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ALMEIDA, A. F. G. Glomerulopatia Esquistossomética: Comportamento das alteragdes em
camundongos infectados pelo Schistosoma mansoni, antes e depois do tratamento com
Praziquantel. 121 f. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto de

Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2013.

RESUMO

A esquistossomose € um grave problema de salde publica causado pelo helminto
Schistosoma mansoni, sendo uma das endemias parasitarias de maior prevaléncia no Brasil.
Apresenta diversas formas clinicas passiveis de serem reproduzidas em modelos experimentais.
A lesdo renal da glomerulopatia esquistossomética estd associada ao antigeno parasitario que,
em consequéncia da presenca de hipertensdo portal e formacdo da circulacdo colateral,
permitem que complexos imunes sejam depositados em glomérulos renais, desencadeando um
processo inflamatorio progressivo. O objetivo do trabalho foi avaliar o comportamento das
alteracOes renais em camundongos infectados pelo S. mansoni, antes e apds o tratamento com
praziquantel, a fim de observar a resposta a presenca dos complexos imunes e a0 processo
inflamat6rio formado na glomerulopatia. Foram organizados 3 grupos de camundongos
BALB/c de ambos 0s sexos: grupo controle intacto (10 animais), grupo de reinfectados tratados
(35 animais) e grupo de reinfectados néo tratados (35 animais). A avaliacdo da estrutura renal
foi analisada através da microscopia Optica, observando a histologia glomerular com as
coloracbes de HE, PAS e PIFG, através da imunofluorescéncia marcando 1gG e antigeno de
Nash, e da microscopia eletronica de transmissdo com emprego da morfometria para avaliar
areas de depdsito de complexos imunes. Foram analisadas, também, a carga parasitaria, 0 peso
do figado, a presenca dos vermes nas veias mesentéricas e a estrutura fisica dos érgdos. Os
resultados demonstraram significativa reducdo da carga parasitaria, do peso do figado, das
alteracBes estruturais nas observacOes histoldgicas e dos depdsitos de complexos imunes em
area e marcagdo no tecido renal, apds tratamento com praziquantel. O tratamento especifico
reverteu 0s processos iniciais de agressdo renal na glomerulopatia do modelo experimental,
embora em alguns poucos camundongos, ap0s a quimioterapia, a doenca se manteve. Os
achados deste trabalho reforcam a possibilidade de que o estado normal de estrutura renal pode
ser restabelecido com o tratamento antiparasitario, desde que ministrado logo que se instala a

glomerulopatia esquistossomética clinica.

Palavras-chave: esquistossomose, glomerulopatia, antigeno, praziquantel.



ALMEIDA, Ana Flavia Gottschall de. Schistosomal glomerulopathy: Changes observed in
mice infected by Schistosoma mansoni before and after treatment with Praziquantel. 121 f. il.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is an important public health problem due to infection with the
helminth Schistosoma mansoni, which is also one the parasitic diseases listed as highly
prevalent in Brazil. It presents several clinical forms, which are susceptible of experimental
reproduction in mice. The lesion involving the kidney — Schistosomal glomerulopathy — is
related to the presence of circulating parasite antigens, which can be attached to circulating
antibodies to form antigen-antibody complexes with glomerular deposition. However, in the
presence of portal hypertension and collateral circulation, these antigen complexes, can
bypass macrophage clearance and reach the systemic circulation, thus coming to be deposited
within the renal glomeruli, starting a progressive inflammatory process. The aim of this
research was to evaluate renal changes in mice infected with S. mansoni, before and after
treatment with praziquantel, through the presence of immune complexes in the glomeruli, and
its correlation with the glomerular changes shown. BALB/c mice infected, infected and
treated mice and non-infected groups were evaluated. Besides the evaluation of the renal
changes by optical microscopy (HE, PAS, PIFG), immunofluorescence (IgG and Nash
antigen) and transmission electron microscopy, a morphometric study of the areas containing
immune complexes was also attempted. Besides parasite burden, liver weigh, number of
worm pairs within mesenteric veins, and organs physical structure, were also evaluated.
Results showed a considerable reduction of parasite burden, liver weigh, structural changes in
histological observations, of immune complex deposits in area and marking in renal tissue,
after treatment with praziquantel, in the majority of the treated animals. The findings of this
study support the possibility that the normal condition of renal structure can be restored with
antiparasitic treatment, if this treatment begins as soon as the schistosomal glomerulopathy

manifests.

Key-words: schistosomiais, glomerulopathy, antigen, praziquantel.
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1 INTRODUCAO

Dentre as doencas endémicas no Brasil, a esquistossomose mansénica possui grande
importancia socio econémica, com grande distribuicdo geografica, tendo papel de destaque
entre as parasitoses, alta prevaléncia entre as popula¢Ges que podem apresentar diferentes
formas clinicas e indices significantes de morbidade e mortalidade.

A esquistossomose é uma doenca antiga. Existem indicios da presenca de ovos do
parasita em mumias egipcias de milhares de anos atrds. Apds mais de 150 anos de sua
descoberta, 0 Schistosoma, ainda vem sendo objeto de muitos estudos. Ainda muito se tem a
descobrir e estudar sobre o assunto, uma vez que a descoberta de farmacos eficientes, aces
de informacbes e saneamento basico tém resultado em efetiva diminuicdo dos casos,
principalmente dos casos graves da doenca, a esquistossomose estd longe de ter sido
erradicada. Talvez maiores empenhos politicos em promover o saneamento e a educacdo,
sejam necessarios em areas de alta prevaléncia.

No Brasil, a esquistossomose estd presente em quase todos os Estados da Federacao, e
apresenta uma unica espécie responsavel pela doenca, 0 S. mansoni, que encontrou aqui um
ambiente bastante favoravel para se estabelecer. Este parasita apresenta um ciclo biol6gico
complexo e possui uma notavel interacdo adaptativa com seus hospedeiros intermediarios e
definitivos, bem como com o ambiente varidvel no qual ocorre o ciclo de vida. Esta parasitose
é uma doenca de grande interesse médico, por apresentar fases progressivas e agressivas ao
seu hospedeiro definitivo.

As interacBes bioldgicas do parasita com o hospedeiro, 0s respectivos processos
inflamatorios e o acometimento dos 6rgdos, o recrutamento dos componentes imunoldgicos
qgue contribuem no aparecimento das lesbes na doenca, juntamente a repercussdo do
tratamento especifico, envolvem o estudo do processo de desenvolvimento da
esquistossomose mansonica. A doenga provoca lesdes, cujas alteracbes morfoldgicas sdo bem
descritas na literatura, nos quais complexos imunes estdo relacionados ao desencadeamento
de processo inflamatério renal e glomerulopatia na parasitose. A reducdo de complexos
imunes decorrente de tratamento especifico antiparasitario, pode ser indicio de reducdo de
atividade inflamatoria renal, o que demonstram diminuigéo da atividade da doenga. Algumas
descricdes e autores sdo citados a seguir para referenciar o contetido introdutorio ao estudo da
esquistossomose, assim como ao assunto especifico de que trata o presente trabalho

experimental.



16

A grande importancia deste trabalho esta na busca de ampliar o conhecimento sobre a
fase crbnica da doenca, o que envolve a glomerulopatia. As alteracdes provocadas pela
esquistossomose e a intervencdo com quimioterapia especifica em modelo murino podem

direcionar a uma extrapolacéo para medidas de controle eficazes em casos clinicos graves.

1.1 AESQUISTOSSOMOSE: HISTORIA E EPIDEMIOLOGIA

A esquistossomose é uma doenca infecto parasitaria causada por platelmintos da
classe Trematoda, familia Schistomatidae, dividida em duas subfamilias: Brilharzielinae e
Schistosomatinae. A familia Brilharzielinae apresenta sexos separados, sendo a primeira
subfamilia sem dimorfismo sexual, parasitando 0s vasos sanguineos de aves e alguns
mamiferos, entdo, sem interesse médico. A segunda subfamilia, por sua vez, inclue os vermes
com nitido dimorfismo sexual, com espécies que parasitam o homem e animais (NEVES et.
al., 2010).

Bilhartz em 1852 descreveu pela primeira vez um parasita intravascular, cujo género
foi posteriormente designado por Weinland, como Schistosoma, que significa corpo fendido.
Apesar de o nome “fenda” ser incorreto, ja que o sulco presente no corpo do helminto macho
é formado por extremidades laterais que se dobram no sentido ventral, a denominacéo é aceita
até hoje. J& em 1907, a denominacdo da espécie S. mansoni coube a Sambon (da equipe de
Patrick Manson, SOUSA, 2009), que se adiantou descrevendo uma nova espécie ao examinar
poucas amostras de fezes. Nessa mesma época na Bahia, Piraja da Silva, com observacdes
similares e independentes, examinou numerosas amostras de fezes e necropsias, e pode
confirmar que o Schistosoma que produzia ovos com espordo lateral e vivia nas veias
mesentéricas era realmente uma nova espécie (KATZ, 2008; NEVES et. al., 2010).

Iniciam-se as pesquisas sobre a esquistossomose mansoni na Bahia em 1908, quando
Piraja da Silva publica seu primeiro trabalho sobre a descoberta do parasita no estado
(ANDRADE, 2002). Depois, varios outros trabalhos, inclusive do préprio Piraja da Silva,
foram publicados contribuindo para o conhecimento sobre manifestacdes clinicas,
diagndsticos, caracteristicas e consolidagdo da especie, repercussdo internacional,
distribuicdo, dados parasitoldgicos e varios outros aspectos da doenca.

Todos esses trabalhos vieram demonstrar que a esquistossomose, pela magnitude de
sua prevaléncia associada a gravidade das formas clinicas e evolucdo, constitui-se um
relevante problema de saude publica (ANDRADE, 2002; SOUZA, et. al. 2011; COUTO,



17

2005). A esquistossomose é caracterizada pela epidemiologia focal, com maiores taxas de
infeccdo em jovens do que em adultos (GRYSEELS et. al. 2006).

Estima-se que cerca de 200 milhdes de individuos no mundo estejam infectados por
uma das trés espécies principais do género Schistosoma que parasitam seres humanos: o S.
mansoni, o S. haematobium e o S. Japonicum (BINA & PRATA, 2003; CHIEFFI &
WALDMAN, 1988; MCMANUS & LOUKAS, 2008; SOBH et. al., 1998). Outros 779
milhdes, aproximadamente, estdo sob o risco de contrair a doenca (STEINMANN et. al.,
2006; MALAFAIA, 2009). Entre os varios tipos de esquistossomoses conhecidas, aguela que
mais se disseminou, atingindo inclusive o continente americano, foi a esquistossomose
mansbnica (ARIADNA et. al., 2001), figura 1. Apesar das transformacOes, sobre o
conhecimento, prevencdo e o tratamento da esquistossomose, ocorridas ao longo dos anos
terem resultado em uma nitida diminuicdo na morbidade e mortalidade desta doenca
parasitaria, decorréncia dos progressos terapéuticos e de melhorias ambientas, descritas por
Andrade no livro “S. mansoni e esquistossomose: uma visdo multidisciplinar” (2008), a
doenca é ainda um grave problema, sendo considerada uma das endemias mais difundidas no
mundo.

A esquistossomose apresenta distribuicdo em 74 paises, sendo que 120 milhGes de
pessoas infectadas sdo sintomaticas e 20 milhdes estdo com a forma grave da doenca. Em
termos de morbidade e mortalidade é considerada a mais importante infeccdo helmintica
(MCMANUS & LOUKAS, 2008).

5 mansoni
S haematobivm
M Sintercalatum
5 japonicum
W Smekongi
Mixed 5§ hadematobium/S mansoni
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[ Great rivers and lakes { 1]
A { \ /
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Figura 1 — Distribuigdo Global das esquistossomoses. Principais focos: S. mansoni, area sub-

saariana, nordeste do Brasil, Suriname, Venezuela, Caribe, médio e baixo Egito, Peninsula
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Arébica; S. haematobium, &rea sub-saariana, vale do Nilo no Egito e Suddo, o Magrebe da
Peninsula Arabica; S. japonicum ao longo da regido central e lagos do rio Yangtze na China;
Mindanao, Leyte, e algumas outras ilhas nas Filipinas; Indonésia; S. mekongi — regido central
da bacia do Mekong no Laos e Camboja; S. intercalatum na Africa ocidental e central.

Fonte: Dados atualizados e corrigidos por Gryseels et. al. 2006, p. 1108, a partir de
Doumenge e Mott (traducéo livre).

O S. mansoni € o agente da esquistossomose intestinal. Conhecida popularmente como
“xistose”, “barriga-d’agua” ou “mal-do-caramujo”, a esquistossomose mansonica ¢ uma
doenga tropical que acomete mais de 70 milhdes de pessoas no mundo, afetando
principalmente dois continentes, as Américas (Brasil, Suriname, Venezuela, Porto Rico e
algumas ilhas do Caribe) e a Africa (em quase toda sua extensdo, abrangendo 53 paises), além
de alguns paises mediterraneos (KATZ, 1999; MCMANUS & LOUKAS, 2008).

Originando-se provavelmente no Egito, a esquistossomose mansonica espalhou-se
pelo territorio africano, seguindo o curso dos grandes rios. Os autores acreditam que a
esquistossomose tenha chegado ao Brasil trazida pelos escravos provenientes da Guine,
Angola e do Congo, os quais se estabeleceram nas areas de producao canavieira do Nordeste
brasileiro, onde existiam condic¢des bioecoldgicas para completar o ciclo evolutivo do parasita
(CHIEFFI & WALDMAN, 1988). Segundo Neves e colaboradores (2010) o ciclo bioldgico
foi descrito, inicialmente no Brasil, por Lutz, e no Egito, por Leiper, independentemente.

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude em 2008, a doenca ja era detectada
em todas as regides do pais. As areas endémicas e focais abrangem 19 unidades federadas,
como demonstradas na figura 2, atingindo os estados de: Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais. No Pard, Maranhao, Piaui,
Ceard, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Goias e no
Distrito Federal, a transmissdo é focal, ndo atingindo grandes areas. A ocorréncia e
distribuicdo da esquistossomose nas diferentes regides do pais estdo diretamente ligadas a

presenca dos moluscos transmissores.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86821999000600014&lng=en&nrm=iso&tlng=en
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Figura 2. Areas endémicas e focais da esquistossomose mansoni - Brasil.

Fonte: MS/SVS, GT-Esquistossomose/CDTV/CGDT, 2008.

Segundo dados do SINAN, atualizados em 2011, a grande maioria dos casos
notificados no Brasil encontram-se na regido Nordeste, com cerca de 78% do total, sendo que
a maior parte dos individuos infectados desenvolvem apenas a forma leve da doenga. Estima-
se que 25 milhdes de pessoas no Brasil vivem em areas sob o risco de contrair a doenca,
tornando o pais uma das maiores regides endémicas da esquistossomose mansdnica em todo o

globo.

1.2 ASPECTOS GERAIS

A esquistossomose mansonica € adquirida no ambiente, quando o individuo entra em
contato direto com algum sistema de 4gua doce contaminada, o qual abriga as formas larvares
infectantes do S. mansoni, conhecidas como cercarias. Ao alcancarem a pele do homem, as
cercarias fixam-se preferencialmente entre os foliculos pilosos, com as duas ventosas e uma
substancia muco proteica secretada por suas glandulas (NEVES et. al., 2010; SOUZA et. al.,
2011; REY, 2002). Em um processo ativo de penetracdo dérmica, tomam a posicdo vertical
apoiadas por sua ventosa oral e, com movimentos vibratérios intensos, utilizando a enzima

proteolitica elastase secretada pelas glandulas de penetracdo, as cercérias vencem as barreiras
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dérmicas. Ao penetrarem, atraves da pele ou por mucosas, perdem suas caudas bifurcadas e
como esquistossomulos migram para o tecido subcutaneo, entram nos capilares e vasos
sanguineos ou linfaticos e seguem para os pulmdes (MCMANUS & LOUKAS, 2008).

O esquistossémulo é mais vulneravel ao sistema imune do hospedeiro (FLANNERY,
2003; TERRY, 1994; RIDI et. al., 2001). Eles permanecem nos pulmdes até se transformarem
em vermes jovens. Decorridos 17 dias de infeccdo, esses vermes migram para o sistema
venoso portal, por via sanguinea ou transtissular, no qual adquirem biomassa, amadurecem
sexualmente e se acasalam. Os pares de vermes, entdo, migram para as veias mesentéricas
(MCMANUS & LOUKAS, 2008; NEVES et. al., 2010, ARIADNA et. al. 2001).

Uma vez no interior do hospedeiro definitivo, os vermes adultos se localizam nas veias
mesentéricas e liberam, na luz de capilares e vénulas, muitos ovos por dia (ALLEN et. al.,
2002). Uma parte desses ovos atravessa a parede dos vasos mesentéricos e acaba atingindo a
luz intestinal, num processo que demora um minimo de seis dias, tempo de maturacdo do ovo
com a formacdo do miracidio, até que séo eliminados pelo hospedeiro através das fezes. Outra
parte é levada pela corrente sanguinea, atingindo outros 6rgdos do hospedeiro, onde o
miracidio ndo sobrevive, ha ndo ser que seja eliminado com as fezes dando continuidade ao
ciclo. Entretanto, muitos desses ovos sdo carreados para o interior do figado, dando origem
aos granulomas periovulares (SOUZA et. al, 2011; NEVES et. al., 2010).

Os ovos que sdo excretados com as fezes, quando em contato com a &gua liberam o
miracidio dando origem a um novo ciclo (GRYSEELS et. al., 2006; ROFATTO et. al., 2011).
Esses miracidios penetram indistintamente em moluscos vetores, ndo vetores e até em girinos.
Mas, s6 aqueles que penetram em moluscos das espécies suscetiveis de Biomphalaria, o
hospedeiro intermediario, se desenvolvem. Os hospedeiros intermediarios séo invertebrados
do filo Mollusca, classe Gastropoda, ordem Pulmonata, familia Planorbidae, subfamilia
Planorbinae, género Biomphalaria, cuja espécie mais importante é a Biomphalaria glabata
(VITORINO et. al., 2012).

No molusco, o miracidio perde seus cilios, transforma-se em esporocisto e pode
originar até 300.000 cercérias por reproducdo assexuada, ja levando definido o sexo das
cercarias que serdo produzidas. Entdo, as cercérias saem através da formacdo de vesiculas no
tegumento do molusco, as quais se rompem posteriormente e liberam as larvas, atingindo as
aguas nos periodos mais quentes e luminosos do dia, onde nadam ativamente em busca de um
hospedeiro definitivo (SOUZA et. al., 2011).

No hospedeiro, 0s ovos carregados pela corrente sanguinea podem ser encontrados em

locais imprevisiveis formando granulomas em diferentes orgdos e provocando as lesdes
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ectopicas causadas por embolizacdo de ovos que entraram na circulagdo sistémica arterial.
Mas, na esquistossomose mansoni 0s ovos que sdo liberados e ndo véo para a luz intestinal
normalmente seguem para o figado. Os casais de vermes adultos podem permanecer no
sistema porta, migrar para sitios ectépicos, depositando uma grande quantidade de ovos em
locais restritos e causando lesdes focais, ou se dirigir para as veias mesentéricas, 0 que ocorre
com maior frequéncia (CARVALHO et. al., 2008).

A esquistossomose mansdnica é causada pela resposta inflamatoria granulomatosa do
hospedeiro, em virtude dos ovos do S. mansoni que ficam retidos no figado e intestinos,
podendo resultar em fibrose e calcificacdo desses tecidos (ROFATTO et. al., 2011). Como
toda inflamacdo, determina complicacdes que podem causar além da fibrose, desenvolvida a
partir de fibroblastos ativados, a necrose, resultando em remodelamento tecidual, em que a
fibrose portal e a lesdo vascular sdo os promotores da hipertensdo portal pré-sinusoidal
(FRANCO et. al., 2010).

Nas infeccBes leves, que envolvem carga parasitaria baixa e pequenas alteraces
morfologicas decorrentes da fase aguda, os granulomas se distribuem esparsamente pelo
parénquima hepatico (granulomas isolados), o que ocorre na maioria absoluta dos individuos
infectados nas areas endémicas. Os granulomas podem se acumular ao redor dos ramos intra-
hepaticos da veia porta conduzindo ao desenvolvimento de um tipo de manguito fibroso,
originando a fibrose periportal ou “fibrose em haste de cachimbo de barro” (Clay pipestem
fibrosis), descrita pela primeira vez por Symmers; (1904). Nas infec¢bes intensas, graves,
caracterizadas pela carga parasitaria alta e alteraces morfologicas maiores, normalmente
associadas a fase cronica da doenga, os granulomas hepaticos acabam se concentrando nas
regibes periportais, estabelecendo fibrose periportal e lesdes vasculares obstrutivas que
desencadeiam a sindrome da hipertensdo portal (ANDRADE et. al., 2006; SANTOS et. al.,
2000; SILVAet. al., 2006; ANDRADE & MARCK, 1984; BOROS, 1989).

A hipertensdo portal € um fator que induz mudangas vasculares importantes com
efeitos sisttmicos. Ela provoca diversos processos de neovascularizagdo, com brotamento de
vasos colaterais, como a formacdo de circulacdo colateral porto-cava, desviando parte do
sangue porta diretamente para a circulacdo sistémica, ultrapassando a barreira de filtragem
hepatica. O acimulo dos granulomas hepaticos e sua fibrose continua, associados a presséo
portal elevada e a intensa resposta imunoldgica, acarretam a hepatoesplenomegalia. O quadro
ainda pode evoluir com acumulo de liquido na cavidade peritoneal (ascite), com o
desenvolvimento de varizes esofagicas que podem romper causando hemorragias (ROFATTO
et. al., 2011).
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Nas veias mesentéricas, o helminto adulto se alimenta do sangue do hospedeiro,
consumindo cerca de 300 mil hemacias por hora. Como o tubo digestivo do verme é cego, ou
seja, comunica-se com o exterior através de apenas um orificio, regurgita os produtos nédo
aproveitaveis apos a digestdo (SOUZA et. al., 2011). Desta maneira, no material eliminado
para a corrente sanguinea do hospedeiro se encontram 0s antigenos polissacarideos de alto
peso molecular, derivados do epitélio de revestimento do tubo digestivo do helminto, os
chamados antigenos anodicos e catddicos circulantes (ANDRADE & MARCK, 1984).

Supde-se que, quando existem poucos vermes, todo o antigeno liberado pela
regurgitacdo desses vermes fica retido nas células de Kupffer do hospedeiro, ndo aparecendo
na circulacdo sistémica nem na urina. Essas células de Kupffer sdo os macréfagos residentes
no figado que fagocitam substancias estranhas presentes no sangue e juntamente com as
células estreladas formam o eixo da resposta fibrogénica. Nas infeccbes graves, com
hipertensdo portal e formacéo da circulacéo colateral, os antigenos dos vermes podem saturar
as células de Kupffer e ultrapassar essa barreira hepatica, e serem detectados no sangue e na
urina. Podem vir a serem acoplados a anticorpos com fixacdo do complemento, esses
antigenos formam os complexos imunes, que sdo depositados nos rins (regido mesangial) e
podem causar lesdo desencadeando a glomerulonefrite (VAN MARCK, 1975; VAN MARCK
et. al., 1980; BJORNEBOE & PRYTZ, 1976; KIBUKAMUSOKE, 1984).

As células de Kupffer sdo encontradas nos capilares dos sinusoides hepéticos e atuam
metabolizando hemacias velhas, secretando imuno substancias e destruindo substancias ou
corpos estranhos que tenham penetrado pelo sistema porta. Essa funcdo € fagocitéria,
executada pelas células de Kupffer, pertencentes ao sistema reticulo endotelial (KUMAR et.
al., 2005).

