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RESUMO

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria que atinge milhares de pessoas pelo
mundo. E uma doenca grave, negligenciada, que acomete o sistema vascular portal e
mesentérico onde os parasitos adultos habitam e realizam a postura dos ovos. No Brasil a
doenga ¢ causada pela espécie Schistosoma mansoni. A presenca dos ovos nos tecidos do
hospedeiro definitivo causa distarbios vasculares e hemorragicos, em resposta a
inflamacao provocada pelos antigenos eliminados pelos ovos, gerando granulomas. A
quimioterapia ¢ realizada através da administragdo por via oral de comprimidos de
praziquantel. Por ser o uUnico medicamento disponivel para o tratamento da
esquistossomose, a terapia permanece como um desafio para a area da satde. Sendo
assim a busca de novos compostos esquistossomicidas vem ganhando forca e nesse
sentido compostos naturais como os flavonoides, especialmente as auronas, vém
despertando grande interesse na comunidade cientifica. O objetivo do estudo foi analisar
a dinamica do granuloma de animais infectados e tratados com praziquantel e auronas
sintéticas e analisar a influéncias dos principais corantes hematologicos na analise dos
granulomas esquistossomaticos. Para o presente trabalho, foi realizado um estudo
laboratorial experimental, de cardter quali-quantitativo, utilizando camundongos albinos
da linhagem Swiss, esses que foram submetidos a infec¢ao bissexual, por via subcutanea,
com aproximadamente 100 cercarias/animal. Os animais foram divididos em grupo
controle, grupos tratados com PZQ (praziquantel 400 mg.kg”, Via oral) e auronas
sintéticas (LS26 e LS29), nas dosagens de 50 e 100 mg e em esquemas de tratamento de
dose tUnica e duas doses. Ao final de 55 a 60 dias pos-infeccdo, os animais foram
eutanasiados. Fragmentos dos figados foram fixados (lobos direitos), embebidos em
parafina e cortados (5 um). As laminas confeccionadas foram coradas por
hematoxilina/eosina, tricromico de Gomory e Picrossirius. Foram medidas as areas dos
granulomas (objetiva de 10x) e realizada contagem de células gigantes multinucleadas
(CGM - objetiva 40x) através do programa ZEIN Lite 2012. A comparacao de médias
das areas e o numero de granulomas observados nas 3 coloragdes ndo mostraram
diferengas significativas (p > 0,05 com CV maior que 30%).

Nas avalia¢des das areas dos granulomas foi observado que as auronas L.S26 e LS29
(100 mgkg' em duas doses) apresentaram médias de 4reas menores e

significativamente diferentes de PZQ. A avaliacdo da contagem das CGM revelou a



presenga em maior quantidade destas células nas ldminas dos animais tratados com a

aurona 1826 (100 mg.kg', em duas doses).

Palavras-Chave: Schistosoma; esquistossomose, auronas, praziquantel.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a parasitic disease that affects thousands of people around the world. It
is a serious, neglected disease that affects the portal vascular system (mesenteric vein) where
adult parasites deposit their eggs and cause comorbidities such as portal hypertension,
generating vascular and hemorrhagic disorders, caused by fibrous granulomas that form
around the eggs. Schistosomiasis granuloma is the central aspect of the pathogenesis of
schistosomiasis where it is formed through inflammatory responses stimulated by antigens
present in the egg. However, the treatment of schistosomiasis still depends exclusively on
chemotherapy with Praziquantel, but the success with drug treatment through the PZQ has not
eradicated schistosomiasis, which still remains a major concern in the health area. Thus, the
search for new schistomicidal compounds has been gaining strength and in this sense natural
compounds such as flavonoids, especially aurones, has been arousing great interest in the
scientific community. The aim of the study was to analyze the dynamics of granuloma in
animals infected and treated with praziquantel and synthetic aurones and to analyze the
influence of the main hematological dyes in the analysis of schistosomiasis granulomas. For
the present work, an experimental laboratory study was carried out, with a quali-quantitative
character, using albino mice of the Swiss lineage, which were submitted to bisexual infection,
by subcutaneous route, with approximately 100 cercariae/animal. The animals were divided
into a control group, groups treated with PZQ (praziquantel/400mg/Kg/ Oral) and synthetic
aurones (LS26 and LS29), in the dosages of 50 and 100mg, and in single-dose and two-dose
treatment regimens. At the end of 55-60 days post-infection, the animals were euthanized.
Liver fragments were fixed (right lobes), embedded in paraffin and cut (S5um). The prepared
slides were stained with hematoxylin/eosin, gomory trichrome and Picrosirius. Granuloma
areas were measured (10x objective) and multinucleated giant cell count (CGM - 40x
objective) was performed using the ZEIN Lite 2012 program. Comparison of area means and
number of granulomas observed in the 3 stains did not show significant differences (p > 0.05
with CV greater than 30%). In the evaluations of the areas of the granulomas, it was observed
that the aurones LS26 and LS29 (100mg/2 doses) presented means of smaller areas and
significantly different from PZQ. The evaluation of the GMC count revealed the presence of a
greater quantity of these cells in the slides of animals treated with LS26 aurona (100mg/Kg —
2 doses).

