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RESUMO

Na esquistossomiase, o0 processo inflamatdrio granulomatoso reacional a deposic¢éo dos
ovos no tecido hepatico e a subsequente fibrose, sdo cruciais no curso clinico da infec¢do. Os
fatores que levam a fibrose perivascular ainda ndo foram plenamente esclarecidos. FArmacos
imunomodulatorios e antifibréticos, tal como a silimarina, podem favorecer o
desenvolvimento de um curso mais ameno das alteragbes patoldgicas provocadas na
esquistossomiase, de modo a proporcionar subsidios para a elaboragdo de novas estratégias de
controle e suporte desta infeccdo. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da
silimarina sobre a patogénese da infeccdo aguda experimental murina pelo Schistosoma
mansoni, avaliando-se as vias de administracdo oral e intraperitoneal, as doses de 2, 10, e 50
mg/kg, nos intervalos de 24 e 48 horas e o nimero de inoculagfes. Andlise dos resultados
obtidos indicam que o tratamento com silimarina leva a uma reducéo de até 23% do processo
granulomatoso periovular e 32% na reducdo da fibrose hepética. Foi observado ainda que a
administracdo de silimarina pela via intraperitoneal ndo promove o comprometimento na
curva ponderal e na taxa de sobrevivéncia deste modelo experimental. Os grupos de animais
tratados com as doses de 2 e 10 mg/kg, nos intervalos de 24 e 48 horas, respectivamente,
apresentaram reducdo da hepatomegalia, do infiltrado granulomatoso periovular e da fibrose
hepética sugerindo uma menor morbidade. Estas reducGes foram ainda mais significativas
com o prolongamento do tratamento. Os resultados obtidos sdo coerentes com a avaliagdo da
fase aguda da esquistossomiase mansonica e sugerem um papel relevante da silimarina nesta

infeccdo.



ABSTRACT

In schistosomiasis, the granulomatous inflammatory process, reactive deposition of eggs
in the liver and subsequent liver fibrosis is crucial in the clinical course of infection. All
factors leading to perivascular fibrosis are not yet fully understood. Immunomodulatory and
antifibrotic drugs, such as silymarin, may favor a milder course of the pathological changes
induced in schistosomiasis, in order to provide subsidies for the development of new
strategies to control and support of this infection. This study aimed to evaluate the effect of
silymarin on the pathogenesis of experimental murine acute infection with Schistosoma
mansoni, evaluating the oral and intraperitoneal administration, concentrations, intervals
between inoculation and the number of doses. The results obtained indicate that treatment
with silymarin led to a reduction of the granulomatous periovular process and a reduction of
liver fibrosis. Further it was observed that administration of silymarin intraperitoneally caused
no organic impairment in this model. The animal groups treated with concentrations of 2 and
10 mg/kg, at intervals of 24 and 48 hours, respectively, had reductions of hepatomegaly, the
granulomatous periovular infiltrate and liver fibrosis suggesting a lower morbidity. The
extended treatment also promoted more striking differences. These findings are results of the
acute phase of infection where fibrosis is markedly lower than that observed in the chronic
phase, so we can assume that the use of silymarin in the chronic phase of schistosomiasis will
bring even better results.
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INTRODUCAO

A esquistossomiase € uma doenca milenar. O caso mais antigo desta parasitose foi
identificado, por imunodiagnostico, em uma muamia egipcia que viveu a mais de cinco mil
anos (DEELDER et al., 1990). As especula¢cdes quanto aos estudos filogenéticos do género
Schistosoma sdo controversas ja que a auséncia de fosseis dificulta estabelecer sua origem
(MORGAN et al., 2001). Porém, ha um consenso de que a espécie S. mansoni sO foi
introduzida nas Américas durante o trafego de escravos da Africa (DESPRES, IMBERT-
ESTABLET e MONNEROT, 1993).

Embora existam registros de junho de 1847 escritos pelo japonés Yoshinao Fujii
descrevendo a sintomatologia da esquistossomiase (TANAKA e TSUJI, 1997), as primeiras
observac@es cientificas sobre o agente etioldgico desta infec¢do ocorreram apenas em 1851,
por Theodor Bilharz (TAN e AHANA, 2007). Somente a partir da década de 50, do século
XX, houve um crescimento exponencial sobre os estudos destes parasitos. Mesmo com
projetos de controle bem sucedidos a esquistossomiase permanece sendo uma das mais
prevalentes infeccGes parasitarias. Afeta, atualmente, cerca de 200 milhdes de pessoas no
mundo (WHO, 2009a), dos quais 120 milhdes apresentam a forma sintomatica e 20 milhGes a
forma grave (CHITSULO et al., 2000) e é considerada a segunda doenga parasitaria em
mortalidade, precedida apenas pela malaria (WHO, 2009b). Esta infeccdo € responsavel por
uma mortalidade anual de aproximadamente 100.000 pessoas (WHO, 1997), podendo chegar
a 250.000 (SAMUELSON e VON LICHTENBERG, 1999). Além disso, estima-se que 700
milhdes de pessoas vivam em area de risco de infec¢do (WHO, 2009a).

A melhoria na eficiéncia terapéutica dos agentes esquistossomicidas e 0 avanco
simultdneo dos métodos de diagnosticos proporcionou uma reducdo da morbidade desta
infeccdo. Contudo, com a expansdo das areas endémicas e focos com elevados indices de
reinfeccdo estimularam os clinicos a realizarem tratamento de grupos de alto risco sem
diagnostico individual prévio (WHO, 2002), permitindo ao verme uma suscetibilidade menor
— tolerancia e resisténcia — as drogas parasiticidas (FALLON e DOENHOFF, 1994). Por esta
razdo, apesar de ser considerada uma doenca negligenciada, ha justificativa para maiores
investimentos na descoberta de farmacos que possam atuar de forma profilatica e
principalmente atenuadora das alteracfes patoldgicas (curativa), visto que, as sequelas
individuais ja estabelecidas regridem muito lentamente, provocando um grande impacto social
por levar a morbidade de significativa parcela da populacao na idade produtiva.

O desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das enfermidades que



acometem o homem depende direta ou indiretamente de recursos naturais. A avaliagédo
bioldgica de extratos de plantas na esquistossomose pode revelar novos medicamentos para
terapéutica desta infec¢do. A silimarina, um composto do Milk Thistle, € utilizada como
remédio para o tratamento de injurias hepatica ha quase 200 anos (KVASNICKA et al.,
2003). Suas atividades antioxidante, hepatoprotetora, hepatoregeneradora, imunomodulatéria
e antifibrotica podem favorecer o desenvolvimento de um curso mais ameno nas alteragdes
patoldgicas provocadas pela esquistossomiase, tornando assim, o uso deste fitoterapico

relevante nesta infeccéo.

O Parasito

As esquistossomiases, conhecidas também como esquistossomoses ou bilharzioses, séo
doencas causadas por parasitos pertencentes ao filo Platelmintos, da classe Trematoda
(Digenea). Sua familia Schistosomatidae distingue-se dos outros Digenea por apresentar sexos
separados e, na subfamilia, acentuado dimorfismo sexual.

Das espécies adaptadas ao homem, todas do género Schistosoma, as mais comuns sdo —
S. mansoni, S. japonicum, S. haematobium — sendo as espécies S. intercalatum e S. mekongi
menos frequentes, j& que tem areas de distribuicdo mais restritas e ocasionalmente infectam o
homem. As localizacbes geogréficas das espécies destes parasitos estdo condicionadas a
distribuicdo de determinados géneros de moluscos, onde cada uma das 3 principais espécies
de parasitos adaptadas ao homem, além de apresentarem caracteristicas morfoldgicas e
fisioldgicas peculiares, tm um género de molusco distinto como hospedeiro intermediario.
Sendo esta uma das justificativas para a presenca, no hemisfério ocidental, apenas da espécie
S. mansoni, que tem como hospedeiro intermediario moluscos pulmonados do género
Biomphalaria. Este género de molusco vive em agua doce, fator responsavel pela alta
prevaléncia da infeccdo principalmente nas regides tropicais, onde a utilizacdo desta agua € de
grande importéancia para populagdes locais. A Figura 1 ilustra a distribuicdo geografica das 3

espécies reconhecidas como hospedeiras intermediarias de S. mansoni no Brasil.
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Figura 1 - Distribuicdo geografica dos hospedeiros intermediarios de S. mansoni.
Extraido e adaptado de Paraense (2001).

Os helmintos da espécie Schistosoma mansoni, Unica do género de interesse sanitario
nas Américas, apresentam caracteristicas que permitem perfeita identificagdo. O macho mede
aproximadamente 1 cm de comprimento por 0,11 cm de largura € de cor branca e achatado
dorsoventralmente; ja a fémea tém corpo cilindrico, sdo mais longas (1,4 cm) e mais finas
(0,016 cm), sua coloracdo mais escura se deve a maior presenca no tubo digestivo de
hemozoina — pigmento derivado da digestdo do sangue. Estes vermes se fixam as paredes dos
vasos sanguineos através de um par de ventosas e apresentam uma sobrevida longa, em média
5 anos, entretanto, existem relatos de individuos que mesmo estando fora de areas endémicas
por mais de 30 anos ainda possuem o parasito e eliminam ovos (MCKERROW e SALTER,
2002; REY, 2008).

O ciclo bioldgico do parasito, ilustrado na Figura 2, é complexo e constituido por cinco
estagios (além do ovo) — miracidio, esporocisto, cercaria, esquistossomulo e verme adulto

(macho e fémea). Os casais adultos de S. mansoni vivem preferencialmente nas vénulas do



plexo hemorroidario e ramificagbes mesentéricas, local onde as fémeas depositam
aproximadamente 300 ovos/fémea/dia. Eventualmente alguns destes ovos sdo carreados pela
corrente circulatoria para 0s espacgos intra-hepaticos, enquanto outros ficam aderidos ao
endotélio dos vasos, onde sofrem um processo de “migragdo” em dire¢do a luz intestinal.
Apos 6 ou 7 dias 0s ovos, que ja possuem uma larva evoluida no seu interior denominada
miracidio, atingem a luz intestinal e sdo eliminados nas fezes. Quando estes ovos entram
indevidamente em contato com colecdes de agua doce, os miracidios eclodem e buscam
ativamente se aderir e penetrar, com o auxilio de estruturas especificas, no molusco do género
Biomphalaria seu hospedeiro intermediério. A invasdo neste caramujo pode ocorrer em
qualquer ponto do tegumento e o processo dura de 3 a 15 minutos (REY, 2008). No interior
do molusco, o miracidio perde seu revestimento epitelial ciliado e sofre reorganizacao celular,
perdendo totalmente seu aspecto anterior ao se transformar em uma estrutura sacular alongada
— esporocisto primario — que da origem a esporocistos filhos. Estes esporocistos sdo repletos
de células germinativas em constante multiplicacdo que se diferenciam para formar um novo
tipo de larva, as cercérias. Estima-se que um unico miracidio possa produzir até 200.000
cercarias, todas do mesmo sexo, embora as cercarias ndo apresentem &rgdos genitais
caracteristicos nesta fase (RAGHUNATHAN e BRUCKNER, 1975). Depois de 34-40 dias, as
cercérias abandonam de modo intermitente 0 molusco infectado, preferencialmente nas horas
mais claras do dia, e mediante a agitacdo de sua cauda nadam ativamente com o intuito de
localizar e penetrar na pele do hospedeiro definitivo. No processo de penetracdo, que nao
ultrapassa 15 minutos (CUNHA, 1970), as cercarias perdem sua cauda bifurcada
(MCKERROW e SALTER, 2002) e ap6s algumas horas passam por processos de alteracGes
bioquimicas e morfoldgicas especificas para se adaptarem ao aumento na temperatura e na
osmolaridade do novo ambiente — hospedeiro definitivo (STIREWALT, 1974) — o parasito
gue passa a ndo mais suportar a agua se transforma em esquistossdmulo (MCLAREN, 1980) e
permanece na derme ou tecido conjuntivo por dois ou trés dias, até atingirem a corrente
circulatéria e passivamente serem carreados para o coracao direito, de onde sdo bombeados
para 0 pulmdo (REY, 2008). Durante a fase intrapulmonar, os esquistossdmulos sofrem
maturacao para, posteriormente atingirem o coracdo esquerdo, e deslocarem-se para o sistema
vascular intra-hepéatico, onde ha um desenvolvimento acelerado do verme, possivelmente
pelos altos niveis de nutrientes no sangue porta-hepatico (KHAMMO et al., 2002). Na
terceira semana ap0s a infecgdo, ocorre o acasalamento — condigd0 necesséria para a
maturacdo das fémeas — e a migracao dos parasitos para as veias mesentéricas, completando-

se 0 ciclo biologico apos a total maturacdo dos vermes e inicio da oviposicdo (MONE e



BOISSIER, 2004).
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Figura 2 - Ciclo bioldgico do parasito S. mansoni.
Extraido e adaptado de Ross e colaboradores (2002).



Aspectos Epidemiologicos

As alteracfes na distribuicdo das areas endémicas, nos ultimos cinquenta anos, nao
diminuiu o numero de pessoas infectadas e o potencial de disseminacdo da esquistossomiase
(SAVIOLI et al., 1997), tornando-a uma das parasitoses mais prevalentes (CHITSULO et al.,
2000). Estimativas recentes sugerem que 0 género Schistosoma expde 700 milhGes de pessoas
ao risco permanente de infeccdo (WHO, 2009a), sendo mais frequente em localidades com
deficiéncia de saneamento basico, o que obriga individuos de baixo poder aquisitivo a vida
insalubre, pela falta de escolha e disponibilidade de fontes de aguas seguras para fins
recreativos, domésticos ou profissionais (HAGAN, NDHLOVU e DUNNE, 1998).

A distribuicdo geogréafica da esquistossomose é ampla (Figura 3), afetando 74 paises
distribuidos nas Américas, Africa, Oriente Médio, Filipinas e Sudoeste Asiatico (WHO,
1997). O aumento ou a introducdo da esquistossomose em novas areas pode estar relacionado
com o crescimento populacional, o desenvolvimento de recursos hidricos para a irrigagdo ou
para producdo de energia hidrelétrica (TALAAT et al., 1999), juntamente com o aumento das
dimensbes das areas colonizadas pelos moluscos suscetiveis. Nas Américas, o Brasil €
considerado um dos maiores focos endémicos da parasitose, ndo somente pelo nimero de
enfermos, mas também pela gravidade apresentada por alguns deles.

As areas de distribuicdo da esquistossomiase no Brasil localizam-se principalmente em
regides onde a populacdo é predominantemente de baixo poder aquisitivo (Figura 4). Muitos
fatores parecem condicionar a expansdo desta parasitose, como as condi¢fes de vida das
populacbes e até mesmo o incentivo politico-econdmico na utilizagdo de recursos hidricos na
construcdo de represas para a producdo de energia hidrelétrica, que além de possibilitar o
desenvolvimento do molusco vetor da esquistossomose, facilita a populagdo na utilizagéo
dessas aguas, ndo sO para atividades de lazer e para as atividades econdmicas como a
agricultura, a irrigacdo e a pesca, mas também na utilizacdo destas aguas para eliminacéo
dejetos. No entanto, a identificacdo de casos autdctones nas grandes cidades brasileiras chama
atencdo para a urbanizacdo da doenca (KATZ e PEIXOTO, 2000), que pode ter origem

através da migracdo de pessoas infectadas para areas sem condi¢des de saneamento basico.
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Figura 3 - Distribuicdo da esquistossomose mundial
Extraido: WHO, 2009

Na tentativa de avaliar a necessidade potencial de drogas anti-esquistossomética foi
feito um levantamento, na década de 80, para calcular a prevaléncia da populacdo infectada
pelo Schistosoma. Destas estimativas o Brasil apresenta 7 milhdes de pessoas infectadas
(UTROSKA et al., 1989), e o risco de infeccdo esquistossomotica nesta populacéo é maior do
que muitos paises da Africa, sendo de 42,73 milhdes de pessoas (WHO, 2009b).

Os relatérios divulgados pelos Comités de Especialistas da Organizacdo Mundial da
Satde (WHO, 2002) recomendam que para o controle da morbidade deve-se realizar o
tratamento de grupos de alto risco sem diagnostico individual prévio, esta estratégia
possibilitou ao Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE) uma possivel
reducdo na prevaléncia da infecgdo em areas endémicas, mas ndo do ndamero de individuo
infectados, uma vez que ocorreu um grande crescimento populacional (KATZ e PEIXOTO,
2000).
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Figura 4 - Areas de transmiss&o da esquistossomose no Brasil
Extraido: Rey (2001). Fonte: FUNASA

Por tanto, com as atividades de controle aparentemente ineficazes, embora bem
elaboradas (FERREIRA e COUTINHO, 1999), juntamente com o avang¢o dos conhecimentos
moleculares e imunoldgicos, ha o direcionamento das pesquisas para o desenvolvimento de
vacinas contra a esquistossomose, apesar da inexisténcia de resultados satisfatorios.

O tratamento periédico, nas regibes endémicas, durante a infancia, parece ser um
caminho adequado, por provocar uma reducdo na morbidade hepéatica e possibilitar a
diminuicdo das diferencas sociais intra e inter-regionais, uma vez que a infecgédo
esquistossomotica pode comprometer o desenvolvimento fisico e cognitivo, prejudicando o
desempenho escolar.

No entanto, a quimioterapia preventiva com agentes esquistossomicidas pode induzir a
tolerancia em cepas de Schistosoma, como demonstrado por (ROGERS e BUEDING, 1971).

Desta maneira, alem da necessidade de medidas que impliguem na melhoria do contexto



social e econémico, como habitacBes, educacdo e investimento no saneamento, ha também a
necessidade em buscar produtos que possam atuar na reversao das lesGes ja ocasionadas,

levando assim a reducdo da morbidade hepatica.

Alteracdes patoldgicas

A infeccdo por S. mansoni pode produzir alteragdes anatomopatoldgicas. Na maioria
dos individuos, geralmente assintomatica, a fase aguda ¢ chamada de forma toxémica ou febre
de Katayama, enquanto a fase crbnica, associada com hepatoesplenomegalia e hipertensédo
portal, classifica-se em forma hepatointestinal e forma hepatoesplénica intestinal
(compensada e descompensada).

