos diversos grupos de
camundongos infectados tratados ou ndo com dexametasona por 3 x na semana. O
gréfico A e B representa respectivamente a concentracdo sérica de ALP na fase aguda
(55dpi) e fase crénica (120dpi) dos animais C57BL/6. As barras representam a
concentracdo sérica de ALP dos animais infectados tratados ou ndo com dexametasona
e a linha horizontal representa o grupo normal (N). O grafico C e D representam
respectivamente a concentracdo sérica de ALP na fase aguda (55dpi) e fase cronica
(120dpi) dos animais SWISS. Estes graficos ndo apresentam desvio-padréo, pois consta

de um experimento representativo realizado com pool de soro para cada grupo.
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Figura 26: Albumina e Proteina sérica

Avaliacdo sérica de albumina (ALB) na fase cronica da infec¢do (120 dpi) no grupo
normal (linha horizontal) e nos diversos grupos infectados tratados ou ndo com 1 mg/kg
de dexametasona 3 x por semana (barras). O grafico A representa a concentracao sérica
de albumina obtida com camundongos da linhagem C57BI/6 e o gréfico B a
concentracdo de albumina em camundongos SWISS. Os insertos representam a
concentracdo serica de proteina total dos respectivos grupos de camundongos. As barras
sdo os valores dos grupos infectados enquanto as linhas horizontais equivalem a
concentracdo no camundongo normal. Os graficos ndo apresentam desvio-padrdo, pois

consiste em um experimento representativo realizado com pool de soro.
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Dados histopatoldgicos

Como ja mencionado anteriormente, a principal patologia da infeccdo
esquistossomotica ocorre em decorréncia a uma resposta granulomatosa ao redor dos
ovos, principalmente no tecido hepatico. Esses granulomas possuem uma acao benéfica,
uma vez que tem a capacidade de reter os antigenos deletérios dos ovos. Contudo, se
estes granulomas séo exacerbados ocorre uma maior tendéncia de levar a uma patologia
mais grave em decorréncia de uma maior deposi¢do de colageno. Além disso, na fase
cronica estes granulomas apresentam um processo de imunomodulagcdo com causas
amplamente discutidas anteriormente.

Com o objetivo de avaliar a area dos granulomas hepaticos nos diversos grupos
de camundongos isogénicos e ndo isogénicos, capturou-se imagens de granulomas com
ovo central corados por hematoxilina - eosina (HE) (prancha 4). Na figura 27 foi
observado que tanto em camundongos isogénicos (27 A) quantos ndo isogénicos (27 B)
a utilizacdo de dexametasona, independente do inicio do tratamento, levou a uma
significativa reducdo na area dos granulomas hepaticos e ndo interferiu no processo de
imunomodulagéo negativa.

Para avaliar o efeito do tratamento sobre os granulomas intestinais nos diversos
grupos de camundongos isogénicos e ndo isogénicos, foram capturadas imagens dos
granulomas intestinais (fragmento intermediario do ileo) com ovo central corado com
HE (prancha 5). Ao avaliar a figura 28 pode se observar que o tratamento com
dexametasona diminui significativamente o tamanho do granuloma, independente do
inicio do tratamento, no camundongo isogénico (28 A). Entretanto, nos camundongos
SWISS (28 B) foi observado apenas uma reducdo do tamanho do granuloma intestinal
com o tratamento com dexametasona no grupo de camundongo que comegou a receber
o farmaco no periodo pré-patente (I+ Dex35). Contudo na figura 28 também foi
observado, que diferente dos granulomas hepaticos, no ileo os granulomas néo
apresentaram o efeito da imunomodulacéo entre a fase aguda e a fase cronica.

Além das areas dos granulomas hepaéticos e intestinais, também foi avaliado o
percentual de eosinoéfilos nos granulomas hepéticos. Esta célula foi quantificada por ser
a principal célula componente do granuloma hepatico. Os eosinéfilos foram

quantificados nos corte de tecido hepéatico corados com HE como demonstrado na
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Prancha 6. A figura 29 mostra no painel A o percentual de eosinofilos em granulomas
hepéaticos dos camundongos isogénicos e no painel B o percentual de eosinéfilos em
camundongos ndo isogénicos. Nesta figura pode-se observar que tanto na fase aguda
quanto na fase crénica o tratamento leva a uma diminuicdo do percentual de eosinofilos
independente do inicio do tratamento. Foi observado também na fase aguda, um maior

percentual de eosinéfilos nos granulomas.
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Prancha 4:

Exemplos aleatorios de imagens de granulomas hepaticos cortes histoldgicos corados
com hematoxilina-eosina (HE). Estes exemplos pertencem ao grupo de camundongos
infectados e ndo tratados (l). Observa-se perfeitamente a area de infiltrado celular
inflamatdrio ao redor do ovo de S. mansoni, a qual foi determinada a partir da imagem
digitalizada. O painel A encontra-se um granuloma na fase aguda da infeccdo e o painel
B um granuloma da fase crénica da infecg&o.
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Figura 27: Area dos granulomas hepéticos

Area média dos granulomas hepéticos expressa em um’ avaliada a partir de imagens
com a presenca de ovos centrais (HE). O gréafico A representa a &rea dos granulomas
em camundongos C57BL/6 infectados tratados ou ndo com 1 mg/kg dexametasona 3
vezes por semana e o grafico B representa a area dos granulomas em camundongos

SWISS. A avaliacéo estatistica encontra-se expressa nos graficos.
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Prancha 5:

Exemplos aleatérios de imagens de alguns granulomas intestinais em cortes
histolégicos corados com hematoxilina-eosina (HE). Estes exemplos pertencem ao
grupo de camundongos infectados e ndo tratados (I). Observa-se perfeitamente a area
de infiltrado celular inflamatério ao redor do ovo de S. mansoni, a qual foi
determinada a partir da imagem digitalizada. A prancha A, B e C encontra-se
granulomas intestinais no aumento de 100x e na prancha D um granuloma intestinal

no aumento de 400x.