Em 1961, Okabe e Tanaka documentaram a presenca de um antigeno termoestavel e
dialisavel na urina de coelhos e seres humanos. Posteriormente, um antigeno do Schistosoma
foi encontrado no soro e na urina de ratos e hamsters infectados com S. mansoni
(BERGGREN & WELLER, 1967; GOLD et. al., 1969), que depois foi caracterizado como
um polissacarideo de alto peso molecular, localizado no revestimento do intestino do verme
adulto (NASH et. al., 1974, NASH, 1974). Isso é importante quando ocorre a ingestdo de
sangue pelo verme, porque depois, com a regurgitacdo, esse antigeno pode cair na circulagédo
sanguinea do hospedeiro.

O antigeno ja& foi demonstrado no es6fago primordial de cercarias e no
desenvolvimento do tubo intestinal de esquistossbmulos (ANDRADE & SADIGURSK,

1978), o que pode explicar a deteccdo precoce deste material no soro de animais infectados.
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Como sugerido (CAVALLO et. al., 1974; VAN MARK et. al., 1977; VAN MARK, 1975), o
antigeno polissacarideo é removido da circulagdo por células reticulo endoteliais, e apenas
quando essas células estdo saturadas, os antigenos aparecem na circulacdo sistémica. Para isso
é importante que os pacientes hepatoesplénicos tenham uma maior carga parasitaria.

Outras pesquisas demonstraram que a inducdo da circulagdo colateral por ligacdo
parcial da veia porta resulta em maior deposi¢cdo de imunoglobulinas e complemento em
glomérulos de ratos infectados com S. mansoni (VAN MARCK et. al., 1977). Isso indica que
existe desvio de complexos imunes, o que aumenta a possibilidade desses antigenos de
alcancarem os rins e outros 6rgdo ligados & circulagido sistémica. E importante que, em
esquistossomose hepatoesplénica, haja circulacéo colateral por causa da obstrugéo parcial pré-
sinusoidal do sistema porta, 0 que ocorre em praticamente todos os casos (ANDRADE &
ROCHA, 1979).

1.3  HISTOFISIOLOGIA RENAL E PATOGENESE DA GLOMERULOPATIA
ESQUISTOSSOMOTICA

O estudo da estrutura renal, em seus niveis macro e micro, € essencial para aprimorar
as analises histologicas das diversas patologias e compreender o complexo e emaranhado
processo que se desenvolve, as alteracdes, a repercussao funcional e a reversdo nos casos
passiveis de tratamento. Assim, convém realizar uma breve identificacdo da estrutura renal,
antes de descrever as alteracGes e 0s processos que fazem parte da patogénese da
glomerulopatia esquistossomatica.

A macroestrutura renal é formada por uma capsula de tecido conjuntivo denso rico em
colageno, uma zona cortical periférica, e a zona medular mais extensa e interna. Os rins sao
constituidos pela associacdo de néfrons. Sdo formados pelo corpusculo renal, pelo tubulo
contorcido proximal, pelas partes delgadas e espessas da alca de Henle e pelo tubulo
contorcido distal (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999; GLEREAN, 2003). O corpusculo
renal é formado, por um novelo de capilares sanguineos envolvidos pela capsula de Bowman,
com folheto externo e interno (glomérulo), pelos tabulos contorcidos que sdo corticais, e pela
alca de Henle que se localiza na zona medular (GLEREAN, 2003).

As celulas presentes nos néfrons sdo suscetiveis a sofrerem alteracédo, hiperplasia e
poliploidia, resultante do processo de inflamagdo causado pelos depositos de complexos

imunes nos glomérulos renais, formados no estado grave da esquistossomose. Essas células
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correspondem as endoteliais, aos podocitos do folheto interno da cdpsula de Bowman e
principalmente as células mesangiais (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

As células mesangiais estdo presentes nas paredes dos capilares glomerulares, entre as
células endoteliais e a lamina basal, e em pontos da parede capilar onde a lamina basal
envolve duas ou mais algas capilares (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). Algumas
alteragBes envolvem aumento do ndmero de celulas mesangiais resultantes da inflamacéo
desencadeada no glomérulo. Essas células parecem ser elementos de sustentacéo dos capilares
e removem os residuos resultantes da filtracdo, retidos na parede do capilar. Para manter a
eficiéncia do sistema de filtragdo, as células mesangiais intraglomerulares fagocitam a Iamina
densa, que é parte da ldamina basal, renovada pelas a¢des combinadas dos poddcitos e das
células endoteliais. Ja as células mesangiais extraglomerulares sao pertencentes ao aparelho
justaglomerular, formado pela méacula densa, pelo tabulo contorcido distal, e pelas células
musculares justaglomerulares (GARTNER & HIATT, 2007).

As alteragdes que ocorrem no processo de inflamacao renal (glomerulonefrite), em
casos de esquistossomose crbnica, afetam os constituintes corticais. Essas alteracGes sdo bem
variadas e podem ser observadas na estrutura de secc6es da cortical de um rim na fase crénica
da doencal. Para uma melhor compreensdo sobre os efeitos dos depdsitos de complexos
imunes no rim, desencadeando a glomerulopatia esquistossomoética, € importante considerar
as vias vasculares deste 6rgao.

Cada rim ¢é suprido pela artéria renal, ramo direto da aorta abdominal (GARTNER &
HIATT, 2007) que origina as artérias interlobares, as quais penetram pelas piramides
medulares e originam as artérias arciformes. As artérias interlobulares, derivadas das
arciformes, se prolongam pela cortical até a capsula renal e, durante sua extensdo, ddo origem
a pequenos vasos, as arteriolas glomerulares aferentes, que formam o plexo capilar dos
glomérulos corticais. O sangue chega aos capilares glomerulares com pressdo arterial que
permite a filtracdo através das paredes capilares e principalmente através da lamina basal
glomerular, que retém diversas substancias, inclusive os complexos imunes (GARTNER &
HIATT, 2007).

Embora ainda ndo esteja completamente explicada, a patogénese da glomerulonefrite
esquistossomotica esta associada a agressdo do sistema portal pela parasitose, e 0

envolvimento renal se faz através de mecanismo imunoldgico, em que antigenos especificos

! Algumas das alteracBes serdo demonstradas neste trabalho, resultantes da inducdo de glomerulopatia
esquistossomatica em modelo murino.
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dos vermes sdo detectados nos glomérulos (MARTINELLI & ROCHA, 1996). A
glomerulonefrite aguda € resultado de uma infeccdo na qual a presenca de antigenos estimula
0 corpo a secretar anticorpos que formam complexos imunes com 0s antigenos. Na
esquistossomose, a glomerulonefrite tem inicio quando os antigenos polissacarideos
regurgitados pelo helminto adulto conseguem atingir a corrente sisttmica. Os anticorpos
detectados nos glomérulos sdo especificos para os antigenos do tubo digestivo do parasita
(SOBH et. al., 1988). Assim, a glomerulopatia esquistossomotica € consequéncia da presenca
dos antigenos catodicos (CCA) e anodicos (CAA) do verme nos rins, ja isolados em depdsitos
glomerulares de humanos e animais experimentais, acoplados aos anticorpos e complementos.
Os complexos imunes formados séo filtrados pela Iamina basal, entre os poddcitos e as
células endoteliais do glomérulo. Entdo, a medida que os complexos imunes ficam retidos na
lamina basal e promovem o bloqueio da area de filtracdo sanguinea nos glomérulos, as células
epiteliais e mesangiais proliferam. Normalmente, em inflamac&o aguda de rins por infec¢des
variadas, os glomérulos se recuperam sozinhos, e a funcéo renal volta ao normal. Mas, se a
lesdo for extensa, essa funcdo € permanentemente impedida (GARTNER & HIATT, 2007). A
lesdo renal na esquistossomose se mostra progressiva e a doenca evolui independentemente de
tratamento para a insuficiéncia renal (LAMBERTUCCI et. al., 2005; SOUZA et. al., 2011).

1.4 MANIFESTACOES CLINICAS E TRATAMENTO

Estudos experimentais tém sugerido outros fatores importantes, além dos antigenos do
verme, envolvidos na génese da doenca glomerular esquistossomotica, tais como: a circulagao
colateral do sistema porta em decorréncia do grau de envolvimento hepético; a capacidade
macrofagica do figado; a gravidade e duracdo da infestacdo esquistossomotica e, ainda, 0s
fatores raciais e genéticos do hospedeiro (MARTINELLI & ROCHA, 1996).

A infecgdo pelo S. mansoni desencadeia, inicialmente, a ocorréncia de sinais e
sintomas agudos da infeccdo, mormente dermatite cercariana e febre de Katayama
(VITORINO et. al.,, 2012). As alteracbes hepaticas tipicas surgem a partir do inicio da
oviposicdo e formacdo de granulomas, quando se tem um quadro evolutivo dependente do
numero de ovos que chega ao 6rgdo, bem como do grau de reacdo granulomatosa que oS
mesmos induzem (ARIADNA, 2001). Os granulomas apresentam trés fases de
desenvolvimento: a fase necrotica exsudativa, com uma zona de necrose em volta do ovo,

circundada por exsudacgdo; a fase produtiva, com inicio de reparacdo da &rea necrosada; e a
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fase de cura ou fibrose, quando o granuloma é endurecido e denominado nddulo (NEVES et.
al., 2010).

A esquistossomose pode se apresentar como aguda ou crdnica. Na fase aguda a
sintomatologia é variada e as reacdes do corpo ocorrem de forma mais intensa, j& que a
hipersensibilidade é maior no inicio da infeccdo. Na fase cronica da doenca essas reacdes
diminuem, assim como ocorre reducdo do tamanho dos granulomas por modulagdo de
resposta imune, reduzindo a sintomatologia, de modo benéfico ao paciente. Em exame fisico,
podem apresentar hepatomegalia com proeminéncia do lobo esquerdo e esplenomegalia
(ANDRADE & ROCHA, 1979). A glomerulopatia, inicialmente, pode ser assintomatica ou se
manifestar, mas a grande maioria dos pacientes se apresenta nos postos de atendimento
médico com a sindrome nefrdtica, e uma pequena parcela se apresenta com insuficiéncia renal
avancada (MARTINELLI & ROCHA, 1996). Na infeccdo esquistossomotica aguda existem
também manifestacGes da doenca mediada por imunocomplexos, como ocorre com a fase
cronica no desenvolvimento da glomerulopatia.

Vérios trabalhos epidemiolégicos mostram que pessoas com faixas etarias mais
jovens, entre 5 e 20 anos sdo as mais afetadas pela esquistossomose, apresentando maior
prevaléncia e cargas parasitarias mais altas, por fatores relacionados ao sistema imunolégico.
Ja no que se refere ao género, as diferencas sdao mais por problemas comportamentais do que
imunologicos, afetando mais individuos do sexo masculino. Quanto a etnia, existe menor
incidéncia de formas graves entre os negros (NEVES et. al., 2010; MARTINELLI &
ROCHA, 1996). Barbosa e Barbosa (1998) constataram que a intensidade de infec¢do pelo S.
mansoni € variavel conforme o nimero de contatos dos individuos com aguas infectadas, ou
seja, quanto maior o nimero de contatos (provaveis reinfeccdes) maior a intensidade da
infeccdo.

A esquistossomose mansdnica € uma doenca resultante da reacdo inflamatoria
desencadeada pela presenca de ovos nos tecidos, sendo que um casal de S. mansoni (SM)
pode provocar até 200 granulomas por dia. O efeito acumulativo das lesdes pode resultar no
aparecimento de formas graves da doenca, mesmo com cargas parasitarias baixas, causando
complicagbes como o0s depositos de complexos imunes no glomérulo, cujas reacdes
inflamatdrias levam a graves consequéncias renais (NEVES et. al., 2010).

A glomerulopatia esquistossomética é uma doenca renal que pode apresentar varios
tipos histoldgicos, podendo evoluir para a fase final de insuficiéncia renal (RAMOS &
ANDRADE, 1987, ANDRADE & MARCK, 1984). Na maioria dos pacientes com o quadro

de sindrome nefrotica, o achado anatomo-patoldgico é de glomerulonefrite mesangio-
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proliferativa, com dep6sito glomerular de 1gG e 1gM, detectado por imunofluorescéncia. Este
é provavelmente o tipo mais frequente da glomerulopatia esquistossomoética, tanto em
humanos como em modelos experimentais, sugerindo que a area mesangial € o primeiro e
principal sitio de depdsito do antigeno parasitario. O tipo histoldgico de glomerulosclerose
segmentar focal apresenta a segunda maior frequéncia entre pacientes, sendo seguida por
outras glomerulonefrites proliferativas (NUSSENZVEIG et. al., 2002).

Pode-se classificar clinicamente (HUGGINS et. al., 1998; MALTA, 1994, SOUZA,
2011) a nefropatia esquistossomatica em:

e Incipiente — fase | — na qual as alteracfes apresentam-se apenas a luz da microscopia
eletronica;

e Proliferacdo mesangial — fase Il — sem evidéncia clinica e laboratorial, porém ja
visualizavel através da microscopia ética;

e Sindrome edemigénica — fase Il — com alteracGes laboratoriais como proteindria,
cilindrdria e hematdria, porém raramente com pidria;

e Sindrome nefrética — fase IV — frequentemente acompanhada por graus variaveis de
insuficiéncia renal.

Experimentalmente em camundongos, a lesdo renal tem sido vista apenas numa fase
inicial, com pequena proliferacdo de células mesangiais, “glomerulite”, em que os antigenos
esquistossomoticos, anticorpos e fracbes do complemento j4 sdo passiveis de serem
demonstrados nas estruturas renais (ANDRADE & ROCHA, 1979).

No trabalho de Sobh e colaboradores (1998), um estudo clinico com pacientes
portadores de nefropatia esquistossomaética que foram tratados, observou-se que nenhum deles
apresentou regressdo das lesdes renais, ou seja, em determinado estagio da doenca, o
tratamento antiparasitario ndo produz remissao das lesfes. De 1968 a 1977 trés excelentes
medicamentos curativos contra a esquistossomose se tornaram disponiveis: hycanthone
(1968), oxamniquine (1973) e praziquantel (1977) (ANDRADE, 1998).

O tratamento quimioterapico com os medicamentos mais utilizados (oxamniquine e
praziquantel) demonstraram, em varios estudos epidemioldgicos, previnir o desenvolvimento
de formas graves da doenca, apesar de na fase crénica, como em casos de insuficiéncia renal,
ndo apresentarem remissdo do quadro. No tratamento da esquistossomose utiliza-se
normalmente o anti-helmintico praziquantel, droga que demonstra grande eficacia e poucas
reacOes adversas. Existem evidéncias de que o praziquantel induz a mudangas, nao

permanentes, na resposta imune do hospedeiro, que ocorrem logo ap6s a sua administracao
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(primeiras 12 horas), aumentando a resposta a antigenos especificos do Schistosoma, que
passam a ter maior exposicao, e com isso ocorre alteragdo na producéo de algumas citocinas.
(REIMERT et. al., 2006, RIBEIRO et. al., 2004).

O praziquantel tem forte acdo esquistossomicida, ocorrendo nos primeiros 15 minutos
apos sua administracdo e age sobre todas as espécies do género Schistosoma que infectam o
homem, mas demonstra baixa efetividade sobre as formas imaturas do S. mansoni
(TAVARES, 2009; HINES-KAY et. al., 2012; DONG et. al., 2010). Pertencente ao grupo
quimico isoquinoleinico pirazinico de amplo espectro anti-helmintico, cuja estrutura quimica
dificulta a resisténcia cruzada com oxamniquine, obtém cura em cerca de 90% dos pacientes
tratados e avaliados por exame de fezes e bidpsia. Apresentando efeitos colaterais passageiros
e pouco intensos, a droga depende da resposta imune especifica no processo de eliminagédo
dos vermes (NEVES et. al., 2010; VICTORINO et. al., 2012)

O praziquantel atua na permeabilidade ao Ca*™" nas células do helminto, aumentando a
concentracdo desse ion, provocando vacuolizacdo e destruicdo tegumentar, expondo no verme
0s antigenos alvo da resposta imune do hospedeiro (SILVA, 1993; LAMBERTUCCI et. al.,
1982). Atualmente, o medicamento esta sendo produzido e utilizado pelo Ministério da Salude
para o tratamento da esquistossomose mansonica (NEVES et. al., 2010; SILVA et. al., 2012).

No que concerne ao transplante renal como forma de reverter o quadro de
glomerulopatia e insuficiéncia renal, Azevedo e colaboradores (1987) encontraram
recorréncia da doenca em 2 dos 11 pacientes diagnosticados previamente com glomerulopatia
esquistossomotica e transplantados. Mahmoud e colaboradores (2001), considerando a grande
incidéncia de complicacGes relacionadas com o Schistosoma apds o transplante renal,
afirmam que os pacientes infectados podem ser receptores adequados para esse transplante
desde que sejam tratados previamente.

Vaérios trabalhos demonstram a importancia da reinfec¢do para o desenvolvimento da
forma grave na esquistossomose. Katz e Brener (1966) demonstraram evidéncias da
importancia da reinfec¢do para estabelecer a forma hepatoesplénica, em que a auséncia do
foco parasitario € seguida pela reversdo desta forma. Conceicdo e colaboradores (1991)
apresentaram observagdes similares, em pacientes sem possibilidade de reinfeccéo e tratados.
Poucos anos depois, Bina (1995) também observou a reducdo das formas graves de
hepatomegalia e esplenomegalia, com o combate do hospedeiro intermediario, o caramujo B.
glabrata, em que ocorreu ruptura da transmissdo da esquistossomose. Ja em modelo
experimental, segundo Santos e colaboradores (2000), poucos animais conseguem

desenvolver a forma hepatoesplénica da esquistossomose com lesdes hepaticas e obstrucoes
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parciais que levem ao envolvimento renal, sofrendo uma Unica infecgéo. Isso mostra o quanto
é essencial a realizacdo de infec¢des repetidas neste trabalho.

Em um estudo realizado no Hospital Universitario Prof. Edgard Santos, verificou-se
uma reducdo no numero de casos com glomerulopatia esquistossomotica, a qual se
correlacionou com a diminui¢do dos casos da forma hepatoesplénica da doenca na Bahia, tal
reducdo j& havia sido documentada por Martinelli & Rocha, em 1989. Trabalhos mais recentes
apontam que a proporcao continua a mesma: dentre os portadores da forma hepatoesplénica,
10 a 15% desenvolvem glomerulopatia (CORREIA et. al., 1997, ANDRADE & MARCK,
1984, ANDRADE, 1998, RODRIGUES et. al., 2010).

Analisando a prevaléncia de casos com envolvimento renal na esquistossomose,
observam-se diferentes perspectivas. No material de autopsia, em um estudo realizado por
Andrade e colaboradores em dois trabalhos publicados em 1968 e 1971, os autores
encontraram prevaléncia de glomerulonefrite histologicamente diagnosticada em 10% a 12%
dos pacientes com a forma hepatoesplénica. Em outro estudo no ambiente hospitalar, Rocha e
colaboradores (1976), encontraram manifestacoes clinicas de envolvimento renal em 15% dos
pacientes com a forma hepatoesplénica. Brito (1973), por sua vez, encontrou glomerulonefrite
em 21% dos pacientes submetidos a bidpsia renal no centro de referéncia para doenca renal.

Os dados apresentados nesses estudos ndo refletem a prevaléncia real do envolvimento
renal na esquistossomose, porque sdo dados de pacientes hospitalizados, portanto existe
selecdo. Em um estudo de campo em area endémica, Bina e colaboradores (1985)
encontraram proteindria em 14,8% dos pacientes, sendo que entre eles 24,7% apresentavam a
forma hepatoesplénica e 4,6% possuiam a forma hepatointestinal. Assim, apesar da maioria
dos pacientes com envolvimento renal apresentarem a forma hepatoesplénica, observou-se
nesses pacientes também a forma hepatointestinal. Este estudo indica uma prevaléncia mais
préxima da real.

Varias técnicas sdo utilizadas no diagnostico, estudo, andlise clinica e experimental da
glomerulopatia esquistossomdtica. Algumas delas se tornam mais importantes pela
especificidade do diagndstico, por demonstrarem a causa e as alteracbes no tecido renal,
devido ao processo inflamatério que se desenvolve. Dentre elas, se destacam: a
imunofluorescéncia, atraves da qual depositos de 1gG e IgM séo marcados e descritos no
mesangio e ao longo da membrana basal glomerular; e a microscopia eletrénica, que revela a
presenca de depdsitos eletrodensos também em localizagdes varidveis (geralmente
subendoteliais e mesangiais), além da fusdo dos processos podais e das alteragbes da
membrana basal (MARTINELLI & ROCHA, 1996).
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Outras metodologias, como a quantificacdo da carga parasitaria, presenca de vermes
adultos nas veias mesentéricas, exame de fezes e dos aspectos histopatologicos em
microscopio oOptico, auxiliam a detectar, acompanhar e entender as alteracbes e os efeitos
positivos do tratamento da parasitose, mas nao sdo determinantes no estudo da
glomerulopatia. A glomerulonefrite pode apresentar diferentes aspectos e diferentes niveis de
evolugdo do envolvimento renal. Nos casos assintomaticos, que ocorrem no inicio da
glomerulopatia, as alteracfes histologicas sdo minimas, apresentando normalmente uma
glomerulonefrite proliferativa mesangial, e ndo ha achados histologicos especificos que
permitam distinguir a glomerulopatia esquistossomética das formas idiopaticas (SOUZA,
2011; MARTINELLI & ROCHA, 1996; HUGGINS et. al., 1998; MALTA, 1994).

1.5 CAMUNDONGOS COMO MODELO EXPERIMENTAL

Os modelos experimentais s&o utilizados em grande escala nas pesquisas para melhor
compreensdo da fisiopatologia, imunologia e anatomopatologia das parasitoses, bem como
das intervencbes com os tratamentos especificos em teste. O emprego desses modelos tem
contribuido para o entendimento de varios fatores que envolvem a patogénese e o
desenvolvimento das doencas, sendo que cada um deles podem apresentar vantagens e
desvantagens, e se destacam ao possuir um curso da doenga mais parecido ao que ocorre na
forma humana.

Por varios anos, diferentes modelos foram testados com o objetivo de acompanhar,
detalhadamente, o desenvolvimento da esquistossomose mansonica. Camundongos, hamsters,
ratos, coelhos e macacos estdo entre os animais mais utilizados em laboratorios
(STIREWALT et. al., 1951; WARREN & PETERS, 1967; SOUZA et. al., 1992). Entretanto,
0 uso destes animais como modelos experimentais nas esquistossomoses nem sempre é
satisfatorio, ja que podem ndo refletir certas situacbes que ocorrem naturalmente na infeccao
humana (SILVA, 1984; SOUZA et. al., 1992).

Warren e Peters (1967), ao fazerem comparac6es do desenvolvimento da doenca em
varios modelos, cita o coelho como um “mau hospedeiro” para as infecgdes com S. mansoni,
ja que, com o passar do tempo, a carga parasitaria se reduz consideravelmente nesse animal.
Além disso, 0s ovos ndo aparecem nas fezes, ndo amadurecem nos tecidos e por isso nao tém
acdo patogénica, ndo sendo possivel acompanhar o desenvolvimento da infeccdo. Apesar

dessas limitagdes, o coelho é muito utilizado por ser de facil acesso, médio porte e apresentar,
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costumeiramente, excelente resposta humoral face as diversas infecces (ANDRADE et. al.,
1988).