Keywords: Schistosoma; schistosomiasis; flavonoids; praziquantel.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma doenca parasitaria que atinge milhares de pessoas pelo mundo
(Katz, 2018). E uma doenca grave, negligenciada, que acomete o sistema vascular onde os
parasitos adultos depositam seus ovos o0s quais sdo os responsaveis pela principal
caracteristica histopatologica da doenga, os granulomas (Amaral et al., 2017). O granuloma ¢é
definido como uma colecdo de células inflamatorias que se organizam ao redor dos
antigenos, incorporado em matriz extracelular, rica em coldgeno, com a funcdo de isolar os
antigenos e proteger o tecido do hospedeiro de toxinas secretadas pelo ovo e promover a
translocagdo dos ovos dos vasos sanguineos para a luz do intestino (Amaral et al., 2017). Os
granulomas causam comorbidades, como hipertensao portal, gerando disturbios vasculares e
hemorragicos (Souza et al., 2011). No entanto, o tratamento da esquistossomose ainda
depende exclusivamente da quimioterapia com Praziquantel (PZQ) (Rocha et al., 2017).

O sucesso com o tratamento medicamentoso através do PZQ ndo erradicou a
esquistossomose que ainda permanece como uma grande preocupagdo na area da saude
(Zhang et al., 2020). Um fator de destaque ¢ a falta de eficacia do PZQ contra as formas
jovens do parasito e o aparecimento de cepas resistentes ao medicamento, revelando a
necessidade de busca de novos compostos esquistossomicidas e antigenos que possam ser
candidatos ao desenvolvimento de vacinas (Zang et al., 2020; Rocha et al., 2017; Mendonca
etal., 2016).

Na tentativa de buscar novos recursos terapéuticos para o combate a esta helmintiase,
trabalhos como o de Duguet e colaboradores (2020) e Ataba e colaboradores (2020), apontam
para o potencial uso de produtos de origem natural como ponto de partida na busca por novos
compostos esquistossomocidas. Em outras abordagens, autores como Gusmao e
colaboradores (2017;2021), estimulam o uso de proteinas antigénicas, como a de batata, para
o desenvolvimento de vacinas como forma de combate a esquistossomose.

Neste trabalho, inspirado nos produtos naturais com atividades bioldgicas ja comprovadas
sobre parasitos, as auronas LS26 e LS29, com atividade esquistossomicida ja comprovada
(Torres, 2018) foram empregadas para avaliagdo do papel destes novos compostos sobre a
formagdo e resolucdo do granuloma hepatico promovido pela infeccdo experimental com S.

mansoni.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONSIDERACOES EPIDEMIOLOGICAS SOBRE A ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose ¢ uma doenca negligenciada causada pelo helminto da classe
trematoda, Schistosoma sp, que tem como hospedeiro intermedidrio moluscos do género
Biomphalaria, no Brasil a espécie prevalente € o S. mansoni (Katz, 2018; Souza et al., 2011).
A esquistossomose afeta cerca de 200 milhdes de pessoas ao redor do mundo, sendo que em
paises com clima tropical as condigdes necessarias para a transmissao e disseminacao da
doenca podem ser mais favordveis, ¢ considerada a segunda doenga parasitiria mais
importante do mundo em termos de impacto na saude publica ,com 120 milhdes de infectados
sintomaticos e 20 milhdes de infectados apresentando morbidades graves, ocorrendo
preferencialmente em paises em desenvolvimento, com quase 200 milhdes de infectados
apenas na Africa (Duguet et al., 2020; Mendonga et al., 2016; Colley et al., 2014; Kandem et
al., 2018). No Brasil, a esquistossomose apresenta ampla distribui¢do geografica, com 80% da
doenca sendo registrada no Nordeste (Brito ef al., 2020). Pernambuco ¢ um dos estados do
Nordeste onde se encontra uma a maior prevaléncia de esquistossomose, doenca considerada
classicamente cronica, rural, intimamente relacionada a pobreza e de ocorréncia
preferencialmente na Zona da Mata, regido onde se encontram rios perenes nao sujeitos a seca
(Brito et al., 2020). No ano de 2015, o estado de Pernambuco obteve uma positividade média
de 3% em d4reas consideradas endémicas, com aproximadamente 180 Obitos por ano,
considerando o intervalo entre os anos de 2005 e 2014, obtendo uma taxa de mortalidade
cinco vezes maior que a nacional (Brito et al., 2020).

O inquérito epidemiologico realizado por Katz (2018), analisando 197.564 estudantes de
521 municipios endémicos para esquistossomose, mostra que as macrorregioes Nordeste e
Sudeste apresentaram os maiores indices de positividade, sendo de 1,27% e 2,35%,
respectivamente. Neste inquérito observa-se a positividade de casos em 0,01% na regido
Norte, 0,02% na regido Centro-oeste e na regido Sul, nenhum caso foi diagnosticado (Katz,
2018). Em éareas consideradas endémicas, foram encontradas 0,27% e 3,28% de positividade
(municipios com mais ou menos 500 mil habitantes) e em areas ndo endémicas, a positividade

foi de 0,05% e 0,13% (Katz, 2018).
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2.1.1 BIOLOGIA DA DOENCA

O hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni € o molusco do género
Biomphalaria, que apresenta trés espécies transmissoras (B. glabrata, B. tenagophilia e B.
straminea). Estes moluscos apresentam suas conchas em forma de disco biconcavo com
orientacdo sinistrogira e cor castanha (Varjee, 2019; Carvalho ef al., 2008).