86



60000

I55-1+Dex35 (55 dpi) p=0,0002 A
1120-1+Dex35 (120dpi) p=0,0004
50000 1 1120-1+Dex65 (120dpi) p= 0,001
—~ 40000 -
K
&
3
~ 30000 -
[v]
o
f -
<L 20000
10000 -
0_
N\ LS 0P \ 5 O o0
X > O © 9
\ 08* \ OQT’\ S Oe,*
\X WY ARV \x
60000
I55-1+Dex35 (55 dpi) p<0,0001 B
o000 | 1120-1+Dex35 (120dpi) p=0,034
40000 -
I\
e
3
= 30000 -
[4s]
5
-
T 20000 4
10000 -
0

N\ LS A \ S O O Q
\X 1:5 \X *’5 \,\6 \’9
wO° WOF WO 0"

Figura 28: Area dos granulomas intestinais

Area média dos granulomas intestinais da porcdo fleo terminal expressa em pm?
avaliada a partir de imagens com a presenca de ovos centrais (HE). O grafico A
representa a area dos granulomas em camundongos C57BL/6 infectados tratados ou ndo
com 1 mg/kg de dexametasona 3 vezes por semana e o grafico B representa a area dos
granulomas em camundongos SWISS. A avaliacdo estatistica encontra-se expressa nos
gréficos.
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Prancha 6:

Exemplos aleatérios de imagens de alguns granulomas hepéticos em cortes
histolégicos corados com hematoxilina-eosina (HE). Estes exemplos pertencem ao
grupo de camundongos infectados e nédo tratados (I). Observa-se perfeitamente 0s
eosinofilos (EQ) presentes no infiltrado celular inflamatério ao redor do ovo de S.
mansoni, A prancha 6 A, encontra-se um granuloma em um aumento de 400x e na

prancha B encontra-se granuloma hepético no aumento de 1000x.
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Figura 29: Percentual de eosinofilos no granuloma hepatico

Percentual de eosindfilos nos granulomas hepéaticos nos diversos grupos de
camundongos infectados com S. mansoni obtidos a partir de imagens com a presenca de
ovos centrais (HE). O gréafico A representa o percentual de eosin6filos nos granulomas
hepaticos de camundongos C57BL/6 infectados tratados ou ndao com 1 mg/kg de
dexametasona 3 vezes por semana e o grafico B representa o percentual de eosinéfilos
nos granulomas hepaticos em camundongos SWISS. A avaliacdo estatistica encontra-se

expressa nos graficos.
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DISCUSSAO

A esquistossomose € uma infeccdo de relevancia mundial uma vez que acomete
um grande namero de pessoas causando uma grande morbidade e consequentemente
uma grande perda sécio-econdmica. Esta infeccdo apresenta um carater crénico que
espolia e onera socialmente a populacdo acometida. Apesar da existéncia de farmacos
eficazes contra os vermes adultos, a falta de farmacos que possam controlar os efeitos
morbidos da infeccdo ou mesmo de vacina que possa controlar a disseminacdo deste
parasito faz com que o grande avanco no combate e controle da infeccdo ndo seja
suficiente para minimizar a transmissdo e as suas consequéncias. Assim, as pesquisas
cientificas que visam uma melhor compreensdo dos fatores que levam a uma maior
resisténcia ou susceptibilidade de alguns individuos a esta infeccdo sdo de extrema
importancia para se tentar diminuir os danos severos que a esquistossomose acarreta e
quem sabe, controlar esta infeccdo a ponto de elimina-la dos problemas de salde
publica. Além disso, medida de controle eficaz deve ser utilizada até o surgimento de
vacina para minimizar os efeitos morbidos e o prejuizo econdmico causado pela
esquistossomose (HAGAN et al., 2004).

Para a melhor compreensédo desta infeccdo diversos modelos experimentais tém
sido utilizados (CHEEVER et al., 2002; STAVITSKY, 2004). Dentre os diversos
modelos de estudos, 0 modelo murino tem sido amplamente utilizado na tentativa de
esclarecer os varios aspectos ainda indefinidos desta infec¢do. Entretanto, apesar do
modelo murino estar bem estabelecido para a infec¢do por S. mansoni varios autores ja
observaram diferencgas no curso da infeccdo quando compararam diferentes linhagens de
camundongos (CLAAS e DEELDER, 1979; COLLEY e FREEMAN, 1980; FANNING
et al., 1981). Diferencas quanto a carga parasitaria, perda de peso corporal,
sobrevivéncia dos animais, tamanho dos granulomas, hepatoesplenomegalia, pressdo
portal e dados hematoldgicos foram descritos entre as diferentes linhagens (COLLEY e
FREEMAN, 1980; FANNING et al., 1981). Sendo assim, estudar a infeccdo em
diferentes modelos e identificar diferencas no curso da infeccdo seria de grande
importancia para melhor compreensdo da patogénese da esquistossomose.

Trabalhos anteriores do nosso grupo ja demonstraram que a dexametasona
apresentava um efeito benéfico a infeccdo esquistossomdtica, em camundongos
C57BL/6, quando administrada no inicio da infeccdo (PYRRHO et al., 2002; PYRRHO
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et al., 2004). Neste trabalho foi estudada a acdo do tratamento com dexametasona
quando iniciado na fase aguda (I1+Dex65) e na fase cronica (1+Dex90) em camundongos
C57BL/6 e SWISS infectados com S. mansoni. Deste modo, para se iniciar a avaliagdo
da acdo desse farmaco quando administrado nas fases aguda e cronica e nas duas
linhagens de camundongos foram coletados diversos dados parasitoldgicos,
bioquimicos, hematoldgicos e patologicos da infeccdo, tendo em vista que o esquema de
tratamento foi bastante diferente do utilizado anteriormente pelo nosso grupo.

Ao avaliar a sobrevivéncia nos grupos de animais nao infectados (N), observou-
se que o tratamento ndo causou nenhuma mortalidade destes animais nem nos
camundongos isogénicos (C57BL/6) nem nos ndo isogénicos (SWISS). Nos grupos de
animais infectados por S. mansoni pode-se verificar que nos camundongos C57BL/6
com excec¢do do grupo que recebeu dexametasona a partir de 65° dia 0os demais grupos
de animais infectados tratados ou ndo apresentaram diferencas na taxa de mortalidade.
Também nenhuma diferenca foi observada no percentual de sobrevivéncia entre os
diversos grupos de camundongos SWISS infectados tratados ou ndo com dexametasona
(Figura 7). Dessa forma, pode-se supor que o tratamento com dexametasona quando
iniciado na fase aguda e cronica da infec¢do néo influenciou no aumento da mortalidade
possivelmente por néo ter proporcionado um alto grau de imunodepressao. Este dado s
ndo foi observado no grupo I+Dex65, de camundongos isogénicos, porém o aumento da
mortalidade deste grupo ainda se encontra em estudo.