Outros modelos apresentam caracteristicas peculiares, como resisténcia parcial a
reinfeccdo pelo S. mansoni, como tem sido demonstrado em varias espécies de roedores e
primatas. Um macaco rhesus imunizado e repetidamente infectado com cercérias
normalmente apresenta destruicdo dos esquistossdbmulos, associada a grande nimero de
eosinofilos na pele. Ratos parcialmente imunes manifestam reducdo acentuada de vermes
adultos e esquistossémulos. Tais experiéncias demonstram que o eosinofilo é um fator
essencial na imunidade in vivo, relacionada a resisténcia a reinfeccdo pelo helminto parasita
(MAHMOUD et. al., 1975).

A esquistossomose mansonica, que pode apresentar a forma de fibrose portal,
encontrada em pacientes com a forma clinica grave de hepatoesplenomegalia, na
esquistossomose cronica, é caracterizada por alguns aspectos principais, como a hipertensao
portal e lesGes vasculares com obstrugdes parciais. A reproducdo experimental da doenca em
chimpanzés, com infeccdes densas por S. mansoni, ndo tem se adequado ao uso frequente,
uma vez que diferencia da esquistossomose humana por ndo manifestar hipertensdo portal
(SADUN et. al., 1970).

A utilizagdo de babuinos como modelo experimental para esquistossomose humana
tem varios pontos positivos, j& que sdo representantes proximos dos humanos, com
semelhancas anatbmicas, genéticas e imunologicas. Além disso, possuem tamanho moderado
para 0 bom acompanhamento da doenca, adquirem a infeccdo e desenvolvem as formas
hepaticas, intestinais e a glomerulopatia na esquistossomose. Mas, ainda séo pouco utilizados
como modelos experimentais pelo seu elevado custo, tanto na aquisicdo como para a
manutencdo desses animais (FLANNERY, 2003).

Os ratos apresentam infeccdo natural pelo S. mansoni, desenvolvem lesdes teciduais,
eliminam ovos viaveis a continuidade do ciclo do helminto, se reproduzem facilmente e ndo
necessitam de muito espaco (SOUZA et. al., 1992). Porém, os ratos tendem a destruir as
formas larvares do S. mansoni na pele e pulm@es de forma mais intensa do que o fazem os
camundongos evitando uma infecc¢do grave (SOUZA et. al., 1992).

Nos ratos, a intensidade de infec¢bes experimentais com esquistossomas é geralmente
muito alta. Um Unico par de vermes de S. mansoni em um rato pode ser equivalente a mais de
1.000 pares em uma pessoa infectada. Por isso, a cronicidade das infec¢bes nos seres humanos
é, obviamente, ndo semelhantemente reproduzivel na maioria dos modelos animais
(CHEEVER, 1969; GRYSEELS & DE VLAS, 1996, apud CHEEVER et. al., 2002).
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As lesdes renais foram demonstradas em vérias espécies de macacos (VON
LICHTENBERG et. al.,, 1971), coelhos (VON LICHTENBERG et. al., 1972), hamsters
(HILLYE, 1973) e camundongos (ANDRADE & SUSIN, 1974; VAN MARCK et. al., 1977)
fortemente infectados seja com o S. mansoni ou S. japonicum. A aparéncia destas lesdes era
semelhante as encontradas em humanos.

Estudos com esquistossomose mansoni tém envolvido varios modelos experimentais
ja citados, mas a glomerulopatia relacionada a esta parasitose € encontrada em apenas alguns
animais e com diversas diferencas em relacdo a forma humana. Sadun e colaboradores (1966)
estudaram a infeccdo em chimpanzés jovens, mas 0s submeteram a eutanésia somente ap6s o
sétimo més de infeccdo, em que lesBes renais significativas j& haviam ocorrido, sem um
acompanhamento prévio. Eles, no entanto, afirmaram que os sintomas clinicos, achados
parasitologicos e sorologicos, bem como lesbes patoldgicas lembravam o curso da infeccéo
descrita no homem.

Em babuinos, os estudos mais significantes encontraram depdsitos de
imunoglobulinas, em que os anticorpos seguiram o padrdo usual no qual o IgM aparece
primeiro, seguido por anticorpos 1gG. As observacdes nos animais submetidos a eutanasia
com pouco tempo de infeccdo demonstraram, em imunofluorescéncia, depositos focais e
segmentares de imunoglobulinas, principalmente de IgM. Em microscopia Optica 0s rins se
apresentaram normais, apenas com proliferacdo mesangial e pequeno espessamento das
paredes capilares em alguns poucos glomérulos. As lesdes graves ocorreram em 6% dos
animais, com imunofluorescéncia apresentando depdsitos intensos presentes em todos os
glomérulos, depositos positivos para 1gG e, em microscopia Optica, a maioria apresentou
glomerulonefrite membrano-proliferativas (HOUBA et. al., 1977).

Em macacos, os estudos descreveram, na microscopia Optica, leve aumento de
glomérulos com pequena hiperplasia focal e ainda hipertrofia de células mesangiais. Em
microscopia eletrénica foram encontrados pequenos depdsitos eletrodensos distribuidos
focalmente abaixo do epitélio e endotélio da membrana basal, em algumas partes os depositos
foram também localizados no interior da membrana basal (BRITO et. al., 1971). Na
imunofluorescéncia encontraram depdsitos de IgM, IgG e complemento no interior do
mesangio, em um padréo de distribuicdo difusa, sendo que em microscopia optica observaram
distorcao e espessamento da membrana basal (NATALI & CIOLLI, 1974 e 1976).

Em hamster ocorrem alteracdes histoldgicas desenvolvidas nos rins, consistindo em
pequenos focos de hipercelularidade mesangial e endotelial, glomerulosclerose, em que

menores cargas parasitarias produzem menos lesdes. Em imunofluorescéncia apresentaram
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marcacdo positiva para imunoglobulinas distribuidas em uns poucos glomérulos (HILLYER
& LEWERT, 1974). Em camundongos, a microscopia Optica apresenta apenas pequenas
alteracdes, sendo que em imunofluorescéncia sdo encontrados depositos de IgG no mesangio
e ao longo das paredes capilares. Na microscopia eletronica ja foram demonstrados depdsitos
irregulares localizados principalmente nas areas mesangiais e na membrana basal glomerular
(ANDRADE & SUSIN, 1974).

As maiores diferencas entre a infeccdo esquistossomatica experimental e a infeccédo
natural em humanos é que as infeccOes experimentais sdo controladas, passiveis de serem
produzidas com intensidade elevada, por serem infeccdes com isolados definidos. A duragédo
da infeccdo e a carga de parasitas que cada animal recebe em estudo sdo definidas e
semelhantes, além de algumas caracteristicas patologicas de infeccdo cronica serem dificeis
de reproduzir em camundongos, nos quais a coinfeccdo com outros parasitas pode ser evitada
(BURKE et. al., 2009).

Os camundongos sdo mais sensiveis as infeccbes naturais e experimentais,
desenvolvendo infeccBes mais intensas, comparado aos outros modelos de roedores muito
utilizados, como o rato e 0 hamster. Por isso, 0 modelo murino é considerado mais adequado
a este trabalho, além de apresentar os mecanismos mecanicos e imunoldgicos de fibrose
Pipestem, e as lesbGes porto-venosas obstrutivas, muito semelhantes as lesdes humanas
responsaveis pela hipertensao portal (SANTOS et. al., 2000).

Na esquistossomose em humanos, as infec¢es sdo adquiridas de forma gradual, cuja
intensidade varia, mas normalmente é baixa, ocorrendo com varios isolados do parasita,
embora as formas cronicas também sejam observadas. E dificil definir o periodo de
ocorréncia da infecgdo, controlar possiveis reexposicoes, além de ser eticamente proibido
investigar pacientes a longo prazo. A coinfeccdo com outros parasitas € comum, podendo
influenciar o resultado da infeccdo (BURKE et. al., 2009).

A hipertensdo portal é um dos problemas iniciadores da doenca renal pela
esquistossomose, ja que propicia o aparecimento da circulacdo colateral, permitindo que o
antigeno atinja a circulacdo sistémica e que os complexos imunes se formem e depositem no
cortex renal. A glomerulonefrite vista em humanos infectados ndo tem sido descrita em
animais parasitados pelo S. mansoni (CHEEVER et. al., 2002). Os camundongos
desenvolvem, normalmente, as alteragdes renais iniciais do processo inflamatorio que ocorre
na glomerulopatia esquistossomatica humana, envolvendo hipertrofia e hiperplasia de células
mesangiais e alteracOes diversas da membrana basal glomerular, distor¢des, espessamento e
duplicacdes (ANDRADE & SUSIN, 1974; ANDRADE & MARCK, 1984). Definida como
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uma simples “glomerulite”, ¢ exatamente a inflamagdo inicial e sua resposta ao tratamento
especifico que se procura avaliar, principalmente, se tal tratamento consegue influenciar a

evolucdo da doenca renal logo que se instala.

1.6 REPOSTA IMUNE E GLOMERULOPATIA

A esquistossomose € uma doenca causada predominantemente pela resposta imune do
hospedeiro a antigenos do parasita (BURKE et. al., 2009). Inicialmente ocorrem as reagdes
aos antigenos do ovo, formando granulomas e fibro-obstrucbes, até a repercussdo da
deposicdo dos complexos imunes, consequéncia dos antigenos liberados pelo verme adulto
durante a regurgitacdo. Os complexos imunes levam a mecanismos de aquisicdo lenta de
resisténcia imunoldgica, apesar de fatores da imunidade inata também desempenharem seu
papel. O perfil imunitério antes, durante e depois da infeccdo talvez seja o fator mais
importante na determinacdo e evolucao das formas clinicas, e na transicdo das fases aguda e
crbnica da esquistossomose. Ja no ciclo evolutivo do S. mansoni, o helminto passa por
alteracdes morfoldgicas e bioquimicas significantes para escapar dos complexos mecanismos
do sistema imunologico do hospedeiro (GRYSEELS et. al., 2006).

A primeira “linha de defesa” do hospedeiro definitivo contra a infec¢do ¢ a reacao
inflamatoria dérmica e subdérmica, originando a dermatite cercariana, que ocorre nas
primeiras 12 horas ap0s a penetracdo das cercarias, capaz de destruir, ainda na pele, uma
grande quantidade de cercarias e esquistossomulos. Na passagem pela epiderme e derme
ocorre reacdo de hipersensibilidade imediata com ativagdo dos componentes da resposta
imune inata. Em dois dias organiza-se um infiltrado inflamat6rio, que se mantém até a
segunda semana, quando comeca a ocorrer reducdo nesse cenario. Os esquistossdmulos
podem causar hepatite aguda e infiltracdo de neutrofilos, linfocitos e eosinofilos. A
transformacdo de esquistossdmulos em vermes adultos coincide com o inicio das
manifestacdes clinicas da esquistossomose aguda, que é dividida nos periodos evolutivos de
pré-patente (antes da oviposicdo) e pds-patente (ap6s a oviposicdo) (PRATA, 2007; SOUZA
et. al., 2011).

Investigagbes em modelos murinos demonstraram que inicialmente predomina
resposta imune do tipo Thl, responsavel pelas lesdes teciduais e manifestagcdes clinicas da
fase aguda, substituida por Th2 na fase pds-patente. ReagcGes como a citotoxidade celular
dependente de anticorpos (ADCC) tém acdo efetora sobre os esquistossdomulos, mas é inocua

ao helminto adulto. Com a oviposi¢do, a maioria dos ovos alcanga a luz do intestino e séo
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eliminados, o restante sdo carreados até o figado. Esses ovos liberam antigenos que induzem a
mobilizagdo de macrofagos, eosindfilos, linfocitos e plasmocitos, havendo mediadores em que
algumas das células transformam-se em fibroblastos, orientando a organizacdo de camadas
concéntricas em toda a espessura do granuloma, com grande producdo de colageno
(CARVALHO et. al., 2008; SOUZA et. al., 2011).

Na resposta imunolégica tipo Th2 ocorre aumento de IL-5, principalmente em resposta
aos antigenos dos ovos. Esse aumento estimula os eosinéfilos (EO) na medula dssea,
resultando na eosinofilia sanguinea, recrutados especificamente para o sitio de deposi¢cdo dos
ovos, o infiltrado celular resulta no granuloma hepéatico, sendo os eosinofilos
aproximadamente 50% das células do infiltrado (DEJANI et. al., 2010). Assim, em torno dos
ovos alojados nos diferentes tecidos ocorre resposta inflamatdria glanulomatosa e fibrotica,
enguanto 0s ovos secretam antigenos principalmente pela membrana interna da casca do ovo
maduro, que atravessam o0s poros, disseminando-se. Na fase aguda da doenca, a reacédo
granulomatosa é exarcebada, atingindo volume de até 100 vezes o do ovo, enquanto que na
fase cronica este granuloma atinge dimensdes bem menores (NEVES et. al., 2010).

O avanco da esquistossomose, fruto da hipertensdo portal e consequentemente da
neovascularizacdo, que remodelam e proporcionam uma nova arquitetura vascular hepatica,
disponibilizam um novo caminho de circulacdo sanguinea que ultrapassa a filtragem do
figado. Isso permite que os antigenos liberados pelo verme se tornem disponiveis na
circulacdo sistémica, dando origem a outro mecanismo fisiopatogénico importante. Nesse
mecanismo ocorre entdo, inducdo subsequente da producdo das imunoglobulinas, com a
reacdo antigeno-anticorpo, formagdo dos imunocomplexos circulantes e deposi¢do glomerular
destes, originando a nefropatia esquistossomotica. Alguns autores ja questionavam, mas nao
chegaram a estudar, sobre a hipotese deste trabalho, em que concerne a idéia de que sendo
uma doenca glomerular associada a uma doenca parasitaria cronica, imunologicamente
mediada, seria concebivel que o tratamento especifico dessa parasitose pudesse reverter ou
prevenir a progressdo da glomerulopatia esquistossomotica, logo que esta se instala
(MARTINELLI & ROCHA, 1996).

A imunidade protetora envolve uma resisténcia adquirida contra reinfeccdes,
apresentando um mecanismo de atenuacdo dos efeitos da doenca, com resposta imunoldgica,
principalmente do tipo Th2, contra as formas imaturas infectantes (cercérias), impedindo
superinfeccdo e mecanismos imunomodulares da resposta granulomatosa. A eficacia dessa
imunidade é parcial, ja que parte dos parasitas das reinfecgdes consegue atingir a fase adulta e

também ndo afeta os vermes adultos ja estabelecidos no sistema porta. O verme adulto
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consegue escapar da resposta protetora por meio de um mecanismo de sintese ou aquisicao de
antigenos semelhantes aos do hospedeiro, alterando a superficie externa do parasita. A
presenca de camadas tegumentares espessas e a rapida renovacdo do tegumento quando
lesado sdo outros processos adaptativos do parasita ao seu hospedeiro (NEVES et. al., 2010).

Existem ainda individuos em areas endémicas que ficam expostos a aguas com
cercarias e mesmo assim ndo apresentam ovos de Schistosoma nas fezes. Estes, além de
possuir um balanco positivo ao IgE na relagdo IgE/IgG4, possuem altos niveis de interferon
gama de resposta do tipo Thl, e forte resposta a paramiosina, antigeno do S. mansoni,
combinando assim resposta protetora imunoldgica (Thl e Th2), ndo se infectando ou
desenvolvendo cargas parasitarias muito baixas (NEVES et. al., 2010). Embora tenha se
extraido material antigénico do ovo do S. mansoni, ja foram demonstrados em pacientes e
animais infectados que a glomerulopatia esquistossomdtica estd mais relacionada aos
antigenos provenientes do verme adulto (MARTINELLI & ROCHA, 1996).

Os produtos de secrecdo dos vermes adultos do S. mansoni constituem antigenos que,
guando depositados nos tecidos, juntamente com as imunoglobulinas e o sistema de
complemento, resultam em reacdes inflamatorias que lesam os tecidos em volta. Os
polissacarideos provenientes do verme, conhecidos como antigenos anddicos e catddicos
circulantes, sdo importantes por se depositarem na membrana basal glomerular, ja na forma de
complexo imune, podendo estar presentes também nas células mesangiais intraglomerulares
gue removem residuos da membrana basal (KIBUKAMUSOKE, 1984).

Isso remete a questdo principal do trabalho, que implica sobre se o tratamento
quimioterdpico utilizando o praziquantel ira conseguir, na fase inicial da glomerulopatia,
influenciar na presenca e deposi¢cdo dos complexos imunes na membrana basal e na regido
mesangial (glomerular), que causam a inflamagdo nessa regido, e se ocorre renovagdo da

estrutura e do sistema circulatério renal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento das alteracdes renais em camundongos infectados pelo S.
mansoni, antes e ap6s tratamento com Praziquantel a fim de observar a resposta a presenca

dos complexos imunes e ao processo inflamatdrio formado na glomerulopatia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Induzir, através de reinfeccbes, a esquistossomose hepatoesplénica nos
camundongos para estudar experimentalmente a glomerulopatia esquistossomotica.

2 Acompanhar e analisar a progressdo das alteracGes renais, sobretudo o0s
depdsitos de complexos imunes, antes e apos o tratamento da parasitose.

3 Estudar a morfologia renal na esquistossomose mansoni, caracterizando por
analise ultraestrutural e imunofluorescéncia os depositos eletrodensos causadores da
glomerulopatia.

4 Quantificar, morfometricamente, os depdsitos de complexo-imune nos

glomérulos renais através da area em que sdo encontrados depositados.
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3 JUSTIFICATIVA/RELEVANCIA

A glomerulopatia esquistossomatica crénica, ou avangada, provocada por infec¢do do
S. mansoni em seres humanos, ndo regride frente ao tratamento com o medicamento
praziquantel. Mas, ainda n&o se conhece a repercussdo deste tratamento, tanto em humanos
como em modelos experimentais, quando realizado no periodo inicial do desenvolvimento das
alteracdes renais, sem ainda apresentar as manifestacGes clinicas da doenga. Os trabalhos
relacionados ao tratamento do envolvimento renal, principalmente utilizando modelos
experimentais, ainda sdo bastante escassos, jA que a maioria envolve apenas observacGes
clinicas. Faz-se necessario, portanto, compreender as alteracdes que ocorrem na estrutura
renal em animais experimentais, para um maior conhecimento das respostas ao tratamento da
parasitose.

Como normalmente é observado em modelo experimental de camundongos, a infeccao
provoca apenas uma glomerulite, ou seja, uma pequena proliferacdo de células mesangiais e
alteracdes na membrana basal, que correspondem a fase inicial do comprometimento renal na
esquistossomose. Um estudo envolvendo o tratamento destes animais, que desenvolvem as
alteragBes iniciais da glomerulopatia, € capaz de fornecer informagdes relacionadas a
influéncia do medicamento sobre o desenvolvimento das lesfes renais e sobre o acimulo de
complexos imunes na regido glomerular, o que provoca o processo inflamatério e desencadeia
a doenca renal. O resultado deste projeto certamente estimulara a realizacdo de novas
pesquisas sobre a glomerulopatia esquistossomotica, tanto em humanos como em modelos

experimentais.



4 DESENHO EXPERIMENTAL

Grupo Il (35)

Infeccéo

Grupo Il (35)

50 cercarias
(01.02.2011)

Tratamento com Praziquantel
(apenas Grupo 1)

5 Reinfecg¢des
com 15 cercarias
de 15 em 15 dias

Exame de fezes — 2 meses

Grupo | - controle (10)

Eutanasia (10) - RIM
M. Optica
HE, picrosirius, PAS.
Imunofluorescéncia
Anti-AgMansoni; 19G
M. Eletrdnica de Transmissdo

Tecido Hepatico
Digestdo com KOH 4%
(contagem de ovos)
Observagéo dos vermes
adultos

39

*Eutanasia
Grupo 11 (5)
Grupo 111 (5)

* Eutanésia
Grupo 11 (23)
Grupo 1 (07)
Controle (10)

4 meses

6 meses

8 meses

Obs:

(10) — NUmeros que indicam gquantidade de animais

* Em cada ponto de eutanasia indicado foram realizadas todas as técnicas descritas no

primeiro quadro de eutanasia. A perda de seguimento foi de 20 animais, correspondendo a

mortalidade espontanea provocada pela infecgéo.
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5 METODOLOGIA

Neste trabalho se propde analisar as alteracfes renais em camundongos infectados e
reinfectados pelo S. mansoni, e a repercussdo com o tratamento especifico utilizando
Praziquantel. Para tanto, a metodologia adotada consiste em um conjunto de técnicas que
buscam correlacionar dados de carga parasitaria, mudancas estruturais e presenca de depositos
de complexos imunes no rim destes animais. O objetivo principal da realizacdo dos métodos,
descritos a seguir, foi observar se ocorre regressao ou reestruturacdo renal e se 0s complexos
imunes causadores da doenga continuam presentes ou séo removidos da regido glomerular do

cortex renal com o tratamento, na fase inicial da glomerulopatia em modelo experimental.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 80 camundongos Balb/c (Mammalia, Rodentia, Muridae, Mus
musculus), de ambos o0s sexos em igual quantidade, pesando 18 - 25g, de 7 a 9 semanas de
idade, para 0 modelo de esquistossomose murina por infeccdo e reinfecgdes sequenciais pelo
S. mansoni, induzindo hepatoesplenomegalia e consequentemente “glomerulite”.

Os animais foram obtidos e mantidos no Biotério de experimentacdo do Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz (CPgGM-FIOCRUZ/BA), sob dieta padréo e &gua, e tratados de
acordo com as normas estabelecidas pela Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA, L-
016-09.

5.2 CONSIDERACOES ETICAS

Os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA, CPgGM-FIOCRUZ), mediante certificado protocolado, licenca
n° L-016-09, com validade até janeiro de 2013.
5.3 ORGANIZACAO DOS GRUPOS E IDENTIFICACAO

Os 80 camundongos obtidos foram separados em trés grupos, sendo dois

experimentais (grupos Il e IlI) e um controle intacto (sem sofrer tratamento e infeccéo).

Indicados segundo o0 esquema seguinte:
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Grupo | — controle ndo infectado e néo tratado (10 animais).
Grupo Il — animais reinfectados e tratados (35 animais).

Grupo 111 — animais reinfectados e ndo tratados (35 animais).

Além disso, os animais foram marcados utilizando solu¢cdo de BOUIN (corante
marcador feito com &cido picrico, acido acético glacial, &lcool e formol) e lhes foi atribuida
numeracdo segundo o local do corpo marcado. Isso foi necessario para a identificacdo de
todos os animais durante os exames de fezes, para 0 tratamento, assim como para a
discriminagcdo dos materiais de necropsias e outras formas de separagdo dos grupos. Os
Grupos foram separados em diferentes caixas (gaiolas), permanecendo assim até o final do

experimento.

5.4 EPIDEMIOLOGIA E MORTALIDADE

O delineamento amostral corresponde a um estudo experimental, principalmente
qualitativo, descritivo e de intervencdo com a utilizacdo da quimioterapia especifica
(Praziquantel). O tamanho amostral foi calculado com base no nimero méximo em andlise a
mortalidade, grupos a serem avaliados e percentual de formas graves desenvolvidas em
camundongos reinfectados (SANTOS et. al., 2000; WYNN et. al., 1998; COUTO et. al.,
2007), estipulado no projeto enviado a CEUA e autorizado?, ja que ndo se conhece a
populacdo, por se tratar de um estudo experimental utilizando camundongos como modelos
experimentais.

A base de célculo amostral foi estritamente estatistico, ndo levando em conta os
percentuais de proporc¢do de glomerulonefrite em percentuais de casos de ocorréncia da forma
hepatoesplénica em animais. Mas, o nimero amostral utilizado e obtido no calculo foi
equivalente ao encontrado em outros trabalhos com modelo murino estudando a ocorréncia da
fase cronica da esquistossomose mansoni (SANTOS et. al., 2000).