As espécies do género schistosoma que apresentam importancia na medicina humana sao:
S. haematobium, S. japonicum, S. mekongi, S intercalatum e S. mansoni (Vejee, 2019; Nevez,
2010). Sua morfologia deve ser analisada em todas as suas fases de desenvolvimento,
apresentam marcado dimorfismo sexual, o macho mede cerca de 6.5mm a 12mm, cor
esbranquicada, corpo apresentando minusculas projecdes, presenca de ventosas (oral e
ventral) e presenca de enrolamentos laterais que formam o canal ginecoforo onde a fémea se
instala e permanece ao longo de toda sua vida (Secretaria de vigilancia em saade/MS, 2014).

A fémea mede cerca de 15mm e extremidades afiladas, apresenta cor mais escura com
tegumento liso, seus ovos medem cerca de 150um, apresenta em sua parte mais larga uma
espicula, o ovo maduro ¢ encontrado nas fezes e ja apresenta o embrido, o miracidio
(Secretaria de Vigilancia em satide/MS,2014; Neves 2010). O miracidio, que representa a
primeira fase larvaria, apresenta forma oval e possui cilios em sua superficie que permitem a
sua movimentacdo em meio aquatico (Secretaria de vigilancia em saude/MS,2014). As
cercarias apresentam cerca de 500um de comprimento, cauda bifurcada e presenca de duas
ventosas responsaveis pela fixacdo e penetragcdo no hospedeiro definitivo (Secretaria de
vigilancia em satide/MS.2014; Neves 2010).

O ciclo biologico do S. mansoni ¢ complexo e detém fases adaptativas que envolvem o
meio aquatico, o hospedeiro intermediario e o hospedeiro definitivo (Augusto et al., 2019). O
S. mansoni ao atingir a fase adulta se aloja nas veias mesentéricas, principalmente na veia
mesentérica inferior, onde as fémeas fazem a postura dos ovos (de 300 a 400 ovos por dia) e
cada casal pode viver por mais ou menos 30 anos eliminando ovos (Carvalho et al., 2008;
Colley et al., 2014). Os ovos que ficam retidos nos tecidos intestinais demoram cerca de uma
semana para se tornarem maduros, onde a eliminacdao de substancias pelos ovos do parasito
promove, um ambiente inflamatério, com ativagdo de moléculas endoteliais, homeostase
sanguinea, adesdo ao endotélio, secre¢do de interleucinas e por fim, promovem a passagem
dos ovos pelos vasos, aos quais atingem a luz intestinal (Varjee, 2019; Constain et al., 2014;
Colley et al., 2014). Essa migracao dura cerca de uma semana, podendo os ovos alcangar a

luz intestinal ou ficarem presos nos tecidos (quando sdo arrastados para outros 6rgaos como o
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figado e rins). Ao alcancarem a agua, os ovos liberam o miracideo, essa liberacdo obedece um
ciclo circadiano e possui influéncia de fatores ambientais, ao serem liberados sdo estimulados
por fatores referentes ao molusco e se movimentam e penetram em seu hospedeiro
intermediario, perdendo suas estruturas ciliadas em 48 horas e dando origem a células
germinativas que posteriormente originaram as cercarias, a formag¢do completa das cercarias
até sua eliminagdo pode ocorre em um periodo de 27 a 30 dias, onde um miracidio pode gerar
300 mil cercérias, essas formas infectantes ao atingirem o epitélio do hospedeiro definitivo
penetram na pele e , atingem a circulagdo e chegam até as veias mesentéricas (Secretaria de
vigilancia em saude/MS, 2014; Neves, 2010 ).

Em geral, durante a migracdo dos ovos do vaso para a luz intestinal, aparecem os
sintomas de diarreia, micro hemorragias e areas de inflamagdo (Secretaria de vigilancia em
saude/MS, 2014). A transmissao da doenca se da pela penetragao das cercarias na pele (pés e
membros em contato com a dgua), principalmente em areas endémicas (Varjee, 2018; Scwartz

et al., 2018; Carvalho et al., 2008).



19

Figura 1 - Ciclo de vida do parasito Schistosoma mansoni. Ovos presentes nas fezes em
contato com a dgua liberam o miracidio, que infectam moluscos onde irdo completar um de
seus ciclos de vida, gerando as formas infectantes, as cercarias. Uma vez liberadas na dgua, as
cercarias penetram ativamente na pele de seus hospedeiros definitivos. Apods a penetragao,
estas formas infectantes perdem suas caudas e passam a ser denominadas esquistossdomulos,
que seguem pelo corpo do hospedeiro definitivo até atingirem a circulagdo sanguinea,
migrando até o sistema porta hepatico onde se tornam vermes adultos. Os vermes adultos sao
dioicos e, machos e fémeas adultos, permanecem juntos por toda a vida e migram para as
porg¢des terminais das veias mesentéricas onde as fémeas fazem a postura de seus ovos, 0s

quais por fatores hemodinamicos e inflamatdrios alcancga, a luz do intestino e sdo eliminados.