Da mesma forma que no trabalho anterior do nosso grupo, os animais C57BL/6
e SWISS que receberam apenas solucdo salina e que serviram como controles da
manipulacdo, ndo apresentaram diferencas na taxa de mortalidade em relacdo aos
animais que nao receberam dexametasona.

Trabalhos anteriores ja demonstraram que a infeccdo esquistossomética pode
evoluir de duas maneiras em camundongos isogénicos. A infeccdo pode evoluir para um
curso ameno (sindrome de moderada esplenomegalia - MSS) ou para um curso mais
grave (sindrome de hiperesplenomegalia- HSS) (HENDERSON et al., 1993). Estes
autores relatam que um dos sinais dos camundongos que desenvolveram a infec¢do com
Curso grave, era que 0s mesmos apresentavam uma acentuada caquexia representada por
expressiva perda de peso. Assim foi acompanhado o peso corporal dos camundongos ao
longo dos 120 dias do experimento, para verificar possivel caquexia dos animais. Na
figura 8 observou-se que nos camundongos isogénicos (8 A) os grupos infectados
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apresentaram uma perda de peso ao longo da infeccdo sendo que os grupos tratados a
perda de peso foi maior entre a fase aguda e a fase cronica e o grupo apenas infectados a
perda de peso foi maior na fase crénica, contudo no final do experimento os diversos
grupos de camundongos infectados ndo apresentaram diferencas no peso corporal. Nos
camundongos SWISS foi observado que todos os grupos de animais, tanto normais
quanto infectados, apresentaram um ganho de peso, contudo o percentual de ganho de
peso dos grupos infectados; foi menor que no grupo normal e dentro dos grupos
infectados, 0s animais que receberam dexametasona ndo apresentaram grandes
diferencas dos animais que receberam solucgéo salina e dos animais apenas infectados.
Essas diferencas observadas entre as duas linhagens podem ser justificadas pelas
variacdes no curso da infec¢do em diferentes linhagens de camundongos observadas por
varios autores. Além disso, o ganho de peso nos camundongos SWISS pode ser fruto
destes animais apresentarem uma resisténcia maior a infeccéo.

Avaliar a carga parasitaria antes de analisarmos os demais resultados € de
extrema relevancia, uma vez que a agdo dos glicocorticdides sobre a sobrevida do S.
mansoni € controversa (COKER, 1957; WEINMANN e HUNTER, 1960; HARRISON
e DOENHOFF, 1983, MORRISON et al., 1986). Varios estudos foram feitos com o
glicocorticéide hidrocortisona onde observaram uma queda do numero desse parasito
nos camundongos tratados, contudo, o mecanismo pelo qual o farmaco altera a carga
parasitaria ainda ndo esta estabelecido. Um dos possiveis mecanismos proposto seria o
glicocorticéide agindo na fase larvar do parasito, durante o processo de migracéo pelo
pulmédo (HERMETO et al., 1990; DE MELO et al., 1994; Outros autores demonstraram
que diferencas nas doses, no momento da administracdo e no tipo de glicocorticéide
alteravam este achado (WEINMANN e HUNTER, 1960; HARRISON e DOENHOFF,
1983). Hermeto e col. (1990) demonstraram que doses elevadas de dexametasona (50
mg/kg) afetavam acentuadamente a sobrevivéncia dos parasitos quando administrada 1
hora antes da infeccdo. Desta forma, parece que o papel da dexametasona afetando a
carga parasitaria seja em decorréncia da sua a¢do na transformacdo da fase larvar do
parasito, de cercaria para esquistossdmulo, uma vez que a inoculacdo intraperitoneal de
esquistossomulos em camundongos previamente tratados com o farmaco nao levou a
alteracdo na carga parasitaria (HERMETO et al., 1993).

Diferente dos autores que demonstraram que os glicocorticdides afetavam a
carga parasitaria, Lambertucci e col. (1989) ndo observaram diferencas significativas na
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sobrevida dos vermes nos animais tratado com esteréides. Além disso, trabalhos
anteriores do nosso grupo, o qual utilizava a mesma dosagem administrada neste
trabalho, também ndo observou diferencas na carga parasitaria entre os grupos tratados
e 0s grupos néo tratados (PYRRHO et al., 2002). Nos resultados obtidos neste trabalho
em camundongos C57BL/6 observaram-se pequenas diferencas na carga parasitaria
qguando os camundongos receberam dexametasona a partir da fase aguda ou cronica da
infeccdo que ndo foram significativas (Figura 9) corroborando o trabalho anterior do
nosso grupo. Em camundongos SWISS também ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos tratados e os grupos ndo tratados (Figura 9). Contudo
observou-se que a carga parasitaria dos camundongos SWISS foi bem menor do que a
obtida nos camundongos isogénicos que foram infectados com o mesmo ndmero de
cercarias. Este dado possivelmente decorre dos camundongos C57BL/6 serem mais
susceptivel a infec¢cdo pelo S. mansoni do que camundongos SWISS que ja tiveram uma
maior resisténcia a infeccdo demonstrada por outros autores (WARREN, 1962;
CHEEVER, 1969; DEAN et al., 1978). Esta maior susceptibilidade a infeccdo nos
camundongos C57BL/6 e a menor susceptibilidade nos camundongos SWISS podem
explicar o porqué os primeiros animais perderam peso durante a evolucgdo da infecgéo
esquistossomotica e 0s segundos animais ganharam peso ao longo do experimento.
Durante o curso da infec¢do avaliamos a influéncia do inicio do tratamento com
dexametasona, nas duas linhagens de camundongos, na eliminacdo de ovos nas fezes.
Trabalhos anteriores relataram que o uso de glicocorticéide influenciava negativamente
na eliminacdo de ovos nas fezes (DOENHOFF et al., 1978; LAMBERTUCCI et al.,
1989). Contudo neste trabalho observou-se que em camundongos C57BL/6 ocorreu um
aumento na eliminagédo de ovos nas fezes nos camundongos tratados com dexametasona
independente do inicio do tratamento (Figura 10 A). Entretanto em camundongos
SWISS este aumento ndo foi observado, exceto na fase aguda no grupo I+Dex35, e
pode-se verificar que nesta linhagem ndo ocorreu grande diferenca na eliminacdo de
ovos nas fezes entre os grupos de camundongos tratados e ndo tratados (Figura 10 B).
Um dos dados que pode auxiliar na explicacdo desta maior eliminacdo de ovos nas fezes
pelos camundongos C57BL/6 encontra-se na figura 15 onde ao avaliar os tipos de ovos
presentes no ileo ndo foram observadas grandes diferencas apenas que 0s camundongos
C57BL/6, quando tratados com dexametasona apresentaram uma ligeira diminui¢do nos