A evolucdo e sintomatologia do processo patologico, no hospedeiro definitivo,
dependem de uma série de fatores, entre os quais se devem levar em consideracdo a cepa do
parasito (ANDRADE e SADIGURSKY, 1985), a carga parasitaria infectante (CHEEVER,
1968b), o namero de reinfeccbes (SANTOS, DE SOUZA e ANDRADE, 2000), o estado
nutricional (ORSINI et al., 2001), a idade (RICHTER, 2003) e o estado imunolégico do
hospedeiro (DAVIES e MCKERROW, 2003).

Apo6s a penetracdo das cercarias em individuos que entraram em contato com 4aguas
contaminadas, pode-se ter inicio uma reacdo inflamatdria cutdnea, hipersensibilidade
imediata, caracterizada por manchas avermelhadas devido a dilatacdo das arteriolas e
capilares, caracterizando muitas vezes o primeiro estagio de sintomatologia da fase aguda,
com intumescimento e prurido — dermatite cercariana. A resisténcia dos esquistossomulos a
acdo dos anticorpos especificos, deve-se provavelmente a capacidade da membrana
tegumentar do parasito de camuflar sua atividade antigénica atraves da adsorcdo de uma
grande variedade de proteinas como antigenos eritrociticos, imunoglobulinas (GOLDRING et
al., 1976; YONG e DAS, 1983) e fragmentos celulares do hospedeiro. Estes esquistossomulos
atingem os pulmdes ainda na primeira semana de infeccdo e podem desencadear tosse seca,
anorexia, sudorese e astenia (NEVES, DA LUZ e TONELLI, 1966). Muitas vezes estas
reacOes sdo assintomaéticas até o inicio da fase de postura dos ovos, que sdo 0s agentes
responsaveis por desencadear as maiores alteracfes patoldgicas no hospedeiro.

Foi demonstrado, em camundongos BALB/c e C57BI/6, que a capacidade de oviposi¢do
diaria das fémeas de S. mansoni corresponde respectivamente a 315 e 340 ovos/fémea/dia
(CHEEVER, MACEDONIA et al., 1994). Estima-se que aproximadamente 50 % dos ovos
eliminados pelas fémeas cheguem a luz intestinal, sendo os demais carreados pela circulagédo

portal e retidos nos tecidos provocando um processo inflamatorio peculiar denominado reacéo
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granulomatosa (WARREN, 1978). Por esta razdo, a patologia da infeccdo, mais
frequentemente, advém da patogenicidade dos ovos que desencadeiam alteragcdes nos tecidos
onde se encontram, em especial no figado. Inicialmente, tem-se a formacédo dos granulomas,
representados por um infiltrado inflamatério celular que circundam os ovos individualmente
devido a resposta imunoldgica do sistema do hospedeiro aos antigenos liberados pelos ovos
de S. mansoni. Estas estruturas aproximadamente esféricas sdo constituidas por uma
heterogeneidade de células dispostas em uma matriz extracelular rica principalmente em
colagenos (I e IlI), proteoglicanas, fibronectina, vitronectina, laminina, tenascina e fibras
elasticas (LENZI et al., 1991).

Contudo, em relagdo as alteracdes hepaticas, estas parecem ndo decorrer apenas do
processo granulomatoso, mas também da liberacdo de substancias hepatotoxicas produzidas
pelos ovos do parasito (AMIRI et al., 1992). As manifestacdes clinicas nesta fase inicial sao
dominadas por prostracdo, cefaléia, leucocitose acompanhada de eosinofilia, diarréia
caracteristica com presenca de muco e sangue, anorexia, dor abdominal, podendo ainda
evoluir para uma sindrome febril aguda eosinofilica denominada de febre Katayama. Estes
sintomas frequentemente desaparecem apds cerca de 120 dias (MONTENEGRO et al., 1999).

As distribuicdes dos granulomas periovulares nas ramificagfes terminais mais finas da
veia porta, geralmente caracterizam uma infeccdo leve (ANDRADE e PRATA, 1963). Porém
a distribuicdo destes granulomas em regides periportais denota uma infeccdo mais grave, que
¢ acompanhada pela simultaneidade do processo inflamatério e pelo deposito continuo dos
ovos, tornando-se elevado o numero de granulomas, principalmente na fase crbnica da
infeccao.

Na forma avancada da esquistossomiase, caracterizada pela fibrose hepatica, pode haver
coalescéncia das zonas de fibrose que ocupam extensas areas. Dessa forma, as areas
fibrosadas ao longo dos vasos hepéaticos podem levar a uma fibrose perivascular, dita
pipestem, conhecida como fibrose de Symmers (BOGLIOLO, 1957). Ocorrem entdo lesdes
destrutivas e obstrutivas no sistema vascular venoso, caracterizadas pela diminui¢do da luz
e/ou da elasticidade dos vasos intra-hepaticos afetados, desencadeando um consequente
aumento da pressdo da veia porta com possiveis alteragdes hiperplésicas e/ou hipertroficas nas
estruturas arteriais e biliares. A agressdo que sofre a veia porta na esquistossomose provoca a
hipertensdo portal, tortuosidade vascular, circulagbes colaterais e varizes esofagianas, além de
outras alteracbes que comprometem o individuo infectado. Eventualmente, estas varizes
esofagianas (ou gastricas) se rompem provocando hemorragias macicas, responsaveis por um
numero consideravel de 6bitos (ANDRADE, 2009).
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O aumento do volume do baco é um componente importante no decorrer da infec¢do
esquistossomotica. Na fase aguda a esplenomegalia deve-se a proliferacdo das linhagens
celulares linfocitica e mononuclear fagocitica; contudo, na fase cronica este aumento do érgéo
tem como origem a congestdo passiva decorrente da hipertensdo portal (KELNER, 1992).
Além disso, tem-se observado dilata¢cGes congestivas nos seios venosos e espessamento difuso
dos cordBes esplénicos que acabam formando inUmeras fistulas entre arteriolas e vénulas
intra-esplénicas, favorecendo assim, a sobrecarga sanguinea no sistema porta, vindo sob alta
pressdo, quase que diretamente da artéria esplénica (FREITAS et al., 1999). O espessamento
dos corddes esplénicos deve-se a0 aumento dos componentes da matriz extracelular, com a
presenca de colageno tipo IV e laminina (FREITAS et al., 1999).

A infeccdo esquistossomética provoca no intestino, inflamacéo, hiperplasia, ulceracao,
microabscessos, alteracbes na inervacdo e vasculatura intestinal, podendo desencadear
alteragOes funcionais (VARILEK et al., 1991). A deposi¢cdo macica de ovos em uma mesma
regido pode estimular a formacéo de lesGes tumorais no interior da cavidade abdominal, com
extensa fibrose (BICALHO, 1978). Em geral as lesdes situam-se no intestino grosso e reto
(GRYSEELS et al., 2006).

O desenvolvimento de circulacdo colateral pela intensa fibrose hepatica e a hipertensdo
portal, pode culminar na anastomose porta-cava, facilitando o transporte dos ovos para outros
6rgdos (ANDRADE, 2009). Frequentemente estes ovos atingem os pulmdes, provocando
aglutinacdo de plaguetas, formacdo de granulomas, trombos intravasculares e necrose dos
vasos (REY, 2008). Esta pneumopatia esquistossomatica pode provocar hipertensdo pulmonar
e consequentemente hipertrofia e insuficiéncia cardiaca (cor pulmonale).

Outros 6rgdos podem ser afetados nesta infeccdo. Ha indicacdes de que a incidéncia
global de glomerulopatia na esquistossomiase varia entre 5 e 6%, podendo atingir 15% dos
pacientes na forma hepatoesplénica (VAN VELTHUYSEN, 1996). Acredita-se que a
presenca de circulagdes colaterais promovem a incapacidade dos macréfagos e das células de
Kupffer, no ambiente hepética, de capturarem antigenos derivados dos vermes ou dos ovos
(BRITO et al., 1999). Estas circulagdes colaterais promovem o desvio dos antigenos para a

circulacdo geral que se depositam principalmente na regido mesangial dos glomérulos.

Granuloma
A esquistossomiase é uma doenca causada predominantemente pela resposta imune do
hospedeiro aos ovos dos helmintos e as reacdes granulomatosas que o envolvem. O

granuloma que se desenvolve ao redor dos ovos, € decorrente da eliminacdo de antigenos do
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miracidio, denominados genericamente de SEA (Soluble egg antigens — Antigenos sollveis
do ovo). Estes antigenos sdo liberados pelo ovo e estimulam células especificas (HANG,
WARREN e BOROS, 1974; WYLER, WAHL e WAHL, 1978), favorecendo assim, a
formacdo de um infiltrado de células inflamatérias ao redor dos ovos (BOROJEVIC e
GRIMAUD, 1980; BOROS, 1989). As reacOes granulomatosas destroem o0s ovos e
sequestram e/ou neutralizam os seus diversos antigenos patogenicos, além disso, estimulam a
fibrogénese no tecido do hospedeiro (WILSON et al., 2007). Majoritariamente a patologia se
desenvolve nos locais de maior acumulacdo de ovos, intestino e figado. No entanto a
gravidade da doenca fibro-obstrutiva cronica depende diretamente da intensidade e duragéo da
infecgdo, j& que estes fatores determinam a quantidade de antigenos liberados pelos ovos
(BURKE et al., 2009).

Experimentalmente a infeccdo pelo S. mansoni vem sendo amplamente estuda em varios
modelos de animais. As observacdes histopatolégicas quanto a resposta granulomatosa em
torno dos ovos se desenvolve em cinco estagios: granuloma de reatividade fraca, exsudativo,
exsudativo-produtivo, produtivo e estdgio involutivo (HURST, WILLINGHAM e
LINDBERG, 2000).

O estagio de reatividade fraca é caracterizado pela acumulacdo gradual de células
mononucleares, neutrofilos e eosindfilos, ao redor dos ovos recem depositados. Este primeiro
aporte celular leva a formacdo de microabscessos neutrofilicos caracteristicos da fase
exsudativa (BURKE et al., 2009). O surgimento de histiocitos e células epitelidides na
periferia do granuloma, substituindo gradualmente as zonas leucocitarias, representam o
estagio exsudativo-produtivo, havendo nesta etapa a interacdo de fibrdcitos ao redor dos
granulomas. A degeneracao e desintegracdo dos ovos caracterizam a fase produtiva, onde 0s
fibrécitos e as fibras de colageno tornam-se mais proeminentes, formando-se ainda uma zona
mais periférica de linfdcitos, histiocitos e plasmdcitos. A medida que se tem predominéncia
dos fibrdcitos e das fibras de colageno ocorre a diminuicdo numérica dos diferentes tipos
celulares que envolvem o granuloma. Com a evolucéo do processo, 0s granulomas tendem a
regredir ficando inicialmente reduzidos a estruturas fibroticas e depois a restos hialinos que
podem calcificar ou serem reabsorvidos, caracterizando a fase involutiva (BURKE et al.,
2009).

Embora, inicialmente, os granulomas sejam avasculares, o deslocamento das células
para o centro do granuloma pode estar relacionado com o efeito quimiotatico dos antigenos do
miracidio, que costumam se difundir do centro do granuloma para a periferia, além disso, as

células neste processo se aderem de maneira a formarem verdadeiras redes ou circuitos. A
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modulacdo, assim como as variagOes estruturais e celulares dos granulomas, sdo especificas
para cada 6rgdo. Na sua totalidade, os granulomas hepaticos além de apresentarem uma
quantidade maior de colageno do que os intestinais, por serem mais fibrogénicos (GRIMAUD
et al., 1987), apresentam também um numero maior de eosinéfilos (54%), linfocitos T (11%)
e B (4%) e mastdcitos (< 1%), enquanto os granulomas intestinais sdo constituidos, na regido
do ileo, principalmente de macréfagos e um ndmero pequeno de células T e na regido do
colon de macrdéfagos, eosindfilos e linfécitos T (WEINSTOCK e BOROS, 1983). Todavia,
avaliacdes in vivo demonstram que camundongos desprovidos de eosindfilos apresentam alta
mortalidade associada com retencdo de 80 % mais ovos no tecido hepético (OLDS e
MAHMOUD, 1980). Deste modo, os eosindfilos parecem desempenhar um importante papel
sobre a passagem dos ovos para o ldmen intestinal, j& que os eosinofilos e os
monaocitos/macréfagos parecem ser responsaveis pela corrosdo da membrana basal atuando
sobre as células epiteliais de maneira a abrirem canais para a passagem dos ovos para o limen
intestinal (LENZI, LENZI e SOBRAL, 1987).

Papel da Imunidade

A resposta imune na esquistossomiase esta envolvida no desenvolvimento de muitas das
alteracbes patoldgicas desta infeccdo. O processo reacional inflamatorio granulomatoso,
parece seguir mecanismos diferentes conforme a fase da infeccdo. Durante o periodo de
maturacdo do parasito, que decorre aproximadamente das primeiras 5 semanas de infeccdo, ha
uma expressdo imune dominante de linfécitos T CD4" de perfil TH1 (PEARCE et al., 1991;
PEARCE e MACDONALD, 2002; BURKE et al., 2009), com um aumento na producéo de
IFN-y, IL-1, IL-2, IL-6 e TNF. Apo6s a maturacdo dos parasitos e o inicio da oviposicao, a
partir da 6* semana de infeccdo, esta resposta imune é direcionada para o perfil TH2,
apresentando uma resposta inflamatoria exsudativa exuberante (PEARCE e MACDONALD,
2002), com aumento na producdo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Com a cronicidade da
infeccdo, a resposta TH2 é modulada e os granulomas que se formam a partir de entdo
apresentam acentuada diminui¢do no seu tamanho quando comparados com os da fase
anterior, este processo foi denominado por (DOMINGO e WARREN, 1968) como estégio de
dessensibilizacdo endogena.

Em 2002, de Jesus e colaboradores, estudando as alteragdes imunoldgicas de 31
pacientes infectados por Schistosoma mansoni, observaram que durante a resposta TH1, 87%
dos pacientes apresentaram elevadas concentracbes de TNF nos niveis séricos e foram

associadas com dores abdominais. Os niveis de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-1 e 1L-6)
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foram elevadas em sobrenadantes de cultura de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC). Além disso, foram observados niveis elevados de IFN-y e baixa producédo de IL-5 e
IL-10. Sendo assim, as citocinas pré-inflamatorias elevadas da resposta TH1 e as baixas
concentragdes dos complexos de resposta TH2 (IL-5 e IL-10) podem explicar o processo
agressivo de resposta imune da fase aguda, relacionando esta etapa a leséo tecidual cardiaca,
pulmonar e hepética (DE JESUS et al., 2002).

A incapacidade do desenvolvimento da resposta TH2 para regular a resposta pro-
inflamatoria — associada com a esquistossomiase aguda — é letal quando esta doenca é
analisada em camundongos (PEARCE e MACDONALD, 2002). Utilizando camundongos
C57BL/6, knockout de IL-4, Brunet e colaboradores (1997), tentaram avaliar a resposta TH2
na infeccdo pelo S. mansoni e mostraram que durante a fase aguda da infeccdo estes animais
apresentavam uma caquexia severa seguida de morte, possivelmente mediada por TNF e a
correlacdo com niveis elevados de éxido nitrico nos 6rgaos. Estes autores pressupdem que a
IL-4 impede a severidade da doenca por regularem a ativacdo de macrofagos.

Durante todo o curso da infec¢do a resposta humoral desempenha um papel relevante,
tornando-se mais intensa com o inicio da oviposicdo. As infeccdes parasitarias causadas por
helmintos sdo caracterizadas pela eosinofilia e pelos elevados niveis séricos de IgE
(LAWLEY et al., 1979). A destruicdo dos esquistossomulos esta associada com a
degranulacdo dos eosindéfilos que é estimulada pela IgE (DESSEIN et al., 1992; WEBSTER et
al., 1996), além disso, a resisténcia contra a reinfeccdo pelo S. mansoni, parece estar
vinculada, em humanos, com este imunocomplexo, como demonstrado por Rihet e
colaboradores (1991) ao observarem a resposta imune pré e pds-tratamento, e comparando-as,
posteriormente, com a intensidade das reinfeccdes, correlacionaram a resisténcia a infecgéo —
aos individuos que apresentavam maiores concentracfes de IgE serica.

Camundongos infectados com S. mansoni e inoculados com anticorpos monoclonais
neutralizantes de IL-4 e IL-5, revelam que a inativacdo ou auséncia destas citocinas secretadas
pelo perfil TH2, respectivamente inibem as producédo de IgE sérico e promovem a auséncia de
eosindfilos circulantes e no tecido (SHER et al., 1990). Assim a deflagracdo na producédo de
IgE e de eosinofilos, juntamente com outras manifestacdes de hipersensibilidade imediata,
estdo sob o controle de citocinas secretadas pela resposta TH2 e ndo pela resposta do tipo TH1
(FINKELMAN et al., 1986; FINKELMAN et al., 1990).

Em individuos atopicos (incluindo a asma), assim como nas infec¢des por helmintos, ha
o0 desenvolvimento das células TH2, dos mastocitos e altos titulos de IgE sérica (PEARCE e
MACDONALD, 2002), no entanto Medeiros e colaboradores (2003) ao avaliarem a evolucéo
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da asma em pacientes com e sem infeccdo pelo Schistosoma mansoni, observaram um curso
mais leve da asma nos esquistossomaticos. Estes autores sugerem que na esquistossomiase a
sintese de IL-10 pode modular a reacdo de hipersensibilidade ao diminuir a liberacdo de
histamina e outros mediadores liberados pelos mastdcitos, proporcionando um curso mais
ameno para a asma.