B- Cercérias formadas na
intimidade de molusco sio
liberadas na sgua, onde
4- Esporocistos nadam ativamente

no molusco

6- Penetracio ;
na pele

7- As cercéarias perdem a cauda
durante a penetracao,
transformando-se esquistossdmulos

8- Circulacéo

3- Miracidios penetram
no molusco

8- Migracio até o
Sistema porto
hepatico, onde sa
formam adultos

2- Miracidios
libarados

dos ovos ‘/-—

1- Ovos nas lazes

10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intesting & reto),
nas quais depositam 08 ovos; estes
alcancam a circulacio hepatica até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes,

Fonte: SOUZA et al., 2011.
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2.2 FISIOPATOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose possui duas formas anatomo-clinicas, a esquistossomose aguda e a
esquistossomose cronica, em sua maioria das vezes ¢ assintomadtica e atinge individuos
principalmente em areas endémicas, as formas mais graves sdao raras sendo marcadas por
hepatoesplenomegalia e hipertensdo portal (Varjee,2019; Carvalho et al., 2008).

A esquistossomose aguda pode ser dividida em pré- postural (antes da postura dos ovos)
e pos-postural, sendo que a esquistossomose pré-postural ¢ rara, causada por subprodutos da
degradacao do proprio parasito, normalmente ocorrendo em casos de hiperinfeccdo, ja a
esquistossomose pds-postural € causada pelos ovos (Varjee, 2019; Neves et al., 2010). A
esquistossomose aguda ¢ caracterizada por granulomas grandes com componentes
exsudativos e intensa eosinofilia, estando presente em diversos Orgaos, seus principais
sintomas sao prostracao, febre (Febre de Katayama, caracterizada por tosse seca fadiga e
febre), hepatites e esplenites causados pela presenca dos ovos (Schwhartz et al, 2018;
Carvalho et al., 2008). A esquistossomose cronica normalmente se apresenta de forma leve
(90% dos casos), sendo o paciente assintomatico e eventualmente evoluindo para a forma
grave ou avangada da doenca (Carvalho et al., 2008; Neves et al., 2010). Por atingirem
diversos orgdos a esquistossomose cronica apresenta uma grande variagdo clinica, podendo
ocorrer alteracdes hepaticas, intestinais e esplénicas( Carvalho et al., 2008 ). No intestino a
presenca dos ovos pode gerar diarreia sanguinolenta e constipacao devida a fibrose da alca
sigmoide do intestino, normalmente ocorre de forma benigna( Arnaud et al., 2008). No figado
as alteragdes hepaticas surgem ap6s a formagdo dos granulomas ao redor dos ovos, o quadro
evolutivo da doenca depende da quantidade de ovos que chega ao figado e da quantidade de
granulomas periovular acumulados no tecido (Carvalho et al., 2008; Neves et al., 2010). Os
granulomas hepaticos podem causar endoflebite aguda, fibrose periportal que podem obstruir
os ramos intra-hepaticos e da veia porta, podendo gerar o quadro mais grave da doencga, a
hipertensao portal, podendo resultar em sangramento gastrointestinal, encefalopatia hepatica e

insuficiéncia hepatica (Schwartz et al.,2018; Arnaud et al., 2008).
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2.3 RESPOSTA IMUNE NA ESQUISTOSSOMOSE

Nos mecanismos de atenuagdo dos efeitos da doenca estdo envolvidas respostas imunes
contra as formas infectantes da doenca e contra os antigenos soluveis dos ovos aos quais
induzem células TCD4 e acarretam a formacao do granuloma, sendo esse mecanismo a marca
da patologia (Liu et al., 2020; Carvalho et al., 2008). Em individuos menos susceptiveis, ao
agravo da doenca, encontra-se um perfil de ativacao de células tipo TH1/TH2 (Colley et al.,
2014). As respostas iniciais contra a invasao parasitaria sao do tipo TH1, com producao INF-
Y, TNFa e IL-12, persistindo por 5 semanas (Liu et al., 2020; Schwartz et al., 2018). O
parasito adulto consegue perfeitamente escapar das respostas imunes do hospedeiro por varios
mecanismos: mimetismo antigénico, mudancas de antigenos (Ag) de superficie, resisténcia
aos mecanismos efetores do sistema imunoldgico, camuflagem em células do hospedeiro,
parasito adulto expele seus Ag como forma de defesa e regulagdo da sinaliza¢do purinérgica
ao sistema imunologico (Colley et al., 2014). Nesse contexto antigenos de superficie
encontrados no S. mansoni vém despertando grande interesse, antigenos como SmATPDase
(ATP difosfohidrolase) tem a capacidade de diminuir a sinalizagdo purinérgica gerada por
lesdes causadas pelo parasito, essa proteina é capaz de hidrolisar o ATP ¢ o0 ADP (Gusmao et
al., 2017;2021; Da’Dara et al., 2014). Esses antigenos despertam grande interesse e sdo alvos
para possivel tratamento ou produgdo de vacinas (Emidio et al., 2017; Faria-Pinto et al.,
2010).

Com a interagdo de células dendriticas com antigenos soluveis dos ovos (SEA), as
respostas passam a ter um perfil TH2, com intensa a¢do de interleucinas como IL-4, IL-5 e
IL-13 as quais sdo responsaveis por atrair eosinéfilos, producao de anticorpos do tipo IgE e
ativacdo alternativa de macrofagos (fibroblastos) (Schwartz et al., 2018; Colley et al., 2014;
Arnaud et al., 2008). O principal agravo pelas intensas respostas imunologicas do hospedeiro
aos antigenos contidos na preparacdo SEA
(“Schistosoma eggs antigens”) sdo as reagdes granulomatosas. Estas reagdes se caracterizam
por acdes constantes de células de defesa do tipo TH2 que sdo responsaveis pelo aumento de
estruturas granulomatosas (Schwartz et al., 2018; Arnaud et al., 2010).