O objetivo do célculo amostral e do célculo da correcdo do tamanho amostral foi
delimitar quantidades minima e maxima de animais que poderiam ser utilizados no
experimento, evitando assim o pedido de uma quantidade exagerada sem necessidade, como

também de uma quantidade insuficiente para obter os resultados propostos pelo trabalho.

2100 camundongos/ano, segundo autorizacdo do CEUA.
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Com um intervalo de confianga estabelecido em 95% (significancia de 5%) para 0s
calculos, foi obtido um tamanho amostral maximo, ideal para o experimento, com a utilizacdo
de 82 camundongos. No calculo de correcdo do tamanho amostral foi obtido um ndmero
minimo de 45 animais. Optou-se pela utilizacdo de 80 animais em todo o experimento,
distribuidos nos trés grupos, quantidade essa que se encontra dentro do intervalo amostral
calculado e mais proxima ao nimero méximo, tendo em vista a perda de seguimento que
ocorre com a mortalidade de animais infectados com esquistossomose.

A mortalidade dos camundongos infectados foi acompanhada diariamente e notificada
em quantidade, por sexo e data. A perda de seguimento foi analisada no experimento como
um todo, durante os 8 meses de sua duragéo, e o percentual obtido foi comparado a dados de
mortalidade espontanea estabelecidos em outros trabalhos, como o esperado para animais
infectados®. Outros aspectos concernentes a essa questdo sdo abordados quando da discussio

dos resultados, na secéo 7 deste trabalho.

5.5 ANESTESIA E EUTANASIA

As necropsias foram realizadas ap6s a eutandsia dos animais, em periodos
determinados de tempo de infecgdo e tratamento, para acompanhar o desenvolvimento da
doenca e o efeito da quimioterapia.

Inicialmente, os camundongos foram anestesiados por injecdo intraperitonial, de uma
solucdo anestésica contendo Cloridrato de Cetamina, Cloridrato de Xilazina e agua destilada,
em uma proporcédo de 1:3:6, respectivamente. A eutanasia foi realizada com a secgdo da aorta
abdominal, nos animais previamente anestesiados, conforme os procedimentos indicados nas
normas da CEUA, L-016-009.

5.6 INFECCAO DOS CAMUNDONGOS
Os camundongos que fazem parte dos grupos experimentais Il e 111 foram submetidos,

cada um, a infeccdo inicial, por via transcutdnea (SOUZA et. al., 1992), com 50 cercarias

recém eliminadas de caramujos da espécie Biomphalaria glabrata, cepa de Feira de Santana.

3 Estudos sobre a esquistossomose experimental apontam uma perda de seguimento de até 30% (WYNN et. al.,
1998; COUTO et. al., 2007).
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Roedores parasitados serviram de fonte para fornecimento de miracidios no procedimento de
infeccdo dos caramujos. O grupo | ndo sofreu nenhuma infecgéo (controle intacto).

Os grupos Il e 11l foram submetidos, apds o prazo de quinze dias, a reinfeccdes com
15 cercarias de S. mansoni, e o intervalo de uma reinfeccéo para outra foi também de 15 dias,
perfazendo um total de 5 reinfeccbes (SANTOS et. al., 2000). Dois meses apds a primeira
infecgdo, todos os camundongos foram submetidos ao exame de fezes (baseado no método
Kato-Katz, KATZ et. al.,, 1972), que permite diagnosticar a ocorréncia de infeccdo
(GRYSEELS et al., 2006; NEVES et. al., 2010; COUTO, 2005). As fezes foram solubilizadas
com salina a 0,85% e maceradas em laminas. Esta solugéo foi, entdo, prensada com laminula
e observada em microscopio Optico a procura de ovos.

Durante todo o periodo do experimento, e principalmente durante os primeiros quatro
meses de infeccdo, foi acompanhada a mortalidade por sexo nos animais experimentais.
Quatro meses apés a primeira infeccdo foi realizada a eutanasia de 10 animais experimentais,
para examinar o envolvimento renal, e o grupo Il foi submetido ao tratamento com
Praziquantel através de entubacdo intragastrica (gavagem), enquanto que o grupo Il recebeu
salina a 0,85%, passando pelos mesmos métodos de entubacéo intragastrica (DEJANI et. al.,
2010).

5.7 NECROPSIAS

A cada periodo de eutanasia e necropsia, que foram no quarto, sexto e oitavo més apds
0s camundongos experimentais sofrerem a primeira infecgdo, os rins foram retirados e
divididos em fragmentos para diferentes finalidades. Um deles foi direcionado para a
imunofluorescéncia em blocos criopreservados; alguns fixados em formol Millonig (pH 7,4)
para histopatologia; e outro fragmento foi recortado em pequenas sec¢bes para fixacdo em
cacodilato e glutaraldeido, para realizacdo da microscopia eletrdnica de transmissao.

Em seguida, o figado foi retirado para observacdo das dimensdes, foi pesado em
balanca analitica e seccionado, direcionando a seccdo parcial do lobo esquerdo para o
processo de digestdo hepatica com KOH a 4% e contagem de ovos na quantificacdo da carga
parasitaria, e o intestino foi removido para observacdo sob lampada comum de helmintos

adultos nas veias mesentéricas.
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5.8 TRATAMENTO

O grupo Il recebeu tratamento especifico contra a esquistossomose, quatro meses apos
a primeira infeccdo, o qual correspondeu a uma dose de 400 mg por massa corporea (400
mg/kg), do Praziquantel, administrada por via oral, entubacdo intragastrica (OLIVEIRA,
2005). Todos os animais do grupo Il foram pesados a fim de obter a média dos pesos e
calcular a dose correta para cada camundongo, seguindo a proporc¢éo indicada acima.

Assim, com uma média de peso de 30 g, cada camundongo recebeu 12 mg de
Praziquantel, cujos comprimidos foram macerados e solubilizados em &gua destilada,
anteriormente, para serem injetados 0,5 mL desta solugdo por entubacdo intragastrica. Cada
animal do grupo 111 recebeu 0,5 mL de salina a 0,85%, passando pelos mesmos métodos de
entubacdo intragastrica.

Nesse periodo, foram submetidos a eutanasia 10 animais dos grupos experimentais, s6
infectados e ndo tratados. Apds a eutanésia, foram retirados fragmentos do cértex renal para
realizacdo de microscopia eletrénica de transmissdo. Outros fragmentos renais foram
colocados, parte em formol Millonig (pH 7,4) para histopatologia, e outra parte em Tissue-
Tek, congelados em nitrogénio liquido para a realizagdo da Imunofluorescéncia.

Os grupos experimentais tratados e reinfectados foram acompanhados dois meses
depois, com 2 meses apds o tratamento e 6 meses de infeccdo através da eutanasia de 5
animais de cada grupo, para examinar o desenvolvimento da glomerulonefrite nos
camundongos apenas infectados e os efeitos do tratamento naqueles que receberam a
quimioterapia. Novamente, com 8 meses de infeccdo e 4 meses apds o tratamento, todos 0s
animais restantes dos grupos experimentais e de controle foram submetidos a eutanasia,
finalizando o experimento.

Todos os animais foram avaliados qualitativamente quanto a analise da estrutura do
cortex renal com as trés coloracbes histopatologicas (HE, PAS e PIFG), como também foi
realizado em todos a observacdo dos vermes nas veias mesentéricas, a comparacao do peso do
figado e a quantificacdo da carga parasitaria. Mas, as técnicas de imunofluorescéncia (IF) para
IgG e antigenos do S. mansoni, microscopia eletrénica e morfometria de area de depoésito
foram realizadas em aproximadamente 60% do numero de animais de cada grupo
eutanasiados em cada periodo de tempo de infecgdo.

Esse acompanhamento foi de fundamental importancia para observar a evolugdo da
glomerulopatia esquistossomética em modelo murino, assim como examinar os efeitos do

tratamento, comparando os aspectos histologicos apresentados por ambos os grupos. A IF e a
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ME permitem a localizag&o precisa dos depdsitos de antigenos nas estruturas glomerulares na
esquistossomose (NUSSENZVEIG, 2002).

5.9 PRESENCA DE VERMES ADULTOS E AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA

A cada eutanéasia, para que fossem acompanhados a evolucéo da esquistossomose e 0s
efeitos da quimioterapia, os intestinos foram removidos e mantidos em solucdo salina a
0,85%. Entdo, sob lampada comum, cada intestino de cada camundongo foi observado, e as
veias mesentéricas cuidadosamente examinadas, onde foram encontrados e retirados 0s
vermes adultos, confirmando a infecgéo.

A carga parasitaria total e parcial do figado dos camundongos foi quantificada pelo
método de Cheever (1970) que inclui a digestdo tissular hepatica com hidréxido de potassio
(KOH). Inicialmente, o peso liquido do figado inteiro (a fresco) foi aferido em balanca
comum. Logo em seguida, foi retirado um fragmento e pesado para obtencdo do peso parcial.
Esses fragmentos de figado de cada camundongo foram adicionados a um tubo de ensaio
identificado individualmente, contendo 40 ml de hidréxido de potassio a 4%, iniciando um
processo de digestdo tissular.

As amostras foram mantidas a 4°C, o que reduz a velocidade de digestéo, permitindo
que todas as amostras fossem quantificadas a seu tempo, sem perdas de material. As amostras
a serem quantificadas imediatamente, foram colocadas em estufa a 37°C durante um periodo
de 3 horas para acelerar e concluir a digestdo tissular, permitindo a contagem dos ovos em
laminas escavadas.

Depois da digestdo, foram obtidas solucdes nas quais foram retiradas, separadamente,
5 réplicas de 1 ml cada (1.000 pL), da solucdo de digestdo hepatica de cada camundongo, e
contados 0s ovos encontrados em lamina escavada sob microscopio 6ptico. Desta forma,
calculou-se a média de ovos em todas as replicas.

Por calculos de proporcéo utilizando o peso total e parcial do fragmento de tecido
hepatico e a quantidade de solucdo de digestdo, foi possivel calcular a quantidade de ovos por
grama de tecido hepatico, assim como a carga parasitaria total do figado. Com a quantidade
de ovos presentes nas amostras de 1 ml de cada solucdo, foi extrapolada para a quantidade
total de solucéo (40 ml), para obter o nimero de ovos no figado.

A infeccdo leva a um aumento anormal do figado (hepatomegalia) provocado pelos
ovos do parasita que impactam e obstruem parcialmente 0s vasos sanguineos portais, além da

formagéo dos granulomas, da fibrose, e consequentes processos de neoformacao vascular que
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alteram efetivamente o peso do 6rgdo. Nesse contexto, peso do figado e carga parasitaria sao
as varidveis em analise, cuja descrigdo estatistica é fundamental para realizar as avalia¢fes e

inferéncias.

5.10 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Fragmentos de rim foram inicialmente fixados em formol Millonig (pH 7.4), em
concentracdo de 10%, durante um periodo de 24 horas, e depois mantidos sob a fixacdo de
alcool a 70%. Apos serem processados e hidratados, foram incluidos em parafina e cortados
em microtomo (RODRIGUES et. al., 2010).

SeccOes de aproximadamente 3 micrémetros de espessura foram corados com: i)
hematoxilina e eosina, para observacdo da perspectiva geral do cortex renal (COUTO et. al.,
2007); ii) PIFG (Picrosirius), corando as regides de coldgeno em vermelho, com fundo verde
fluorescente, pela coloracdo dos outros componentes celulares, para anélise histopatoldgica; e
iii) PAS (&cido periodico-Schiff) que cora em vermelho as membranas basais por possuirem
glicoproteinas, permitindo a identificacdo de alteracbes nessas membranas e a borda em
escova das células dos tubulos contornados proximais (DI FIORE, 2001). O PAS € usado
principalmente para colorir estruturas contendo uma alta propor¢do de macromoléculas de
carboidratos  (glicogénio, glicoproteina, proteoglicanos), tipicamente encontrado em
engenharia de tecidos conjuntivos, mucos, e laminas basais.

As diferencas consideradas como alteracdes da glomerulopatia esquistossomotica,
muitas vezes, sdo baseadas em parametros, como por exemplo na coloracdo de PIFG em que
foi avaliado pela presenca histolégica detectada de fibrose. Apesar de fornecer mais
confiabilidade sobre as descricdes na analise qualitativa dos glomérulos no tecido renal de
camundongos, 0s parametros para detectar, por exemplo, a proliferacdo de células mesangiais
glomerulares, que podem corresponder a um ndmero a partir de 4 celulas a mais do que o
normal, ndo teria muita funcionalidade. 1sso porque essas alteragcdes ndo ocorrem em todos 0s
glomérulos de camundongos infectados que apresentaram esse processo inflamatério, e nem
todos os camundongos que possuiam alteracGes inflamatorias em microscopia eletronica
apresentaram alteracdo glomerular visualizada em microscopia dptica.

Poucas alteracdes renais em camundongos sdo observadas em microscopia optica, e
uma analise quantitativa sobre um dado sutil e pouco observavel pode gerar comparagoes
equivocadas quando se implGe parametros de analise. Essas analises em nivel de

imunofluorescéncia e microscopia eletronica de transmissao sdo mais confiaveis, observando
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Proteoglicano
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que as alteracbes sdo mais visiveis e observadas em uma maior quantidade de animais. J& na
microscopia oOptica alteracfes podem passar despercebidas, em que a analise da técnica pode
ser restrita pela quantidade de camundongos possiveis de serem analisados, pelo tempo de

desenvolvimento e trabalho requeridos.

511 IMUNOFLUORESCENCIA

O método possui alta sensibilidade, especificidade e consiste em conjugados de
anticorpos ligados a moléculas reveladoras, fluorocromos, que absorvem luz ultravioleta e
emitem luz visivel, ou seja, ficam fluorescentes. O Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) foi o
fluorocromo utilizado neste trabalho e foi considerada positiva toda area marcada com cor
verde brilhante.

Fragmentos de tecido renal, retirados durante necropsia dos camundongos, foram
imediatamente criopreservados, ao serem adicionados a moldes feitos de aluminio contendo
um meio de inclusdo (Tissue-Tek, gel) e congelados em nitrogénio liquido. As amostras
congeladas foram estocadas em um freezer a -80 °C, e sec¢Oes de aproximadamente 3 micra
foram realizadas nesse material em um criostato a -28 °C. Alguns cortes foram corados com a
solucdo de azul de toluidina e azul de metileno em uma proporcao de 1:1, apenas para pré-
visualizar a presenca da area especifica correta a ser adicionado o marcador. As sec¢des
seguintes ndo eram coradas e ap0Os cortadas foram fixadas em acetona (100%) gelada,
durantes 5 minutos, e acondicionadas em cubetas, vedadas com papel aluminio na parte
superior e mantidas no freezer a -20°C.

As técnicas de imunofluorescéncia direta e indireta foram realizadas na metade dos
animais experimentais, 0 que equivale a 25 camundongos dentre 0s grupos de tratados e
apenas reinfectados, e em 3 camundongos controles. As sec¢bes foram submetidas a técnica
de imunofluorescéncia indireta para demonstracdo de antigenos do S. mansoni, utilizando um
mix dos soros de 4 pacientes com infeccdo cronica*, e imunofluorescéncia direta para
demonstracdo de IgG.

Na marcagdo dos anticorpos IgG, no tecido renal, foram utilizadas anti-mouse 1gG
conjugadas com Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) da SIGMA, marcador fluorescente mais
utilizado (GOLIM et. al. 2007, FRANCO et. al.,, 2010). Como o0s antigenos sao

4 Cedido pelo setor de imunologia do Hospital Universitario Professor Edgar Santos, cujo soro ja foi
devidamente analisado em relacdo a ocorréncia de coinfec¢do nos pacientes e outros requisitos para utilizacdo
neste teste, durante a execucdo de outros trabalhos pela equipe do hospital.
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polissacarideos de alto peso molecular, descritos por Nash em 1974, ndo conseguem
ultrapassar a barreira de filtracdo formada pelas 3 camadas da membrana basal glomerular e
ficam depositadas na membrana e no mesangio, dificultando a funcdo renal e liberando
substancias mediadoras de processo inflamatério desencadeando a glomerulopatia. Sdo assim
identificados e localizados por marcacéo de fluorescéncia nos glomérulos lesionados.

No processo de imunofluorescéncia indireta, o marcador Isotiocianato de Fluoresceina
(FITC) conjugado com anti-humano IgG se liga a imunoglobulina IgG, que esté ligada ao
antigeno especifico, no caso o antigeno de Nash, marcando este antigeno no tecido renal, e a
fluorescéncia é entdo observada sob microscopio de imunofluorescéncia. Esse antigeno,
conhecido inicialmente como circulating schistosomal antigen (CSA), antigeno de Nash
(Nash, 1974) ou ainda antigeno polissacarideo, indicado por marcacdo de fluorescéncia,
demonstra exatamente onde se localizam os depdsitos de complexos imunes no rim,

provocados pela infeccdo esquistossomotica.

5.12 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A analise com microscopia eletronica foi realizada em metade dos animais
experimentais, correspondendo a 25 camundongos distribuidos entre os grupos de apenas
reinfectados e de tratados, sendo que mais 3 animais controles intactos (normais) foram
utilizados para comparacdo. Pequenos fragmentos do cortex renal foram retirados na
necropsia e seccionados em fragmentos menores ainda para permitir uma melhor absorcéo do
fixador, sendo imediatamente fixados, através da imersdao em uma solucdo de glutaraldeido a
4% e tampdo cacodilato a 0,2M (1:1), pH 7.4, por 1h a 4°C. Depois, foram realizados trés
banhos com cacodilato a 0,2M e, ap6s o ultimo banho os fragmentos foram mantidos nesta
solucdo a 4°C até que fosse possivel dar continuidade ao processamento (RODRIGUES et.
al., 2010).

Os fragmentos foram, entdo, pos-fixados em tetroxido de dsmio a 1% e tampdo
cacodilato a 0,3M (1:1) por 1h a 4°C, sem luminosidade no ambiente. Os fragmentos foram
lavados, rapidamente, em tampao cacodilato a 0,3M e, em seguida, desidratados em um
gradiente de acetonas de 30%, 50%, 70%, 95% e 3 vezes de 100%.

Logo em seguida foi realizado o processo de substituicdo, onde os fragmentos foram
embebidos em uma solucdo de resina Polybed 812 e acetona a 100% na proporcao de 1:1. O
material foi impregnado em resina pura durante 12 horas, incluidos em moldes com a resina e

colocados em estufa a 60°C para polimerizacdo durante 3 dias.
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Os blocos obtidos apds polimerizacdo da resina foram seccionados, ap6s desbaste e
formacdo de um trapézio na parte superior de cada bloco (facilitando os cortes e permitindo
que a regido correta onde se encontra o tecido no bloco seja cortada). Sendo realizados cortes
semifinos, com espessura de 1 micrémetro, corados com uma solucao de azul de toluidina e
azul de metileno em uma proporcao de 1:1, para pré-visualizacdo do material e selecdo da
area especifica, que apresentava glomérulos, a serem realizados os cortes ultrafinos.
Posteriormente, os cortes ultrafinos de 70 nandmetros de espessura foram coletados,
montados em grades de cobre, contrastados com citrato de chumbo e acetato de uranila e
examinados em um microscopio Zeiss EM-9.

A microscopia eletrbnica de transmissdo demonstra em eletromicrografia
ultraestrutural as alteracdes decorrentes do processo inflamatdrio que caracteriza a
glomerulopatia esquistossomotica e detecta a localizacdo dos depositos de complexos imunes
no glomérulo. Os complexos imunes que desencadeiam o processo inflamatorio, consistindo
inicialmente na proliferacdo celular, principalmente das células mesangiais que s&o
estimuladas a proliferar para otimizar a funcdo de englobar os complexos liberando a area da
membrana basal onde sdo retidos, por possuirem alto peso molecular, no processo de
filtragem do sangue. Entdo, juntamente aos antigenos, as imunoglobulinas do complexo

seguem esse mesmo caminho e sdo posteriormente encontrados no parénquima mesangial.

5.13 MORFOMETRIA

A morfometria foi aplicada as imagens de microscopia eletronica de transmissdo, para
mensurar a area em que se encontram os depositos de complexos imunes no glomérulo renal.
Foram levados em consideracdo os depositos na membrana basal e no parénguima mesangial,
separadamente. Graficos de comparacgdo entre as areas de depositos nos diferentes pontos de
tempo de infec¢do, acompanhando o avanco da doenca renal esquistossomotica, foram
projetados de acordo com o local de depdsito no glomérulo. A observacdo do tempo de
infeccdo foi importante para verificar se propicia o encontro de depdsitos mais
frequentemente na membrana basal ou na regido mesangial glomerular e comparar o tamanho
da area de deposicdo. A morfometria foi realizada examinando 10 campos microscopicos de
glomérulos, por animal, de 3 camundongos de cada grupo em cada periodo de analise, através
do sistema de processamento e analise de imagem ITEM, programa do microscépio eletrdnico
de transmissdo (MET) Zeiss EM109, e para obtencdo das imagens também foi utilizado o

MET JEOL 1230 que é dotado de sistema de microanalise EDS. Foi mensurada a area de
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depdsito dos complexos imunes nos glomérulos, que era fornecida, automaticamente, ao
circundar marcando a area do complexo imune. No final as &reas dos campos foram somadas

e separadas por grupo em cada periodo de anélise.

5.14 ANALISE ESTATISTICA

A estatistica foi aplicada as variaveis de peso do figado, carga parasitaria e
morfometria de area, apresentadas e avaliadas pela estatistica descritiva, e testadas quanto a
normalidade dos dados utilizando o teste de Shapiro-Wilk. A morfometria foi utilizada como
medida do campo onde os complexos imunes estavam depositados no cértex renal, com as
imagens obtidas da microscopia eletrénica de transmissdo. Os resultados do teste de
normalidade direcionaram para utilizacdo de testes ndo paramétricos, porque os dados néo
seguiam uma distribuicdo normal, e esses testes foram aplicados na anélise para comprovar a
confiabilidade estatistica dos dados, assim como calcular se as diferencas provocadas pelo
tratamento especifico da esquistossomose foram significantes. Os testes consistiram nas
analises das medianas com Mann-Withney e nas analises das variacdes em torno das médias
com o Kruskal-Wallis, aplicado ao teste de Dunn. Para estes testes, foi estabelecido um nivel
de confianca de 95%, permitindo erro de 5%, nivel de significancia. Os programas que
ajudaram a desenvolver e projetar toda a andlise estatistica foi o BioEstat 5.0, 0 GraphPad
Prism 6 e 0 Excel 2013.
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6 RESULTADOS

No inicio do experimento, os grupos de camundongos totalizavam 80 animais.
Durante o desenvolvimento, ocorreram diversas perdas de seguimento que correspondiam a
resposta do organismo de cada camundongo em relacdo a infeccdo e reinfeccdo, necesséria
para induzir a fase cronica da esquistossomose. Ap6s 4 meses de infeccdo, 16 animais haviam
morrido e 64 restaram, 0s quais estavam distribuidos nos grupos: controle com 10 animais;
Grupo Il (tratamento) com 28; e Grupo 111 (apenas reinfectados) com 26. No final de 8 meses
de experimento restaram 60 animais que ndo sofreram mortalidade espontanea, e que foram
submetidos a eutanasia para obter os pontos de analise do desenvolvimento da doenca e da

possivel regressdao com o tratamento.

6.1 MORTALIDADE ESPONTANEA

A perda de seguimento em todo o experimento foi de 20 animais, e diz respeito a
mortalidade espontanea do camundongo em virtude da sensibilidade que apresenta frente a
infeccdo. Muitos autores que trabalharam com experimentos similares utilizaram essa mesma
nomenclatura, cujos resultados serdo discutidos na sesséo 7 deste trabalho.