No inicio da oviposi¢do, a produgdo das citocinas é direcionada para o perfil TH2.
Embora a resposta TH2 pareca ter um papel crucial nesta infeccdo, a sua acdo prolongada
contribui para o desenvolvimento da fibrose hepatica e da morbidade crénica. Foi
demonstrado que camundongos transgénicos deficientes de IL-13 apresentam uma sobrevida
prolongada, correlacionada com o ndo desenvolvimento de fibrose hepatica grave, o que
normalmente ocorre durante a infeccdo (FALLON et al., 2000). No entanto, os camundongos
com receptores ineficientes de IL-4 apresentaram uma alta mortalidade, relacionada com a
lesdo nas células hepéticas e a patologia intestinal (FALLON et al., 2000). Portanto, o
mecanismo pelo qual a IL-13 é capaz de promover a fibrogénese torna esta citocina a
principal responsavel pela fibrose hepatica, e assim, prejudicial na sobrevivéncia no modelo
murina nesta infeccdo (CHIARAMONTE et al., 2001). J& a citocina IL-4 é considerada
benéfica, por apresentar uma atividade inibitoria das citocinas I1L-1, IL-6 e TNF (RALPH et
al., 1992). Além disso, glicoproteinas presentes nos ovos de S. mansoni parecem induzir a
producdo de IL-4 por baséfilos de forma antigeno-independente (SCHRAMM et al., 2007).

A alteracdo da resposta imune para um tipo TH1 dominante tem sido altamente eficaz na
diminuicdo da deposicdo de colageno. Como demonstrado por Hesse e colaboradores (2001)
mediadores associados com a resposta TH1 como o IFN-y, IL-12 e TNF podem suprimir o
desenvolvimento da resposta TH2, e portanto de IL-13. Contudo, mesmo sendo a
patogenicidade da esquistossomiase decorrente da resposta reacional inflamatéria
granulomatosa, o desenvolvimento da reacdo periovular € de fundamental importancia para o
sequestro e/ou inativacdo das toxinas liberadas pelos ovos, visto que este processo evita a
degeneracdo das células hepaticas e o possivel comprometimento do figado, como
demonstrado por Amiri e colaboradores (1992). Estes autores observaram que a auséncia de
reacfes granulomatosas promove extensas areas de necrose e acentuada mortalidade em
camundongos imunodeficientes SCID (Severe Combined Immuno-Deficiency), que
apresentam macrofagos normais, porém auséncia de linfocitos T ou B funcionais, nesta
infeccdo.

Em avaliagdes envolvendo camundongos knockout para IL-10, observa-se um aumento

de IFN-y, IL-2, IL-1B, TNF, porém apesar da polarizacdo da resposta TH1, ndo ha reducéo
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significativa nas citocinas do perfil TH2 (WYNN et al., 1998). O papel de imunomodulagéo
exercido pela citocina IL-10 na fase cronica desta infecgdo tem sido amplamente estudado
(FLORES VILLANUEVA, REISER e STADECKER, 1994; BOOTH et al., 2004; SARAIVA
e O'GARRA, 2010). Esta citocina € essencial para estabelecer a resposta especifica polarizada
dos linfacitos T helper CD4 in vivo. Deste modo a IL-10 parece controlar as respostas TH1 e
TH2, exercendo uma fung@o “estabilizadora”, evitando a polarizagcdo da resposta imune na
infeccdo esquistossomotica (HOFFMANN et al., 1999), uma vez que a resposta TH1
dominante promove uma alta mortalidade na fase aguda e a polarizacdo para a resposta TH2
uma severa morbidade associada a fibrose (HOFFMANN, CHEEVER e WYNN, 2000).

A deposicéao de coladgeno e matriz extracelular, ndo é atribuida apenas aos fibroblastos e
miofibroblastos. Desde que foram descritas por von Kupffer em 1876, as células estreladas
hepaticas (HSC), anteriormente denominadas de células de Ito, lipdcitos ou células
perisinusoidais, despertam interesse dos patologistas (MOREIRA, 2007). Diversos estudos
tém sido realizados na tentativa de elucidar os processos de ativacdo das células estreladas,
gue no seu estado quiescente sdo as principais responsaveis pelo armazenamento de vitaminas
lipossoluveis (vitamina A) na forma de éster de retinila (WAKE, 1971). No entanto, estas
células que normalmente distribuem-se na propor¢cdo de uma a cada vinte hepatdcitos e
representam 1,4% do volume total do figado (MOREIRA, 2007), desempenham um papel
fundamental na fibrogénese hepatica, independente da etiologia (BRIDLE, CRAWFORD e
RAMM, 2003). A atividade desta célula € amplificada in vivo pela deplecdo de antioxidantes,
como normalmente ocorre em hepatopatias (FRIEDMAN, 2000). Foi demonstrado por
(SVEGLIATI BARONI et al., 1998) em cultura de células estreladas, condicionadas em meio
de hepatocitos, que o estresse oxidativo promove um aumento da proliferacdo celular e da
sintese de colageno. Além do mais o TGF-B1, que pode ser produzido de forma autdcrina por
estas células, parece desempenhar um importante papel no processo da fibrogénese, visto que
a inibicdo da sintese de TGF-f1 em modelo experimental reduz significativamente a fibrose
hepéatica (KONDOU et al., 2003).

As severas sequelas, as reinfecgdes apds o tratamento e os altos indices de mortalidade
causados pela esquistossomiase mostram a necessidade de novos modelos experimentais na
tentativa de revelar medicamentos para terapéutica desta infeccdo e elucidar fatores ainda
obscuros. Desta forma, este trabalho se propde a estudar um modelo experimental que utiliza
a silimarina como agente imunomodulador/ hepatoprotetor /antioxidante agindo na fase aguda
da infecgdo esquistossomatica.
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Silimarina

As plantas medicinais sdo utilizadas desde as mais antigas civilizacbes. Os
conhecimentos empiricos de suas atividades foram transmitidos para grupos étnicos de acordo
com a propria necessidade humana. Com o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, as
plantas medicinais tornaram-se objetos de analise.

A terapéutica moderna se desenvolve direta ou indiretamente de produtos de origens
naturais para tratar enfermidades que acometem o homem. Além disto, os produtos
fitoterapicos estdo sendo cada vez mais utilizados no Brasil e no resto do mundo. Nos EUA é
relatado que doze a dezessete por cento da populacdo adulta utilizam produtos a base de
plantas (JOHNSON et al., 2000). O Instituto Nacional de Saude dos EUA (National Institute
of Health - NIH) realizou uma pesquisa ambulatorial e verificou que um em cada seis
pacientes utilizam produtos fitoterapicos adicionados no tratamento prescrito (JOHNSON et
al., 2000). Estes dados ampliam a necessidade de maiores pesquisas visando caracterizar 0s
componentes de produtos naturais quanto a suas acles e interagdes sobre o organismo
humano, e em especial sobre o sistema imune.

Agentes imunomodularérios podem auxiliar o sistema imune de pacientes com
infeccOes. InUmeros estudos relatam o “milke thistle ” (Silybum marianum (L.) Gaertn.), como
um excelente agente imunoestimulatério (RAMASAMY e AGARWAL, 2008;
GHARAGOZLOO et al., 2010). O Silybum marianum é citada como um dos medicamentos
mais antigos, o cha das sementes desta planta era utilizado por Dioscorides, na Grécia antiga,
para o tratamento de veneno de cobra (FLORA et al., 1998). Porém foi Plinio, o velho, um
naturalista romano, quem descreveu o Silybum marianum como sendo excelente para
problemas biliares (LUPER, 1998).

A silimarina é um extrato lipofilico (GALHARDI et al., 2009) isolado das sementes e
dos frutos do Silybum marianum, uma planta herbacea, pertencente a familia das Asteraceae e
nativa de uma estreita area do Mediterraneo. Mesmo com o0 uso desta planta para o tratamento
de injarias hepaticas e da vesicula biliar ha mais de 2000 anos, as investigacOes clinicas sdo
relativamente recentes.

A planta ganhou proeminéncia na década de 60, quando Janiak & Hansel isolaram 0s
principios ativos do extrato e Pelter & Hansel elucidaram as estruturas quimica. Os principais
componentes (Figura 5) isolados e caracterizados estruturalmente da silimarina séo silibina,
isosilibina, silicristina e silidianina (SONNENBICHLER et al., 1999). No entanto, Johnson e

colaboradores (2002) descrevem o produto como uma mistura de sete isdmeros denominados
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taxofolina, silicristina, silidianina, silibina A, silibina B, isosilibina A e isosilibina B. Uma

série de outros flavolignoides pode ser encontrados nas sementes, incluindo dehidrosilibina,

desoxisilicristina, desoxisilidianina, silandrina, silibinoma, silihermina, e neosilihermina

(KVASNICKA et al., 2003).

Silibina

Silicristina

OH
1) e
HO O 0~ CH,OH

Isosilibina

HO 0
HO 0.
| “OH
OH O
Silidianina

Figura 5 - Estrutura quimica dos principais componentes da silimarina.
Extraido e adaptado de Sonnenbichler e colaboradores (1999).

As sementes do S. marianum também contém betaina, que apresenta comprovado efeito

hepatoprotetor (LUPER, 1998). Atualmente, a silimarina é utilizada como controle positivo

na avaliagdo de novos farmacos que possam apresentar atividade hepatoprotetora
(CHANNABASAVARAJ, BADAMI e BHOJRAJ, 2008).
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Além disso, a silimarina é constituida de &cidos graxos essenciais o que pode contribuir
para sua atividade antiinflamatoria (LUPER, 1998). Outro importante produto € a silibina —
componente com maior grau de atividade bioldgica — que além de ser relatada em inUmeros
trabalhos com atividade hepatoprotetora (NAJAFZADEH et al., 2010)), também apresenta
acao quimiopreventiva para cancer in vitro e in vivo (KAUR e AGARWAL, 2007).

Além da silibina, tem-se observado em avaliag¢fes in vitro, que dois diasteroisomeros
presentes na silimarina, a isosilibina A e isosilibina B, também apresentam atividade
antineoplasica. Deep e colaboradores (2007), ao avaliarem células de cancer de prostata
humanas LNCaP e 22Rv1, observaram que ambos diasteroisomeros promovem a inibigéo do
crescimento e morte celular juntamente com um forte controle sobre ciclina G1 e a inducdo da
apoptose nas duas linhagens celulares. Deste modo a silimarina tem se mostrado uma boa
candidata para o tratamento de diversas neoplasias (KOHNO et al., 2002; GALLO et al.,
2003; SINGH e AGARWAL, 2004; TYAGI et al., 2006; DEEP e AGARWAL, 2007; DEEP
et al., 2008), como demonstrado em numerosos ensaios clinicos que buscam avaliar a eficacia
terapéutica da silimarina, ja que este produto apresenta influéncia sobre as expressdes
reguladoras do ciclo celular e sobre proteinas envolvidas na apoptose, modulando o
desequilibrio entre a sobrevivéncia celular e a apoptose (RAMASAMY e AGARWAL, 2008).

Outros importantes papéis da silimarina estdo relacionados as atividades de
estabilizacdo de membrana, antiperoxidacdo lipidica, antioxidante, hepatoregeneradora,
imunomodulatéria, antifibrotica, hipocolesterolémico e cardioprotetor (KREN e
WALTEROVA, 2005; CROCENZI e ROMA, 2006). Além disso, a silimarina pode ter um
longo tempo de acdo no figado (HE et al., 2002) e ndo € hepatotoxica baseadas em
observacgoes clinicas, ja que apresenta valores muito altos de dose letal 50 - LDso (FLORA et
al., 1998). Conforme Rainone (2005) a silimarina apresenta recirculacao enterohepatica, o que
resulta em um aumento de sua concentracao nas células hepaticas maior do que no plasma.

Estudos em animais sugerem um amplo espectro de efeito hepatoprotetor da silimarina,
podendo desta maneira proteger animais expostos a diversas lesdes toxicas (HOOFNAGLE,
2005), como Amanita phalloides (ANTWEILER, 1977; VOGEL et al., 1984), tetracloreto de
carbono (RAUEN et al., 1973), galactosamina (RAUEN e SCHRIEWER, 1971) e etanol
(SONG et al., 2006).

Recentemente a acdo antioxidante foi demonstrada em diferentes modelos (TOKLU,
TUNALI-AKBAY et al., 2007; TOKLU, TUNALI AKBAY et al., 2007). As propriedades
imunoestimulatorias da silimarina séo descritas em diversos estudos in vivo e in vitro. Flora e

colaboradores (1998) afirmam que os efeitos hepatoprotetores da silimarina sdo multiplos:
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apresentando atividade antioxidante; aumento do contetdo glutationico celular; efeitos
estabilizantes na membrana; aumento da sintese protéica; e ativagdo do RNA polimerase.
Corroborando este dado, Machicao e Sonnenbichler (1977) demonstraram in vitro, que a
atividade enzimatica da RNA polimerase | é estimulada pela silibina. Outro trabalho
demonstrou que a silimarina acelera a sintese das subunidades ribossomais 28S, 18S e 5S,
promovendo também a formacgdo de ribossomos completos (SONNENBICHLER e ZETL,
1984). Alem disso, a silimarina parece alterar a expressao genética do figado, como se tem
demonstrado em camundongos normais através do aumento da expressdo de TGF-B1 e c-myc
(HE et al., 2002).

Estudos demonstram que os linfdcitos T sdo de fundamental importancia para a inibicdo
e reparacdo nos estagios de danos hepaticos. A administracdo de silimarina em pacientes com
cirrose alcoolica estimula a proliferacdo de linfocitos T (LANG et al., 1988). Esta
proliferacdo dos linfocitos também é observada em camundongos (AGOSTON et al., 2001).
No entanto, ja foi demonstrado que a silibina (componente de maior grau de atividade da
silimarina) pode suprimir a proliferacdo induzida dos linfocitos T (MERONI et al., 1988).
Como observado in vivo por Johnson e colaboradores (2002) ao avaliarem que a silimarina
provoca uma diminuicdo e uma inibicdo dos linfocitos T quando administrada em baixas
concentragcfes, porém quando utilizado em altas doses estimulam o processo inflamatorio.
Estas populacdes de células sdo sensiveis a silimarina tanto in vivo quanto in vitro.

O papel antifibrético da silimarina no modelo experimental ja é conhecido. Boigk e
colaboradores (1997) induziram ratos a uma fibrose portal progressiva através de uma
completa oclus@o dos ductos biliares, processo este que tende a culminar em ascite e
hepatoesplenomegalia. Estes autores observaram que o0s ratos ndo tratados com silimarina
apresentaram um aumento do colageno hepatico de até nove vezes, quando comparados com
0 grupo controle, enquanto os ratos tratados com silimarina obtiveram uma reducdo de 35%
na formacédo de hidroxiprolina. Uma possivel explicagdo vem a partir de dados bioquimicos
gue mostram que a silimarina suprime a expressdo do procolageno a-1 (I) e de
metaloproteinases 1 provavelmente pela diminuicdo de mRNA TGF-B1 em ratos com fibrose
biliar secundaria (JIA et al., 2001). O efeito antifibrotico da silimarina também é demonstrada
em outros modelos experimentais que induzem a fibrose utilizando toxinas hepaticas como a
dimetilnitrosamina (LIN et al., 2007). Desta maneira, devido a atividade antifibrotica
atribuida a silimarina, este produto pode atuar na morbidade provocada pela esquistossomiase,
ja que grande parte das lesdes nesta infeccdo sdo decorrentes da deposigdo de fibrose hepética.

Mesmo com a ampla utilizacdo da silimarina em varias condutas terapéuticas, ha
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mecanismos subjacentes desconhecidos. Os estudos em animais experimentais e até mesmo in
vitro, ndo contribuem apenas para compreender 0os mecanismos da silimarina, mas também
para prever novas aplicacOes terapéuticas (CROCENZI e ROMA, 2006) podendo assim,
proporcionar subsidios para a elaboracdo de novas estratégias de controle e suporte para a
esquistossomiase. Desta forma, as acdes apresentadas pela silimarina (imunomoduladoras,
hepatoprotetoras/hepatoregeneradoras, antioxidante, e antifibrética) podem auxiliar
minimizando a morbidade observada na infec¢cdo pelo Schistosoma mansoni.

Ainda que ndo se tenha uma avaliacdo direta da silimarina sobre o sistema do parasito,
Hessien e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos da silimarina frente diversas
hepatopatias. Estes autores também avaliaram a capacidade da silimarina em atenuar as lesdes
provocadas pelo Schistosoma mansoni durante os primeiros 42 dias de infeccdo, periodo este
que de acordo com inumeros trabalhos, antecede o apice das alteracGes anatomopatoldgicas
de fase aguda da esquistossomiase (ROMANHA, 1999; NETO, 2001; PYRRHO et al., 2002),
visto que a maturagdo dos parasitos e inicio da oviposicdo ocorrem por volta da 6* semana de
infeccdo (PEARCE e MACDONALD, 2002). Estes autores concluem que a silimarina
promove a regressdo da patologia induzida por diferentes etiologias, de modo que ha
possibilidade de reducéo substancial da progressédo de cirrose e de carcinoma hepatocelular.

O Centro Nacional para Medicina Complementar e Alternativa (NCCAM) em
colaboragdo com o Instituto Nacional de Diabetes e Doengas Digestivas e Renais (NIDDK)
realizou um seminario de pesquisa para o desenvolvimento da silimarina na terapia de
doencas hepaticas e destacou como elemento critico a necessidade de se padronizar o produto
silimarina para as investigacoes clinicas, bem como realizar estudos pilotos de fase I e Il para
definir a dose ideal e o regime de doses (HOOFNAGLE, 2005).

Trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de estudo demonstraram que a
utilizacdo de dexametasona — um produto com atividade imunomodulatéria — pode
proporcionar um curso mais ameno na infecgdo esquistossomotica (PYRRHO et al., 2002;
PYRRHO et al., 2004). Neste trabalho nosso objetivo foi avaliar a acdo da silimarina na fase

aguda da esquistossomiase.