0Vv0s mortos o que pode corroborar a maior eliminagéo de ovos nas fezes nesta linhagem
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de camundongos. Com relacdo ainda a maior eliminacdo de ovos nas fezes podemos
supor que diferente do observado anteriormente por Lambertucci e col., (1989) a
eliminacdo de ovos nas fezes ndo foi diminuida pois a dose de glicocorticéide e a
linhagem de camundongos utilizada neste trabalho ndo foram as mesmas da utilizada
por outros autores. Como a hip6tese anterior era de que os glicocorticéides diminuiam a
eliminacdo de ovos nas fezes por inibir a resposta inflamatdria necessaria para a
migracdo deste pela mucosa intestinal (LENZI et al., 1987a), podemos verificar que
apesar de diminuir a resposta inflamatéria a dose de dexametasona utilizada neste
trabalho ndo foi suficiente para abolir a esta resposta e impedir a migracdo dos ovos
pela mucosa intestinal. Desta forma, possivelmente nos camundongos C57BL/6 a
diminuicdo e ndo auséncia da resposta inflamatéria facilitou a migracdo e
consequentemente a maior eliminagdo de ovos nas fezes. Lenzi e col. (1987)
demonstraram que os eosinofilos sdo as principais células inflamatorias envolvidas no
processo de eliminacdo dos ovos para a luz intestinal. Contudo, Sher e col. (1990) ja
demonstraram que a reducdo do numero de eosinofilos em animais tratados com
anticorpos neutralizantes para IL-5, ndo apresentaram alteracdes na eliminacgdo de ovos
de S. mansoni para a luz intestinal, questionando assim o papel deste tipo celular neste
processo. Apesar desta controvérsia e embora a distribuicdo dos leucdcitos periféricos
ndo reflita de maneira constante a distribuicdo dos leucdcitos nos tecido, ao observar o
percentual de eosinéfilos nos camundongos (Figura 21) pode-se verificar que embora
estejam diminuidos nos grupos de camundongos infectados e tratados, ndo estdo
ausentes ou abaixo dos niveis normais e mediante a este dado o processo de migracdo
dos ovos provavelmente nédo esteja afetado.

A esquistossomose € acompanhada de lesdo intestinal e perda de sangue pelo
trato gastrointestinal mostrando que quanto maior a gravidade da doenga maior seria a
perda de sangue pelo hospedeiro em decorréncia de hemorragias gastrintestinais. Assim
este trabalho avaliou a presenca de sangue oculto nas fezes dos camundongos infectados
tratados ou ndo. A figura 11 mostra a eliminagdo de sangue oculto em camundongos
C57BL/6 ao longo dos 120 dias de infeccdo e pode-se observar que os camundongos
tratados com dexametasona tém um ligeiro aumento na presenca de sangue nas fezes o
que provavelmente seja fruto da maior liberacdo de ovos nas fezes. Este pequeno
aumento de sangue nas fezes dos camundongos tratados com dexametasona também foi

observado nos animais SWISS (Figura 12) sendo que a eliminagéo de sangue foi menor
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que nos camundongos isogénicos possivelmente em decorréncia da maior resisténcia a
infeccdo esquistossomotica e da menor eliminacdo de ovos nas fezes.

Como ndo foi observada diminuicdo de ovos nas fezes nem alteracdo na carga
parasitéria, avaliou-se a distribuicdo de ovos dos parasitos nos tecidos dos hospedeiros
tendo em vista que trabalho anterior do nosso grupo j& demonstrou que em
camundongos C57BL/6 e tratados com dexametasona desde a fase inicial da infeccéo
apresentavam uma maior retencao de ovos no tecido intestinal e a um menor numero de
ovos no tecido hepatico (PYRRHO et al., 2002). Neste trabalho pode ser observado que
0 tratamento com dexametasona independente do inicio da administracdo e das
linhagens de camundongos utilizadas ocorreu uma tendéncia a um aumento de ovos no
tecido intestinal (Figura 14) e uma diminui¢do no tecido hepatico (Figura 13). O
aumento de ovos no tecido intestinal foi corroborado pelo aumento do nimero de ovos
no ileo como observado no oograma (Figura 15). Como ja demonstrado anteriormente
pelo nosso grupo, esta alteracdo na distribuicdo de ovos nédo é fruto da diminuicdo na
capacidade de oviposicdo como observado por Lambertucci e col. (1989), quando
utilizava dexametasona administrada por via oral. Aléem disso, 0 aumento na retencéo
dos ovos no tecido intestinal em animais tratados com glicocorticdides j& foi
demonstrado anteriormente (HERMETO et al., 1994; PYRRHO et al., 2002). Como
ndo foi observada a existéncia de variacfes na carga parasitaria e nem na capacidade de
oviposicdo, as diferencas na distribuicdo tecidual dos ovos do parasito nos animais
tratados podem ser explicadas por alteracdes na adesdo destes ao endotélio, onde eles
sdo ovipostos. Assim, um possivel mecanismo para 0 aumento do numero de ovos no
tecido intestinal poderia resultar da acdo da dexametasona modificando as moléculas de
adesdo expressas pelo endotélio dos vasos da mucosa intestinal e facilitando que um
maior nimero de ovos fique retido neste tecido e ndo cheguem ao tecido hepaético.