Os antigenos secretados pelos ovos do parasito estimulam a produgdo de um infiltrado
inflamatorio rico em células de defesa, esse infiltrado gera necrose no tecido do hospedeiro.
Durante a fase cronica da infeccdo (>3 meses), a magnitude da resposta Th2 diminui,
coincidentemente com uma redugdo da inflamagdo granulomatosa em torno dos ovos, ¢ as

células T e B regulatérias emergem , células T-reg e citocinas anti-inflamatdrias promovem a
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ativacdo alternativa dos macrofagos aumentando a proliferacdo dos fibroblastos, reduzindo o
tamanho do granuloma e substituindo o tecido lesionado por tecido fibrotico, isolando os ovos
do tecido do hospedeiro (Schwartz et al., 2018;Colley et al., 2014). Apesar do granuloma
servir como um envoltério aos antigenos dos ovos e isola-los do hospedeiro, o somatorio das
formagdes granulomatosas causam distirbios vasculares e colapso na circulagdo portal, o
granuloma pode acarretar hipertensdo portal, circulagdo colateral com varizes calibrosas e

distarbios hemorragicos (Schwartz et al., 2018; Neves et al., 2010; Carvalho et al., 2008).

2.4 GRANULOMA ESQUISTOSSOMOTICO, FASES EVOLUTIVA E ARQUITETURA

De acordo com Lenzi e colaboradores (1998), o granuloma se arranja de forma redonda,
através de moléculas de adesdo, com a finalidade de formar uma estrutura estavel e
equilibrada energeticamente. Grimaud 1986 declara que o granuloma esquistossomodtico
funciona como um pequeno organismo, apresentando uma fase de maturacido (aguda), com
forte presenga de infiltrado inflamatorio e producdo intensa de colageno, ¢ uma fase de
involugdo (cronica), com fibras coldgenas organizadas no intuito de isolar os antigenos do
ovo, desaparecendo no final. Segundo Junqueira et al., 1986), a fase aguda da infec¢do o
granuloma hepéatico se encontra rodeado por grande nimero de células inflamatorias e
apresenta grande producdo de fibras coldgenas (Figura 2). No decorrer da infec¢do, no
periodo de 32 semanas o granuloma tende a evoluir e se estabilizar, mantendo a arquitetura do

tecido hepatico (Figura 3).
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Figura 2 - Corte histologico de figados de camundongos da linhagem Swiss apds 65 dias de
infeccdo com 50 cercarias de Schistosoma mansoni. Na imagem, as setas marcam a area do
granuloma, composto pela regido periovular, onde as células inflamatorias se arranjam. Nesta
fase aguda da doenga, ndo percebemos o arranjo especifico das fibras colagenas produzidas,

mas a presencga de eosindfilos € marcante. (**) destaque para as células do miracidio

(envolvido pela casca do ovo) que €é o embrido. Coloracdo por hematoxilina-eosina. Aumento:

10 x.

Fonte: Proprio Autor.
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Figura 3 - Corte histologico de figados de camundongos da linhagem Swiss apos 135 dias de
infeccdo com 50 cercarias de Schistosoma mansoni. Na imagem, as setas marcam a presenca
de pigmentos esquistossomoticos. Nesta fase cronica da doenga podemos observar a
disposi¢do concéntrica das fibras colagenas na regiao periovular (**) que ¢ bem distinta da
area sadia do figado (*). Merece destaque o aumento da presencga de eosinéfilos nesta fase.
Note que ainda existe material do miracidio para ser decomposto. Coloracao por

hematoxilina-eosina. Aumento: 40 x. Fonte: Arquivo laboratorio de Estudo de Estrutura e

Funcao de Proteinas UFJF.

Fonte: Proprio Autor.

Lenzi et al. 1998 propOs as seguintes fases para o desenvolvimento do granuloma
esquistossomotico: Estagio Pré-granulomatoso, sendo subdivido em estdgio reativo inicial e
estagio exsudativo; Estdgio Granulomatoso, sendo subdivido em estagio exsudativo
produtivo, estagio produtivo (com fibrose precoce ou avangada) e Estagio Involutivo, que ¢
subdividido em: involutivo com dissociagdo do colageno, com grossa camada de colageno,
com fina camada de coldgeno e com macréfagos pigmentados. O estadgio pré-granulomatoso
exsudativo ¢ de suma importancia na patogénese da esquistossomose, gerando histdlise e
microtrombos especialmente no figado. No estdgio pré-granulomatoso exsudativo existe
destruicdo focal envolvendo as paredes dos vasos e o parénquima adjacente. O esqueleto
anatomico da matriz extracelular dos tecidos é completamente destruido, permanecendo
algumas fibras residuais. Conforme a infec¢do prossegue, pouco a pouco comecam a aparecer

fibras reticulares entre as células, que mais tarde se intensificam e se apresentam de forma
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entrelacada ou em arranjo radial (Figura 3), definindo zonas dentro do granuloma exsudativo
e produtivo. A zona interna ou Peri fibrilar consiste em macrofagos (epitelioides ou nao) e
ocasionalmente células gigantes; a regido para central, composta por fibroblastos com ou sem
a presenca de mastdcitos e zona externa que dependendo da fase da infeccao pode estar rica
em linfécitos T e B e células plasmaticas (Lenzi et al., 1998). A sequencial composi¢do das
células do granuloma no decorrer da infec¢gdo pode ser mostrada de acordo com a tabela

(Tabela 1).