OBJETIVOS

Gerais:

e Avaliar a acdo da silimarina sobre a infeccdo aguda experimental murina pelo

Schistosoma mansoni

Especificos:

e Avaliar a acdo da silimarina sobre os parametros de morbidade — curva ponderal,
taxa de sobrevivéncia e hepatoesplenomegalia — quando o farmaco é administrado
na infeccdo esquistossomatica aguda.

e Avaliar o impacto da administracdo da silimarina utilizando diferentes esquemas
posoldgicos em animais infectados pelo parasito.

e Avaliar a acdo da silimarina sobre aspectos histopatoldgicos quanto a formacéo de
granulomas hepaticos e a consequente fibrose na infeccdo esquistossomotica aguda.

e Verificar possiveis alteracbes nos aspectos parasitolégicos nos animais infectados
tratados ou ndo com silimarina.

e Verificar as alteracBes bioquimicas clinicas encontradas nos animais infectados e

infectados e tratados com silimarina nos diferentes momentos da infecgéo.
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MATERIAL E METODOS

Farmaco

Para as administragcdes orais foi utilizado uma suspensdo comercial de silimarina,
LEGALON® - extrato seco do Silybum marianum (L.) Gaertn. (Laboratério ALTANA, Lote
704166, padronizada para 75 a 80,9% de silibina, silidianina, silicristina e isosilibina). Para
administragdo intraperitoneal foi usado durante todos os ensaios a silimarina adquirida da
Sigma-Aldrich (Lote # 107K0762, padronizada para 47% de silibina, determinada por
CLAE).

Inoculacgdes via oral

Sendo a via oral mais preconizada no homem pela sua conveniéncia, seguranga e
economia, foi utilizado em um primeiro momento, uma suspensdo comercial de silimarina.
Essa fase do experimento além de testar a via de administracdo, serviu também para avaliar a
dose (2, 10, 50 e 250 mg/kg). Todos os animais foram tratados pela manhd, com intervalos de
24 horas entre as inoculages e receberam ao total 10 doses, respeitando nosso desenho
experimental. Ao longo das inoculacdes foi feito um acompanhamento do peso dos animais e
anotadas as datas das eventuais mortes que ocorreram nos diversos grupos. Estes dados

serviram para a confeccdo da curva ponderal e de sobrevivéncia, respectivamente.

Inoculacgdes via intraperitoneal

A via de administracdo intraperitoneal além de substituir classicamente a via
intravenosa em camundongos tem sido a mais utilizada experimentalmente para a
administracdo de silimarina em roedores.

Em funcdo das caracteristicas fisico-quimicas da silimarina, a diluicdo foi feita em
carboximetilcelulose a 1% com “agua para injetaveis”. Tal suspensdo foi realizada visando
diminuir a velocidade de deposicdo da silimarina, uma vez que ha um aumento da
viscosidade.

As injecOes foram aplicadas pela manhd na cavidade peritoneal e o volume para as
inoculagOes sempre foi de 100 pL.

As doses de silimarina usadas foram de 40, 200 e 1000 pg por animal, o que
corresponde, respectivamente a 2, 10 e 50 mg/kg. Estas doses foram administradas em
intervalos de 24 e 48 horas e 0 nimero de inoculagdes respeita cada desenho experimental.
Ao longo das inoculagdes foram realizadas avaliagdes dos pesos dos animais e anotadas as
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datas das eventuais mortes ou altera¢cbes comportamentais que ocorreram nos diversos grupos.

Estes dados serviram para a confecgdo da curva ponderal e de sobrevivéncia.

Esterilidade dos materiais

Para as inoculagdes sempre foram utilizadas seringas descartaveis e as solu¢es com
agua e carboximetilcelulose, antes da diluicdo do fa&rmaco, eram autoclavadas a 121°C por 15
minutos, sendo a manipulacdo destas solucdes sempre realizada em capela de fluxo laminar
para evitar contaminagdes. Apos esse procedimento, os medicamentos foram acondicionados
em tubos de ensaios previamente autoclavados, vedados, recobertos com papel aluminio e
armazenados em local com temperatura controlada de + 1°C. Para o controle microbiol6gico
amostras dos produtos eram separadas e submetidas a culturas em caldo Brain Heart Infusion
(BHI), a 37° C, por até 7 dias e em &gar sangue, a 35° C por 24 a 48 horas, na tentativa de
isolar microorganismos presentes nos produtos a serem inoculados. Esta etapa foi elaborada
em colaboragdo com o Laboratdrio de Bacteriologia Clinica do Departamento de Anélises

Clinicas e Toxicologicas da UFRJ.

Camundongos/Grupos

Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas fémeas de camundongos isogénicos
da linhagem BALB/c, de 7 a 8 semanas de idade, provenientes do Biotério Central do
Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées da UFRJ. Os animais foram entdo mantidos
nas instalacbes do biotério do Laboratério de Imunoparasitologia e Analises Toxicoldgicas,
onde receberam alimentacdo balanceada e &gua ad libitum, com ambiente climatizado
(21 £ 2° C) e condigOes padronizadas de luminosidade, ciclo claro-escuro de 10/14 h.

A gaiola dos camundongos, constituida de polipropileno, era recoberta com maravalha e
a sua manutencdo realizada 2 vezes por semana. Ap0s 0 periodo de adaptacdo dos
camundongos no biotério e antes da infeccdo pelo S. mansoni, os animais foram submetidos
ao tratamento com MEBENDAZOL® (Laboratério EMS, Lote 189656) na apresentacdo de
20 mg/mL de suspensdo, para evitar a interferéncia de outras infecgdes parasitarias no
resultado final do experimento.

Foram criados grupos de animais que ndo sofreram inoculacGes, grupos tratados com
silimarina nas doses indicadas e grupos inoculados apenas com o veiculo (4gua para injecéo e
carboximetilcelulose a 1%).

Durante este trabalho foram realizados cinco lotes experimentais.

O presente projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica de Uso
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de Animais em Pesquisa (CEUA) do Centro de Ciéncias da Saude da UFRJ, o nimero do
protocolo aprovado é DBFCICB032.

Infeccao

Os camundongos foram infectados com cercarias de S. mansoni (cepa BH - Belo
Horizonte, Minas Gerais), oriundas de moluscos de Biomphalaria glabrata, previamente
infectados, expostos a luz artificial, para obtencdo das cercarias. Apds a aquisicdo das
cercarias fornecidas pela Drd Lygia dos Reis Corréa do Laboratorio de Malacologia da
Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, os camundongos eram expostos a um lava-pés, com
objetivo de evitar possiveis interferentes — fezes e urina — no processo de fixagcdo das
cercarias. A infeccdo dos animais foi feita por via transcutanea em banho individual de agua
desclorada por 30-40 minutos com + 80 cercérias vivas previamente quantificadas com o
auxilio de lupa estereoscépica (Olympus SZ40). A carga parasitaria média utilizada neste
modelo experimental ndo altera sistematicamente a taxa de mortalidade dos animais, uma vez

que o acompanhamento fora planejado para ser feito por 55 dias.

Peso dos camundongos
Os camundongos foram marcados e pesados duas vezes por semana durante 0s 55 dias
do experimento para avaliacdo do percentual do peso corporal através da curva ponderal

provocada pela infeccdo e/ou tratamento.

Primeiro Lote experimental

O primeiro lote experimental utilizou o Legalon® — suspensdo comercial de silimarina
administrada pela via oral. Nesta etapa foram analisadas diferentes concentracfes de
silimarina, respeitando o mesmo intervalo entre as doses. Os camundongos foram divididos
em sete grupos, 0s grupos normais foram compostos por um nimero amostral de seis animais

e os infectados apresentaram nove animais por grupo.
Os sete grupos do experimento com Legalon® eram:
e Normais (N) — animais ndo infectados e ndo tratados com Legalon®.

e Normais + Legalon® 250 (N+Leg 250 -10D- 24h) — animais ndo infectados e

tratados com 250 mg/kg de Legalon® a partir do 45° dia de infeccéo.
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e Infectados (I) — animais infectados e ndo tratados com Legalon®.

e Infectados + Legalon® 2 (I+Leg 2 -10D- 24h) — animais infectados e tratados com
2 mg/kg de Legalon® a partir do 45° dia de infeccéo.

e Infectados + Legalon® 10 (I+Leg 10 -10D- 24h) — animais infectados e tratados
com 10 mg/kg de Legalon® a partir do 45° dia de infeccdo.

e Infectados + Legalon® 50 (I+Leg 50 -10D- 24h) — animais infectados e tratados
com 50 mg/kg de Legalon® a partir do 45° dia de infeccdo.

e Infectados + Legalon® 250 (I+Leg 250 -10D- 24h) — animais infectados e tratados
com 250 mg/kg de Legalon® a partir do 45° dia de infeccéo.

Todos os grupos tratados receberam dez doses do produto com intervalos de 24 horas
entre as doses. A inoculacdo da suspensdo foi feita através de sonda oral. Apds o tratamento
os animais foram submetidos a eutanasia (55° dia), sendo esta época o apice da fase aguda da
esquistossomiase experimental em murinos. Nesta etapa foram coletados: soro, baco, figado e
intestino. Com excecdo dos soros que foram armazenados em pools de trés animais dos
respectivos grupos, todos os demais materiais foram processados e estocados
individualmente. A Figura 6 mostra esquematicamente o desenho experimental com

Legalon®.



27

B 10 DOSES
7 -— Inltervalo entre doses: 24h / lq dias
[ ey * | N+Leg 250 -10D- 24h
BALB/C tf;;%‘fs I+Leg 2 -10D- 24h
. I+Leg 10 -10D- 24h
Via Oral® I+Leg 50 -10D- 24h
Legalon I+Leg 250 -10D- 24h

4

0d 45d 55d

! 1
fa.

I Grupos ndo

N tratados Dia da eutanasia dos animais

¢ Inicio do tratamento com Legalon®

Figura 6 - Desenho do primeiro lote experimental. Diagrama que mostra a distribuicdo dos grupos, o esquema
de inoculages e a eutandsia dos animais durante o primeiro lote experimental. Os animais foram infectados no
dia zero (0 d), com excegdo dos grupos (N) e (N+Leg 250 -10D- 24h). Os grupos que receberam Legalon®
tiveram o inicio do tratamento no 45° dia do experimento (45 d), completando no dia da eutanasia dos animais 55
dias de infecgdo (55 d) e 10 dias de tratamento, perfazendo um total de 10 inoculagcbes com intervalos de 24
horas entre as doses. Os animais dos grupos | e N ndo receberam a administragdo do farmaco ou veiculo.

Segundo Lote Experimental

O segundo lote experimental utilizou silimarina em uma suspensdo de
carboximetilcelulose a 1% e agua para injecdo. Dadas as dificuldades da utilizacdo, em
camundongos, de inGmeras inoculacdes do Legalon® foi realizada a avaliacdo de uma via de
administracdo diferente da oral. A via de administracdo utilizada foi a intraperitoneal e os
camundongos foram divididos em doze grupos, cada grupo era composto por um numero
amostral de seis animais. Neste ensaio experimental foi respeitado 0 mesmo ndmero de
aplicacBes utilizado no experimento anterior com Legalon® (10 inoculacBes = 10D) e o
intervalo entre as inoculagdes (24 horas). No entanto, para confirmar os resultados obtidos das
variaveis de agressividade das inoculagdes, foram selecionados grupos controles normais para

cada uma das concentracGes de silimarina inoculadas nos grupos infectados. Ainda foram



28

utilizados mais dois grupos controles (Infectado e Normal) inoculados apenas com o veiculo
do produto.

Além disso, com o objetivo de avaliar se o intervalo de aplicacdo do farmaco pode ter
influéncias sobre a infeccdo, foi adicionado neste lote experimental um grupo infectado
tratado com intervalo diferente do utilizado anteriormente (24 horas). Para este grupo foi
respeitado um periodo de 48h entre uma aplicacdo e outra, sendo utilizado o mesmo ndmero
de inoculactes (10 doses). A concentracdo de 10 mg/kg de silimarina foi escolhida, visto que
esta promoveu no experimento anterior uma diferenca significativa na hepatomegalia. Para
este grupo também foi criado um grupo controle normal inoculado com as mesmas condicdes.

Os camundongos foram divididos em doze grupos, cada grupo era composto por um

ndmero amostral de seis animais.

Os doze grupos do segundo lote experimental eram:

e Normais (N) — animais ndo infectados e ndo tratados com silimarina (ip).

e Normais + Carboximetilcelulose 1% (N+CMC -10D- 24h) — animais ndo
infectados e injetados com carboximetilcelulose a 1% (em solugdo aquosa) a partir
do 45° dia de infecgdo com intervalos de 24 horas entre as doses.

e Normais + Silimarina 2 (N+Sil 2 -10D- 24h) — animais nao infectados e tratados
com 2 mg/kg de silimarina (ip) a partir do 45° dia de infeccdo com intervalos de 24
horas entre as doses.

e Normais + Silimarina 10 (N+Sil 10 -10D- 24h) — animais ndo infectados e tratados
com 10 mg/kg de silimarina (ip) a partir do 45° dia de infecgdo com intervalos de 24
horas entre as doses.

e Normais + Silimarina 50 (N+Sil 50 -10D- 24h) — animais ndo infectados e tratados
com 50 mg/kg de silimarina (ip) a partir do 45° dia de infeccdo com intervalos de 24
horas entre as doses.

e Normais + Silimarina 10 (N+Sil 10 -10D- 48h) — animais ndo infectados e tratados
com 2 mg/kg de silimarina (ip) a partir do 45° dia de infecgdo com intervalos de 48
horas entre as doses.

e Infectados (I) — animais infectados e ndo tratados com Silimarina.

e Infectados + Carboximetilcelulose 1% (I+CMC -10D- 24h) — animais infectados e

injetados com carboximetilcelulose a 1% (em solugéo aquosa) com intervalos de 24
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horas entre as doses.

e Infectados + Silimarina 2 (1+Sil 2 -10D- 24h) — animais infectados ¢ tratados com
2 mg/kg de silimarina (ip) a partir do 45° dia de infecgdo com intervalos de 24 horas
entre as doses.

e Infectados + Silimarina 10 (I+Sil 10 -10D- 24h) — animais infectados ¢ tratados
com 10 mg/kg de Silimarina (ip) a partir do 45° dia de infeccdo com intervalos de 24
horas entre as doses.

e Infectados + Silimarina 50 (I+Sil 50 -10D- 24h) — animais infectados e tratados
com 50 mg/kg de silimarina (ip) a partir do 35° dia de infeccdo com intervalos de 24
horas entre as doses.

e Infectados + Silimarina 10 (I+Sil 10 -10D- 48h) — animais infectados e tratados
com 10 mg/kg de silimarina (ip) a partir do 35° dia de infec¢do com intervalos de 48
horas entre as doses.

Os grupos que receberam silimarina e carboximetilcelulose foram inoculados ao total
com 10 doses, este parametro de controle foi utilizado para que ndo houvesse a interferéncia
do numero de inoculagBes na avaliacdo do efeito da silimarina sobre a lesdo hepatica
provocada pelo parasito. Os grupos normais inoculados com silimarina e carboximetilcelulose
foram introduzidos como parametro de controle, para avaliar se estes produtos poderiam
provocar alguma alteracdo nestes animais. O material coletado para analise foi o0 mesmo do
experimento anterior. Com excecdo dos soros que foram armazenados em pools de trés
animais dos respectivos grupos, todos os demais materiais foram processados e estocados
individualmente. A Figura 7 ilustra esquematicamente o modelo experimental utilizado nesta

etapa.
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Figura 7 - Desenho do segundo lote experimental. Diagrama que mostra a distribuicdo dos grupos, o esquema
de inoculagBes e o ponto de eutanasia dos animais durante o segundo lote experimental. Os animais foram
infectados no dia zero (0 d), com excecdo dos grupos (N), (N+CMC -10D- 24h), (N+Sil 2 -10D- 24h), (N+Sil 50
-10D- 24h) e (N+Sil 10 -10D- 48h). Os grupos (N+Sil 10 -10D- 48h) e (I1+Sil 10 -10D- 48h) inoculados a partir
do 35° dia do experimento (35 d) tiveram intervalos de 48 horas entre uma dose e outra, completando ao final
deste 10 inoculagBes em um total de 20 dias de tratamento. Contudo, nos grupos (N+CMC -10D- 24h), (N+Sil 2
-10D- 24h), (N+Sil 10 -10D- 24h) e (N+Sil 50 -10D- 24h), assim como os grupos (I+CMC -10D- 24h), (1+Sil 2 -
10D- 24h), (1+Sil 10 -10D- 24h) e (1+Sil 50 -10D- 24h) as inocula¢Bes tiveram inicio a partir do 45° dia do
experimento (45 d), completando 10 inoculagdes em um total de 10 dias de tratamento com intervalos de 24
horas entre as doses. Os animais dos grupos | e N ndo receberam a administragdo do farmaco ou veiculo.

Terceiro Lote Experimental

A etapa anterior tinha como finalidade avaliar uma via de inoculagdo que néo
apresentasse interferéncia sobre os resultados. No entanto, este terceiro lote experimental foi
realizado para confirmar os resultados obtidos do desenho experimental anterior no qual
utilizou a via de administracdo intraperitoneal. Além disso, os intervalos de 24h entre as
doses, utilizado no experimento anterior, foram substituidos por 48h, para avaliar se esta o
intervalo de aplicacdo poderia ter influéncias sobre os efeitos da silimarina utilizadas nesta
infeccdo.

Os camundongos foram divididos em oito grupos, cada grupo era composto por um
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namero amostral de sete animais. Foram utilizados, além dos grupos (Normal e Infetado),
mais dois grupos controles, sendo um grupo Normal inoculado com a maior concentracdo de
silimarina (50 mg/kg) e um grupo Infectado inoculado apenas com o veiculo (CMC 1%). Os
demais grupos, todos infectados, foram utilizados para avaliacdo das variaveis posologicas na
aplicagéo da silimarina nesta infecgéo.