Em relacdo ao menor ndmero de ovos no tecido hepéatico dos camundongos
tratados com dexametasona, provavelmente ocorre devido a acdo da dexametasona em
aumentar a adesdo dos ovos ao endotélio dos vasos no local onde ocorre a postura,
evitando que estes sejam carreados pelo fluxo sangliineo para o figado. Além disso, a
dexametasona pode estar interferindo no local de postura das fémeas do parasito
fazendo com gue 0s ovos sejam ovipostos em vasos de menor calibre o que proporciona
um maior contato com a mucosa, consequentemente um menor fluxo de sangue e um

menor carreamento de ovos para o figado ou mesmo afetando diversos mediadores
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inflamatdrios que proporcionariam um menor aporte de ovos ao figado. Entretanto
temos que avaliar melhor estas hipoteses. A diminuicdo do nimero de ovos no tecido
hepético € de extrema relevancia como ja demonstrado por Pyrrho e col. (2002). Este
menor nimero de ovos no figado proporciona uma redugdo na patologia deste 6rgéo,
pois havera um menor nimero de granulomas e consequentemente uma menor
deposicdo de matriz extracelular (CHEEVER et al., 1983).

Além disso, Fanning e col. (1981) demonstraram que varias linhagens de
camundongos (incluindo a C57BL/6) que desenvolviam reacgOes granulomatosas
menores, apresentavam pressdo portal menor que em outras linhagens, indicando um
menor comprometimento na fase crénica da esquistossomose. Assim, como 0S animais
C57BL/6 e SWISS infectados e tratados com dexametasona, independente da fase de
inicio do tratamento, apresentaram um menor tamanho de granulomas hepaticos (Figura
27) pode-se supor que o tratamento leve a uma reducdo no comprometimento hepatico
ocasionando menores alteracdes patologicas na fase crénica da esquistossomose.

Apesar da diminui¢do do tamanho do granuloma hepéatico mostrar-se benéfica,
possibilitando uma menor pressédo portal e consequentemente a uma reducdo da
patologia na esquistossomose (FANNING et al., 1981), a auséncia de um infiltrado
inflamatdrio ja foi correlacionada com um acentuado aumento da necrose hepatica, que
tem como consequiéncia uma alta taxa de mortalidade (AMIRI et al., 1992). Neste
trabalho, os animais isogénicos e nao isogénicos que receberam o glicocorticoide
independente do inicio do tratamento apresentaram uma reducdo significativa das areas
dos granulomas hepaticos, tanto na fase aguda como na crénica (Figura 27). O
mecanismo pelo qual a dexametasona age sobre a resposta inflamatoria granulomatosa
ndo estd totalmente esclarecido, mas sabendo-se que a formagdo dos granulomas é
mediada pela resposta dos linfocitos CD4" antigenos-especificos e que sua ativagdo é
mediada por moléculas co-estimuladoras (FLORES VILLANUEVA et al., 1994;
RATHORE et al., 1996; SALGADO et al., 1999; AGARWAL e MARSHALL, 2000)
uma das possiveis a¢fes da dexametasona € sobre estas moléculas que podem alterar o
curso da resposta imune No entanto, apesar da diminui¢do do tamanho do granuloma
provocada pelo tratamento, parece que a resposta granulomatosa foi capaz de deter os
efeitos deletérios dos antigenos eliminados pelo ovo do parasito, uma vez que ndo se
teve um aumento da taxa de mortalidade e nem nas concentrac@es séricas das enzimas

hepéticas (AST, ALT e ALP) em relacdo aos animais infectados (1), cujas elevagdes
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indicam leséo hepatica (Figuras 23, 24 e 25, respectivamente) (MANSOUR et al., 1982;
HOFFMANN et al., 2000). Interessante observar que nos camundongos isogénicos, na
fase cronica da infecgdo as enzimas hepaticas voltam a normalidade enquanto que nos
camundongos SWISS ela continuam aumentadas durante toda a infeccdo o que pode
sugerir que apesar destes camundongos serem mais resistente a infeccdo o dano
hepéatico causado pelos ovos dos parasitos parece ser maior. Contudo apesar desta
diferenca os grupos gque receberam dexametasona ndo tiveram diferencas em relacdo ao
hepatograma dos animais apenas infectados. Além disso, na avaliacdo patoldgica pode-
se verificar que nenhum dos grupos apresentava pontos de lesdo tecidual ao redor da
repostas granulomatosa (dados de observacdes preliminares).

Outro parametro avaliado foi a dosagem sérica de uréia e de creatinina as quais
tiveram o objetivo de verificar o funcionamento renal dos animais infectados tratados ou
ndo com dexametasona uma vez que diversos autores ja relataram um
comprometimento deste 6rgdo em decorréncia do depdsito de imunocomplexos
proporcionando o surgimento de glomeronefrite (ANDRADE e ROCHA, 1979;
LAMBERTUCCI et al., 1988; BARSOUM et al., 1996; CHISTY et al., 2002).
Entretanto independente da linhagem de camundongo os animais infectados tratados ou
ndo com dexametasona, ndo apresentaram diferencas em relacdo ao grupo normal nas
concentracOes destes dois parametros renais. Assim pode se supor que nas condicdes
deste experimento, nem a infeccdo nem o tratamento proporcionou qualquer grau de
leséo renal.

O comprometimento organico causado pela esquistossomose também foi
avaliado por parametros como o peso do figado e do bagco, o grau de anemia
(FANNING et al., 1981) e pela dosagem de proteina total e albumina sérica. Estudos
anteriores do nosso grupo ja demonstraram que o tratamento com dexametasona
iniciado no inicio da infeccdo esquistossomotica em camundongos C57BL/6
apresentavam efeitos benéficos sobre estes parametros de comprometimento organico
(PYRRHO et al., 2004). Na figura 16 observa-se que 0s grupos tratados com
dexametasona, independente da linhagem de camundongos, e do inicio do tratamento
mostraram acentuadas reducdes nos pesos dos bagos, o que pode ser reflexo de uma
menor pressao portal, estes dados sdo corroborados pela diminui¢cdo do indice de
esplenomegalia (Tabelas 1 e 2). Assim, pode-se supor que um menor aumento deste

o0rgdo esteja acompanhado da diminuigdo das alteragcbes mais morbidas da fase cronica
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na esquistossomose, como as varizes esofagianas e as hemorragias digestivas que
podem ser letais, ou mesmo, diminuir as alteracBes decorrentes da propria
esplenomegalia, uma vez que a diminuigéo do baco tem sido correlacionada com o nédo
surgimento de sindromes descompensadas fruto da esquistossomose hepatoesplénica
(ASSEF et al., 2003).