Considera-se mortalidade espontanea aquela que ocorre por simples diferenca de
resisténcia a infeccdo na esquistossomose, durante o periodo experimental. O presente
trabalho apresentou uma mortalidade de 25%, considerando os animais de todos 0s grupos
que os compdem. Levando-se em conta apenas 0s grupos experimentais, que foram infectados
e reinfectados, a mortalidade esponténea foi de 28,6%. No grupo controle intacto (normal)
ndo ocorreu mortalidade. Entre os grupos de reinfectados (grupo I11) e reinfectados/tratamento
(grupo 11) a mortalidade apresentou indices ndo comparativos.

Como a mortalidade foi maior no terceiro e principalmente no quarto més de infecgéo,
e 0 tratamento ocorreu exatamente no quarto més, momento no qual 0s grupos estavam
homogéneos, ndo foi possivel comparar o percentual de mortalidade espontanea entre os dois
grupos de tratados e ndo tratados. Mas, a mortalidade que ainda ocorreu no quinto més,
mesmo que pequena, afetou apenas os camundongos infectados que ndo foram submetidos ao
tratamento. Os seguintes graficos de sobrevivéncia e mortalidade, figura 3, demonstram essas

perdas de seguimento ao longo do periodo experimental:
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Figura 3. Sobrevivéncia e mortalidade espontanea dos camundongos durante os 8 meses
de experimento (valores absolutos). Em “A” se observa uma maior mortalidade espontanea
em junho, quando os animais completam 4 meses de infeccdo. Em “B”, o grafico de
sobrevivéncia indica uma queda no numero de camundongos do terceiro ao sexto més de

infeccdo.

A mortalidade espontanea também foi acompanhada segundo o sexo do animal. O
namero de fémeas e de machos recebidos para o experimento foi igual, sendo distribuidos
aleatoriamente nos grupos experimentais. A mortalidade absoluta foi maior entre os machos,

cujo resultado esta apresentado no grafico abaixo (figura 4):
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Figura 4. Mortalidade espontanea segundo o sexo dos camundongos durante 0s 8 meses
de experimento (valores absolutos). A mortalidade foi maior entre os machos, em todo o

periodo experimental, sendo exclusiva deles durante o quinto e sexto més de infeccao.

Em termos percentuais, 70% da mortalidade esponténea foi de machos e 30% de
fémeas, sendo o nimero absoluto de mortalidade espontanea 20 animais de ambos 0s sexos,

descrita anteriormente como 28,6% em todo o experimento.
6.2 ESTUDO PARASITOLOGICO

A andlise comparativa das visceras dos camundongos infectados e reinfectados dos
grupos experimentais 1l e 11l com os do grupo controle intacto ocorreu nos pontos de 6 e 8
meses apds a primeira infec¢do, o que equivale ao segundo e quarto més de tratamento para o
grupo Il, respectivamente.

Exame de fezes - O exame foi realizado em todos os camundongos experimentais
apos 2 meses de infecgdo e foi obtido 100% de positividade entre os animais analisados.

Dados macroscopicos - A observacdo macroscépica, durante a eutanasia, revelou um
quadro de hipertrofia atingindo figado e baco, caracteristico da fase cronica da doenca. Esse
aumento do figado e do bago foi observado em todos os camundongos infectados e que ndo
foram submetidos ao tratamento. Animais tratados apresentaram tamanho normal desses
orgaos e o figado com regides que se assemelhavam a um processo de cicatrizagdo. A
macroscopia do rim apresentou-se normal em alguns animais e em outros foi observado uma
palidez do érgdo notadamente nos animais infectados que nao receberam tratamento, apesar

de ndo ter sido observado em todos os camundongos desse grupo.
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Vermes nas veias mesentéricas — Foi observada a presenca de vermes nas veias
mesentéricas dos camundongos infectados e tratados, e o resultado estd descrito segundo
tabela 1 a seguir, para atestar infeccéo e eficacia do tratamento, mas estes vermes nao foram
quantificados. A positividade da parasitemia mesentérica pela presenca do S. mansoni nos
grupos de camundongos experimentais foi demonstrada em percentual de cura para avaliar a
repercussao do tratamento ao longo do tempo, segundo a tabela 2. Baseado neste tipo de
analise, o percentual de cura total no experimento foi de 96,4%, considerando a presenca de
vermes adultos nas veias mesentéricas. Dados de carga parasitaria foram obtidos através da

quantificacdo de ovos no figado dos camundongos e sdo apresentados logo em seguida.

Tabela 1 — Presenca de vermes nas veias mesentéricas de camundongos reinfectados, segundo

tempo de infeccdo e tratamento (positivos e negativos).

Pontos de Presenca de vermes nos animais reinfectados néo tratados (Grupo I11)
analise
(Meses) Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0
4 meses + + + + - - + - + +
6 meses + + + + +
8 meses + + + + + +
Pontos de Presenca de vermes nos animais reinfectados tratados (Grupo I1)
analise
(Meses) Al A2 A3 Ad A5 Ab A7 A8 A9 A10
4 meses Periodo de tratamento, os animais ndo foram avaliados
6 meses - - - - -
8 meses - - - - - - - - - -

Obs: o nimero de eutanasia foi diferenciado de acordo com o ponto de anélise baseado no tempo de

infeccdo, portanto ha alguns campos sem informacao.

Nota: A= animais.
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Tabela 2 — Avaliacdo do tratamento ao longo do curso de tempo da infeccdo, segundo
percentual de cura, baseada em parasitemia positiva ou negativa para vermes nas veias

mesentéricas.

Tempo de Ndmero de Camundongos
. ~ Casos Positivos
infeccao/tratamento Cura (%)
(Meses) Grupo Il Grupo Il Grupo 11 Grupo Il
4M 10 10 -
6 M/2M de Trat. 5 5 5 0 17,9
8 M /4 M de Trat. 6 23 6 1 78,5

Carga parasitaria — A avaliacdo da carga parasitaria em camundongos reinfectados,
nos grupos tratados ou ndo, ocorreu através da quantificacdo de ovos do figado, na qual se
obteve a proporcdo da quantidade de ovos/grama de tecido hepéatico. Comparacdes com o
peso liquido total do figado entre os grupos experimentais foram utilizadas juntamente a carga
parasitaria para reforgar as diferencas entre a intensidade de infeccdo e o tratamento nos
diferentes pontos de anélise.

A variavel peso do figado apresentou entre os camundongos infectados,
independentemente do tempo de infec¢do, média de 2,0952 gramas, com um desvio de 0,539
(variancia de 0,29). Entre os camundongos tratados a média de peso do figado,
independentemente do tempo de tratamento, foi de 1,2857 gramas, valor bem menor em
relacdo aos infectados, e desvio de 0,46 (variancia de 0,2116). A assimetria dos dados de peso
entre 0os camundongos tratados (1,0032) foi maior do que entre os infectados (0,1137). Para
verificar a normalidade da variavel peso, tanto no grupo experimental de infectados quanto no
de tratados, foi utilizado o teste estatistico Shapiro-Wilk, que pode analisar varidveis em
varios grupos simultaneamente. Foi encontrado um p valor igual a 0,0082 que é menor do que
o nivel de significancia pré-estabelecido de 0,05 ou 5%. Assim, os dados dessa variavel ndo
seguem uma distribuicdo normal, sendo requeridos testes ndo paramétricos para analisa-los.

Baseado na avaliagcdo das médias e nos desvios de amplitude dos valores pode ser
observada no grafico a seguir a variacdo dos pesos do figado entre os camundongos
infectados e aqueles que foram submetidos ao tratamento (figura 5). Para esta analise foi
utilizado o teste estatistico Kruskal-Wallis na avaliagdo da variavel quantitativa peso do
figado. Portanto, o teste foi direcionado partindo da hipotese nula de que: Ho. ndo ha diferenca

entre as médias de peso do figado de camundongos infectados e tratados. O teste apresentou
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um resultado significante de p<0,05, constatando a influéncia do tratamento sobre o peso do
figado de animais reinfectados, ou seja, animais com infec¢do esquistossomética que tenha
provocado hepatomegalia, quando tratados contra a parasitose, ttm o peso do figado

diminuido, devido a um processo de reconstituicao (figura 5).

— p<0,05

Peso (rramas)

Controles Reinfectados Tratados

Figura 5 — Peso liquido (em gramas) dos figados dos grupos tratados, ndo tratados e
controle, durante 8 meses de experimento. O Box plot apresenta a média e os desvios da
variavel peso do figado nos dois grupos experimentais e no controle, acompanhado ao longo
de todo o experimento, nos pontos de anélise de 4, 6 e 8 meses de infeccdo, juntamente com 2
e 4 meses de tratamento, ja que este grupo foi tratado apos 4 meses de infec¢do. O gréfico
indica os valores centrais, aproximadamente, e apresenta o teste de Kruskal-Wallis de
comparacao, cujas médias de peso dos figados foram testadas quanto a variacdo, segundo o

teste de Dunn, sendo observado um valor de p<0,05 significante.

A carga parasitaria ¢ uma variavel quantitativa que foi avaliada nos trés pontos de
analise para encontrar a intensidade da infeccdo ao longo do tempo e a repercussao do
tratamento. Por isso, € uma variavel mais ampla e sua estatistica descritiva esta apresentada na
tabela 3. A média da quantidade de ovos por grama de tecido hepatico foi progressivamente

maior entre os camundongos reinfectados com o decorrer do tempo de infecgdo, e os animais
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do grupo de tratamento apresentaram grande reducdo dessa quantidade de ovos em relacdo ao
grupo de reinfectados e néo tratados. Os grandes valores apresentados no desvio padrdo e
coeficiente de variacdo foram decorrentes de grandes diferencas dos valores de carga
parasitaria entre 0s animais do mesmo grupo no mesmo periodo de infec¢do ou tratamento.
Isso ocorre porque depende da sensibilidade orgénica de cada animal & infecgdo
esquistossomotica, ou pela variagdo da eficiéncia na infeccdo transcutanea que é bastante

suscetivel a provocar essas grandes diferencas.

Tabela 3 — Estatistica descritiva da variavel carga parasitaria segundo tempo de infeccdo e

grupo experimental dos camundongos, analisando média, desvio e coeficiente de variacéo.

Média da Carga o L
Tempo de L . Coeficiente de variagédo
) Parasitaria Desvio Padréo
infeccdo/tratamento (%)
(ovos/gramas)
(Meses)
Grupo Il | Grupo Il | Grupo Il | Grupo Il | Grupo Ill | Grupo Il
4M 35.314 16,06 45,48%
6 M/2M de Trat. 45.377 25.251 16,74 6,85 36,89% 27,15%
8 M /4 M de Trat. 222.655 15.095 256,39 7,69 115,16% 50,95%

Os dados de carga parasitaria apresentaram grande variabilidade, e pela diferenca de
valores, foi realizado o teste de Mann-Whitney (figura 6, 6 meses de infeccdo e 2 meses de
tratamento), para amostras independentes, que se baseia nas medianas, eliminando as grandes
variagOes dos valores extremos, permitindo identificar a tendéncia central dos dados. Partindo
da hipétese nula de que: Ho: As cargas parasitarias dos grupos de reinfectados e tratados ndo
diferem quanto a mediana, o teste apresentou um p<0,05 significante. Entdo, os grupos de
infectados e de tratados no ponto de 6 meses de infeccdo apresentam diferencas significantes
em termos de carga parasitaria, ja que o tratamento provoca uma grande reducdo nos valores
dessa variavel. A mediana entre os tratados foi de 25,00 e entre os infectados foi de 47,83.
Assim, a carga parasitaria dos grupos infectados em relacdo aos tratados demonstra
distribuicdo independente, ja que os resultados se diferenciam por causa da intervengdo com o
medicamento. Inclusive diferem quanto a mediana, ou seja, ndo convergem para uma

tendéncia central aproximadamente equivalente.



58

p<0,05 (Kruskal-Wallis)
80 I |

60—
40—

20+

0 i |
tratados infectados

média de ovos/gramas
de figado (mil)

camundongos com 6 meses de infeccio

Figura 6 — Relacdo das medianas de carga parasitaria dos grupos tratados e infectados
com 6 meses de infeccdo e 2 meses de tratamento. Como resultado do teste de Mann
Whitney, um Box plot comparando as medianas de carga parasitaria entre 0S grupos
infectados e tratados, que apesar de se aproximarem mais que as médias, a variacao entre as
medianas foi significativa, com um p<0,05. Assim, o tratamento causa redugdo significativa
no valor da carga parasitaria na comparacdo dos grupos segundo este teste de amostras
independentes. Através do teste de Dunn, tipo de teste dentro do Kruskal-Wallis, para
comparacao da variagdo nas médias de carga parasitaria, foi observado um valor de p<0,05,
significante.

O teste de Mann-Whitney, realizado com os valores de carga parasitaria dos animais
com 8 meses de infeccdo, tratados e ndo tratados (figura 7), partiram da mesma hipétese
anterior, Ho: A carga parasitaria entre os grupos de reinfectados e tratados ndo distanciam
guanto a mediana. O teste apresentou um p<0,05, ou 5%, significante. 1sso quer dizer que a
diferenca, ou a diminuicdo nos valores de carga parasitaria dos tratados em relacdo aos
camundongos reinfectados foi expressiva, demonstrando que o praziquantel eliminou os
vermes, reduzindo efetivamente a carga parasitaria. Neste contexto, foi obtida uma mediana
entre os tratados de 12,09 e entre os infectados de 172,34, demonstrando elevada variancia

dos dados.
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Figura 7 — Relacdo das medianas de carga parasitaria dos grupos tratados e infectados
com 8 meses de infeccdo e 4 meses de tratamento. Como resultado do teste de Mann
Whitney, um Box plot comparando as medianas de carga parasitaria entre 0S grupos
infectados e tratados, com grande variacdo entre as médias e entre as medianas e significancia
estatistica, cujo valor do p foi <0,05. O Praziquantel demonstrou provocar uma grande
reducdo nos valores de carga parasitaria entre os tratados em comparacdo aos camundongos
infectados, apresentando um grande potencial antiparasitario nos resultados analisados neste
teste de amostras independentes. Através do teste de Dunn, tipo de teste dentro do Kruskal-
Wallis, para comparacdo da variacdo nas medias de carga parasitaria foi observado um valor
de p<0,05, significante.

A relacdo geral da carga parasitaria entre grupos de infectados e tratados, comparando
nos trés pontos de analises foi realizada através do teste de Kruskal-Wallis, que possibilitou a
projecdo de uma distribuicdo em barras de maltipla comparacdo dessa varidvel em relacdo aos
grupos e tempo de avaliacdo. Essa analise das diferencas nas médias encontradas para carga
parasitaria nos dois grupos por més de acompanhamento experimental, que ocorreu de dois
em dois meses (do 4° ao 8° més), encontrou na associac¢ao entre camundongos tratados por 4
meses e camundongos infectados durante 8 meses as maiores diferencas, ou distancias dos

valores quantitativos de carga parasitaria. 1sso demonstrou que um animal com infec¢do mais
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prolongada desenvolve uma intensidade maior de carga parasitaria e que com um tratamento

antiparasitario (praziquantel) por um tempo mais longo ocorre redu¢do maior nessa variavel.

6.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA

A avaliacdo no estudo histopatoldgico consistiu em verificar o tecido do cértex renal
em trés coloracdes (HE, PAS e PIFG), cada qual com o objetivo de observar as diferencas nas
células, nas membranas basais, composicdo e na estrutura geral dos glomérulos renais
provocadas pela infeccdo esquistossomatica. Essa técnica foi utilizada para acompanhar a
progressdo das alteracdes glomerulares que surgem, como consequéncia do processo
inflamatdrio originado nos rins por causa da deposicdo de complexos imunes de alto peso
molecular que chegam a esse 6rgdo na esquistossomose cronica, e que sdo contidos durante a

filtracdo realizada na membrana basal glomerular.

6.3.1 Coloracao HE

A anélise da arquitetura geral do tecido do cortex renal foi feita atraves de cortes
corados com Hematoxilina e Eosina (HE) porque a coloracdo define bem os limites celulares,
coram nucleos e tornam visiveis processos de proliferacdo celular tipicas da fase inicial de
reacOes inflamatorias durante a glomerulopatia esquistossomoética. Mas, na nefropatia
esquistossomotica experimental, tem sido observadas, em microscopia Optica, pequenas
alteracdes quando comparadas com aquelas observadas na forma humana, 0 que ocorreu

também neste trabalho, e é compativel com lesdes iniciais do processo inflamatdrio.

4 Meses de infeccdo (grupo 1) — O estudo histolégico do cortex renal neste periodo

de infeccdo e reinfeccdo com 4 meses, em que 0S grupos experimentais ainda estavam
homogéneos porque nenhum deles havia sido tratado, revelou pequenos processos de
proliferacdo das células mesangiais nos glomérulos, comparado as mesmas estruturas no
grupo controle intacto (Figura 8 — B). Assim, demonstra pequena expansdo do parénquima
mesangial com consequente aumento no tamanho geral dos glomérulos, mas ainda pouco
perceptivel ja que as alteragdes sdo bem sutis. Nacleos poliploides (binucleadas, nucleos em
divisdo) e células mesangiais em divisdo, como um todo, ja sdo observados em pequena
quantidade. A estrutura geral dos glomeérulos permaneceu integra, sem alteracfes do tipo

proliferacdo difusa com acentuacédo lobular, ou lesbes segmentares em tufos de glomérulos e
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sem apresentar focos de esclerose glomerular. N&o foi observado em nenhum dos animais dos
grupos cilindros proteicos no interior dos tdbulos contornados. Essas mudancas s&o
equivalentes as primeiras alteracfes que ocorrem em um processo inflamatério por complexo

imune de uma glomerulopatia parasitaria.

6 Meses de infecgcdo (grupo 111) e 2 Meses de tratamento (grupo II) — O grupo Ill, de

reinfectados com 6 meses de infeccdo e que ndo foram submetidos ao tratamento, manifestou
mudancas histoldgicas que consistiam essencialmente em proliferacdo de celulas endoteliais e
mesangiais ndo tdo intensas como na forma de glomerulonefrite humana, entretanto mais
acentuadas do que apresentaram os glomérulos dos camundongos com 4 meses de infecgéo.
Neste grupo também foram observados nucleos polipldides, expansdo do parénguima
mesangial, células em divisdo e aumento no tamanho geral do glomérulo por causa da
proliferacdo celular, como ocorre em estagios progressivos de inflamacdo, mas sem lesdes
graves e diferenciadas. Essas alteracfes sao mais visiveis com 6 meses de infeccdo do que foi
apresentado no ponto de analise anterior, mas continuam sendo pequenas (figura 8 — C).

No grupo Il, com camundongos submetidos ao tratamento apds 4 meses de infeccao e
analisados histologicamente com 2 meses depois do tratamento ndo apresentaram aspecto
glomerular diferente do grupo controle intacto. Os camundongos tratados possuiam
glomérulos com tamanho normal, celularidade glomerular normal e pequena expansdo do
parénquima mesangial indicando que houve estresse estrutural em algum momento na
arquitetura glomerular (figura 8 — E). N&o foi observado no tecido células em divisdo, nem
nacleos poliploides, inclusive ndo foram encontradas alteracdes como proliferacdo difusa com
acentuacdo lobular, lesdes segmentares em tufos de glomérulos e focos de esclerose
glomerular em ambos o0s grupos experimentais deste periodo de andlise (6 meses), nem no

anterior (4 meses).

8 Meses de infeccao (grupo 1) e 4 meses de tratamento (grupo I1) — Ap6s 8 meses de

infeccdo, os camundongos do grupo Il que ndo foram tratados apresentaram aspecto
histolégico com células mesangiais hipertrofiadas e com hiperplasia melhor observadas
(figura 8 — D). Células endoteliais e mesangiais em divisdo e nucleos poliploides foram
observados, mas a progressdo do processo inflamatorio que ocorreu neste grupo foi melhor
percebida pela observacdo do aumento da proliferacdo celular glomerular e expanséo do
parénquima mesangial. As Alteracbes ndo ultrapassaram essas observacdes, nem

apresentaram outros tipos histoldgicos, mesmo no ponto mais critico com 8 meses de
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acompanhamento da infeccdo, destacando novamente que as lesOes observadas na
microscopia optica em glomerulopatia esquistossomotica experimental sdo pequenas e ndo
manifestam, até este ponto, lesGes graves. Alguns casos foram excluidos por apresentar na
histologia dissociacdo do tecido, decorrente da ma fixacdo do material. No grupo Il de
animais tratados ap6s 4 meses de tratamento, ndo foram observados processos de divisdo
celular e nucleos polipléides, a celularidade apresentou aspecto normal e pequena expansao
do parénquima mesangial com sutil aumento no tamanho do glomérulo, indicativos de que a

estrutura do cortex renal sofreu algum processo inflamatorio (figura 8 — F).



_. ! ¥ ‘.'.“‘ b,

o

. N
.',‘ 7
)

ét.b Rt 2 ‘ L. A
‘~wf{ ‘i"fia. ;" S o |
377 %0 S B

' y w

N

e
JOTEE Pt

Figura 8 — Aspectos histoldgicos dos glomérulos renais de camundongos reinfectados com
S. mansoni submetidos ou ndo ao tratamento com Praziquantel durante o curso de 8
meses de experimento. A — histologia do cortex renal em camundongo do grupo controle

intacto com glomérulos normais. B — regido cortical do rim de camundongo com 4 meses de
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infeccdo, demonstrando pequena proliferacdo de células nos glomérulos. C — Regido cortical
do rim de animal com 6 meses de infec¢do, contendo glomérulos com proliferacdo celular
provocando um aumento relativo do tamanho destes. D — Camundongos infectados durante 8
meses apresentando glomérulos com maior proliferacdo celular e maior tamanho. E e F —
Camundongos com 2 e 4 meses de tratamento, respectivamente, demonstrando na histologia

renal glomérulos normais similares ao controle. Coloragdo Hematoxilina/Eosina, 200X.

6.3.2 Coloracao PAS

Em analise mais detalhada sobre os efeitos da infec¢do parasitéaria esquistossomotica,
nas membranas glomerulares do cortex renal, em diferentes periodos pré-estabelecidos de
avaliacdo da progressdo da doenca, foi utilizada a coloracdo PAS (acido periodico-Schiff) que
cora de vermelho estruturas compostas por glicoproteinas, como as membranas basais. Essa
coloracdo € principalmente usada para colorir estruturas contendo uma propor¢do alta de
macromoléculas de carboidratos (glicogénio, glicoproteina, proteoglicanos) e para verificar o

aspecto histoldgico em nefropatias parasitarias.

4 Meses de infeccdo (grupo I1I) — Camundongos com 4 meses de infeccdo

apresentaram espessamento e duplicacdo das membranas, alteragdes mais bem visiveis através
da microscopia oOptica nas membranas externas do glomérulo (figura 9 — B). A proliferacédo
celular e as células em divisdo também sdo bem visiveis com essa colora¢do. Foram
observadas contor¢cbes e alteragdo conformacional das membranas, que perderam a
integridade, e os limites lobulares sdo mais dificeis de determinar por causa da distor¢do
membranar. Apesar dessas mudancas na estrutura das membranas glomerulares, ndo ocorreu
lesbes segmentares em tufos glomerulares e essas alteracdes ndo equivalem a rompimento de

membranas ou a processos de proliferacdo celular difusa com acentuacao lobular.

6 Meses de infeccdo (grupo Il1) e 2 Meses de tratamento (grupo I1) — O grupo 11 de

reinfectados ndo tratados com 6 meses de infeccdo demonstraram aspectos estruturais das
membranas glomerulares semelhantes as observadas em camundongos com 4 meses de
infeccdo (figura 9 — C). As diferencas entre eles apenas foi a observagdo caracterizada de
maiores distorgdes e espessamento das membranas glomerulares, demonstrando um processo
gradual dessas alteracbes e expressando que o modelo experimental murino chega a

apresentar somente alteracbes pequenas de uma glomerulopatia inicial e discreta, como
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referido anteriormente, uma glomerulite. No grupo Il de tratados, analisados ap6s 2 meses de
tratamento, os camundongos apresentaram espessamento da membrana menor do que o grupo

de infectados durante 6 meses, e ndo tiveram duplicacdo das membranas basais (figura 9 — E).