Os oito grupos do terceiro lote experimental eram:

e Normais (N) — animais nio infectados e ndo tratados com Silimarina (ip).

e Normais + Silimarina 50 (N+Sil 50 -10D- 48h) — animais ndo infectados e tratados
com 50 mg/kg de Silimarina (ip) a partir do 35° dia de infec¢cdo com intervalos de 48
horas entre as doses.

e Infectados (I) — animais infectados e nio tratados com Silimarina.

e Infectados + Carboximetilcelulose 1% (I+CMC -10D- 48h) — animais infectados e
injetados com carboximetilcelulose a 1% (em solucdo aquosa) com intervalos de 48
horas entre as doses.

e Infectados + Silimarina 2 (1+Sil 2 -10D- 48h) — animais infectados e tratados com
2 mg/kg de Silimarina (ip) a partir do 35° dia de infeccdo com intervalos de 48 horas
entre as doses.

e Infectados + Silimarina 10 (I1+Sil 10 -10D- 48h) — animais infectados ¢ tratados
com 10 mg/kg de Silimarina (ip) a partir do 35° dia de infec¢cdo com intervalos de 48
horas entre as doses.

e Infectados + Silimarina 50 (1+Sil 50 -10D- 48h) — animais infectados ¢ tratados
com 50 mg/kg de Silimarina (ip) a partir do 35° dia de infec¢do com intervalos de 48
horas entre as doses.

e Infectados + Silimarina 10 (I+Sil 10 -10D- 24h) — animais infectados e tratados
com 10 mg/kg de Silimarina (ip) a partir do 45° dia de infeccdo com intervalos de 24

horas entre as doses.

Os grupos que receberam silimarina e carboximetilcelulose foram inoculados ao total
com 10 doses (-10D-), este parametro de controle foi utilizado para que ndo houvesse a
interferéncia do numero de inoculagdes na avaliacdo da concentracdo de silimarina, ja que
esta varidvel pode influenciar o resultado obtido do efeito da silimarina frente as lesdes

provocadas pela infeccdo, ou até mesmo uma possivel influéncia da silimarina no
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desenvolvimento do parasito, que ocorre entre a 5° e 6° semana de infeccdo (PEARCE e
MACDONALD, 2002).

Foi adicionado apenas um grupo com intervalo de aplicacdo de 24 horas, o (I1+Sil 10 -
10D- 24h). Este grupo permitiu avaliar sob as mesmas variaveis experimentais a efetividade
no intervalo terapéutico, assim como o papel da silimarina quando o inicio do tratamento se
da em diferentes momentos da oviposigdo. Visto que as inoculagdes com intervalos de 48
horas devem ter inicio apos o 35° dia de infeccdo para que se possa completar 10 doses,
enguanto o grupo tratado com intervalo de 24 horas deve ter o inicio do tratamento apds o 45°
dia de infeccdo, para que também possa completar 10 doses. ApOs a eutanasia 0 material
coletado para analise foi o mesmo do experimento anterior. A Figura 8 mostra

esquematicamente o descrito acima.
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Figura 8 - Desenho do terceiro lote experimental. Diagrama que mostra a distribuicdo dos grupos, o esquema de
inoculac@es e 0 ponto de eutanasia dos animais durante o terceiro lote experimental. Os animais foram infectados
no dia zero (0 d), com excecdo dos grupos (N) e (N+Sil 50 -10D- 48h). Os grupos (N+Sil 50 -10D- 48h),
(I+CMC -10D- 48h), (I1+Sil 2 -10D- 48h), (1+Sil 10 -10D- 48h) e (1+Sil 50 -10D- 48h) inoculados a partir do 35°
dia do experimento (35 d) tiveram intervalos de 48 horas entre uma dose e outra, completando ao final deste 10
inoculacbes em um total de 20 dias de tratamento. Contudo, no grupo (1+Sil 10 -10D- 24h), a inoculacéo foi
iniciada a partir do 45° dia do experimento (45 d), completando 10 inocula¢fes em um total de 10 dias de
tratamento com intervalos de 24 horas entre as doses. Os animais dos grupos | e N ndo receberam a
administracdo do farmaco ou veiculo.



33

Quarto Lote Experimental

Apos a anadlise do intervalo de aplicacdo de silimarina foi avaliado o efeito deste
produto com tratamentos mais prolongados. Deste modo, o quarto lote experimental buscou
avaliar a possibilidade de reducGes mais significativas sugestivas de menor morbidade. Além
disso, o inicio do tratamento em diferentes periodos da infec¢do possibilitou correlacionar
uma eventual interferéncia da silimarina, no desenvolvimento do parasito e até mesmo na
capacidade da oviposicdo. Os grupos infectados e tratados com silimarina receberam
diferentes esquemas posologicos com inoculacdes de 5, 10, 20 e 25 doses. J& 0S grupos
controles Normal e Infectado, injetados com carboximetilcelulose 1% (N+CMC -20D- 48h),
(I+CMC -20D- 48h), receberam 20 doses, assim como o0 grupo Infectado tratado com
silimarina na concentragéo de 2mg/kg (1+Sil 2 -20D- 48h).

O intervalo de 48h entre as doses foi utilizado em todos os grupos inoculados, com
excecdo do (I+Sil 2 -20D- 24h). Os camundongos foram divididos em nove grupos, cada

grupo era composto por um niimero amostral de nove animais.

Os nove grupos do quarto lote experimental eram:

e Normais (N) — animais nao infectados e ndo tratados com Silimarina (ip).

e Normais + Carboximetilcelulose 1% (N+CMC -20D- 48h) — animais ndo
infectados e injetados com carboximetilcelulose a 1% (em solugdo aquosa) a partir
do 45° dia de infecgdo com intervalos de 48 horas entre as doses.

e Infectados (I) — animais infectados e ndo tratados com Silimarina.

e Infectados + Carboximetilcelulose 1% (I1+CMC -20D- 48h) — animais infectados e
injetados com carboximetilcelulose a 1% (em solucgdo aquosa) a partir do 45° dia de
infeccdo com intervalos de 48 horas entre as doses.

e Infectados + Silimarina 10 (1+Sil 10 -5D- 48h) — animais infectados e tratados com
10 mg/kg de Silimarina (ip) a partir do 35° dia de infecgdo com intervalos de 48
horas entre as doses.

e Infectados + Silimarina 10 (I1+Sil 10 -10D- 48h) — animais infectados ¢ tratados
com 10 mg/kg de Silimarina (ip) a partir do 35° dia de infec¢do com intervalos de 48
horas entre as doses.

e Infectados + Silimarina 10 (I+Sil 10 -20D- 48h) — animais infectados e tratados

com 10 mg/kg de Silimarina (ip) a partir do 35° dia de infec¢do com intervalos de 48
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horas entre as doses.
Infectados + Silimarina 10 (I+Sil 10 -25D- 48h) — animais infectados e tratados
com 10 mg/kg de Silimarina (ip) a partir do 35° dia de infec¢do com intervalos de 48
horas entre as doses
Infectados + Silimarina 2 (1+Sil 2 -20D- 24h) — animais infectados e tratados com

2 mg/kg de Silimarina (ip) a partir do 45° dia de infeccdo com intervalos de 24 horas

entre as doses.

O esquema abaixo (Figura 9) ilustra 0 modelo experimental utilizado nesta etapa.
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Figura 9 - Desenho do quarto lote experimental. Diagrama que mostra a distribui¢do dos grupos, o esquema de
inoculacBes e o ponto de eutandsia dos animais durante o quarto lote experimental. Os animais foram infectados
no dia zero (0 d), com excecdo dos grupos (N) e (N+CMC -20D- 48h). Os grupos (1+Sil 10 -25D- 48h), (1+Sil 10
-20D- 48h), (I1+Sil 10 -10D- 48h), (I1+Sil 10 -5D- 48h) foram inoculados com intervalos de 48 horas entre uma
dose e outra, iniciando-se o tratamento a partir do 5°, 15° 35° e 45° dia do experimento, respectivamente.
Contudo, no grupo (I+Sil 2 -20D- 24h) as inoculagdes tiveram inicio a partir do 35° dia do experimento (35 d),
completando 20 inocula¢fes com intervalos de 24 horas entre as doses. Os animais dos grupos | e N nédo
receberam a administracdo do farmaco ou veiculo.
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Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutanasia no 55° dia de infeccdo, visto que a carga
parasitaria utilizada no modelo experimental murino representa nesta fase o apice da forma
aguda da esquistossomiase, caracterizando alteragfes patoldgicas fundamentais, devido a
presenca de ovos nos tecidos que geram uma forte reacdo granulomatosa ao redor destes. A
eutanasia dos camundongos segue a Resolucdo n°® 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria — CFMV (CONSELHO, 2002), sendo assim, 0s
camundongos foram anestesiados em camara contendo éter etilico seguida de deslocamento
cervical. Com excecdo dos soros que foram armazenados em pools de trés animais dos
respectivos grupos, e extraidos através da puncdo do plexo venoso retro-orbital, todos os

demais materiais foram processados e estocados individualmente.

Pesagem dos 0rgéaos

Apés a eutanasia, os camundongos foram necropsiados para analise macroscopica, 0s
bacos, intestinos e figado foram removidos e pesados. O peso de todos os 6rgdos foram
registrados inteiros, em seguida o figado foi fragmentados em trés partes padronizadas para
avaliacdo da quantificacdo de ovos no tecido, dosagem de hidroxiprolina hepatica e

histologia.

Quantificacao de ovos nos tecidos

A digestdo do tecido hepatico, esplénico e intestinal foi realizada visando quantificar a
carga parasitaria entre 0s grupos atraves da determinacdo do nimero de ovos presentes nos
tecidos analisados. Para esta avaliagdo, foi utilizada a técnica descrita por (CHEEVER,
1968a) que consiste em manter os tecidos individualmente em solucdo aquosa de KOH 4%
em temperatura ambiente por 12 horas e com posterior incubacdo em banho-maria a 37° C

por aproximadamente 1 hora para que ocorra a digestdo destes.

Processamento histoldgico

Para a avaliacgdo morfométrica dos granulomas foram realizados ensaios
histopatolégicos a partir dos fragmentos padronizados dos figados dos camundongos. Os
materiais selecionados para histologia foram identificados e acondicionados em cassetes, em
seguida preservados em solucdo de formol tamponado. ApOs 24 horas procedeu-se ao
emblocamento, corte e coloragdo pela Hematoxilina-Eosina (HE). Apos o preparo das laminas

foram avaliadas as areas de infiltrado celular inflamatdrio que apresentavam um ovo central



36

de Schistosoma mansoni, como representado na Figura 10. Para a avaliacdo destes
granulomas hepéticos foi utilizado microscopia de campo claro seguida de captura das
imagens, com o auxilio de um microscépio NIKON ECLIPSE E-200® acoplado a uma video-
camera digital COOLPIX 995® (NIKON), o processamento das imagens foi realizado com o

auxilio do programa Scion Image versdo 4b (Scioncorp - http://www.scioncorp.com).

Figura 10 - Modelo da avaliagdo do infiltrado inflamat6rio granulomatoso periovular. Corte histologico
visualizando um granuloma periovular do tecido hepético corado com hematoxilina-eosina (HE) e mensurado

com o auxilio do programa Scion Image versao 4b.

Dosagem de hidroxiprolina hepatica

A dosagem do aminoacido hidroxiprolina foi realizada visando quantificar a deposicao
de fibrose hepatica entre os grupos, através da oxidacdo do aminoéacido pela cloramina-T —em
tampdo (pH 6,0) contendo acido citrico, &cido acético, acetado de sodio e hidroxido de sodio
— e da unido do cromogeneo formado com o aldeido de Ehrlich em acido perclérico 60%, na
proporcdo de 1:2. Para esta avaliacdo foi utilizada a técnica prescrita por (STEGEMANN e
STALDER, 1967), que consiste em desidratar o figado com acetona por 24 horas, hidrolisar
este material com &cido cloridrico (6N) a 107° C por 16 horas, subsequentemente remover o

acido com um rotavapor e ressuspender em tampdo para adicionar a solugdo de cloramina-T e
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apos 20 minutos a solucdo de aldeido/acido perclorico para posteriormente incubar em banho-
maria a 60° C por 15 minutos. A leitura foi realizada com espectrofotdmetro em absorbancia
de 550nm.

Avaliacéo estatistica

A avaliagdo estatistica dos dados foi feita utilizando-se o programa Excel® versdo 2003
(Microsoft Inc.). Foram calculadas as medias e os desvios padrdo. A comparacdo entre 0S
grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo pareado. Os valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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RESULTADOS

Este trabalho avaliou o efeito da silimarina na infeccdo experimental pelo Schistosoma
mansoni em camundongos isogénicos (BALB/c), sobre os pardmetros parasitologicos,
bioquimicos e histopatoldgicos na fase aguda desta infeccdo. Os resultados obtidos foram
apresentados conforme cada lote experimental. Ao total foram realizados quatro experimentos

em tempos distintos, sendo avaliado o paralelismo entre os grupos de cada lote.

Primeiro Lote Experimental (administracdo oral)

Visando avaliar alguma possivel atividade da silimarina sobre a morbidade da infec¢do
experimental pelo Schistosoma mansoni foi realizado um ensaio piloto utilizando uma
suspensdo oral de silimarina comercial - LEGALON®. A importancia na avaliacéo de uma via
de administracdo que ndo seja agressiva a longo ou médio prazo e principalmente que nao
tenha influéncia nas alteraces anatomopatolégicas desencadeadas pela infecgdo
esquistossomotica no modelo murino, foi avaliada. A utilizacdo de sonda oral para a
administracdo da silimarina no decorrer desta infeccdo possibilitou uma avaliacdo quanto ao
desconforto desta via no modelo experimental utilizado.

Neste lote experimental foram analisados: a variagdo percentual do peso corporal dos
camundongos, curva de sobrevivéncia dos animais, a distribuicdo de ovos no tecido hepatico e

o indice dos o6rgdos (figado e baco).

Percentual do peso corporal dos camundongos

Com o objetivo de verificar possiveis efeitos do Legalon® sobre as alteracbes na
morbidade, como crescimento e desenvolvimento dos camundongos foi realizado, duas vezes
por semana, um acompanhamento do peso corporal durante os 55 dias de duragdo do
experimento. Na Figura 11 esta ilustrada a curva ponderal de todos os grupos, e pode-se
observar que 0s grupos infectados apresentaram um déficit no peso corporal a partir do 40°
DPI, sendo este déficit mais acentuado nos camundongos infectados que receberam
tratamento com 250 mg/kg de Legalon® em intervalos de 24h entre as doses
(I + Leg 250 -10D- 24h), o mesmo observado no grupo normal controle (N + Leg 250 -10D-
24h). As alteragdes organicas observadas nos grupos tratados com 250 mg/kg nao parecem ser

atribuidas apenas a agressividade das constantes inoculagdes, mas também ao volume
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inoculado (0,5 pL).
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Figura 11 - Curva ponderal (1° Lote). Médias percentuais da oscilagdo do peso corporal dos grupos de
camundongos normais e infectados com S. mansoni. O aumento do percentual do peso corporal até o 40° DPI foi
normal para todos os grupos. A curva foi tracada a partir da média dos grupos, 0 “n” para 0s grupos normais foi
6 enquanto os grupos infectados apresentavam (n=9).

Curva de sobrevivéncia

Independente da data de eutanasia pré-definida (55 DPI) foram registradas as mortes
dos camundongos ao longo do experimento, incluindo alteracbes comportamentais dos
mesmos. Ao analisar os resultados obtidos (Figura 12) pode-se notar que os grupos tratados
através de sonda oral com Legalon® apresentaram uma mortalidade de aproximadamente
50%. Esta mortalidade foi observada em todos os grupos infectados e tratados, sendo assim, a
via de administracdo oral neste desenho experimental parece provocar alteragdes organicas,

podendo deste modo, apresentar influéncia sobre os resultados.
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Figura 12 - Curva de sobrevivéncia (1° Lote). Acompanhamento, durante os 55 dias de infeccdo, dos

percentuais de sobrevivéncia. Alteragdes comportamentais também foram consideradas. O “n” para os grupos
normais foi 6, enquanto os grupos infectados apresentavam (n=9).

Distribuicdo de ovos nos tecidos

Com o objetivo de verificar a carga parasitéria foi realizado uma quantificacéo de ovos
presentes no tecido hepatico, através da digestdo deste tecido em KOH 4% como descrito por
(CHEEVER, 1968a). Na Figura 13 pode-se observar que ndo ha diferenca significativa de
carga parasitaria entre os grupos infectados (p>0,05), possibilitando a avaliacdo comparativa

entre todos os grupos infectados ja que estes apresentam a mesma carga parasitaria.
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Figura 13 - Ovos no tecido hepatico (1° Lote). Médias e erros padrdes do nimero de ovos de Schistosoma
mansoni presente no tecido hepatico. Devido a mortalidade ao longo do experimento o nimero amostral para
esta avaliacdo foi (I = 9), (I+Leg 2 -10D- 24h = 6), (I+Leg 10 -10D- 24h = 5), (I+Leg 50 -10D- 24h = 5),
(I1+Leg 250 -10D- 24h = 3). A comparacdo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo pareado.

Média do peso dos Orgaos

Com o objetivo de avaliar o grau de alteracdes hepéticas e esplénicas foram realizadas
pesagens dos mesmos em todos o0s grupos. Estas pesagens foram correlacionadas com o peso
corporal de cada camundongo respectivamente, para obtencdo do indice hepatico e esplénico,
conforme ilustrado na Figura 14. Pode-se notar que o tratamento utilizando concentracdes
mais baixa do produto (2 e 10 mg/kg) proporcionaram reducdo na hepatomegalia
(Figura 14 A). Embora haja uma pequena diminui¢do na esplenomegalia dos grupos tratados,

esta ndo é significativa (Figura 14 B).
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Figura 14 - indices figado e bago (1° Lote). O grafico A e B representam respectivamente os indices do figado e
baco. O nimero amostral para esta avaliagdo nos grupos normais foi n = 6, enquanto os demais grupos foram
(1=9), (I+Leg 2 -10D- 24h = 6), (I+Leg 10 -10D- 24h = 5), (I+Leg 50 -10D- 24h = 5), (I+Leg 250 -10D- 24h =
3). A comparagdo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo pareado, sendo expressa a barra de erro
padrdo das médias. Os valores de p<0,05 foram considerados significativos. * p<0,05 se refere a diferenca entre
os grupos N e I. ** p<0,05 se refere a diferenca entre os grupos infectado no tratado (I) e os grupos infectados
tratados. O valor de “p” expresso no grafico se refere a diferenga entre os grupos (I) e o (I+Leg 50 -10D- 24h).