Um outro parametro indicativo do menor comprometimento dos animais tratados
com dexametasona pode ser visto pela reducdo do peso do figado (Figura 17)
corroborado pela diminuicdo do indice de hepatomegalia (Tabelas 3 e 4). Esta
diminuigdo pode ser possivelmente fruto de um menor aporte de ovos para este tecido
(Figura 13), bem como a uma menor reacdo granulomatosa presente neste orgao (Figura
27). Outro fato que pode contribuir para este achado € uma menor deposicao de fibras
de colageno periovulares como demonstrado em trabalhos anteriores do nosso grupo
(PYRRHO et al., 2002). Este conjunto de fatores leva a uma possivel queda da pressdo
portal e consequentemente a diminui¢do da patologia na esquistossomose.

Ao avaliar outras manifestacbes da esquistossomose, verificou-se que varios
fatores parecem ser responsaveis pela freqiiente anemia nesta infeccdo, entre eles, a
esplenomegalia (citada acima) e as possiveis hemorragias digestivas (JAMRA et al.,
1964). Os animais, das duas linhagens, infectados e tratados com dexametasona
apresentaram valores de hemoglobina significativamente mais altos que os ndo tratados
na fase aguda da infeccdo (Figuras 18 e 19). Na fase crbnica, os camundongos SWISS
apresentaram valores de hemoglobina mais elevados que na fase aguda, talvez isto
ocorra devido a maior esplenomegalia na fase aguda destes camundongos. O perfil das
respostas do numero de hemacias (dado ndo demonstrado) e do valor do hematdcrito
corroboram o dado acima (inserto da Figuras 18 e 19), o que mostra que a
dexametasona parece reverter parcialmente a anemia na esquistossomose, possibilitando
um curso mais leve da infeccdo esquistossomotica, como acontece em outros modelos ja
descritos (BOUMPAS et al., 1993). Entretanto, € dificil precisar se a reversao parcial da
anemia nesse modelo é fruto da acdo direta do farmaco, que tende a aumentar a
quantidade de Hb, possivelmente por diminuir a autodestruicdo dos eritrocitos
(SCHIMMER e PARKER, 1996), ou que ela seja conseqiiéncia das menores alteracfes
patolégicas observadas ao longo da infeccdo esquistossomotica. De toda forma o

resultado final é benéfico para o hospedeiro.
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Outro parametro avaliado para verificar o comprometimento organico foi a
concentracdo sérica de proteina total e de albumina. Na figura 26 observa-se que 0s
animais infectados tratados ou ndo, independentes da linhagem, ndo apresentaram
alteragdes nestes parametros indicando que o tratamento ndo leva a um maior
comprometimento organicos uma vez que a diminui¢ao nestes parametros aumentariam
0 grau de desnutricdo e possibilitariam a maior formacdo de edema que agravariam
ainda mais a infeccéo.

Como de se esperar o tratamento com dexametasona também proporcionou uma
grande reducao no numero de leucdcitos circulantes (Figura 20). Tanto os camundongos
C57BL/6 quanto os SWISS apresentaram uma leucocitose nos grupos apenas infectados
a qual era revertida principalmente nos grupos que receberam dexametasona a partir do
35° e 65° dia de infecgdo. A alteracdo dos leucdcitos totais foi menor na fase crénica do
que na fase aguda da esquistossomose. O efeito da dexametasona na diminui¢cdo dos
leucdcitos circulantes € bem conhecido, porém o0s mecanismos pelos quais este
fendmeno se da ainda ndo estdo completamente elucidados. Sabe-se que a leucopenia é
fruto da queda de eosindfilos, linfocitos, mondcitos e basofilos pode ser resultado de
uma redistribuicdo destas células ou do aumento de sua destruicdo (SCHIMMER e
PARKER, 1996) ou mesmo da inibi¢do da expressdo de algumas moléculas de adesdo
importantes no processo quimiotactico dos leucocitos de modo geral (CHROUSOS,
1995).

A diminuicdo do numero de leucdcitos no sangue periférico decorrente do
tratamento com dexametasona parece ter diversas consequéncias na esquistossomose.
Assim, sabendo-se que os granulomas periovulares sdo formados em grande parte por
estes tipos celulares, esta leucopenia, principalmente de eosinofilos como demonstrado
na figura 21, pode ser a causa da diminuicdo do infiltrado inflamatdrio e
conseqiientemente, em uma menor area dos granulomas como observado na figura 27.
Deste modo, sendo os eosindfilos um dos leucécitos mais frequentes nos infiltrados
inflamatorios periovulares em diversas fases do processo granulomatoso (ANDRADE e
WARREN, 1964; MOORE et al., 1977; LENZI et al., 1998) é provavel que o fato de se
encontrarem reduzidos no sangue periférico e no granuloma hepatico (Figura 29) seja,
um dos fatores para justificar a reducdo existente no tamanho dos granulomas hepaticos.
Quando observamos a figura 21 podemos verificar que o tratamento com dexametasona

ocasionou uma diminuicdo no percentual de eosindfilos no sangue periférico. Contudo o
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tratamento ndo aboliu os eosindfilos da corrente sanguinea. Esta diminuicdo pode esta
influenciando na diminuicdo de eosinofilos nos granulomas hepaticos (Figura 29) e
consequentemente na diminuig¢do do tamanho do granuloma que é benéfico na evolucédo
do curso da infeccgéo.