8 Meses de infeccdo (grupo III) e 4 meses de tratamento (grupo II) — animais

infectados durante 8 meses demonstraram duplicacdo e maior espessamento das membranas
basais, ocorreu aumento das distorcdes membranares, alteraces na estrutura ou formato geral
dos glomérulos, dos tufos lobulares sem lesdes segmentares (figura 9 — D). Camundongos
infectados durante 4 meses e tratados, foram avaliados ap6s 4 meses de tratamento e
apresentaram estrutura da membrana basal glomerular normal, semelhante ao aspecto
histolégico observado nos camundongos de controle intacto (figura 9 — F e A). Sem
distorcdes e proliferacdo celular, a estrutura geral do glomérulo estava normal. Isso sugere
gque, como 0s animais com 2 meses de tratamento ainda apresentaram espessamento das

membranas, o processo de recuperacao € gradual.



Figura 9 — Histopatologia do cortex renal de camundongos infectados com S. mansoni e

tratados ao longo do curso de 8 meses de experimento. A - Controle intacto apresentando

glomérulos com estrutura normal. B — Rim de camundongo com 4 meses de infeccdo
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demonstrando espessamento da membrana basal. C — Histologia de animal com 6 meses de
infeccdo demonstrando espessamento e distorcdo da membrana basal. D — llustracdo de
glomérulos de camundongo com 8 meses de infeccdo apresentando membranas espessas e
bastante distorcidas. E e F — Camundongos com 2 e 4 meses apds o tratamento,
respectivamente, demonstrando estrutura normal das membranas glomerulares, exceto com 2
meses apds o tratamento que apresentou distorcdo e espessamento da membrana basal.
Coloracédo PAS, 400X.

6.3.3 Coloracgéo PIFG

Os depdsitos e organizacdo de fibras colagenas e o processo de fibrose no tecido renal,
com o desenvolvimento da esquistossomose crénica provocando o processo inflamatorio nos
rins, foram analisados através da coloracdo de PIFG (Picrosirius-red). Esse método de
coloracdo é baseado nas proprias caracteristicas do corante, sendo ele fortemente cido, por
causa dos seus seis grupamentos sulfonicos, reagem com 0s grupamentos aminicos das
moléculas de lisina presentes no colageno, marcando especificamente as fibras de vermelho.
Essa coloracdo é importante para visualizar mais uma alteracdo da glomerulopatia avancada

encontrada em humanos, que € a fibrose.

4 Meses de infeccdo (grupo 1) — Camundongos infectados durante quatro meses nao

apresentaram processo fibrotico no cortex renal. Foram observados depdsitos de colageno em
quantidade normal e semelhante a demonstrada no aspecto histolégico dos animais do grupo
controle intacto (figura 10 — B e A).

6 Meses de infeccdo (grupo I11) e 2 Meses de tratamento (grupo 1) — com 6 meses de

infeccdo, ndo foi observado nos camundongos fibrose na estrutura histoldgica do tecido renal.
A quantidade de colageno depositado foi maior do que o observado normalmente,
principalmente proximo ou ao redor de grandes vasos corticais (figura 10 — C). Camundongos
tratados ap0s 2 meses do tratamento apresentaram quantidade de coldgeno maior que o
normal, e semelhante ao do grupo de infectados 6 meses, mas sem processo fibrético (figura
10 - E).

8 Meses de infeccdo (grupo I1) e 4 meses de tratamento (grupo 1) — camundongos

infectados durante 8 meses ndo manifestaram nenhum processo fibrotico, indicando que
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mesmo uma infeccdo esquistossomotica experimental murina durando 8 meses ndo causa
aspectos da glomerulopatia cronica, difusa e mais grave, caracterizada também pela presenca
de fibrose. A quantidade de deposito de fibras colagenas foi a maior apresentada entre os
grupos durante todo o periodo experimental (figura 10 — D), e nenhum dos camundongos
apresentou glomerulosclerose. Ja os animais analisados apos 4 meses de tratamento, além de
ndo demonstrarem fibrose, possuiam quantidade de coldgeno semelhante ao normal, e

presente na histologia renal dos camundongos do grupo controle intacto (figura 10 — F e A).



Figura 10 — llustracGes dos depdsitos de fibras coldgenas no parénquima do cértex renal

de camundongos Balb/C infectados e tratados durante o periodo experimental de 8

meses. A- Constitui regido glomerular de animal do grupo controle intacto com pequeno
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depdsito de colégeno, que ocorre normalmente. B, C e D — Animais infectados com 4, 6 e 8
meses de infeccdo, respectivamente, apresentando aumento progressivo da quantidade de
colageno depositado proximo de glomérulos e vasos. E e F — camundongos com 2 e 4 meses
de tratamento, demonstrando reducdo desses depositos de colageno, apesar do animal de 2
meses apds o tratamento apresentar quantidade de coldgeno maior que o do grupo controle,
préximo a grandes vasos, zona de recuperacao. Coloracéo Picrosirius-red Fast Green (PIFG),
200X.

6.4 IMUNOFLUORESCENCIA

Uma das mais importantes técnicas quando se busca testar um medicamento € ainda
precisa e eficiente em termos de marcar antigenos e imunoglobulinas nos tecidos. A
imunofluorescéncia permite a deteccdo e localizacdo de antigenos e anticorpos em células e
tecidos utilizando, respectivamente, anticorpos especificos e antigenos correspondentes,

marcados com fluorocromos, tornando-os visiveis ao microscopio de fluorescéncia.

6.4.1 Direta para 1gG

As SeccOes do tecido renal congeladas foram avaliadas atraves da técnica de
imunofluorescéncia direta com o objetivo de marcar depdsitos de imunoglobulinas IgG de
camundongos. Essas imunoglobulinas devem estar depositadas nos glomérulos renais
formando complexos imunes com o antigeno de Nash e complementos e sdo retidos no

processo de filtragem do sangue que ocorre no rim.

4 Meses de infeccdo (grupo 111) — Observando a regido do cortex renal, os glomérulos

de camundongos infectados durante 4 meses apresentaram marcacdo para IgG, mas em
pequena quantidade, comparando com o grupo controle intacto cujo glomérulo ndo
demonstrou nenhuma marcacdo (Figura 11 e 12 — B e A). Isso indica que ja ocorre deposito
de complexo imune lesionando e originando glomerulopatia em modelo experimental murino

com 4 meses de infeccdo pelo S. mansoni.

6 Meses de infeccdo (grupo I11) e 2 Meses de tratamento (grupo 1l) — analisando os

camundongos infectados durante 6 meses, foi possivel observar o aumento consideravel da

marcagdo, que atingiu praticamente todos os glomérulos visualizados no microscopio de
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fluorescéncia (figura 11 e 12 — C). Esse grande aumento de anticorpos depositados sugere
aumento de depositos de complexos imunes e avango da doenga, um processo gradual de
progressdo da glomerulopatia. Animais tratados com 2 meses apds tratamento apresentaram
ainda marcacao para o anticorpo, mas bem pequena, menor do que em camundongos com 4

meses de infeccdo (figura 11 e 12 — E).

8 Meses de infeccdo (grupo III) e 4 meses de tratamento (grupo II) — a

imunofluorescéncia direta em animais infectados durante 8 meses marcaram IgG em alguns
glomérulos, mas ndo em todos como observado no grupo de 6 meses de infeccdo (figura 11 e
12 — D). Nessa comparacdo, a intensidade de marcag&o da fluorescéncia também foi menor no
grupo de 8 meses em relacdo ao de 6 meses de infeccdo, apesar de continuar sendo alta.
Camundongos tratados com 4 meses ap0ds o tratamento foram avaliados e ainda demonstraram
uma minima marcacdo para os anticorpos 1gG (figura 11 e 12 — F). O tratamento ndo chegou a
eliminar todo tipo de deposito nos glomérulos, retornando-os ao estagio inicial como se nunca
tivessem sofrido nenhum tipo de estresse glomerular, mas ocorreu reducdo consideravel

indicando um progressivo processo de cura e reestruturacao.



Figura 11 - Imunofluorescéncia direta marcando depdsitos de imunoglobulinas 1gG em

glomérulos renais de camundongos infectados e tratados ao longo do periodo de 8 meses.

A — Glomérulo renal normal (ndo marcado para 1gG) de camundongo do grupo controle

intacto, 400X. B, C e D —regi&o glomerular de animais com 4, 6 e 8 meses de infeccdo pelo S.
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mansoni, marcando depdsitos de IgG em &reas mesangiais e membranares dos glomérulos,
400X. E e F — camundongos com 2 e 4 meses de tratamento, respectivamente, apresentaram
pequena marcacdo para IgG, 200X. Imunofluorescéncia direta para 1gG, filtro 1 para

fluoresceina.



Figura 12 - Imunofluorescéncia direta com sobreposicdo de filtros marcando depositos

de imunoglobulinas 1gG em glomérulos renais de camundongos infectados e tratados ao

longo do periodo de 8 meses. A- Controle intacto, glomeérulo normal, 400X. B, Ce D —
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Camundongos infectados durante 4, 6 e 8 meses, respectivamente, com glomérulos marcados
de depositos de IgG, 400X. E e F — Animais com 2 e 4 meses de tratamento apresentando
pequena marcacdo para a imunoglobulina, 200X. Imunofluorescéncia direta para 1gG, filtro 1

(para fluoresceina) sobreposto ao filtro 2 (para rodamina).
6.4.2 Indireta para Antigeno de Nash

A técnica de imunofluorescéncia indireta foi utilizada para marcar antigenos do verme
no tecido do cortex renal de camundongos infectados com S. mansoni ao longo de 8 meses de

experimento.

4 Meses de infeccdo (Grupo III) — O grupo de controle intacto ndo apresentou

nenhuma marcagdo e camundongos infectados durante 4 meses também ndo demonstraram
glomérulos marcados com florescéncia para antigeno de Nash (figura 13 — A e B). Isso indica,
neste trabalho, que com infeccdo esquistossomotica de 4 meses de duragdo em modelo
experimental, ainda ndo foi desencadeado um processo inflamatério de origem parasitaria
com repercussao sobre reducdo da funcéo renal, apesar da presenca detectada de anticorpos
IgG que determina o inicio do processo.

6 Meses de infeccdo (Grupo I11) e 2 Meses de tratamento (Grupo I1) — Animais com 6

meses de infeccdo apresentaram marcacdo em glomerulos no tecido renal e demonstraram a
maior intensidade de marcagdo comparada a todos os outros animais infectados, independente
do periodo de infeccdo (figura 13 — C). Camundongos com 2 meses de tratamento ndo

demonstraram marcacdo em glomérulos do cortex renal (figura 13 — E).

8 Meses de infecgdo (Grupolll) e 4 meses de tratamento (Grupoll) — A marcagédo do

antigeno de Nash em animais infectados durante 8 meses ocorreu de forma intensa, mas em
menor quantidade que animais de 6 meses de infeccdo (figura 13 — D e C). Camundongos
com 4 meses de tratamento ndo demonstraram nenhuma marcagdo nos glomérulos renais
(figura 13 — F), indicando que o tratamento realmente regrediu os depositos e eliminou os
complexos imunes de origem parasitaria (esquistossomdtico) formado pelo antigeno

polissacarideo do verme.



Figura 13 — Imunofluorescéncia indireta marcando depoésitos de antigenos de Nash em

glomérulos renais de camundongos infectados e tratados durante 8 meses de

experimento. A — Glomérulo renal normal de camundongo do grupo controle intacto, 400X.
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B, C e D — regido glomerular de animais com 4, 6 e 8 meses de infecgdo pelo S. mansoni,
respectivamente. O camundongo de 4 meses de infeccdo ndo apresentou deposito (400X), mas
os animais de 6 e 8 meses de infeccdo demonstraram glomérulos marcados identificando
depdsitos do antigeno, 200X. E e F — camundongos com 2 e 4 meses apds o tratamento,
respectivamente, apresentaram glomérulos normais, ndo identificando depdsitos do antigeno,

200X. Imunofluorescéncia indireta para antigeno de Nash, filtro 1 para fluoresceina.

6.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A andlise completa, em que sdo observadas alteragdes celulares, membranares, e
identificados compostos que participam da génese dessas lesdes em estudo ultraestrutural,
confere a grande importancia da técnica em um estudo. A microscopia eletrdnica de
transmissdo foi essencial a este trabalho, porque consegue demonstrar em eletromicrografia
ultraestrutural todos os tipos de alteragdes que podem ocorrer no processo inflamatério que
caracteriza a glomerulopatia esquistossomatica. Inclusive detecta a localizacdo dos depdsitos

de complexos imunes na regido exata do glomérulo onde séo encontrados depositados.

4 Meses de infeccdo (Grupo I11) — Este grupo de animais infectados durante 4 meses

revelou na eletromicrografia area de proliferacdo mesangial no glomérulo comparado as
imagens dos glomérulos de camundongos do grupo de controle intacto (figura 14 - B e A). As
imagens também demonstraram pequenos depdsitos mesangiais, membranares (sub-epiteliais
e intramembranosos) e pequenas alteragdes na estrutura da membrana, distor¢oes

provenientes de um processo inflamatorio (figura 14 C e 15 A e B).

6 Meses de infeccdo (Grupo 111) e 2 Meses de tratamento (Grupo I1) — com 6 meses de

infeccdo foi observado uma grande area de expansao mesangial associada a proliferacdo
celular e aumento dos depdsitos de complexos imunes em uma area maior no mesangio
(figura 14 — C e D). Foram demonstradas também mudancas na estrutura da membrana basal,
proeminéncias, mas consistem dos depdsitos sub-epiteliais, sub-endoteliais e
intramembranosos presentes alterando as membranas, além de varios pontos de fusédo podal
(figura 15 — C e D). O grupo de camundongos com 2 meses de tratamento apresentou
membrana com estrutura normal, regular, sem presenca de dep0sitos, mesmo nas pequenas
proeminéncias encontradas em poucos pontos dos glomérulos observados (figura 14 F e 15
E).
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8 Meses de infeccdo (Grupo 1) e 4 meses de tratamento (Grupo 1) — Animais com 8

meses de infeccdo apresentaram na eletromicrografia depoésitos eletrodensos irregulares
localizados principalmente nas areas mesangiais e no epitélio da membrana basal glomerular,
depdsitos sub-epiteliais, sub-endoteliais e intramembranosos (figura 14 — G e H; figura 15 - F
e G). Ocorreu expansdo da area mesangial pela proliferacdo de células e distorcdes da
estrutura da membrana basal pela presenca dos depdsitos que deformaram sua conformidade
normal. Areas de fusdo podal e a imprecisdo dos limites das membranas foram comumente
observadas nesses animais infectados, e as membranas sem integridade, deformaram a
estrutura geral do glomérulo delimitado pela membrana basal no ponto de separagédo dos tufos
capilares. A maior area com deposicdo desses complexos eletrodensos no glomérulo foi
encontrada claramente nestes animais com maior tempo de infec¢do. Os camundongos com 4
meses de tratamento demonstraram alguns pontos de deformacdo da membrana,
proeminéncias, e um unico animal ainda apresentou um unico depdsito na membrana e com

areas peguenas, mas consideraveis de deposito mesangial (figural4 le 15 He l).
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Figura 14 - Microscopia Eletronica de Transmissdo demonstrando o0 aspecto
ultraestrutural dos glomeérulos renais e suas alteracbes na &rea mesangial, em
camundongos Balb/C reinfectados e tratados durante o periodo de 8 meses. A — Aspecto
normal do glomérulo de um camundongo do grupo controle intacto, 4400X. B e C — Animal
infectado durante 4 meses, demonstrando expansdo da &area mesangial pela proliferacdo
celular, B (seta), 3000X, e depdsitos de complexo imune no parénquima mesangial, C (seta),
20000X. D e E — Camundongo com 6 meses de infeccdo apresentando grande area de
proliferacdo de células mesangiais em D (seta), 3000X, e depositos de complexos imunes em
parénquima mesangial em E (seta), 7000X. G — Glomérulo de camundongo com 8 meses de
infeccdo apresentando grandes depdsitos de complexos imunes tomando a maior parte do
parénquima mesangial e distorcbes membranares (setas), 7000X. F e H — Camundongos com
2 e 4 meses de tratamento, respectivamente, com glomérulos normais tanto em F, 7000X,
quanto em H, 3000X.
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Figura 15 - Microscopia Eletronica de Transmissdo demonstrando o0 aspecto
ultraestrutural dos glomérulos renais e suas alteracbes na membrana basal, em
camundongos Balb/C reinfectados e tratados durante o periodo de 8 meses. A e B —
Camundongo 4 meses infectado com depdsitos e alteracdes (projecdes) da membrana,
20000X. C e D — Animais com 6 meses de infeccdo apresentando depdsitos que causam
projecfes na membrana em C(seta), 20000X, e proje¢des da membrana sem depositos em
D(seta) 12000X. F e G — Camundongos com 8 meses de infec¢do, demonstraram grandes
projecdes da membrana basal em F, 20000X, e depositos distorcendo toda a estrutura de
membrana basal glomerular em G (seta), 12000X. E — glomérulo de animal com 2 meses de
tratamento apresentando estrutura da membrana basal normal, 7000X. H- Glomérulo de
camundongo com 4 meses de tratamento, demonstrando em H pequenas deposicdes

mesangiais de complexo imune (seta), 7000X.

6.6 MORFOMETRIA

A presenca de depositos de complexos imunes, identificados em eletromicrografia em
praticamente todos 0s grupos experimentais, levou a necessidade de uma andlise
morfométrica da area de depdsitos desses complexos para se saber estatisticamente os reais
efeitos do tratamento sobre a presenca dos depdsitos de complexos imunes causadores da
glomerulopatia esquistossomatica em modelo experimental murino. Para este estudo, dez
campos eletromicrografados por animal foram selecionados aleatoriamente, utilizando-se
aumento de 7.000X. Foram analisados cortes ultrafinos do rim de 3 animais de cada grupo
experimental em cada ponto de analise.

A avaliacdo através de morfometria de areas de depoésitos dos complexos imunes nos
glomérulos do tecido renal é uma variavel quantitativa que foi estudada nos trés pontos de
analise para acompanhar a eficiéncia da quimioterapia antiparasitaria, utilizando o
Praziquantel, sobre os depdsitos eletrodensos que provocam a glomerulopatia. Assim, foi
possivel inferir sobre intensidade de inflamacéo renal ao longo do tempo e reconstituicdo com
o0 tratamento. Por isso, é uma varidvel muito ampla e sua estatistica descritiva esta, em parte,
apresentada na tabela 4. Os desvios em torno da média sobre os valores da variavel foram
altos e séo tratados no coeficiente de variacdo da tabela 4. Foi necessario analisar através de
teste de normalidade a distribuicdo da varidvel para escolha do teste estatistico de inferéncia.
Para isso, foi obtido a assimetria dos grupos, em que 0s Unicos valores de area simétricos

foram dos depdsitos membranares em camundongos com 4 meses de infeccdo. Nos outros
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grupos em todos os outros pontos de anélise, os dados apresentaram uma elevada assimetria
positiva, exceto animais com 2 meses apds tratamento que nao foi observado depdsitos e por
isso ndo foram medidos morfometricamente, e 0s animais com 4 meses de tratamento que s
foi encontrado um depdsito na membrana em uma imagem de campo visual, na qual a
estatistica ndo se aplica. Segundo o teste de Shapiro-Wilk, todos os dados da variavel area
morfométrica de depdsitos dos complexos no rim foram significantes, com p<0,05, ou seja, os
dados nao seguem uma distribuicdo normal e devem ser tratados por testes ndo paramétricos.
A comparacdo das médias de area dos depdsitos demonstrou mais depdsitos na regido
mesangial (MO) em comparacdo com a regido da membrana basal (MA) em todos 0s grupos,
exceto no grupo de reinfectados com 8 meses, que demonstrou maior area de depdsito na
membrana basal (MA), o que indica um processo intenso e continuo de deposicdo de
complexos. As areas de deposicdo dos complexos entre os camundongos infectados foram
progressivamente maiores a medida que se aumentou o tempo de infeccdo. Camundongos
com 6 meses de experimento e 2 meses de tratamento ndo apresentaram depoésitos e aqueles
com periodo experimental de 8 meses e 4 meses de tratamento demonstraram depositos com
guantidade mais elevada que em animais com 4 meses de infeccdo, mas bem menor que

aqueles com 6 e 8 meses de infecgéo.
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Tabela 4 - Estatistica descritiva da varidvel area de depoésito de complexo imune no cortex
renal, obtida por avaliagdo morfométrica, segundo tempo de infeccdo e grupo experimental

dos camundongos, analisando média e coeficiente de variag&o.

Tempo de . . o
_ Média da Area Coeficiente de
infeccdo/tratamento Grupos n* o
(nm?) variacéo (%)
(Meses)
_ 97564,65 (MA) 90,42
4 M Reinfectados 3
714587,19 (MO) 104,76
627477,28 (MA) 45,98
6M G Il 3
145342,00x10° (MO) 122,37
120544,00x10° (MA) 183,79
G Il 3
SM/4M de Trat. 11836631,93 (MO) 97,29
sl 3 1066983,62 (MA) 1
36129437,12 (MO) 93,29

Obs: No tempo de 6 meses de infeccdo, o grupo Il (camundongos tratados) ndo apresentou
depositos eletrodensos na eletromicrografia do cortex renal.

Nota: n* = nimero de animais por grupo (dos animais submetidos a eutanasia usados no
estudo microscopico, apenas 3 participaram do estudo morfométrico). MA — membrana e MO

— mesangio.

Na analise da variavel morfométrica area de depdsito foi utilizado tanto o teste
estatistico Kruskal-Wallis, como o Mann-Whitney para testar as hipoteses nulas de que ndo ha
variacdo entre as médias e medianas das areas de depdsito entre camundongos do grupo de
reinfectados e os do grupo de tratamento nos 3 pontos de analise. Portanto, o teste foi
direcionado partindo dessas hipoteses e apresentaram resultados significantes de p<0,05, e a
distribuicdo dos valores das areas de deposito relacionadas aos locais de depdsitos (MA e
MO) no glomeérulo por periodo de analise (4, 6 e 8 meses) estdo demonstradas nos graficos da
figura 16. Os resultados apresentaram maior area de depdsito dos complexos imunes na
regido mesangial dos rins de camundongos reinfectados ao decorrer 4 e 6 meses de infeccao.

A influéncia do tratamento foi constatada ao analisar os graficos da figura 17.
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Figura 16 — Analise morfométrica da area de deposicao de complexos imunes segundo a
regido glomerular de deposicdo em camundongos com 4 e 6 meses de infecgdo. Os Box
plot gerados nos graficos A e B apresentam a média e os desvios da varidvel area de
deposicdo de complexo imune nas regides membranares (MA) e mesangiais (MO) de
camundongos com 4 meses em A e com 6 meses de infeccdo em B. O gréafico indica os

valores centrais, aproximadamente, e a morfometria de area em nm? que foi realizada nas
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imagens de microscopia eletrénica de transmissdo. Os testes estatisticos Man-Whitney e
Kruskal-Wallis foram utilizados para avaliar os dados e apresentaram p<0,05, significante,
demonstrando grande diferenca entre as areas de depdsito mesangial e membranar no

glomeérulo.