Segundo Lote Experimental (administracéo intraperitoneal)

Frente aos resultados obtidos no experimento anterior e dadas as dificuldades da
utilizacéo, neste desenho experimental, de inimeras inoculacdes do Legalon® utilizando a via
oral, foi realizada a avaliagdo de uma via de administracdo diferente desta. A via escolhida
para a administracdo do farmaco foi a intraperitoneal, onde ha uma répida absorcdo do
produto devido a localizagdo dos vasos mesentéricos e da veia porta. Para a realizacdo da
avaliacdo da via intraperitoneal foi utilizado o mesmo ndmero de inoculagdes (10 doses) do
experimento anterior, mantendo-se o intervalo de aplicacdo de 24 horas entre as doses. No
entanto, foi adicionado neste desenho experimental grupos normais controles para cada grupo
infectado tratado. Outro diferencial utilizado neste desenho experimental foi a avaliagcdo de
um grupo inoculado com um novo esquema de tratamento (48 horas).

Todos os animais foram inoculados, alternadamente, no quadrante inferior direito e
esquerdo. O angulo utilizado para as injecOes era de 45° e sempre apds a penetracao da agulha
era realizado uma aspiragdo, com 0 objetivo de evitar uma possivel agressdo aos vasos

sanguineos.
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Devido a baixa solubilidade da silimarina, foi utilizado para o preparo deste produto
carboximetilcelulose em &gua para injecdo, com o objetivo de diminuir a velocidade de
sedimentacdo do farmaco, como ja utilizado por Lin, Tsai e Yen (1995) e Huber e
colaboradores (2008). Para garantir a esterilizacdo do produto final a ser inoculado foi
realizado autoclavacdo de todos os materiais utilizados, com excecdo da silimarina. Apos a
obtencdo das preparac@es a serem inoculadas (silimarina em carboximetilcelulose e &gua para
injecdo), amostras dos produtos foram separadas aleatoriamente e submetidas a culturas de
caldo Brain Heart Infusion (BHI) e agar sangue, para realizacdo dos testes de esterilidade.
Nos resultados obtidos ndo foram observados a presenca de microorganismos nos produtos a
serem inoculados, este resultado foi observado em todos 0s demais lotes experimentais.

Para este ensaio foram analisados: a variacdo percentual do peso corporal dos
camundongos, curva de sobrevivéncia dos animais, a distribuicdo de ovos no tecido hepatico,
indices dos pesos dos 6rgdos (figado e bago), tamanho dos granulomas e dosagem de
hidroxiprolina no tecido hepatico.

Percentual do peso corporal dos camundongos

Com o objetivo de verificar possiveis efeitos da silimarina sobre as alteracdes na
morbidade, como crescimento e desenvolvimento dos camundongos foi realizado, duas vezes
por semana, um acompanhamento do peso corporal durante os 55 dias de duracdo do
experimento. Na Figura 15 esta ilustrada a curva ponderal de todos os grupos, e pode-se
observar que o0s grupos infectados apresentaram um déficit no peso corporal a partir do 40°
DPI, 0 mesmo nédo ¢é observado nos grupos normais. Através destes dados pode-se observar
que as constantes aplicagfes intraperitoneais ndo apresentam o mesmo grau de agressividade
(estresse), quando comparado com o experimento anterior no qual foi utilizada a via oral.
Desde modo a via intraperitoneal ndo parece ter influéncia negativa sobre os resultados, ja que

nédo foram observadas alteragcdes organicas nos grupos normais tratados.
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Figura 15 - Curva ponderal dos grupos Normais e Infectados (2° Lote). O grafico A e B representam
respectivamente as médias percentuais da oscilagdo do peso corporal dos grupos de camundongos normais e
infectados com S. mansoni. Todos os grupos eram compostos com n=6. Os grupos normais inoculados e ndo
inoculados apresentaram desenvolvimento semelhantes (Figura 15 A), assim como todos 0s grupos infectados
tratados ou ndo, que apresentam um déficit no desenvolvimento a partir do 40° DPI (Figura 15 B).
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Curva de sobrevivéncia

Independente da data de eutandsia pré-definida (55 DPI) foi realizado o
acompanhamento de alteragbes comportamentais assim como de eventuais mortes dos
camundongos ao longo do experimento. Ao analisar os resultados obtidos (Figura 16),
observa-se que ndo houve mortalidade no decorrer do experimento, confirmando que a via
intraperitoneal ndo parece interferir sobre os resultados, j& que ndo foram observadas

alteracdes comportamentais, assim como mortalidade ao longo deste experimento.
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Figura 16 - Curva de sobrevivéncia (2° Lote). Acompanhamento, durante os 55 dias de infecc¢éo, dos percentuais
de sobrevivéncia. Alteragbes comportamentais também foram consideradas. O “n” para todos os grupos foi 6.

Distribuicao de ovos nos tecidos

Com o objetivo de verificar a carga parasitaria foi realizado uma quantificacdo de ovos
presentes no tecido hepatico, como previamente descrito no Material e Métodos através do
ensaio de quantificagdo de ovos nos tecidos. Na Figura 17 pode-se observar que mesmo com
0 aumento do nimero de ovos neste lote experimental, quando comparado com o experimento
anterior, ndo ha diferenca significativa de carga parasitaria entre os grupos infectados,
possibilitando a avaliacdo comparativa entre todos os grupos infectados j& que estes

apresentam a mesma carga parasitaria.



46

20000+

15000+

100004

Ovos /g Tecido

50004

Figura 17 - Ovos no tecido hepatico (2° Lote). Médias e erros padrdoes do nimero de ovos de Schistosoma
mansoni presente no tecido hepéatico. A comparacdo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo
pareado. O “n” para todos os grupos foi 6.

Média do peso dos Orgéos

A Figura 18 permite observar o efeito da silimarina sobre a evolugdo do quadro
patologico, ja que a hepatomegalia (gréfico A) e a esplenomegalia (gréfico B) séo alteragdes
relevantes na esquistossomiase.

Através dessas avaliacBes pode-se observar que as inoculagfes utilizando silimarina ou
apenas o veiculo (CMC), nos grupos normais, ndao foram responsaveis por promover
alteracbes no indice hepético (Figura 18 A). No entanto, pode-se observar uma reducdo da
hepatomegalia nos grupos infectados tratados com silimarina. Esta reducao foi significativa
apenas nos grupos (1+Sil 2 -10D- 24h), (1+Sil 10 -10D- 48h) e (1+Sil 50 -10D- 24h).

Apesar da reducdo na hepatomegalia, a silimarina ndo parece atuar de forma direta
sobre o indice esplénico dos animais infectados (Figura 18 B). O aumento deste 6rgdo durante
a fase aguda da infeccdo esquistossomética, indica proliferacdo celular que aparentemente nao

foi inibida nem mesmo com as concentracfes mais baixa de silimarina.
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Figura 18 - Indices figado e bago (2° Lote). O grafico A e B representam as médias e os erros padrdes dos
indices do figado e baco, respectivamente. A comparacao entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo
pareado, (n = 6). Os valores de p<0,05 foram considerados significativos. * p<0,05 se refere a diferenca entre os
grupos (N) e (I). ** p<0,05 se refere a diferenca entre os grupos infectado néo tratado (I) e os grupos infectados
tratados. O valor de “p” expresso no grafico se refere a diferenca entre os grupos (I) e o (I+Sil 10 -10D- 24h).
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Dados Histopatoldgicos

Visando avaliar a area dos granulomas hepaticos, foi realizada a captura de imagens que
continham um ovo central evidente. Para a avaliacdo do tamanho dos granulomas foi utilizado
microscopia de campo claro seguida de captura das imagens e processamento com o auxilio
do programa Scion Image versdo 4b. Deste modo, pode-se observar na Figura 19 que o
tratamento com silimarina promove diminuicdo da resposta inflamatoria granulomatosa ao
redor dos ovos. No entanto, esta reducdo foi significativa apenas nos grupos
(I4Sil 2 -10D- 24h), (1+Sil 10 -10D- 24h) e (I+Sil 10 -10D- 48h). Ja que as alteracbes
patoldgicas desta infeccdo sdo decorrentes do processo inflamatorio que ocorre em resposta a
oviposi¢do do parasito, uma menor reacdo inflamatdria é de fundamental importancia na
patogénese da esquistossomiase. No entanto a silimarina ndo parece atuar diretamente sobre a

resposta esplénica (Figura 18 B), mas sim na reacdo inflamatdria do granulomas hepatico.
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Figura 19 - Area dos granulomas hepaticos (2° Lote). Médias e erros padrdes dos granulomas hepaticos expressa
em pm?. A comparacdo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo pareado. * p<0,01 se refere a
diferenca entre os grupos infectado ndo tratado (1) e os grupos infectados tratados. O “n” para todos os grupos foi
6.
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Dosagem de hidroxiprolina

A patologia da esquistossomiase é correlacionada principalmente com a deposic¢do de
fibrose no tecido hepatico, ja que esta infeccdo promove alteragBes significativas no
metabolismo de colageno. Na Figura 20 foi quantificado a hidroxiprolina, um aminoacido
presente em concentracdes elevadas no colageno, utilizado como indicador de fibrose. Na
avaliacdo do comportamento deste 6rgdo frente a administracdo de silimarina, pode-se
observar a reducdo da concentracdo de hidroxiprolina em todos os grupos tratados, contudo,
as diferencas foram significativas apenas nos grupos (I + Sil 2 -10D- 24h),
(I + Sil 10 -10D- 24h) e (I + Sil 10 -10D- 48h). Este dado é corroborado com o efeito da

silimarina sobre a reacdo inflamatoria granulomatosa periovular (Figura 19).
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Figura 20 - Dosagem de hidroxiprolina (2° Lote). Médias e erros padrBes das concentracdes de hidroxiprolina
no tecido hepatico. A comparacgdo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo pareado. *p<0,05 se
refere a diferenca entre os grupos N e I. ** p<0,05 se refere a diferenca entre 0s grupos infectado néo tratado (1)
e 0s grupos infectados tratados. O “n” dos grupos foi composto por 3 pools, sendo cada um constituido por 2
animais.
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Terceiro Lote Experimental (administracéo intraperitoneal)

Os resultados obtidos anteriormente sugerem que a administracdo intraperitoneal ndo
parece ter influencia direta sobre os resultados, ja que a utilizacdo desta via ndo promoveu
desordens organicas ou metabdlicas.

O terceiro lote experimental foi realizado com o objetivo de confirmar os resultados
obtidos do desenho experimental anterior no qual utilizou a via de administracdo
intraperitoneal. No entanto, como o intervalo de aplicacdo pode ter influéncias sobre os
efeitos do medicamento frente a infec¢do esquistossomoética, também foi avaliado esquemas
posolégicos distintos, onde foi respeitado para todos 0s grupos 0 mesmo nimero de doses
(10 inoculacdes), porém os intervalos utilizados anteriormente de 24h entre as doses, foram
substituidos por 48h.

Para este ensaio foram analisados: a variacdo percentual do peso corporal dos
camundongos, curva de sobrevivéncia dos animais, a distribui¢do de ovos no tecido hepatico,
indices dos pesos dos 6rgdos (figado e baco), tamanho dos granulomas e dosagem de

hidroxiprolina no tecido hepatico.

Percentual do peso corporal dos camundongos

A avaliacdo do crescimento e desenvolvimento dos camundongos foi realizada, através
do acompanhamento do peso corporal, realizado duas vezes por semana durante todo o
experimento. Na Figura 21 esta ilustrada a curva ponderal de todos os grupos, e pode-se
observar que os grupos infectados apresentaram um déficit no peso corporal a partir do 40°
DPI, 0 mesmo n&o é observado no grupo normal e normal tratado (N+Sil 50 -10D- 48h).
Confirmando-se que as constantes aplicacOes intraperitoneais ndo parecem ter influéncia
negativa sobre os resultados, j& que ndo foram observadas alteracGes orgéanicas nos grupos

normais tratados.
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Figura 21 - Curva ponderal (3° Lote). Médias percentuais da oscilagdo do peso corporal dos grupos de
camundongos normais e infectados com S. mansoni. O aumento do percentual do peso corporal até o 40° DPI foi
normal para todos os grupos. A curva foi tracada a partir da média dos grupos, todos os grupos eram compostos
de (n=7).

Curva de sobrevivéncia

Independente da data de eutanasia pré-definida (55 DPI) foi realizado acompanhamento
de alteracbes comportamentais, assim como 0 registro de eventuais Obitos. Através da
Figura 22 pode ser observado que ndo houve mortalidade no decorrer do experimento.
Corroborando com a avaliagdo do crescimento e desenvolvimento dos camundongos,
realizada atraves da pesagem dos mesmos (Figura 21). Confirmando-se que a via
intraperitoneal ndo parece interferir sobre os resultados, ja que ndo foram observadas

alteracOes organicas, comportamentais, assim como mortalidade ao longo do experimento.
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Figura 22 - Curva de sobrevivéncia (3° Lote). Acompanhamento, durante os 55 dias de infeccéo, dos percentuais
de sobrevivéncia. Altera¢cdes comportamentais também foram consideradas. O “n” para todos os grupos foi 7.

Distribuicdo de ovos nos tecidos

Com o objetivo de verificar a carga parasitaria foi realizado uma quantificacdo de ovos
presentes no tecido hepatico. Na Figura 23 pode-se observar que ndo ha diferenca
significativa de carga parasitaria entre os grupos infectados, possibilitando a avaliacdo
comparativa entre todos os grupos infectados j& que estes apresentam a mesma carga

parasitaria.
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Figura 23 - Ovos no tecido hepético (3° Lote). Médias e erros padrbes do nimero de ovos de Schistosoma
mansoni presente no tecido hepético. A comparagéo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student nédo
pareado. O “n” para todos os grupos foi 7.

Média do peso dos Orgéos

As avaliacOes das alteracbes hepéticas e esplénicas foram realizadas através das
pesagens dos mesmos, que posteriormente foram correlacionadas com o peso corporal de cada
camundongo respectivamente, para obtencdo dos indices. A Figura 24 apresenta o efeito da
silimarina sobre a evolucdo do quadro patolégico, ja que a hepatomegalia (grafico A) e a
esplenomegalia (gréfico B) sdo alteracOes relevantes na esquistossomiase. Através dessas
avaliacOes pode-se observar uma reducdo da hepatomegalia nos grupos infectados tratados
com silimarina (Figura 24 A). No entanto, esta reducdo foi significativa apenas nos grupos
(1+Sil 10 -10D- 48h) e (1+Sil 50 -10D- 48h). Como ja observado nos experimentos anteriores,
apesar da reducdo na hepatomegalia, a silimarina ndo parece atuar de forma direta sobre o

indice esplénico dos animais infectados (Figura 18 B).
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Figura 24 - Indices figado e bago (3° Lote). O grafico A e B representam as médias e os erros padrdes dos
indices do figado e baco, respectivamente. A comparacao entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo
pareado. Os valores de p<0,05 foram considerados significativos. * p<0,05 se refere a diferenca entre os grupos
N e I. ** p<0,05 se refere a diferenca entre os grupos infectado néo tratado (1) e os grupos infectados tratados. O
valor de “p” expresso no grafico se refere a diferenca entre os grupos (1) e o (I+Sil 10 -10D- 24h). O “n” para
todos os grupos foi 7.
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Dados Histopatoldgicos

Para a avaliacdo do tamanho dos granulomas foi utilizado microscopia de campo claro
seguida de captura das imagens como previamente descrito no Material e Métodos através do
ensaio de processamento histologico. Deste modo, pode-se observar na Figura 25 que o
intervalo de tratamento com silimarina tem influéncia sobre o efeito deste produto na
esquistossomiase. Com a alteracdo do esquema posoldgico para 48 horas, apenas o0 grupo
(I + Sil 10 -10D- 48h) reduziu significativa o infiltrado inflamatdrio. No entanto, assim como
nas avaliagdes anteriores o grupo (I + Sil 10 -10D- 24h), também reduziu a area inflamatéria

granulomatosa.
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Figura 25 - Area dos granulomas hepaticos (3° Lote). Médias e erros padres dos granulomas hepaticos expressa
em pm?. A comparacao entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo pareado. * p<0,01 se refere a
diferenca entre os grupos infectado ndo tratado (I) e os grupos infectados tratados. O “n” para todos os grupos foi
7.
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Dosagem de hidroxiprolina

Corroborando com os resultados obtidos anteriormente, pode-se observar na Figura 26 a
reducdo da concentracdo de hidroxiprolina em todos os grupos tratados com silimarina. No
entanto, a diferenca mais marcante e significativa foi observada no grupo
(I + Sil 10 -10D- 48). Assim, o efeito da silimarina frente a esquistossomiase além de

depender da concentragdo do produto, varia também de acordo com o intervalo de aplicacao.

2.0

1.54
** p=0,08
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Figura 26 - Dosagem de hidroxiprolina (3° Lote). Médias e erros padres das concentracdes de hidroxiprolina
no tecido hepatico. A comparagdo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo pareado. *p<0,05 se
refere a diferenca entre os grupos N e I. ** p<0,05 se refere a diferenga entre os grupos infectado néo tratado (I)
e 0s grupos infectados tratados. O valor de “p” expresso no grafico se refere a diferenca entre os grupos (1) e o
(14Sil 10 -10D- 24h). O “n” dos grupos foi composto por 3 pools, sendo cada um constituido por 2, 2 e 3
animais.
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Quarto Lote Experimental (administracéo intraperitoneal)

O estresse da manipulacdo dos animais, nesta infeccdo, pode influenciar sobre os
resultados, como foi observado com a utilizacdo de inUmeras inoculagdes orais. No entanto,
alteragbes organicas e/ou metabolicas ndo foram observadas frente as avaliagbes do
desenvolvimento e mortalidade dos camundongos manipulados com a via intraperitoneal. A
otimizacdo da via de inoculacdo permitiu a avaliagdo do comprometimento da resposta da
silimarina frente a concentracdo e os intervalos de inoculagfes do produto. Desta forma, os
grupos tratados com as concentragdes de 2 mg/kg inoculados a cada 24 horas e 10 mg/kg a
cada 48 horas, apresentaram reducfes marcantes, sugestivas de menor morbidade.