A dexametasona também foi capaz de reverter a neutropenia caracteristica da
fase cronica da esquistossomose. O aumento do percentual de neutrofilos circulantes
(Figura 22) provavelmente é devido a uma maior neutropoese, a uma gqueda na remocao
deste tipo celular, e ainda, a uma diminuicdo dos neutrofilos marginais das paredes dos
vasos sangliineos (SCHIMMER e PARKER, 1996). Diversas causas da neutropenia na
esquistossomose ja foram relatadas. Borojevic e col. (1983) sugere que um dos fatores
da neutropenia decorra da atividade inibitoria que o soro de pacientes hepatoesplénicos
exerce sobre os precursores da linhagem neutrofilica. Trabalho do mesmo grupo acima
citado também ja demonstrou que a neutropenia pode ser reflexo da reducdo da
liberacdo de neutrofilos pela medula dssea, onde ocorre um aumento das formas
imaturas, 0 que sugere um retardamento na maturacdo de neutréfilos (SANTOS-DA-
SILVA et al., 1988). No entanto, Gardner e col. (1986) demonstraram o papel de
eosindfilos inibindo a producdo de células progenitoras para granulécitos e macréfagos
(CFU-GM) em cultura, o que ndo deixa de ser um possivel mecanismo para a
neutropenia na esquistossomose, uma vez que esta infeccdo € acompanhada de uma
moderada a acentuada eosinofilia. Além disso, a neutropenia nesta infeccdo ja foi
atribuida a lise de granuldcitos mediada por citotoxicidade dependente de complemento
(VAN DAM et al.,, 1996) e trabalhos recentes tem realmente atribuido que a
neutropenia existente em pacientes com esquistossomose parece estar envolvida com o
aumento da apoptose dos neutréfilos cujos mecanismos ainda ndo se encontram
completamente elucidados (AREF et al., 2004). Esta neutropenia parece ser importante
uma vez que alguns autores ja a correlacionaram com uma maior susceptibilidade as
infeccbes concomitantes na fase cronica da esquistossomose, tendo em vista que a
resposta imune inata do hospedeiro encontra-se prejudicada (ANDRADE e BINA,
1983).

Além da reducdo dos granulomas hepaticos, o tratamento com dexametasona nas
duas linhagens proporcionou uma reducdo da area dos granulomas da por¢do
intermediéria do ileo (Figura 28). Esta reducdo da &rea do infiltrado inflamatério

também deve ser fruto de uma diminuicdo dos leucdcitos periféricos e provavelmente
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faz com que, apesar de termos mais ovos neste tecido dos animais tratados (Figuras 14 e
15), estes ocasionem uma menor lesdo no intestino por ocasionar uma menor reagdo
granulomatosa. Foi interessante observar que na porcdo intermedidria do ileo, os
granulomas da fase cronica ndo apresentaram o processo de imunomodulagdo negativa
0 qual observamos no figado. Este dado € corroborado por alguns trabalhos que
verificam que o processo de imunomodulacdo é 6rgdo dependente e que no ileo os
granulomas realmente ndo apresentam esta diminui¢do do seu tamanho na fase crénica
diferente do que ocorre no co6lon e no tecido hepatico (WEINSTOCK e BOROS, 1981;
WEINSTOCK e BOROS, 1983). Além disso, os granulomas no tecido intestinal
tiveram uma diminuicdo significativa nos animais C57BL/6 tratados com dexametasona
0 que pode explicar 0 aumento de ovos nas fezes uma vez que podemos verificar que
existiu a resposta inflamatoria necessaria para a migracdo dos Ovos na mucosa
intestinal, contudo esta ndo foi suficientemente grande para impedir sua eliminagdo. Os
camundongos SWISS também tiveram uma reducdo no tamanho dos granulomas
intestinais com o tratamento na fase aguda. Na fase cronica a pequena diminui¢do nao
foi tdo significativa quanto nos camundongos C57BLI/6 e em decorréncia a este fato
pode-se explicar porque os camundongos SWISS sé apresentaram uma maior
eliminacdo de ovos nos animais tratados na fase aguda da infecgéo.

De toda a forma, como foi observada uma reducdo no numero total de
leucdcitos periféricos, em particular linfocitos e eosindéfilos, pode-se supor que a
diminuicdo da &rea dos granulomas hepaticos, corroborado pela diminuicdo de
eosinofilos hepaticos (Figura 29) e dos granulomas intestinais (Figura 28) possa
realmente ter correlacdo com esta leucopenia periférica.

Uma vez que o tratamento com dexametasona além de levar a uma reducéo da
area dos granulomas hepéticos (Figura 27), levou também a uma reducdo do nimero de
ovos no figado (Figura 18) pode-se supor que nos animais tratados, a fibrose hepatica
estava diminuida. Este dado € corroborado por Weiner e col. (1987) que ja
demonstraram a acdo da dexametasona inibindo a transcri¢cdo de pro-colageno | e 1V,
bem como suprimindo a producdo in vitro de colageno por hepatécitos (GUZELIAN et
al., 1984), por fibroblastos (STERLING et al., 1983). Além disso, Pyrrho e col. (2002)
que demonstraram que a dexametasona na dosagem usada neste trabalho reduziu a area
de fibrose ao redor dos granulomas em camundongos isogénicos. Desta forma, a menor

fibrose hepética pode refletir em uma menor pressao portal, resultando numa reducéo da

101



esplenomegalia, reforcada pela diminuicdo da hepatoesplenomegalia (Tabelas 1, 2, 3 e
4). Este conjunto de dados e suas conseqliéncias podem representar um curso mais
ameno da patologia desenvolvida pela infec¢éo esquistossomatica murina.

Diante da reducdo da area do granuloma hepético e provavelmente da fibrose
hepatica como ja demonstrada por trabalhos anteriores do nosso grupo (PYRRHO et al.,
2002) pode-se supor que a dexametasona em ambas as linhagens de camundongos e
independente da fase de inicio de tratamento, parece ser benéfica, uma vez que
possibilita a reducdo da pressdo portal e consequentemente do surgimento de varizes
esofagianas que sdo as manifestagdes de uma esquistossomose hepatoesplénica
descompensada.

Além da diminuicdo dos leucdécitos que podem estar influenciando a diminuicéo
dos granulomas, o tratamento também deve estar modulando na producéo de citocinas e
consequentemente a evolugdo do curso da infeccdo. Trabalho anterior do nosso grupo ja
demonstrou que camundongos C57BL/6 que receberam dexametasona desde o inicio da
infeccdo apresentaram uma diminuicdo de IL-4 (citocina fibrinogénica), e um aumento
de IL-10, citocina chave no controle dos perfis imune para que ndo ocorra polarizagéo
nem para o perfil de resposta imune TH1 nem para TH2, uma vez que ambos S&o
prejudiciais para a evolucdo do curso clinico da esquistossomose (HOFFMANN et al.,
2000).