As médias das areas de depdsitos dos complexos fornecem informagdes da tendéncia
ou equivaléncia central da varidvel e permitem que comparacGes e inferéncias possam ser
feitas com esses imunocomplexos causadores da doenca renal. O tamanho da area pode ser
associado com intensidade ou quantidade desse tipo de “intoxicacdo imunologica” renal, o
que é fundamental em testes de analises da eficiéncia ou repercussdo de tratamento parasitario
para o problema.

A figura 17(A) apresenta as médias de area de depdsito e o elevado valor dessa
varidvel na regido da membrana basal de glomérulos de camundongos com 8 meses de
infeccdo. Isso identifica que infeccBes mais prolongadas sdo acompanhadas de continuo
processo de agressdo, como a retencdo desses depdsitos que iniciam na membrana basal,
indicando aumento ou evolucao do problema, ao agravar a inflamacéo pelo maior acimulo de
complexo imune estimulando as diversas alteracdes glomerulares. Em B sdo apresentadas as
médias das areas de depdsito, sem separacdo da regido glomerular afetada, em camundongos
de 4, 6 e 8 meses de infec¢do, em um processo progressivo que demonstrou, como esperado,
maior area de glomérulo afetada pelos complexos eletrodensos encontrados em camundongos
infectados durante 8 meses.

O gréfico projetado com o teste de Kruskal-Wallis para analise da variagdo em torno
das médias de areas demonstra significancia dos resultados em quase todas as correlacdes
analisadas, sendo a linha que percorre as barras no gréfico igual a média e as hastes superiores
nas barras equivalentes ao erro do teste. As relacdes estabelecidas que tiveram as maiores
diferencas nas areas foram os depdsitos membranares nos animais com 4 meses de infeccéo,
com as menores areas em relacdo aos dep6sitos mesangiais nos animais com 6 e 8 meses de
infeccdo, inclusive em relacdo aos depositos mesangiais em animais com 4 meses de
tratamento. Assim, o tratamento reverte 0s processos iniciais de agressdo renal no inicio da
glomerulopatia em modelo experimental murino e reestrutura a maioria das alteracoes
provocadas pelo processo inflamatério que vai progressivamente sendo instalado, mas néo é
completamente eficaz e podem ocorrer casos em que o0 tratamento ndo tem muita repercussao

e a doenca se mantém, podendo evoluir.
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Figura 17 — Avaliagdo morfométrica da &rea de depositos de complexos imunes segundo
a regidao glomerular de deposicdo em camundongos com 8 meses de infeccdo e
tratamento e acompanhamento do quantitativo da area de deposicdo segundo tempo de
infeccdo. Os graficos de Box plot comparam as médias e os desvios da variavel area de
depdsito nos dois grupos experimentais encontrados, segundo o tempo de infeccdo para
avaliar a intensidade do desencadeamento inflamatério. Em A animais com infec¢do durante 8
meses apresentaram maior area de complexo imune nas membranas basais (MA) do que na
regido mesangial (MO) e os tratados com 0 mesmo tempo experimental. Em B demonstra o
acompanhamento desses depositos nos camundongos infectados (grupo Il1) durante 4, 6 e 8
meses. Os gréficos indicam os valores centrais, e o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para

verificar a variabilidade dos dados, encontrando um p significante com valor <0,05.
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7 DISCUSSAO

A elucidacdo dos mecanismos de progressdo da esquistossomose, 0 agravamento das
alteracdes patologicas e a patogénese das lesdes renais requerem um modelo experimental que
mimetize o desenvolvimento da doenca humana e permita o seu estudo. J& em meados do
século XX, pesquisadores que investigaram varios modelos experimentais de mamiferos sobre
a susceptibilidade a esquistossomose mansoni, encontraram diversas vantagens dos
camundongos sobre outros modelos, por desenvolverem os vermes adultos maduros
sexualmente e eliminarem ovos viaveis nas fezes (MOORE et. al. 1949 e STIREWALT et. al.
1951). Além de serem hospedeiros de baixo custo, facil manuseio e manutencdo em
laboratdrio, os camundongos acabaram se tornando os hospedeiros definitivos mais utilizados
em estudos experimentais (CAPRON et. al., 1982).

A forma grave de glomerulopatia, como a glomerulonefrite difusa, normalmente
observada em pacientes esquistossométicos, ndo é reproduzida na maioria dos modelos
experimentais. O modelo murino tem sido cada vez mais utilizado como modelo para
esquistossomose mansoni. Mas, poucas referéncias sdo encontradas sobre o uso desses
animais na reproducdo da glomerulopatia esquistossomotica, porque apesar de desenvolverem
alteracOes (observadas também neste trabalho), ndo chegam a manifestar as caracteristicas da
forma grave, o0 que restringe o estudo sobre esse assunto com este modelo.

Em estudo sobre nefropatia esquistossomotica experimental € importante
acompanhar o desenvolvimento progressivo das alteragdes resultantes da infeccdo parasitaria.
Assim, (Houba, 1979, apud KIBUKAMUSOKE, 1984) ja reforcava a importancia de
infeccbes prolongadas, ou reinfeccbes, como pré-requisitos para a producdo de lesdes
glomerulares. Para isso, no presente trabalho foi mantido um periodo longo de
acompanhamento experimental, oito meses, iniciando com a primeira infeccdo dos
camundongos, seguida de mais cinco reinfecgbes a cada quinze dias, induzindo as lesdes
renais. Como ja era esperado, durante esse periodo, ocorreu mortalidade esponténea de
camundongos experimentais (28,6%) devido a diferenca de resisténcia organica desses
animais a infeccdo pelo S. mansoni.

A similaridade genética entre os camundongos (BALB/c isogénico) ndo elimina
completamente certas diferengas de resisténcia fisica individual, mas possibilita que sejam
utilizados como modelos experimentais, sem terem de ser controles de si proprios (situacdes

de bidpsias, avaliando o mesmo animal). Entdo, levando-se em conta as condicOes



89

laboratoriais e a resisténcia organica de cada animal com cargas genéticas pouco
diferenciadas, podem proporcionar maior ou menor resisténcia ao verme.

Muitos autores indicam que quando a mortalidade ocorre até um percentual de 30%
(estudos sobre a esquistossomose experimental apontam essa perda de seguimento sobre
camundongos infectados, WYNN et. al., 1998; COUTO et. al., 2007) do total de animais, é
considerada esperada, e conhecida como espontanea. Neste estudo, foi observado durante o
acompanhamento do experimento uma taxa de mortalidade entre os camundongos
experimentais infectados de 28,6%, portanto dentro da faixa “esperada”, sendo uma perda de
seguimento aceitavel para mortalidade esponténea e que ndo interfere significativamente nos
resultados.

Pellegrino e Katz (1968) descrevem em seu trabalho experimental que a taxa de
mortalidade ocorre em torno de 10-20% até o 50° dia, ou seja, em menos de dois meses de
infeccdo. Depois desse periodo hd um grande aumento na mortalidade por causa das
alteracdes teciduais provocadas pelos ovos do verme. Neste estudo, foi observado esse
percentual inicial de mortalidade com trés meses de infeccdo e o aumento da mortalidade
espontanea atingiu sua maior taxa no més seguinte (4° més), equivalente ao periodo das
alteraces teciduais correspondentes a fase aguda da esquistossomose mansénica.

E dificil determinar o periodo e caracterizar a fase aguda e cronica da esquistossomose
em camundongos, mas alguns trabalhos consideram a fase aguda da infeccdo até a 62 semana
(WYNN et. al, 1998) e a crbnica a partir da 128 (FALLON, 2000; PEARCE;
MACDONALD, 2002). O periodo diferente do que foi encontrado no experimento, deve ser
considerado pelas condigdes de reinfeccdo e por via transcutdnea ndo terem feito parte da
metodologia dos trabalhos citados anteriormente. Mas, dado as reinfecgdes terem ocorrido ao
longo dos quatros meses desde a primeira infecgdo, provocaram um prolongamento do
periodo das reacGes as alteracdes teciduais causadas pelos ovos do parasita, que levam a um
grande aumento na mortalidade nesse periodo, ainda mais porque ocorreu reinfecgdo até dois
meses apds o experimento ter sido iniciado.

A mortalidade esponténea pode ainda ser diferente quanto ao género do animal,
manifestando maior resisténcia a infec¢do pelo S. mansoni em machos ou em fémeas. Varios
trabalhos, utilizando modelos experimentais para o estudo da esquistossomose, indicam uma
maior mortalidade em fémeas, como o de Souza e colaboradores (1992) que testou 0 modelo
experimental de rato (Nectomys squamipes) e outros, como no estudo desenvolvido por Eloi-
Santos e colaboradores (1992) que indicou uma maior mortalidade de fémeas infectadas com

S. mansoni em comparagdo com machos em modelo murino.
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No trabalho de Barros (2008) que utilizou camundongos para o modelo de
esquistossomose murina ao avaliar a influéncia do fator nutricional sobre a doenca, encontrou
um percentual de mortalidade espontdnea bem proxima ao deste trabalho, mas os
camundongos eram apenas machos, ndo analisando a mortalidade por género. Os achados
deste experimento se referem a uma taxa de mortalidade espontanea muito maior em machos
do que em fémeas, o que difere dos trabalhos citados anteriormente. Mas, naqueles trabalhos
0s modelos experimentais utilizados sdo diferentes ou com linhagens distintas do mesmo
modelo, tendo em vista as grandes variacGes de resposta a infeccdo esquistossomotica de um
animal para outro, géneros distintos podem ser mais sensiveis a esquistossomose de acordo
com sua linhagem.

A analise meramente descritiva do quadro observacional das alteracdes nas visceras
(estrutura macroscépica), durante a eutandsia, identificou o aumento anormal ou hipertrofia
do figado e do bago (hepatoesplenomegalia) nos camundongos reinfectados e ndo submetidos
ao tratamento. A forma hepatoesplénica caracterizada pela fibrose hepatica periportal consiste
no estado grave da esquistossomose, que macroscopicamente, € observada como um processo
de fibrose estelar generalizada, com graus variaveis de neoformacéo e dilatacdo vascular no
tecido hepatico (BOGLIOLO, 1957).

Souza (2011) descreve a hepatomegalia em varios aspectos do campo visual (baseado
em observacdo) no qual afirma que o figado com hepatomegalia é palpavel, apresenta
hipertrofia predominante do lobo esquerdo, de consisténcia endurecida e de superficie
irregular, semelhante ao que foi encontrado nas descricdes da observacdo macroscopica do
figado em camundongos Balb/c experimentais reinfectados. No figado, o processo de
cicatrizacdo observado nos animais tratados, € sequéncia da reacdo inflamatdria
granulomatosa aguda que ocorreu ao redor dos ovos do parasita aprisionados nos pequenos
vasos hepaticos. A extensa fibrose dos espacos periportais também faz parte deste processo de
cicatrizacdo e é o substrato anatdbmico da doenca, que esta presente no quadro de hipertensao
portal, umas das formas letais por causa das suas inUmeras consequéncias (SALES et. al.,
2009; COUTO et. al., 2008; SOARES et. al., 2007; SILVA et. al., 2012).

O aumento do tamanho do bago, que ocorre concomitantemente ao aumento do figado,
¢ ocasionado em parte pela congestdo venosa do ramo esplénico e também pela hiperplasia
das células do sistema macrofagico linfocitario, com diferenciacéo e producéo de anticorpos
para defesa do organismo contra os antigenos do verme que chegam a corrente sanguinea
geral (MAGALHAES — FILHO; COUTINHO, 1961; REY, 2001). Atta e colaboradores

(1981), em andlise histopatologica do baco e do figado de camundongos infectados com S.



91

mansoni, observou no baco hiperplasia intensa do tecido e congestdo moderada ou intensa dos
seios venosos esplénicos, indicando que esses processos participam da instalacdo da
esplenomegalia. No figado as alteracfes consistiram de hiperplasia e infiltracdes celulares,
além de areas necrosadas e granulomas.

Foi observado também a presenca de liquido na cavidade abdominal de alguns
camundongos reinfectados, o que é conhecido como ascite, caracteristica da fase aguda da
doenca, similar ao observado no trabalho sobre acompanhamento do ciclo de vida do S.
mansoni de Ariadna e colaboradores (2001). J& a macroscopia do rim apresentou-se normal
em alguns animais reinfectados, em outros manifestou uma palidez do 6rgdo causada
provavelmente por uma tumefacédo celular, por conta do processo inflamatério implantado que
comprimia os capilares, ou simplesmente por causa de alguma hemorragia.

Uma das formas mais utilizadas para detectar infeccdo é através do exame para
diagndstico parasitolégico de fezes, encontrando os ovos com espordo lateral do S. mansoni.
O método de Kato Katz tem sido o mais utilizado, com vantagens de baixo custo, esse método
quantitativo é de simples e rapido processamento, mas principalmente é muito utilizado em
decorréncia de sua maior sensibilidade em comparacdo com outros testes (CHAVES et. al.,
1979). Assim, baseado neste método, mas sem a utilizacdo do formato quantitativo para
comprovar a infeccdo esquistossomoética nos camundongos experimentais submetidos a
infeccOes artificiais por via transcutanea, foi obtido 100% de positividade com a visualizagéo
dos ovos do Schistosoma nas fezes de todos os animais experimentais.

Os resultados corroboram aqueles obtidos em outros trabalhos que demonstram a
grande sensibilidade do teste de Kato Katz e indicam que todos os camundongos testados
partiram de uma infec¢do esquistossomadtica. A infeccdao pode apresentar graus de intensidade
variavel, dependendo da carga parasitaria, por isso 0s animais foram submetidos a reinfeccdes
para aumentar a probabilidade de inducdo de infeccdo mais intensa, com consequéncia de
hepatoesplenomegalia e repercussdo em acometimento renal com glomerulopatia.

A quantidade de ovos é importante para avaliar a intensidade da infecgdo, e pode ser
guantificada normalmente através das fezes ou da digestdo hepatica, contando a quantidade de
ovos por grama de figado, o que foi realizado no presente trabalho. E importante observar que
mesmo na esquistossomose cronica, apresentando a forma grave de hepatoesplenomegalia,
existe apenas um minimo de comprometimento funcional hepatico. Mas, devido a hipertensao
portal, a hemorragia digestiva alta decorrente da ruptura de varizes esofagogastricas, podendo
ser esta uma das causas da palidez do rim observada macroscopicamente em alguns dos

camundongos reinfectados, constitui-se em seria complicacdo e representa a causa usual de
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Obitos nesta fase (MACHADO et. al., 2002). Inicialmente na hepatomegalia, o figado
apresenta aumento no volume e, com o efeito cumulativo das lesdes granulomatosas, as
alteracdes hepaticas se tornam mais graves (MELLO; COELHO, 2002).

Estudos das dimensdes hepaticas na forma hepatoesplénica da esquistossomose
humana demonstram que o figado tem peso maior que 1,5 kg em mais de 50% dos individuos
que possuem este estado da doenca. O figado é o maior 6rgdo visceral do corpo, pesando, no
estado normal, aproximadamente 1,3 kg no adulto (POTH, 2004). Além do aumento
significante do peso do figado, provocado pela esquistossomose em pelo menos metade dos
individuos hepatoesplénicos, ocorre a assimetria dos lobos hepaticos, com aumento do lobo
esquerdo e reducdo do lobo direito, demonstrado em 81% dos casos (MACHADO et. al.,
2002).

Lescano e colaboradores (2004), em seu trabalho experimental utilizando modelo
murino, ao testar os efeitos antiparasitarios do artemether, droga usada no tratamento da
malaria, contra a esquistossomose mansbnica experimental observou uma diminuicéo
significativa nos pesos hepaticos e esplénicos entre os animais tratados em comparacdo aos
grupos infectados, em diferentes periodos de tempo de desenvolvimento do parasita no
hospedeiro.

Essas observaces sobre o peso do figado, tanto em humanos como em modelo
experimental utilizando camundongos Balb/c, identificaram um aumento do peso hepético
significativo com a infec¢cdo esquistossomotica, assim como a reducdo dos valores de peso
obtidas apds o tratamento antiparasitario. Resultados muito similares foram demonstrados
neste trabalho, o qual comparou o peso hepatico entre os grupos de camundongos
reinfectados, reinfectados e tratados e o controle intacto. Todos os animais reinfectados
apresentaram consideravel aumento do peso do figado e aqueles animais que foram
submetidos ao tratamento expressaram reducdo significativa dessa varidvel, aproximando o
peso hepatico dos tratados ao de um camundongo normal, que ndo sofreu nenhum tipo de
infeccdo, encontrado nos animais do grupo controle intacto.

A infeccdo esquistossomotica, quando presente, pode ser identificada pela presenca de
ovos nas fezes ou de vermes nas veias mesentéricas intestinais, em situacdes de bidpsias,
necropsias ou ainda por perfusdo do sistema porta e do figado, para retirada de vermes que
tenham permanecido no sistema porta-hepatico. A verificacdo da presenca de vermes nas
veias mesentéricas foi realizada para avaliar os efeitos do tratamento antiparasitario utilizando
Praziquantel, cujos resultados de positividade e negatividade de vermes foram utilizados para

calcular o percentual de cura do quimioterdpico nos camundongos. Os 96,4% de cura
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encontrados ao avaliar os camundongos tratados, reflexo do resultado de apenas um
camundongo submetido ao tratamento que apresentou positividade para verme, demonstra a
eficacia do praziquantel no tratamento da esquistossomose mansonica tanto em humanos (ja
evidenciada em outros trabalhos e nos centros médicos, segundo Ministério da Saude, 2008)
quanto em modelo experimental.

A observacdo de vermes nas veias mesentéricas € eficiente para detectar infecgdo ou
auséncia de infeccdo ativa causando alteracfes esquistossomaticas tipicas, mesmo que possam
ser encontrados vermes no sistema porta-hepatico. O trabalho de Zanotti e colaboradores
(1982), um estudo sobre a localiza¢do de vermes de S. mansoni no plexo porta, figado e veias
mesentéricas, acompanhando desde a primeira até a oitava semana de infeccdo em modelo
experimental murino, identificou em infeccdes bissexuais o comportamento migratorio dos
vermes.

O deslocamento desses helmintos visa ao acasalamento e ocorre principalmente no
interior dos vasos mesentéricos, a partir da sexta semana, coincidindo com o aparecimento
dos primeiros ovos no intestino. Os vermes, entdo, migram dos vasos intra-hepaticos para os
vasos mesentéricos, usando a veia porta apenas como “ponte de passagem”, e esta migracéo é
feita com os vermes acasalados, chegando a oitava semana de infeccdo com quase 70% do
total de vermes localizados nas veias mesentéricas. Aqueles que ainda permanecem no
sistema porta-hepatico sdo normalmente vermes jovens que ainda ndo amadureceram
sexualmente e, portanto, ndo provocam infeccdo ativa causando processos inflamatorios
provenientes de reacGes aos ovos do parasita, que neste estado ainda ndo podem ser
produzidos (ZANOTTI et. al., 1982). Com o passar do tempo de infeccdo esse percentual de
vermes nas veias mesentéricas aumenta muito mais, e a quantidade de vermes encontrados no
sistema porta-hepatico se torna muito pequena, ndo apresentando significancia sobre a analise
da eficiéncia do tratamento na deteccdo de infeccdo ativa, em infeccdes esquistossomoticas
bissexuais prolongadas.

Ariadna e colaboradores (2001) verificaram a presenga de vermes de S. mansoni na
sua fase adulta no sangue das veias do sistema porta-hepatico de um dos camundongos
analisados em seu estudo de acompanhamento do ciclo de vida deste verme. Assim, podem
ocorrer vermes adultos no plexo porta e no figado, mas o percentual é pequeno em situacoes
de infecgdes bissexuais, sendo irrelevantes na promogéo de erros em estudos com analises de
vermes restritas as veias mesentéricas.

A cura da esquistossomose mansoni com a utilizacdo do praziquantel possui indices
que variam de 60% a 90% (ROSS et. al., 2002; TAVARES, 2009; QUINTAS et. al., 1993;
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HUGGINS, 1982), e esta ligada a efetiva reducéo ou eliminacdo dos vermes, reducéo da carga
parasitaria e da produgdo de ovos pelo S. mansoni. Alguns estudos ainda sugerem que o
tratamento com o praziquantel é eficiente na reducao da morbidade em pacientes com fibrose
hepatica grave (MARTINS-LEITE et. al., 2008; VITORINO et. al., 2012).

A grande importancia que envolve o tratamento da parasitose consiste em curar a
doenca, diminuindo todos os aspectos estimuladores das reacfes inflamatdrias parasitarias. A
reducdo da carga parasitaria no hospedeiro é um dos aspectos que impedem a progressao para
as formas graves, assim como a minimizacao da producéo e a eliminacdo de ovos do helminto
consiste numa prevencdo primaria contra a transmissdo da doenga (BRASIL, CVE 2007).
Além do tratamento especifico, algumas particularidades devem ser consideradas na
terapéutica dos diferentes estagios, formas e consequéncias graves da esquistossomose
mansoni (VITORINO et. al., 2012).

Os pacientes e 0s animais experimentais devem ser acompanhados durante tratamento
porque existem fatores que exercem influéncia sobre o desenvolvimento da forma grave na
patologia hepatica esquistossomotica cronica, como a fibrose periportal. Dentre os fatores, a
desnutricdo possui grande importancia e, segundo o trabalho de Barros (2008) que avalia
camundongos infectados com S. mansoni e desnutridos, seria a causa de reagdes imunoldgicas
deficientes, estando relacionada com a inibigdo do desenvolvimento da fibrose periportal. A
ma nutricdo modifica os mecanismos de defesa do organismo, comprometendo os 6rgdos
hematopoiéticos e linfoides responsaveis pela producdo, manutencdo e funcéo das células que
medeiam esses processos, considerada entdo como determinante critico da resposta imune
(CHANDRA, 1991; MEIRA, 1995). Esse e outros fatores devem ser considerados na
avaliacdo da eficiéncia do quimioterapico, mesmo em modelos experimentais, nos quais se
pode ter mais controle sobre tais varidveis, tentando eliminar ao maximo as varia¢fes das
reacOes nos diferentes organismos.

No trabalho de Chaiworaporn e colaboradores (2005), ao comparar em dose curativa e
subcurativa de praziquantel em camundongos infectados com S. mansoni, nenhum verme foi
encontrado nos camundongos submetidos ao tratamento com a dose curativa, e poucos vermes
foram encontrados em camundongos que receberam dosagem subcurativa. A dose curativa
utilizada foi de 600 mg/kg, e a subcurativa foi de 300 mg/kg, observando 100% de reducéo
dos vermes nas veias mesentéricas e nos vasos porta-hepaticos nos camundongos com a dose
curativa, e uma faixa de 90 a 99% de redugdo dos vermes com a dose subcurativa.

Avaliando os resultados do presente trabalho, em que se observou 96,4% de reducgéo

dos vermes nas veias mesentéricas em todos os camundongos submetidos ao tratamento com
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dose Unica de 400 mg/kg de praziquantel, foi obtido indice de cura dentro do esperado e
semelhante ao trabalho citado anteriormente, apesar de corresponder a uma dosagem um
pouco maior do que a considerada dose subcurativa. Conforme outros estudos, o efeito do
praziquantel ocorreu de forma similar em camundongos tratados com dose Unica de 200-300
mg/kg (SHAW e ERASMUS, 1988; SHAW, 1990; FALLON et. al., 1996).

Estudos anteriores demonstraram que os danos causados pelo praziquantel sobre os
vermes adultos ocorrem rapidamente, e além de afetar o tegumento do verme, levam também
a paralisia e deslocando desses vermes adultos a partir da veia mesentérica para o figado,
onde sdo destruidos pelo sistema fagocitario. Uma consequéncia desta leséo é a exposi¢cdo dos
antigenos tegumentares do S. mansoni, 0s quais se tornam acessiveis ao anticorpo especifico
do hospedeiro dentro de 1 hora (FALLON et. al., 1995).