Contudo, como as reducbes podem ser mais significativas com o tratamento
prolongado, foi realizado o quarto lote experimental. Para avaliar esta possibilidade foram
criados grupos de animais inoculados com 25, 20, 10 e 5 doses de silimarina na concentragao
de 10 mg/kg a cada 48 horas.

Para este ensaio foram analisados: a variacdo percentual do peso corporal dos
camundongos, curva de sobrevivéncia dos animais, a distribuicdo de ovos no tecido hepatico,
indices dos pesos dos 6rgdos (figado e bago), tamanho dos granulomas e dosagem de

hidroxiprolina no tecido hepatico.

Percentual do peso corporal dos camundongos

Os efeitos da silimarina ndo parecem influenciar diretamente no déficit de crescimento e
desenvolvimento provocados pela esquistossomiase, como demonstrado na Figura 27. As
alteracbes organicas observadas através da curva ponderal mostram uma acentuada
diminuicdo do peso corporal em todos os grupos infectados a partir do 40° DPI, corroboram

com 0s experimentos anteriores.
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Figura 27 - Curva ponderal (4° Lote). Médias percentuais da oscilagdo do peso corporal dos grupos de
camundongos normais e infectados com S. mansoni. O aumento do percentual do peso corporal até o 40° DPI foi
normal para todos 0s grupos. Todos 0s grupos eram compostos por nove animais.

Curva de sobrevivéncia

Independente da data de eutanasia pré-definida (55 DPI) foram registradas as datas das
mortes, assim como as alteracbes comportamentais dos camundongos. A Figura 28 mostra
uma taxa de mortalidade de aproximadamente 11% nos grupos (N), (N+CMC -20D- 48h), (1)
e (I+Sil 10 -20D- 48h), diferentemente do observado nos experimentos anteriores onde nao
houve mortalidade. No decorrer deste experimento foram observados: no 7° DP1 uma baixa no
grupo (I+Sil 10 -20D- 48h) devido uma apatia com claudicagdo em decorréncia do
intumescimento na pata, provavelmente ocasionado por uma reacdo de hipersensibilidade que
pode estar associada com o acumulo dos parasitos nos linfonodos axilares dos camundongos,
como observado por (GEORGI, WADE e DEAN, 1987); no 8° e 31° DPI foi excluido um
animal dos grupos (N) e (N+CMC -20D- 48h), devido a alteracGes associadas a inquietagédo

dos animais; e no 21° DPI houve uma morte natural no grupo (1).
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Figura 28 - Curva de sobrevivéncia (4° Lote). Acompanhamento, durante os 55 dias de infeccdo, dos percentuais
de sobrevivéncia. Alteracdes comportamentais também foram consideradas. As baixas ocorreram no 7° DPI no
grupo (1+Sil 10 -20D- 48h), no 8° e 31° DPI nos grupos (N) e (N+CMC -20D- 48h), respectivamente e no 21°
DPI no grupo (1). O “n” para todos os grupos foi 9.

Distribuicio de ovos nos tecidos

A Figura 29 ilustra o ensaio de quantificacdo de ovos no tecido hepético. Pode-se
observar que ndo ha diferenca significativa de carga parasitaria entre os grupos infectados,
possibilitando a avaliagdo comparativa entre todos os grupos infectados ja que estes

apresentam a mesma carga parasitaria.
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Figura 29 - Ovos no tecido hepético (4° Lote). Médias e erros padrdes do nimero de ovos de Schistosoma
mansoni presente no tecido hepatico. O nimero amostral para esta avaliacdo foram (I = 8), (1+Sil 10 -10D- 48h =
8), (14Sil 2 -20D- 24h =8), demais grupos “n = 9”. A comparagdo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de
Student ndo pareado.

Média do peso dos Orgaos

Ao final do experimento foi realizada a pesagem do figado e do baco, para identificacdo
do indice hepatico e esplénico. Deste modo, a Figura 30 permite observar o efeito da
silimarina sobre a evolucdo do quadro patoldgico, ja que a hepatomegalia (gréfico A) e a
esplenomegalia (grafico B) sdo muitas vezes associadas com o comprometimento destes
Orgaos.

Conforme observado, as inoculagBes utilizando apenas o veiculo (CMC), no grupo
normal (N+CMC -20D- 48h) e infectado (I+CMC -20D- 48h), ndo foram responséaveis por
promover alteracbes no indice hepatico (Figura 18 A). No entanto, pode-se observar uma
reducdo da hepatomegalia nos grupos infectados tratados com silimarina. Esta reducéo foi
significativa nos grupos (I1+Sil 2 -20D- 24h), (1+Sil 10 -10D- 48h), (I1+Sil 10 -20D- 48h) e
(1+Sil 10 -25D- 48h). A reducéo do indice hepético dos animais infectados e tratados com
silimarina pode ser reflexo de um menor comprometimento deste 6rgdo. O Unico grupo que
ndo apresentou reducdo significativa foi (1+Sil 10 -5D- 48h). Deste modo, pode-se observar
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que as reducOes sdo mais marcantes com o tratamento prolongado.

Corroborando com 0s experimentos anteriores, apesar da redugdo na hepatomegalia, a
silimarina ndo parece atuar de forma direta sobre o indice esplénico dos animais infectados
(Figura 30 B). O aumento deste 6rgao durante a fase aguda da infeccdo esquistossomatica,

indica proliferacdo celular que aparentemente n&o foi inibida.
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Figura 30 - Indices figado e bago (4° Lote). O grafico A e B representam as médias e os erros padrdes dos
indices do figado e bago, respectivamente. O “n” desta avaliacdo foi (I = 8), (I+Sil 10 -10D- 48h = 8), (1+Sil 2 -
20D- 24h =8), os demais grupos “n = 9”. A comparacdo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student néo
pareado. Os valores de p<0,05 foram considerados significativos. * p<0,05 se refere a diferenca entre os grupos
N e I. ** p<0,05 se refere a diferenca entre os grupos infectado ndo tratado (I) e os grupos infectados tratados. O
valor de “p” expresso no grafico se refere a diferenca entre os grupos (I) e o (I+Sil 10 -10D- 48h).

Dados Histopatoldgicos

Conforme observado na Figura 31, a silimarina foi capaz de reduzir a area do infiltrado
inflamatorio hepatico, significativamente, em todos os grupos tratados. Corroborando com o0s
dados obtidos através do indice hepético (Figura 30 A) pode-se observar que as reducdes sdo

mais marcantes com tratamentos prolongados.
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Figura 31 - Area dos granulomas hepaticos (4° Lote). Médias e erros padrdes dos granulomas hepéaticos expressa
em um?. O “n” desta avaliagéo foi (I = 8), (I+Sil 10 -10D- 48h = 8), (1+Sil 2 -20D- 24h =8), os demais grupos “n
=9”. A comparagdo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo pareado. Os valores de p<0,01 foram
considerados significativos (*).

Dosagem de hidroxiprolina

A quantificacdo de hidroxiprolina utilizada como indicador de fibrose foi expressa na
Figura 32 e pode-se observar a potente atividade antifibrética da silimarina. Deste modo,
observa-se que todos 0s grupos tratados com silimarina promoveram uma reducdo na

deposicao de colageno hepético, e ndo ha diferenca significativa entre os grupos tratados.
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Figura 32 - Dosagem de hidroxiprolina (4° Lote). Médias e erros padrdes das concentragdes de hidroxiprolina
no tecido hepético. A comparagéo entre os grupos foi avaliada pelo teste t de Student ndo pareado. * p<0,05 se
refere a diferenca entre os grupos N e I. ** p<0,05 se refere a diferenga entre os grupos infectado ndo tratado (I)
e os grupos infectados tratados. O “n” dos grupos foi composto por 3 pools.



DISCUSSAO

A esquistossomiase é umas das infec¢des parasitirias de maior morbidade e
mortalidade. Dentre 0s seus agravantes, o mais frequente esta associado com reagOes
inflamatdrias que culminam em subsequente fibrose hepética que conduz a hipertenséo portal.
O aumento na dificuldade circulatéria — devido as reacbes granulomatosas, deposicdo de
coldgeno no tecido hepatico e outros fenémenos ainda ndo plenamente esclarecidos — levam a
formacdo de varizes gastroesofagicas que eventualmente se rompem levando a 6bito um
namero consideravel de pessoas.

A busca de novas estratégias para atenuar o processo reacional inflamatorio e
consequentemente a fibrose hepatica é de fundamental importancia para o tratamento da
morbidade desta infecgdo. Mesmo com o desenvolvimento dos métodos alternativos para as
avaliacdes cientificas — in vitro — a utilizacdo do modelo murino permite avaliar as alteracGes
anatomopatologicas desta infeccdo no organismo como um todo, atraves da perda de peso
corporal, curva de sobrevivéncia, carga parasitaria, hepatoesplenomegalia, infiltrado
inflamatorio granulomatoso e deposicéo de colageno no tecido hepaético.

A realizacdo deste trabalho teve como objetivo a analise dos efeitos da silimarina sobre
a infeccdo aguda experimental murina pelo Schistosoma mansoni, uma vez que este farmaco
apresenta propriedades que podem atuar amenizando os sintomas e as sequelas desta infecgéo.
Este trabalho foi realizado avaliando-se as vias de administracdo oral e intraperitoneal, as
concentragdes de 2 mg/kg, 10 mg/kg e 50 mg/kg, os intervalos de 24h e 48h entre as doses e 0
periodo de tratamento durante a infeccao.

Ao longo das avaliagcbes experimentais, o acompanhamento do peso corporal dos
animais permitiu observar alteracdes organicas que ndo foram remediadas pelo tratamento
com silimarina. Os grupos de animais infectados e ndo-infectados apresentaram ganho de
peso corporal semelhantes até o quadragésimo dia pos-infeccdo. No entanto, a reducdo do
crescimento ponderal, dos animais infectados tratados ou néo, sobretudo parece estar atribuida
principalmente ao inicio da oviposicdo. Como o fator responsavel pela maior parte da
patologia, no hospedeiro definitivo, esta relacionado com a presenga dos ovos nos tecidos
(OTHMAN et al., 2010), as alteracbes no desenvolvimento ponderal dos camundongos
parecem estar diretamente relacionadas com a liberacdo de SEA (antigeno soltvel do ovo).
De acordo com Atta e colaboradores (1981), estes antigenos, promovem o comprometimento

do figado quanto as funcdes relacionadas com o processamento e distribui¢cdo de nutrientes,
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originando alteragdes do metabolismo hepatico. Esta insuficiéncia hepatica é acompanhada
pela elevacdo na expressédo de AST e ALT (SADUN e WILLIAMS, 1966) e a reducdo dos
valores de albuminemia e elevacdo das globulinas (COUTINHO e LOUREIRO, 1960). Outro
fator importante que pode contribuir para o decréscimo na curva ponderal foi demonstrado na
fase pré-postural da infeccdo esquistossomdtica através das alteragdes dos compartimentos
lisossdmicos dos hepatdcitos. Durante os primeiros trinta dias de infec¢cdo Rodrigues (1988)
observou a diminuicdo de triglicerideos, colesterol livre, ésteres de colesterol e
fosfatidilcolina — na membrana destas organelas, demonstrando-se assim, uma maior
fragilidade dos lisossomos na esquistossomiase.

Além dos fatores hepéticos, a infeccdo esquistossomdtica parece provocar alteracoes
funcionais que interferem na absor¢do de glicose no intestino (SADEK, BORGES e
MISZPUTEN, 1986).

Corroborando com os resultados obtidos, varios autores demonstram, em diferentes
linhagens de camundongos que a infecgdo pelo Schistosoma mansoni promove diminuicéo do
peso corporal entre a quinta e a sexta semana de infeccdo (COUTINHO et al., 1992;
FERREIRA et al., 1993; COUTO et al., 2002). A administracdo intraperitoneal da silimarina
ndo promoveu interferéncias na curva ponderal dos grupos normais, assim como dos grupos
infectados. No entanto, a administracéo oral do Legalon®, um dos produtos de silimarina mais
comumente utilizados em ensaios clinicos (RAMASAMY e AGARWAL, 2008), promoveu
alteracdo no desenvolvimento do peso corporal do grupo normal (Figura 11). Esta diminuicédo
da taxa ponderal foi relacionada com o estresse do numero de inoculacdes administradas pela
via oral, ja que a silimarina ndo apresenta efeito colateral baseado em observacdes clinicas
(FLORA et al., 1998).

Com o objetivo de padronizar a via de administragdo para avaliacdo dos efeitos da
silimarina, ao longo da infeccdo foram avaliadas as alteragfes comportamentais e a
mortalidade dos camundongos. A sobreposicdo do estresse das constantes inoculacgdes orais e
da infeccdo esquistossomotica afetou negativamente a sobrevivéncia dos animais. O
percentual de mortalidade de aproximadamente 50% observado nos animais inoculados pela
via oral, ndo se repetiu quando a silimarina foi administrada em animais infectados e tratados
pela via intraperitoneal. Justificando-se assim, a utilizacdo da via intraperitoneal ao longo de
todos os demais lotes experimentais na busca da avaliacdo dos efeitos da silimarina na
patogénese da infeccdo esquistossomatica murina.

As buscas na eficacia do tratamento das lesGes provocadas pelo Schistosoma vao desde
intervencdes cirdrgicas, como a esplenectomia (FERRAZ, BACELAR et al., 2001; FERRAZ,
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LOPES et al., 2001), & tratamentos medicamentosos. No entanto, a eficacia de interferon,
colchicina, pelicinamina e corticdides para o tratamento de injarias hepéticas se deparam com
a incidéncia de profundos efeitos colaterais (LUPER, 1998).

De maneira geral, a administracdo de amplas doses de cortisona durante infeccbes
experimentais utilizando diferentes patégenos resultam em uma depressdo da resisténcia
natural do hospedeiro (LAMBERTUCCI et al., 1989). Em trabalhos anteriores realizados pela
nossa equipe foi avaliado o papel de um glicocorticoide (dexametasona) frente a infeccdo pelo
S. mansoni (PYRRHO, 2001). Ao longo desta avaliacdo pdde-se observar uma mortalidade de
aproximadamente 10% dos animais ndo infectados e tratados com dexametasona. Esta
mortalidade nos grupos normais, atribuida a atividade imunossupressora dos corticoides, ndo
foi observada com o uso de silimarina ao longo das avaliacdes experimentais neste trabalho.

A silimarina apresenta valores muito altos de LDso € ndo é hepatotoxica baseado em
observagdes clinicas (FLORA et al., 1998). No entanto, mesmo tendo-se demonstrados em
animais experimentais efeitos imunossupressores atribuidos a silimarina (GHARAGOZLOO
et al., 2010), as concentracGes inoculadas do produto (2, 10, 50 mg/kg) ao longo dos lotes
experimentais, ndo parecem ter comprometido do sistema imunoldgico dos animais, ja que
ndo houve mortalidade dos mesmos.

As manifestacdes anatomopatoldgicas da esquistossomiase observadas em modelos
experimentais estdo diretamente relacionadas com a intensidade da infecgdo. Para identificar
eventuais variaveis envolvidas na carga parasitaria foi utilizada uma metodologia classica que
permitiu confirmar que na avaliacdo individual de cada lote experimental, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos infectados. J& foi demonstrado no modelo murino que a
acao de glicocorticoides, dependendo da fase de infec¢éo, promove diminui¢do do numero de
parasitos responsaveis pela esquistossomiase (COKER, 1957; HARRISON e DOENHOFF,
1983; HERMETO et al., 1990). Por esta razdo, € de fundamental importancia avaliar a
atividade do farmaco utilizado sobre a carga parasitaria em infecgdes experimentais, ja que
uma reducdo do numero de ovos no tecido hepatico esta relacionada com um menor ndmero
de reacOes granulomatosas e consequente deposi¢cédo de fibrose (CHEEVER et al., 1983).
Dessa forma o medicamento pode apresentar atividade parasiticida ou interferir na capacidade
de oviposicdo das fémeas do parasito, e ndo estar vinculado as alteracdes dos parametros
patoldgicos.

Ao longo dos desenhos experimentais foram administradas doses de silimarina em
diferentes fases da infeccdo; ap6s a maturacdo completa do parasito (1°, 2° e 3° lotes

experimentais); e antes do seu completo desenvolvimento (4° lote experimental). Embora, a
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silibina — componente de maior grau de atividade biologica da silimarina — apresente
atividade antiviral (FERENCI et al., 2008) e potente acdo antibacteriana (LEE et al., 2003),
ndo foi observado qualquer alteracdo na capacidade de oviposi¢do do parasito, tanto no tecido
hepatico, quanto no tecido intestinal dos camundongos infectados (dados ndo mostrados).
Desde modo, a silimarina parece ndo apresentar efeito inibitdrio sobre o desenvolvimento e
fecundidade do metazoario Schistosoma mansoni, possibilitando assim a correlacdo das
alteracbes dinamicas entre os grupos infectados e os grupos infectados tratados com
silimarina.

Do ponto de vista anatbmico, sdo evidentes as manifestacbes patoldgicas da
esquistossomiase ao longo do desenvolvimento do parasito, durante este periodo a resposta
imunologica dominante € mediada pelos linfocitos CD4+ TH1. No entanto, dados
experimentais mostram a exacerbacdo da doenca apds a oviposicdo (ANDRADE e DE
AZEVEDO, 1987). O granuloma esquistossomético é composto por uma inflamacéo
granulomatosa mista (HIRSH e JOHNSON, 1984). Esta populagédo celular heterogénea tem
por finalidade destruir os ovos e sequestrar ou neutralizar os agentes patogénicos produzidos,
levando a fibrogénese no tecido adjacente. Notoriamente nesta fase ha o contraste da
diminuicdo dos componetes TH1 com o surgimento de uma forte resposta TH2 (PEARCE e
MACDONALD, 2002). Com a cronicidade da infeccdo a resposta TH2 ¢ modulada e os
granulomas que se formam ao redor dos ovos sdo menores do que os da fase anterior. Ao
longo deste trabalho foram avaliadas as alteracdes anatomopatoldgicas decorrentes da fase
aguda da esquistossomiase. Os efeitos da silimarina ndo foram avaliados sobre as alteracdes
decorrentes de fase cronica.