Assim como j& foi citada a IL-4 tem um papel bastante importante na
esquistossomose uma vez que tem sido correlacionada com o aumento dos granulomas e
da fibrose hepatica (YAMASHITA e BOROS, 1992;CHEEVER et al., 1994). Além
disso, a IL-4 também apresenta um papel protetor na inibicdo dos radicais toxicos de
oxigénio (LA FLAMME et al., 2001). Desta forma, como o trabalho anterior do nosso
grupo demonstrou que a dexametasona ocasionava uma diminuicdo da IL-4
possivelmente este fato pode estar ocorrendo no nosso modelo e assim a IL-4 pode estar
contribuindo como mais um dos fatores que ocasionaram a diminuicdo do granuloma
hepético e intestinal e da fibrose hepética.

Também ja foi demonstrado em trabalhos anteriores do nosso grupo um aumento
na concentracgdo sérica de 1L-10. Apesar de ndo termos tido a oportunidade de dosar esta
citocina, provavelmente este aumento deve estar ocorrendo neste experimento, pois
resultados interessantes sobre 0s aspectos patoldgicos obtidos anteriormente se

repetiram s6 que agora nas duas linhagens e em momentos de inicio do tratamento. O
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aumento da IL-10 é interessante, pois esta citocina esta vinculada com um curso mais
ameno da infeccdo uma vez que tem importante papel regulatério sobre os perfis TH1 e
TH2 (BOROS e WHITFIELD, 1998; HOFFMANN et al., 2000). Além disso, a IL-10
também tem sido vinculada com a diminuigdo do tamanho do granuloma hepético
(FLORES VILLANUEVA et al., 1996) o que foi observado na figura 27. A diminuicéo
desta citocina também foi correlacionada com quadros clinicos mais graves com
sindromes de hiperesplenomegalia o que ndo foi observado nos diferentes grupos deste
trabalho (BOSSHARDT et al., 1997). O aumento da IL-10 pela administragcdo de
glicocorticoide ja foi caracterizado em diversos modelos (RAMIREZ et al., 1996;
TABARDEL et al., 1996; FRANCHIMONT et al., 1999; DANDONA et al., 1999) o
que corrobora que neste experimento 0s grupos que receberam dexametasona, nas duas
linhagens de camundongos, apresentaram um aumento de IL-10 e em conjunto com
diversos parametros de morbidade mostra que 0s camundongos que receberam
dexametasona evoluem para uma infec¢do com quadros clinicos mais amenos.

Trabalhos recentes também tém demonstrado a importancia da IL-10 para que
ocorra 0 processo de imunomodulagdo (WYNN et al., 1998; SADLER et al., 2003) e
como podemos observar o tratamento com dexametasona nas duas linhagens néo
comprometeu este fenbmeno o que pode ser mais um indicativo de que esta citocina esta
presente em quantidades satisfatdrias nos camundongos infectados tratados ou nao.
Além disso, a diminuicdo de IL-10, de IFN-y e o aumento de TNF-o tém sido
correlacionados com a fibrose periportal e consequentemente com um curso mais grave
da infeccdo (BOOTH et al., 2004). Assim como trabalho anterior do nosso grupo ja
demonstrou que a administracdo de dexametasona aumentou IL-10, diminui IFN-y e ndo
detectou concentracdo sérica de TNF-o. podemos relacionar que o balango destas
citocinas, adicionadas a diminuicdo de IL-4 e IL-13, citocinas fibrinogénica, pode
resultar na diminuicéo real da producéo de colageno e consequentemente na diminuicédo
da hipertensdo portal. Além disso, atualmente o TNF-a parece ter funcdo limitada na
patologia hepatica da esquistossomose (DAVIES et al., 2004)

Os resultados obtidos nos levam a supor que a dexametasona proporciona um
curso mais ameno da infeccdo esquistossomatica nas duas linhagens de camundongos e
nos diferentes momentos de inicio do tratamento. Temos ainda que elucidar alguns
aspectos imunologicos para podermos compreender melhor o efeito deste tratamento na

infeccdo pelo S. mansoni.
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CONCLUSOES

Diante dos dados demonstrados neste trabalho, pode-se concluir que o
tratamento dos camundongos C57BL/6 e SWISS exposto a infeccdo com 45 cercérias
de S. mansoni com dexametasona, na dose e esquemas utilizados, ndo apresentou
alteragdes na sobrevivéncia nem grandes diferencas no peso corporal dos camundongos.
Também ndo afetou a carga parasitaria nem a capacidade de oviposicdo das fémeas, no
entanto causou alteracdo na distribuicdo do ndmero de ovos do parasito nos tecidos,
onde proporcionando um aumento de ovos retidos na mucosa intestinal e menor ovos
alojados no tecido hepético.

Os animais que receberam dexametasona também mostraram uma diminui¢éo da
hepatoesplenomegalia. O farmaco também levou a uma reversdo da anemia na fase
aguda e uma diminuicdo dessas na fase cronica, observada em ambas as linhagens de
animais infectados com S. mansoni. Além disso, também reverteu a neutropenia e
diminuiu a eosinofilia existentes nesta infecgéo.

Como principais alteracfes nos parametros patoldgicos apresentaram diminuicéo
do tamanho dos granulomas no tecido hepatico, com diminuicdo da eosinofilia tecidual
ao redor dos ovos de S. mansoni sem, contudo, aumentar as lesdes hepaticas e a
diminuigdo dos granulomas intestinais.

Esta ampla acdo da dexametasona, afetando alguns parametros vinculados a
patologia da infeccdo, pode ocasionar como resultado final uma menor morbidade dos
camundongos SWISS e C57BL/6 infectados por S. mansoni. Assim, futuros estudos
aprimorando os efeitos deste farmaco sobre a resposta imune nestas duas linhagens de
camundongos, Serdo necessarios para que se possa compreender 0os mecanismos pelos
quais ocorre este beneficio pelo tratamento com dexametasona. O uso deste farmaco em
humanos pode ser Util como coadjuvante no tratamento da esquistossomose humana ou
mesmo proporcionar o surgimento de um novo farmaco para contornar os efeitos

morbidos desta infec¢do que acomete cerca de 200 milhdes de pessoas.
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