No tratamento de camundongos infectados com S. mansoni, essas doses subcurativas
sdo eficientes na reducdo dos resultados parasitoldgicos e patoldgicos. Outro resultado
parasitoldgico é a carga parasitaria, cuja reducdo pode ser observada através da administracdo
do quimioterapico. A oviposicdo e 0 ovo do parasita também sdo afetados apds tratamento
com praziquantel. O trabalho de Botros e colaboradores (1989) demonstrou que o tratamento
de camundongos infectados pelo S. mansoni, com 5 semanas de infeccdo, utilizando dose
Unica de 333 mg/kg de praziquantel, reduziu significativamente o nimero de ovos nas
visceras.

No estudo de que trata este trabalho também foi verificada grande reducdo do nimero
de ovos presentes no tecido hepatico, correspondente a carga parasitaria, em camundongos
Balb/c tratados com dose Unica de 400 mg/kg de praziquantel. Foi observado ainda que o
tempo de tratamento influenciou na carga parasitaria, pois animais com 4 meses de tratamento
apresentaram numero de ovos por grama de tecido hepatico quantitativamente menor do que
0s animais com 2 meses de tratamento. Camundongos apenas reinfectados demonstraram uma
quantidade de ovos no figado cada vez maior, de acordo com o aumento do tempo de
infeccdo, em andlise da carga parasitaria com 4, 6 e 8 meses de infeccdo. Logo, as maiores
diferencas nessa variavel foram entdo encontradas no periodo mais prolongado de tempo de
infeccdo (com 8 meses).

A acdo do praziquantel sobre os ovos in vivo consiste em estimular sua ecloséo e, logo
em seguida, ocorre a morte do miracidio. Mas, 0 ovo imaturo ndo fica danificado e
desenvolve-se em um miracidio que depois degenera num ovo granulado e calcificado
(MATSUDA et. al., 1983; GIBODA et. al., 1994). Chaiworaporn e colaboradores (2005)

também observaram ovos ndo vidveis no figado de camundongos com uma semana de
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tratamento, indicando que uma dose de 300 mg/kg de praziquantel é suficiente para danificar
0 ovo maduro. Isso é importante para o tratamento da esquistossomose porque 0 ovo é uma
das principais causas da patogénese da esquistossomose.

A resisténcia parasitaria observada, neste trabalho, nos camundongos apos tratamento
com dosagem de 400 mg/kg demonstrou reducdo gradual do nimero de ovos depositados no
tecido hepético e desaparecimento lento dos vermes adultos, com consequente
desaparecimento progressivo do seu antigeno associado, observados na imunofluorescéncia e
na microscopia eletrénica de transmissdo. Doses mais altas de anti-helmintico devem ser
cuidadosamente consideradas, especialmente para evitar as reac0es de resisténcia a drogas,
que algumas vezes ocorrem, demonstrando uma eficiéncia reduzida do medicamento em
relacdo, a sua real capacidade antiparasitaria (FALLON; DOENHOEFF, 1994). Segundo Atta
e colaboradores (1981) a variabilidade na carga parasitaria pode estar relacionada a diferencas
na constituicdo genética dos hospedeiros, tanto de humanos, quanto dos animais, assim como
pode ser explicada por popula¢des de S. mansoni com diferentes capacidades defensivas as
reacOes do hospedeiro.

Uma vez que uma grande variedade de doencas parasitarias que cronicamente
estimulam o hospedeiro tem sido demonstrado induzirem glomerulonefrite, dano renal
semelhante é esperado desenvolver em infestacbes esquistossomoéticas clinicas e
experimentais. 1sso se deve pela presenca de circulacdo colateral porto-sistémica em infeccoes
com o S. mansoni, 0 que permite o desvio dos complexos imunes a partir do figado e
principalmente das células de Kupffer que os retém. Assim esses complexos irdo atingir o rim
e outros 6rgdos através da circulacdo sisttmica (ANDRADE, ROCHA, 1989; TITO et. al.,
1974; DEELDER et. al., 1980).

Na andlise histopatolégica sdo observadas as alteracdes teciduais induzidas durante o
desenvolvimento da infeccdo esquistossomética no hospedeiro. Sobh e colaboradores (1987)
encontraram grande variabilidade das naturezas histopatolégicas das lesGes glomerulares em
pacientes com infestacdo ativa por S. mansoni. Varios tipos histolégicos podem ser
encontrados em exame de tecido renal, observando glomérulos corados com
hematoxilina/eosina (HE) e acido periodico Schiff (PAS), ao analisar a forma clinica de
pacientes com esquistossomose grave.

Muitas mudangas glomerulares sdo observadas em microscopia Optica e consistem
essencialmente em proliferacdo de células endoteliais e mesangiais. Em modelo experimental
de camundongos, por exemplo, muitos glomérulos sdo usualmente afetados com extensiva

variacdo, em que alguns se apresentam praticamente normais, e varios estudos identificam
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alteragOes, mas apontam para a auséncia de lesdes renais graves (envolvendo esclerose ou
lesGes difusas e segmentares em tufos de glomérulos) nesses animais. A lesdo da fase inicial
da glomerulopatia envolve essencialmente 0 mesangio e é a forma encontrada em muitos
modelos experimentais, como o murino. Esta area mostra expansdo de material amorfo e
fibrilar, detectado pela coloracdo de PAS. Em seguida, as células mesangiais apresentam
hipertrofia e hiperplasia evidentes (KIBUKAMUSOKE, 1984).

Neste trabalho, a analise em microscopia éptica da estrutura histopatologica renal de
camundongos encontrou pequenas alterac@es (proliferacdo e expansdo mesangial, distor¢des e
espessamento das membranas) com as 3 coloragdes utilizadas na técnica. Na coloracdo com
HE, se observou na maioria dos glomérulos renais de 80% dos camundongos reinfectados e
ndo submetidos a tratamento, proliferacdo celular mesangial aparente, seguida de consequente
aumento do glomérulo. Essas alteracdes se apresentaram cada vez mais evidentes a medida
que foram analisados cortes renais de camundongos com maior tempo de infecgdo. Por outro
lado, todos os animais tratados apresentaram glomérulos com estrutura aparentemente normal
segundo a observacdo e comparacdo com a histologia renal de animais controles.

Com a coloracdo de PAS, foi possivel observar que a estrutura da membrana basal
glomerular dos camundongos reinfectados e ndo tratados estava alterada, apresentando
espessamento e grandes distorcbes nas membranas. Essas alteracbes se mostraram
progressivas com o aumento do tempo de infeccdo. Animais com apenas 2 meses apos
tratamento ainda apresentaram alteracdo na estrutura da membrana basal, como o
espessamento e distorcdes, mas aqueles camundongos com 4 meses apds tratamento
demonstraram membranas basais com estrutura aparentemente normal e similar a observada
no grupo controle. Esse resultado indica que ocorre recuperacdo glomerular progressiva com
utilizacdo do tratamento, ou seja, ocorre reestruturacdo dos componentes glomerulares.

A coloracdo com PIFG (picrosirius) demonstrou ndo haver fibrose na estrutura
glomerular de camundongos reinfectados e ndo tratados, apenas apresentando depdsitos de
coladgeno em regides préximas a glomérulos e vasos corticais. Outros trabalhos na literatura
também ndo encontraram fibrose glomerular em doenca renal esquistossomotica utilizando o
modelo experimental murino. Andrade e Susin (1974), estudando a doenca glomerular
esquistossomotica em camundongos, encontraram em microscopia optica apenas pequenas
mudangas. Essas anélises histoldgicas foram apenas qualitativas, por observacgéo da lesdo e de
como esta se processa e apresenta na estrutura glomerular de rins de camundongos
esquistossomoticos, mas ndo foram feitas analises quantitativas comprovando, por exemplo, o

aumento do numero de células mesangiais.
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O aprimoramento dos estudos sobre a deposi¢cdo dos complexos imunes em rins de
hospedeiros com ligagcdo parcial da veia porta foi realizado em animais experimentais,
permitindo estudar a patogénese da doenca. O efeito da ligacdo da veia porta com a circulacéo
é desviar os complexos imunes de circulacdo flutuante portal e extrai-los do sistema reticulo
endotelial do figado para a circulacdo sistémica geral. Estes depdsitos imunes acabam sendo
retidos nos rins e sdo largamente encontrados, muitas vezes, restritos a area mesangial. Os
trabalhos de Kelsoe e Weller (1978), Van Marck e colaboradores (1977) foram capazes de
detectar CAA em bidpsias de rins de hamsters e ratos infectados com S. mansoni. Esses
antigenos na corrente sistémica sdo acoplados a anticorpos especificos juntamente com 0s
complementos. No trabalho de Ghanem e colaboradores (1987) foi observada sintese
exarcebada de 1gG em pacientes esquistossomoticos cronicos, e essa sintese estaria associada
ao desenvolvimento da forma de fibrose periportal. Com efeito, depdsitos de IgG ja foram
observados nos espacos de Disse, no figado de pacientes com a forma de fibrose de Symmers
avancada (GRIMAUD; BOROJEVIC; BRADRAWY, 1977).

Magalhdes Filho e colaboradores (1965) ja tinham verificado por técnicas de
imunofluorescéncia que os antigenos do S. mansoni encontravam-se no endotélio dos vasos
portais e nos neutréfilos das infiltracdes celulares do espago porta de camundongos infectados
na fase pré-patente da infeccdo. Bastos (1979), investigando sobre a especificidade das
imunoglobulinas que se apresentam aumentadas durante a infeccdo experimental de
camundongos com S. mansoni, observou que anticorpos para antigenos do parasita apareciam
inicialmente, mas de forma discreta.

Silva e colaboradores (2004) verificaram que, em camundongos BALB/c infectados
com S. mansoni, a producdo de anticorpos é predominantemente do tipo 1gG para os pontos
de tempo de infeccdo analisados (20 e 40 semanas). Lesdes renais associadas com
imunocomplexos tem sido demonstradas em camundongos infectados com 80 a 100 cercérias
de Schsitosoma mansoni no periodo de 2 e 3 meses de infec¢do (WHO, 1974), assim como a
participacdo desses imunocomplexos como promotores das lesdes renais de pacientes
esquistossomoticos (ANDRADE, 1977). Para estas andlises, 0s ensaios imunologicos sdo
necessarios e aplicados em algumas situagdes, sendo mais empregados na fase crénica da
doenca (séo positivos a partir do 25° dia de infeccdo).

A imunofluorescéncia permite localizar nos tecidos os antigenos e as imunoglobulinas
que participam da formagdo do complexo imune, promotores da doenca renal parasitaria.

Como possibilita acompanhar a localizacdo desses componentes imunol6gicos nos tecidos
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renais de camundongos ao longo do periodo de infeccdo e do tratamento ao qual foram
submetidos, permite testar o medicamento quanto aos seus efeitos sobre esses componentes.

A imunofluorescéncia direta marcando 1gG demonstrou depoésitos glomerulares dessas
imunoglobulinas em animais reinfectados com 4, 6 e 8 meses de infeccdo, apresentando
progressivamente mais depositos com o aumento do tempo de infeccdo. Animais tratados
revelaram pequena fluorescéncia, o que indica poucos depdsitos glomerulares apos a
aplicacdo da quimioterapia. A imunofluorescéncia indireta utilizando anti-lgG humana com
marcacdo de FITC acoplada detectou depositos de antigeno de Nash em glomérulos renais de
camundongos reinfectados e ndo tratados com 6 e 8 meses de infeccdo. Esses depositos foram
demonstrados apenas nos periodos de maior tempo de infeccdo, indicando que a
glomerulopatia em modelo experimental murino possui desenvolvimento lento e gradual.
Animais tratados ndo apresentaram fluorescéncia de depdsitos desses antigenos nos
glomérulos, assemelhando-se aos amimais ndo marcados do grupo controle.

A presenca de pequenos depositos de IgG em glomérulos de animais tratados pode
ocorrer porque 0s anticorpos circulantes permanecem apds a cura da doenca, por iSSo que a
positividade em alguns exames imunoldgicos ndo indica necessariamente infeccdo ativa pelo
S. mansoni (VITORINO et. al., 2012). Uma composic¢do de IgM, IgA e complemento em
depdsitos glomerulares foi relatada na esquistossomose mansoni em camundongos infectados
por Van Marck e colaboradores em 1977. Outros autores descreveram depdsitos
predominantes de IgG, IgM e complemento (ANDRADE & SUSIN, 1974; MAHMOUD &
WOODRUFF, 1975; NATALI & CIOLI, 1976). Andrade e Susin (1974) encontraram
depdsitos de IgG no mesangio e ao longo da parede capilar de glomérulos de camundongos
com infecgdo esquistossomotica. Através de microscopia eletronica, localizaram também
depdsitos eletrodensos irregulares, principalmente nas areas mesangiais e sobre o epitélio da
membrana basal glomerular dos camundongos infectados.

Uma forte correlacdo é encontrada entre a ocorréncia dos depositos glomerulares e a
presenca de complexos imunes circulantes. Outra associacdo na infeccdo esquistossomética
ocorre entre a gravidade da lesdo glomerular e o grau e duracdo de fibrose hepatica portal
(CAVALLO et al.,, 1974). Assim, apesar da evidéncia de imunocomplexos circulantes
contendo antigenos do SM, a presenca de lesbes hepéaticas com hipertensdo portal € um pré-
requisito para o desenvolvimento de lesdes glomerulares nessa infeccdo, em que a
esquistossomose hepatoesplénica pode representar um modelo de les6es glomerulares
relacionados a lesdo hepatica (DIGEON et. al., 1977).
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O mesangio € a &rea mais alterada na glomerulopatia esquistossomotica, cujas
alteracdes sdo descritas como um espessamento fibrilar, com PAS-positivo, e aumento da
celularidade. Segundo Brito (1973) em casos muito precoces de envolvimento renal e sem
manifestacdes clinicas da doenca renal, a proliferacdo celular mesangial foi tdo notavel que
indicava o diagnostico de glomerulonefrite mesangial. Além disso, a microscopia eletrdnica
das lesbes glomerulares revelam depositos eletrodensos dentro do mesangio e ao longo do
lado endotelial da membrana basal, o que leva a conclusdo de que o dano renal da
esquistossomose € de origem imunolégica (ANDRADE & ROCHA, 1979).

Nos ratos e camundongos, em contraste com a presenca de depositos identificados por
imunofluorescéncia, as alteracbes glomerulares observadas sdo moderadas e limitadas, se
tornando dificil a deteccdo de lesbes inflamatdrias glomerulares por microscopia Optica.
Entretanto, a microscopia eletrénica e a imunofluorescéncia mostram a presenca de depositos
eletrodensos e de depositos de antigenos e imunoglobulinas especificas, confirmando relatos
anteriores (ANDRADE & MARCK, 1984; ANDRADE & SUSIN, 1974; NATALI & CIOLI,

1976). A microscopia eletrénica € a técnica ideal para estudar as fases iniciais das lesdes
renais, quando apenas pequenas alteracbes ocorrem, porque permite a andlise dos
componentes em ultraestrutura (CAVALLO et. al., 1974). Estudos com microscopia
eletronica (CAVALLO et. al., 1974; ANDRADE & SUSIN, 1974; BARBOSA, 1970;
ROCHA et. al., 1976; SILVA et. al., 1970; BRITO et. al., 1969) demonstraram a presenca de
depdsitos eletrodensos, tanto na membrana basal glomerular, como perto das células
mesangiais e na area mesangial.

Inicialmente, apenas parte dos glomérulos sdo envolvidos, mas posteriormente, um
maior numero de glomérulos sdo afetados. Com a microscopia eletrdnica de transmissao,
neste trabalho, o tecido renal de camundongos exibiu expansdo da matriz mesangial e
proliferacdo das células mesangiais, além de serem observados depésitos eletrodensos
localizados na area mesangial de alguns glomérulos dos camundongos reinfectados e sem
tratamento. Essa técnica revelou também um padrdo homogéneo de lesGes, caracterizadas
principalmente pelos depositos de complexos imunes localizados na membrana basal
glomerular, sob as células epiteliais, endoteliais e no mesangio.

Com presenca ou ndo de depdsitos, as membranas glomerulares apresentaram diversas
distor¢des e espessamento, sendo observados processos de fusdo podal ao longo da superficie
dessas membranas. Essas alteracbes foram observadas em 90% dos camundongos
reinfectados que ndo receberam tratamento, enquanto que animais com 2 meses de tratamento

apresentaram glomerulos renais sem alteracdo e 30% dos animais com 4 meses de tratamento
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apresentaram pequenas alterages, alguns desses com pequenos dep0sitos mesangiais e
distor¢des na membrana basal. Nenhuma destas les6es foi observada nos animais controles. A
distribuicdo dos depdsitos sugere que complexos de antigeno-anticorpo formados ficaram
retidos nas paredes da membrana basal e dos capilares glomerulares, que funcionam como
filtro renal.

Estas lesdes foram observadas no trabalho experimental com macacos, no qual Brito e
colaboradores (1971) estudaram lesdes renais nesses animais infectados com S. mansoni. Este
seria 0 mecanismo de lesdo renal em doencas infecciosas, onde complexos imunes
circulantes, formados nas areas em que se encontram antigenos em excesso, tornam-se, em
determinadas circunstancias, disponiveis em grande quantidade para o rim, produzindo ai a
doenca glomerular. A deposicdo de complexos imunes é intensificada pelo desvio porto-
sistémico, secundario a hipertensdo portal (VAN MARCK et al.,, 1979; SANTOS et. al.,
2011).

Os complexos imunes induzem a ligeira hipertrofia e hiperplasia das células
mesangiais, este estado é considerado como uma glomerulite inespecifica reativa que ocorre
ou é geralmente observada em modelos experimentais. Se € mantida uma proporcdo de
complexo imune retido no glomérulo, a lesdo em modelo experimental tem uma semelhanga
estreita com a lesdo glomerular humana, encontrada em doentes sem evidéncia clinica de
doenca renal. E possivel que outros fatores, além da disponibilidade de complexos imunes,
possam estar envolvidos na prevencao da reversdo da lesdo (BRITO et. al., 1971).

Como ocorre com os granulomas no figado, em que o resultado de um processo longo
de acumulacdo das lesbes pode agravar o estado da doenga que se mostra progressiva, 0O
acumulo de complexo imune também pode ser indicativo desse agravamento do quadro de
glomerulopatia esquistossomatica, que segundo muitos autores, inclusive ja citados, também
se mostra progressiva. O estudo quantitativo da area de depdsito desses complexos imunes
demonstra 0 acimulo de complexo imune glomerular, tanto nas areas da membrana basal,
como na area mesangial, analisadas separadamente, as quais sdo bastante afetadas na fase
inicial da doenca glomerular parasitaria. A morfometria de area de depdsito de complexo
imune, utilizando as imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo, proporcionou uma
forma alternativa, mas coerente e bem precisa, para a analise da area de agressédo glomerular,
dos processos inflamatdrios e do desencadeamento da doenga renal.

Neste trabalho, a morfometria de area demonstrou um crescente acimulo de &rea de
deposicdo dos complexos imunes conforme o aumento do tempo de infec¢do. Animais com 2

meses de tratamento ndo apresentaram depdsitos eletrodensos, impedindo sua quantificacao.



102

Camundongos com 4 meses de tratamento apresentaram pequenos dep6sitos mesangiais e em
apenas um animal foi encontrado um dep6sito na membrana basal glomerular. Inicialmente,
nos camundongos com 4 e 6 meses de infeccdo, a area mais atingida, contendo a maior
superficie visualizada de depdsitos foi a matriz mesangial. Mas, com 8 meses de infec¢édo, 0s
depdsitos estavam mais concentrados na membrana basal.

O tratamento especifico da esquistossomose ndo mostrou, até 0 momento, capacidade
de alterar o curso da glomerulopatia esquistossomotica clinica. Varios achados indicam que,
uma vez deflagrado o quadro clinico, a nefropatia ja esta avancada, irreversivel, em estagio no
qual os mecanismos ndo imunolégicos de progressdo da doenca renal j& estdo ativados e
independem da presenca ou da auséncia do parasita (MARTINELLI & ROCHA, 1996). E
possivel que o tratamento antiparasitario eficiente e precoce, em pacientes ainda sem
manifestacdes clinicas de doenca renal, possa alterar ou reverter o desenvolvimento ou a
progressdo do envolvimento glomerular incipiente (MARTINELLI & ROCHA, 1989).

Os resultados deste estudo demonstram que as alteracfes macroscopicas, mas
principalmente as alteracGes microscopicas e ultraestruturais, a quantidade de ovos
depositados em tecido hepatico e, tanto as dimensdes por analise observacional quanto o peso
do figado, assim como a &rea de depositos de complexos imunes glomerulares, foram
significantemente reduzidos ap6s o tratamento. No entanto, a resisténcia ao tratamento por
parasitas, investigada apds 2 e 4 meses de tratamento, cuja dose pode ter interferido na
eficacia absoluta da quimioterapia, apresentou desaparecimento lento de vermes adultos e do
seu antigeno associado. Foi possivel observar neste trabalho que em modelo experimental
murino ocorreu reversao do quadro geral de lesdo glomerular provocada pela esquistossomose
na maioria dos camundongos estudados. Isso indica e estimula analises e estudos na forma
clinica que possivelmente seguirdo esses resultados.

Entretanto, ressalta-se que resultados as vezes conflitantes publicados na literatura
sobre o tema ocorrem por conta de diferencas na metodologia empregada, na observacao de
pacientes com distintas formas clinicas e na utilizacdo de modelos experimentais diferentes
em varios aspectos. A avaliacdo da histologia renal de camundongos que sofreram
mortalidade espontdnea, da funcdo renal através da proteindria e de depoésitos de
complemento, além da utilizagdo de outras técnicas, ndo realizados neste estudo, podem se
tornar bases de novas pesquisas e avancar as analises sobre a glomerulopatia
esquistossomotica experimental. A continuagdo desses estudos é importante e recomendavel,

possibilitando assim uma melhor compreenséao geral da doenga.
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8 CONCLUSOES

Com a utilizacao das técnicas, que permitiram observar 0s varios aspectos de alteracao
e acompanhar durante varios periodos a infeccdo, foi demonstrado que as consequéncias da
esquistossomose apresentam parametros de progressdo e agravamento da doenga com o0
tempo, em suas diversas formas. A carga parasitaria foi proporcional as alteracfes vistas em
ultraestrutura, das marcacdes de antigeno e anticorpos (IgG) glomerulares e, principalmente
ao tamanho da area de depdsitos eletrodensos, indicando que a mesma esta diretamente ligada
a grande liberacdo de antigenos desencadeando a doenca renal parasitéria

Diante do que foi exposto, observou-se lesdes renais na maioria dos camundongos
reinfectados durante longo periodo de infeccdo, bem como que o tratamento reverte 0s
processos iniciais de agressdo renal na glomerulopatia em modelo experimental murino e
reestrutura a maioria das alteragdes provocadas pelo processo inflamatério que
progressivamente se instala. Embora em alguns poucos camundongos, ap06s a quimioterapia, a
doenca se manteve

Ao comparar 0s resultados obtidos neste estudo com outros da literatura, (encontrados
em pesquisas utilizando técnicas ou analises similares), verificou-se que na maioria das vezes
0s mesmos sdo compativeis, permitindo concluir que a metodologia utilizada foi adequada
para este tipo de estudo. Os achados deste trabalho reforcam a possibilidade de que o estado
normal de estrutura renal pode ser restabelecido com o tratamento antiparasitario, desde que
ministrado logo que se instala a glomerulopatia esquistossomética clinica. Esses resultados
contribuem efetivamente para a patologia da esquistossomose mansonica e podem estimular

0s respectivos estudos na forma clinica.
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