Visto que o curso da infeccdo progride em pelo menos trés fases distintas, e a
intensidade e duracdo da infeccdo podem determinar a quantidade de antigenos liberados, e
assim a gravidade da doenca fibro-obstrutiva (BURKE et al., 2009), é de fundamental
importancia a investigagdo do composto silimarina durante a fase cronica, ja que os resultados
obtidos durante a fase aguda s&o sugestivos de menor morbidade.

Alguns trabalhos ja demonstraram que a formagdo dos granulomas, principalmente no
modelo murino, é mediada por uma vigorosa resposta conduzida por linfocitos CD4" TH2,
regulada por citocinas, quimiocinas e varias populacdes de células (FLORES
VILLANUEVA, REISER e STADECKER, 1994; RATHORE et al., 1996; PEARCE e
MACDONALD, 2002). A diminui¢do no tamanho da area do processo reacional inflamatorio
granulomatoso no tecido hepatico dos grupos de animais tratados com silimarina apresentou

variacdes quando relacionados com o0s esquemas terapéuticos utilizados. Os grupos de
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animais tratados com silimarina nas concentragcdes de 2 mg/kg e 10 mg/kg, nos intervalos de
24 e 48 horas, respectivamente, sofreram uma marcante reducdo no tamanho do infiltrado
granulomatoso, indicando uma atividade imunomodulatoéria deste farmaco de acordo com a
posologia. Contudo, também houve diferenca marcante com tratamentos mais prolongados,
deste modo, a area do infiltrado inflamatdrio parece estar inversamente relacionada com o
namero de aplicacdes, visto que quanto maior o nimero de inoculagdes, menor o infiltrado
granulomatoso hepatico.

Estudos recentes relatam que as atividades imunomodulatérias, imunoestimulatorias,
imunossupressoras e antiinflamatérias da silimarina dependem da concentracdo e/ou
procedimento do tratamento (GHARAGOZLOO et al., 2010). Deste modo, pode-se supor que
a concentracdo e o procedimento no tratamento da esquistossomiase utilizando silimarina
possa realmente ter correlacdo com o infiltrado inflamatoério periovular, ja que este farmaco
apresenta recirculacdo enterohepética, o que resulta em um aumento de sua concentragdo nas
células hepaticas maior do que no plasma (RAINONE, 2005).

A relacdo dose-dependente da silimarina observada ao longo deste trabalho, ja foi
avaliada em células T por Johnson e colaboradores (2003). Estes autores demonstraram em
camundongos BALB/c que o tratamento intraperitoneal de silimarina em baixa concentracao,
10 mg/kg, promove a supressdo de linfocitos T CD3*, CD4" e CD8", ja a concentragéo de 250
mg/kg foi responsavel por estimular o processo reacional inflamatorio. Utilizando a mesma
linhagem de animais foi demonstrado que a concentracdo de 25 mg/kg de silibina além de
inibir a injuria hepatica induzida por concanavalina-A (Con A), também promove uma
supressao das células T dependentes e a inibigdo intrahepatica da expressao de TNF, IFN-y,
IL-4 e IL-2, assim como a reducdo de dxido-nitrico sintase induzivel (iNOS) e 0 aumento na
sintese de 1L-10 com a inibicdo da ativacao do fator nuclear Kappa B (NF-kB) (SCHUMANN
et al., 2003).

A resposta efetiva das células T na esquistossomiase € critica para 0 desenvolvimento
do granuloma e a sobrevivéncia do hospedeiro (BURKE et al., 2009). A resposta TH2
caracteriza-se pelo aumento na expressdo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (WILSON et al.,
2007). O papel da citocina IL-4 na esquistossomiase parece determinar o tamanho do
granuloma e a proliferacdo do perfil TH2, assim como a producdo das citocinas IL-5 e I1L-13
(CHEEVER, WILLIAMS ET AL., 1994). Ja a citocina IL-5, necessaria para o recrutamento dos
eosindfilos, parece contribuir para a polarizagdo da resposta imune TH2 (MOSMANN e
COFFMAN, 1989; REIMAN et al., 2006). A acdo dose-dependente da silimarina sobre a

diminuicdo na sintese de IL-4, somado a sua capacidade de aumentar a sintese de IL-10
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(SCHUMANN et al., 2003) parece explicar, em parte, a atividade imunomodulatoria
observada através do infiltrado inflamatério granulomatoso neste trabalho. A interleucina
IL-10 tem sido implicada com propriedades antiinflamatérias que regulam as funcdes das
células linféides e mieldides, sendo reconhecida pela capacidade de suprimir as funcdes
efetoras de macréfagos e linfocitos T (MOORE et al., 1993; SARAIVA e O'GARRA, 2010).
Lamentavelmente, por erro metodolégico a dosagem das citocinas no soro dos animais
tratados, ou ndo, com silimarina ndo foi satisfatoriamente obtida.

Estudos em animais experimentais demonstram que a resposta granulomatosa ao redor
dos ovos se desenvolve com uma acumulagdo gradual de células mononucleares, neutréfilos e
eosindfilos (HSU et al., 1972), que levam a formacdo de microabscessos neutrofilicos
caracteristicos do estagio exsudativo. Com a maturacdo do granuloma surgem na periferia
histiocitos e células epitelidides que gradualmente substituem as zonas leucocitarias, assim
como fibrdcitos que gradualmente formam uma zona externa ao redor dos histiocitos e das
células epitelidides (HURST, WILLINGHAM e LINDBERG, 2000). Com a degeneracgdo e
desintegracdo dos ovos, os fibrocitos e as fibras de colageno se tornam mais proeminentes, 0s
linfdcitos, histidcitos, plasmdcitos e alguns eosinofilos formam uma zona adicional na
periferia do granuloma (BURKE et al., 2009). Contudo, a éarea do infiltrado inflamatério tem
sido associada positivamente com a deposicao de fibrose no tecido hepatico (FANNING et
al., 1981; CHEEVER et al., 1987; CHESNEY et al., 1998). Em consequéncia da resposta ao
processo inflamatdrio granulomatoso neste tecido, ha uma deposicdo da fibrose periovular e
periportal (ANDRADE, 2009). Os resultados aqui expostos mostram que 0S animais
infectados e tratados com silimarina que apresentaram menores infiltrados inflamatérios ao
redor dos granulomas também apresentam uma producdo diminuida de fibrose no tecido
hepéatico (como observado nas Figuras 31 e 32). O percentual de reducdo na deposicdo de
fibrose foi diretamente proporcional ao nimero de inoculagdes, onde 10 doses reduziram
27,73%, 20 doses 29,22% e 25 doses 32,85%. Corroborando com estes dados, Boigk e
colaboradores (1997), Jia e colaboradores (2001) e Lin e colaboradores (2008) ao avaliarem a
atividade antifibrética da silimarina em diferentes hepatopatias, observaram reducfes nos
niveis de colageno hepatico de 35, 35 e 25 %, respectivamente. Embora estes resultados
possam ser explicados pelo efeito indireto das atividades antiinflamatorias e
imunomodulatorias discutidas acima, também pode estar relacionado diretamente ao papel
antifibrotico da silimarina.

E interessante notar que apesar dos tratamentos prolongados estarem associados com

reducdes significativas sugestivas de menor morbidade, o tratamento utilizando 5 doses de
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10 mg/kg de silimarina foi responsavel pela maior inibi¢do na concentracdo de colageno no
tecido hepatico. Desde modo, esta atividade antifibrética da silimarina observada através da
quantificacdo de hidroxiprolina parece ser parcialmente reversivel, jA& que esta acentuada
reducdo observada no grupo (I+SIL 10 -5D- 48h) ndo apresentou a mesma expressdo nos
tratamentos prolongados, possivelmente relacionada com vias alternativas no complemento
das reacdes inflamatdrias e/ou fibréticas. Contudo, tal dado parece paradoxal e necessita de
novas avaliacGes pelo nosso grupo.

Avaliacdes em modelos experimentais mostram que a resposta inflamatéria é essencial
para a sobrevivéncia dos camundongos, como demonstrado por Amiri e colaboradores (1992)
que correlacionaram a total auséncia de infiltrado inflamatério periovular com o aumento da
necrose hepética e consequentemente mortalidade. Nos ensaios realizados neste trabalho, foi
observado que a modulacdo nas areas dos granulomas e a menor deposi¢do de fibrose nao
proporcionaram aumento na necrose hepética, assim como na taxa de mortalidade. A relacéo
entre uma reagdo granulomatosa insuficiente e as lesbes no tecido hepatico podem ser
avaliadas através dos marcadores especificos das células hepéaticas, como as enzimas liberadas
em decorréncia de algumas hepatopatias. A silimarina € utilizada como controle positivo na
descoberta de novos farmacos que atuem sobre hepatopatias, principalmente por estabilizar e
regular a permeabilidade da membrana celular (CHANNABASAVARAJ, BADAMI e
BHOJRAJ, 2008).

Muitos fatores sdo relacionados com o processo imunoldgico, antiinflamatério e
antifibrotico na esquistossomiase. Varios genes de codificacdo dos fatores de transcricdo estdo
envolvidos na atividade de regulacdo dos linfcitos T. Em particular, o NF-kB, um regulador
pleiotropico que coordena a expressdo de varios genes envolvidos na inflamagdo, morte,
diferenciacdo e crescimento celular (RAMASAMY e AGARWAL, 2008). Inimeros estudos
demonstram que a silimarina é um potente inibidor deste fator de transcricdo (RAMASAMY
e AGARWAL, 2008; GHARAGOZLOO et al., 2010). A relacao entre a ativacdo do NF-xB e
a fibrose periportal induzida pelo Schistosoma mansoni foi recentemente demonstrada através
da observacdo de 40 pacientes diagnosticados com esquistossomiase hepatoesplénica (BRAZ
et al., 2010). Estes autores mostraram que a ativacdo insuficiente do complexo NF-xB
aumenta efetivamente a apoptose das células estreladas hepaticas (HSCs). De modo que, a
inibicdo ou diminuicdo da acdo de NF-kB pode estar relacionada com o numero de HSCs
ativadas e a consequente reducdo de fibrose associada a estas células. Talvez este seja um
mecanismo que explique, ao menos parcialmente, a acdo da silimarina reduzindo a fibrose

neste trabalho.
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Além do mais, Lin e colaboradores (2007) avaliaram o efeito da administracdo oral da
silimarina misturada com carboximetilcelulose em ratos com fibrose hepética induzida por
dimetilnitrosamina e observaram uma reducdo significativa na deposicdo de fibrose no tecido
hepatico com uma diminui¢do dos marcadores de células estreladas a-SMA e da translocacao
nuclear de NF-xB. Além destes resultados foi observado ainda uma redu¢do nos niveis de
MRNA de TGF-B1, a-SMA, cadeia a2 do colageno tipo I, iNOS e ICAM-1. Contudo,
diferente dos autores acima citados, ja foi demonstrado que a ativacdo do NF-«kB contribui no
processo inflamatdério dos macrdéfagos hepaticos, porém ndo parece ser essencial para a
proliferacdo e ativacdo das HSCs (SON et al., 2007).

As células estreladas estéo diretamente envolvidas nas alteracfes patoldgicas que levam
ao desenvolvimento da fibrose hepatica (WASMUTH e WEISKIRCHEN, 2010). A ativagdo
destas células por fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas produzidas pelos efetores
inflamatorios como os linfocitos T e as células de Kupffer, resultam na perda da capacidade
das HSCs de armazenarem retindides e na consequente ativacdo destas células em
miofibroblastos contrateis, que além de se tornarem a principal via fibrogénica hepatica,
podem ampliar a resposta inflamatéria, induzindo a infiltracdo de leucocitos mono e
polimorfonucleares, produzindo peptideo quimiotatico de monécitos (MCP)-1, CCL-21,
RANTES e CCR5 (FRIEDMAN, 2008). Estas quimiocinas podem estimular a proliferacédo ou
apoptose dos linfocitos (BONACCHI et al., 2003; KOBAYASHI et al., 2003). O efeito
antifibrotico da silimarina em hepatopatias experimentais é provavelmente mediado pela
inibicdo das células estreladas (CROCENZI e ROMA, 2006). A utilizacdo da silimarina
parecem envolver 0os mecanismos de inibicdo da expressdo do procolageno alpha 1 (1),
metaloproteinases | e a citocina profibrogénica TGF-p1 (FUCHS, WEYHENMEYER e
WEINER, 1997; JIA et al., 2001). Além destes mecanismos, a silibina parece inibir as células
de Kupffer, responsaveis pela proliferacdo e ativacdo das células estreladas, por inibir a via 5-
lipoxigenase (DEHMLOW, ERHARD e DE GROOT, 1996). Além disso, o né&o
desenvolvimento de fibrose hepatica grave na esquistossomiase ha muito € relacionado com a
deficiéncia da interleucina IL-13 no modelo murino (FALLON et al., 2000), o que justificaria
a avaliacdo da silimarina frente esta infeccdo, ja que trabalhos recentes confirmam a
capacidade da silibina em diminuir significativamente os niveis de varias citocinas e
interleucinas, incluindo a IL-13 (47% de reducdo) (TYAGI et al., 2009). Os resultados
presentes neste trabalho podem ser explicados por vérios dos fatores acima citados. Novos
ensaios serdo realizados por nosso grupo com o0 objetivo de elucidar 0os mecanismos

envolvidos com a reducdo do tamanho dos granulomas e da fibrose hepatica pela silimarina.
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Os comprometimentos organicos causados pela esquistossomiase podem afetar varios
0rgdos, a patologia é relacionada com a capacidade dos ovos em estimularem uma resposta
reacional inflamatoria exacerbada, com consequente deposicdo de colageno. A éarea do
granuloma hepatico pode ser cem vezes maior do que a do ovo (LEAO et al., 1997). No
entanto, a presenc¢a do granuloma associada a deposicao de fibrose amplificam as alteragoes
anatomopatologicas, associadas com hepatoesplenomegalia (principal indicador da morbidade
da doenca). Estes parametros também foram avaliados, no final do tratamento, através dos
indices hepaticos e esplénicos. Assim, como 0s animais tratados com silimarina que
apresentaram uma menor area no infiltrado inflamatorio e menor deposi¢cdo de colageno
hepético, também foi observado uma diminui¢do do indice hepatico. Deste modo, a reducéo
da hepatomegalia observada parece ter correlacdo com o processo granulomatoso e a
deposicdo de fibrose, como ja demonstrado anteriormente (FANNING et al., 1981;
CHEEVER et al., 1987; CHESNEY et al., 1998). A reducdo do peso do figado dos animais
tratados com silimarina pode refletir na diminuicdo da hipertenséo portal, consequentemente
menor morbidade nesta patologia.

A relacdo da silimarina sobre o processo inflamatério tem sido amplamente avaliada
(GHARAGOZLOO e AMIRGHOFRAN, 2007; POLYAK et al., 2007; KUO e JAN, 2009;
GHARAGOZLOO et al., 2010). Porém, a diminui¢do do infiltrado inflamatério periovular
hepatico, ndo parece ter relagdo com uma possivel atividade da silimarina sobre o tecido
esplénico, ja que nao foi observado diferencas quanto ao indice do baco. Este fato indica que
o efeito da silimarina sobre a modulacdo periovular esta provavelmente relacionada com a
reacdo granulomatosa em si e ndo sobre o processo inflamatdério em geral, que com muita
frequéncia leva a esplenomegalia. Como tem sido enfatizado por Lambertucci e colaboradores
(2001) ao observar que a esquistossomiase pode ser encontrada com ou sem esplenomegalia.

Devido ao grande numero de propriedades descritas a silimarina as analises de seus
componentes isolados estdo sendo cada vez mais investigadas. O complexo silimarina é
constituido por aproximadamente 65-80% de flavolignanas, pequena quantidade de
flavonoides e cerca de 20-35% de 4&cidos graxos e outros compostos polifendlicos
(RAMASAMY e AGARWAL, 2008). No entanto, a amplitude das atividades dos
constituintes deste produto podem potencialmente prevenir e/ou amenizar indmeras
patologias. Atualmente, as pesquisas cientificas buscam relacionar os diversos aspectos do
potencial terapéutico da silimarina com neoplasias, infec¢des virais, bacterianas e parasitarias.

A discuss@o sobre a compreensdo dos mecanismos imunopatogénicos elucidadas nos

camundongos ndo sdo facilmente comparadas com os mecanismos dos seres humanos, de



73

modo que o conhecimento da resposta na esquistossomiase em humanos esta longe de
terminar (BURKE et al., 2009). No entanto, os mecanismos envolvidos nas propriedades da
silimarina no modelo murino podem auxiliar a elucidar a progressdo desta morbidade, e assim
minimizar as alteracbes anatomopatologicas da fase cronica, principal determinante dos
indices de mortalidade desta infecgéo.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o tratamento com silimarina leva a
uma reducao do processo granulomatoso periovular e a uma reducéo da fibrose hepatica. Tais
resultados, aliados a menor hepatomegalia podem refletir na diminuicdo da morbidade desta

importante infeccdo parasitaria, a esquistossomiase.



CONCLUSAO

A administracdo de silimarina pela via oral promoveu reducdo da hepatomegalia nas
concentragOes de 2, 10 e 50 mg/kg. No entanto, esta via se mostrou inapropriada para este
modelo experimental, como demonstrado pelo comprometimento orgénico dos animais,
avaliado através da curva ponderal e taxa de mortalidade. Com a administracdo de silimarina
pela via intraperitoneal foi observada uma reducédo do infiltrado inflamatério granulomatoso
periovular, da deposicdo de fibrose hepética (quantificada pela dosagem de hidroxiprolina), e
da hepatomegalia. Estes resultados sdo relacionados com uma menor morbidade na
esquistossomiase.

O prolongamento do tratamento durante a fase aguda da infeccdo pelo S. mansoni,
utilizando as concentragdes de 2 e 10 mg/kg de silimarina administradas em intervalos de 24 e
48 horas, respectivamente, promovem redugdes ainda mais significativas. Como na fase
crbnica da infeccdo esquitossomética a fibrose € mais acentuada, acredita-se que os resultados

do tratamento com a silimarina na referida fase poderdo ser ainda mais marcantes e benéficos.
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