26

Tabela 1 - Composicao sequencial dos granulomas hepaticos durante a evolucao da infec¢@o por Schistosoma mansoni em modelo murino

(camundongos da linhagem swiss).

Tempo de infec¢io 25 30 35 40 45 50 55 60 70 80 90 100 110 120 160
Tipo de reagao E/ EP/ EP/ EP/ EP/ EP/
RI E EP EP EP EP EP/P  EP/P
periovular EP PF/1 PF PF PF/1 PF/1
Macrofagos - ++ +++ -+ +++ 4+ +++ +++ 4+ +++ 4+ ++ ++ ++ ++
Células epitelioides - - - - +/- + + + + + + + + + +
Células gigantes - - - +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- + + + + ++
Neutrofilos - - - +/- +/- —+ ++ + + + + + +/- + ++
Eosinofilos - ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++
Mastocitos - - - + + ++ + +/- +/- ++ + + + + +
Fibroblastos - - - + + + + + + ++ ++ 4+ ++ ++ ++
Linfocitos - - - + + + + + + + + + + + +
Plasmdcitos - - - + + + ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Fibras reticulares - - - +M +MCo +CoM +CoM +Com +Co +Co +Co +Co +Co +Co +Co
PAS - - - + + +/- +/- +/- +/- ++ - + +/- + +
Alcian blue pH 1,0 - - - ++ + + + + + ++ ++ ++ + + ++
Alcian blue pH 2,5 - - - + +/- + + ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ +/-
Pigmento - - - +D +D +Pe +Pe +Pe ++Pe +Pe ++Pe ++Pe ++Pe ++Pe +Pe

Legenda: RI: reacdo inicial; E: exsudativo;

disposi¢do em rede; Co: disposi¢cao concéntrica; D: difuso; Pe: periférico; (-): negativo; (+/- até +++): aumento do grau de intensidade.

Fonte: Lenzi et al. 1998 (adaptado pelo autor).

EP: exsudativo-produtivo; P: produtivo; PF: produtivo-fibroético; I: involutivo; T: transicional ; M:
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Figura 4 - Cortes histologicos de figados de camundongos da linhagem Swiss apods 65 (A) e
135 (B) dias de infec¢cdo com 50 cercérias de Schistosoma mansoni. Nas imagens, as setas
marcam a distribui¢do das fibras coldgenas de forma desordenada (fase aguda — A) e ordenada

(fase cronica — B). Os asteriscos mostram a regido periovular onde podemos encontrar os ovos

com miracidios. Coloragao por Picrosirius e imagem obtida por microscopia de

imunofluorescéncia (CONFOCAL/Leica SP5).

Fonte: Arquivo laboratoério de Estudo de Estrutura e Fun¢do de Proteinas UFJF.

Em experimentos realizados em modelos animais a propor¢ao de eosinofilos no
granuloma em fase aguda ¢ de 40% a 60% (camundongos e babuinos respectivamente),
neutr6filos compdoem 21% e o restante composto por linhagens mononucleares (Linfocitos,

macrofagos e células plasmaticas) (Farah et al., 2000).

2.5 CELULAS GIGANTES MULTINUCLEADAS, CINETICA E FUNCAO

As células da linhagem monocitica t€m um importante papel na saude e na doenga. A
diferenciagdo dessa linhagem em macrofagos ¢ crucial para uma ampla gama de processos
imunoloégicos que regulam a inflamagdo, sendo importantes no combate a infecgdes e
neoplasias. Em certas condi¢des patologicas, como reacdes de corpo estranho e lesdes
inflamatérias periféricas, os mondcitos amadurecem para formar células gigantes
multinucleadas (CGM). Atualmente, o conhecimento sobre os mecanismos de fusdao de
monocitos e a regulagdo da formacdo e fungdo de CGM em patologias discretas ¢ limitado

(Brooks et al., 2019).
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Em alguns tecidos saudaveis, como musculo esquelético, placenta e osso, encontramos
populacdes de células multinucleadas, porém, a presenca de células multinucleadas em outros
tecidos ¢ considerada patologica. As células CGM, de origem monocitica, costumam estar
espacialmente associadas a antigenos estranhos ou constituem parte de uma resposta tecidual
a infeccdo (Brooks et al., 2019) Células gigantes mononucleares (CGM), sdo caracteristicas
de varias doengas cronicas como a tuberculose, sarcoidoses e esquistossomose, também
encontradas em tumores Osseos. (Brooks et al., 2019; Pereira et al., 2018). Sao formadas
através da fusdo de macrofagos e envolvem eventos consecutivos como polarizagao,
aderéncia, agregacdo e por fim fusdo monocitos, estimulado por antigenos principalmente em
infecgdes cronicas (Figura 5) (Brooks et al., 2019; Pereira ef al., 2018; Farah et al., 2002). Em
varios tecidos o aparecimento de CGM envolvem a participacdo de células T, com intensa
participagdo de citocinas como IL-2, IL-17, IL21, INF* (Watanabe et al., 2017). Na
esquistossomose antigenos dos ovos e citocinas, principalmente INFY, sdo os principais

responsaveis pela formagao das CGM (Farah et al., 2000; Lenzi et al., 1998).

Figura 5 - Células Gigantes Multinucleadas encontradas em diferentes tipos de patologia. (A)
Tuberculose cronica, mucosa bucal. (B) Granuloma central de células gigantes, posterior da

mandibula. (C) Reagado de células gigantes de corpo estranho, tecido gengival. (D) Tumor de

mandibula. (E) Querubismo de mandibula. (F) Cisto 6ésseo de mandibula.

Fonte: Brooks et al., 2019.
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Existem varios subtipos de CGM, os subtipos mais estudados e que tem seu mecanismo
de fusdo bem esclarecido sdo os osteoclastos, que sdo um tipo de CGM especializadas em
remog¢ao de matriz O0ssea (Brooks et al., 2019). Essas células exibem nucleos localizados
apicalmente e fusao lisossomal com a membrana celular basal. Durante o processo de fusdo o
receptor de vitronectina (CD51 ou integrina avf3), que também ¢ um marcador para
osteoclastos, permite a fixacdo da célula nas proteinas da matriz 6ssea( Brooks et al., 2019).

Outros tipos de CGM também tem seus mecanismos de fusdo demonstrados: As células
gigantes de corpo estranho, tendo seu mecanismo de fusdo diretamente influenciado por 1L-4
e IL-13 e a arginasel, a qual tem a funcdo principal de fundir macréfagos comprometidos
com a resolucdo de inflamagdes; As células gigantes de Langhans que apresentam nucleos
localizados perifericamente (at¢ 20 nucleos por célula), este tipo de célula ¢ geralmente
associada a granulomas gerados em resposta a infec¢des microbianas e acredita-se que sejam
formadas a partir de macrdéfagos pro-inflamatdrios como resultado da estimulag@o pelo fator
estimulador de colonias de granuldcitos-macréfagos, IFN-y, IL-3 e fator de necrose tumoral
(TNF) -a; As células gigantes de Touton que contem multiplos ntcleos agrupados que sao
circulados por um citoplasma espumoso rico em lipidios acumulados, quando estimulados
pelo fator estimulador de colonias de macrofagos, IFN-y ou IL-6, os mondcitos se fundem e
formam CGM (Brooks et al., 2019).0 processo pelo qual as células se fundem para formar as
CGM, assim como as moléculas envolvidas nesse processo ainda estdo sendo esclarecidos, no
geral o processo de fusdo das células envolvem trés etapas: O desenvolvimento das
competéncias de fusdo, onde a célula desenvolvem as moléculas necessarias para se fundirem
(caderinas, DC-STAMP e receptores de manose); a aproximacao das células, onde as células
maiores procuram células menores para se fundirem, processo pelo qual envolve a regulacao
do citoesqueleto por proteinas especificas (RACI1) e agdes de fosfolipidios presentes na
membrana citoplasmatica que através de acdes quimiotaticas orientam a movimentagao da
célula e adesdo aos substratos; a adesdo celular e compartilhamento, uma vez aderidas com a
participagdo de moléculas fusogénicas, proteinas especificas (PX1) ,controlam a
permeabilidade através da camada fosfolipidicas , aumentando a permeabilidade de ions entre
as células(Brooks et al., 2019). A Figura 6 mostra resumidamente os processos envolvidos na
formag¢ao de CGM, a figura 7 mostra o processo de fusdo de tipos diferentes de CGM e as

principais moléculas fusogénicas envolvidas.
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Figura 6 - Fases do processo de fusdo das Células Gigantes Multinucleadas. A: mondcitos
precursores que adquirem competéncias através de citocinas fusogénicas; B: células
competentes modulam moléculas de actina do citoesqueleto. C: células competentes migram
através de componentes quimiotaticos e se aderem a outras células. D: remogao de
membranas e compartilhamento de conteudo citoplasmatico. E: células maiores migram para
se aderir a células menores. F: fusdo e compartilhamento de células maiores com células

menores.
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Fonte: Brooks et al., 2019.
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Figura 7 - Formacao de Células Gigantes Multinucleadas. Mondcitos precursores adquirem
competéncias através de citocinas fusogenicas (IL-1, IL-6, IL10, TGFp, IL-4, IL13, INFY).
Apos isto, células diferenciadas modulam seu citoesqueleto e migram até outras células e

através de moléculas fusogénicas (DC-STASMP. Caderinas) e se fundem a outras células.
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Fonte: Brooks et al., 2019.

Em modelos murinos de granulomas esquistossomoticos existem 2 tipos de MGCs, um
tipo aparece ao redor dos ovos, apresentando citoplasma rico em pigmento esquistossomal
(células gigantes pigmentadas), o segundo tipo esta presente na casca dos ovos, essas células
aparecem mais em periodos produtivos e involutivos do granuloma (Lenzi et al., 1998).
Normalmente essas células gigantes aparecem em torno de 45 a 55 dias apos a infecgdo,
sendo mais comuns entre os 80 a 100 dias (Lenzi et al., 1998). Analises funcionais das MGCs
mostram que essas células possuem fun¢do fagocitica e de destruicdo de microrganismos,

estando relacionadas com a resolubilidade do granuloma (Farah et al., 2000).
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Figura 8 - Célula Gigante Multinucleada em granuloma esquistossomético murino. Coloragao

por HE e aumento de 100x.

Fonte: Gusmao et al., 2021.

2.6 TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE

Descoberto na década de 70 e tendo seus compostos inicialmente pesquisados como
tranquilizantes (pirazino-isoquinolina) o Praziquantel (PZQ) ¢ o tratamento medicamentoso
utilizado contra a esquistossomose, possui rapida absor¢do tendo sua concentracdo maxima no
soro encontrada quatro horas ap6s a hora, com poucos efeitos colaterais e com a terapéutica
simples sendo necessaria uma unica dose (Mendonga et al., 2016). As formulacdes atuais de
PZQ sao racematos, misturas que consistem em enantidmeros (R) e (S). O R-PZQ mostrou
propriedades superiores ao seu S-enantidmero em atividades biologicas e citotoxicidade, com
atividade antiesquistossomotica e taxas de redugdao de vermes muito mais altas, conforme
indicado por valores muito mais baixos em IC50 (aproximadamente 500 vezes menor) e
ED50 (5 vezes inferior) contra vermes do que seu enantiomero S, bem como menor
citotoxicidade em varias linhagens celulares. In vivo, o PZQ ¢ bem absorvido, mais de 80%
da dose oral (Ievando em consideragdo o farmaco e os metabolitos inalterados) sao eliminados
por via renal, indicando uma alta fracdo de absor¢ao (Kapungu et al., 2020). PZQ possui
metabolismo de primeira passagem rapido variando de acordo com cada individuo. A droga,
depende do metabolismo para ser excretada com <0,02% do PZQ ndo metabolizado sendo
detectado na urina (Kapung et al., 2020). O PZQ age comprometendo a homeostase do Ca2+
no parasito, se ligando aos canais de Ca2+ dependentes de voltagem do parasito, promovendo
contracdes prolongadas da musculatura, causando paralisia e morte (Chienwuchai et al., 2020;

Mendonga et al., 2016; Rang et al., 2016).
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Figura 9 - Estrutura quimica do Praziquantel.
O
N
oo}
O

Fonte: Proprio autor.

Compostos naturais também desempenham grande interesse cientifico para o tratamento
da esquistossomose. Dentre os compostos naturais os flavonoides representam um dos
grupos de compostos fenolicos mais importantes e diversificados, estdo amplamente

distribuidos por todo o reino vegetal (Santos et al., 2017, Machado et al., 2008).

Os flavonoides tém sua estrutura quimica baseada no nucleo flavilium, o qual consiste
em trés anéis fendlicos. O benzeno do primeiro anel é condensado com o sexto carbono do
terceiro anel, que na posi¢ao 2 carrega um grupo fenila como substituinte. O terceiro anel
pode ser um pirano heterociclico, gerando as estruturas basicas das leucoantocianinas e das
antocianidinas, denominado de nucleo flavana. Devido ao fato do terceiro anel apresentar-se
como uma pirona, ocorre a formagdo das flavonas, flavonois, flavanonas, isoflavonas,
chalconas e auronas, recebendo a denominagao de nucleo 4-oxo-flavonodide (Santos et al.,

2017; Machado et al., 2008).

Figura 10 - Estrutura quimica dos Flavonoides.
O
C

@

Fonte: Souza ef al.,2017.
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Os flavondides exercem fungdes importantes para os vegetais como: protecdo contra
radiagdo, regulacdo do crescimento e desenvolvimento, defesa contra infec¢des, quelacao de
metais toxicos e efeitos antioxidantes (Torres, 2018; Santos et al., 2017). Diversas fungdes
farmacologicas foram atribuidas aos flavonoides: antioxidante, antiinflamatoria, antifungica,
antiviral, antitumoral e bactericida (Torres, 2018; Sousa et al., 2017; Machado et al., 2008).
Dentre as atividades antiparasitarias descritas, as atividades contra os protozoarios
Plasmodium falciparum e Leishmania merecem destaque (Uesawa et al., 2017; Torres,
2018).

O foco deste trabalho se concentra na acdo dos derivados dos flavonoides que
denominamos de auronas. Esta classe de compostos de ocorréncia natural pode ser obtida
sinteticamente por meio de reagdes ciclizagdao oxidativa de chalcona, ciclizagao de chalconas
em meio DMSO e acetato de mercurio e a partir de reagdes de condensacao de benzofuronas e
derivados de benzo aldeidos (Torres, 2018). Ensaios anteriores revelaram que trés exemplares
sintéticos de auronas (LS23 LS26 e LS29) apresentaram atividades in vitro contra vermes
adultos de S. mansoni, promovendo danos no tegumento, reducao da atividade motora e morte

em 100% dos vermes, nas doses de 100uM e 50uM.

Figura 11 - Estrutura quimica das auronas sintéticas LS23, LS26 e LS29.

Fonte: Torres, 2018.

Em experimentos realizados in vivo, os compostos sintéticos LS26 e LS29 mostramse
efetivas na reducdo da carga parasitaria (Torres, 2018). Os estudos in vivo utilizaram seis
grupos experimentais incluindo grupo controle ndo tratado € um grupo controle tratado com
PZQ (400mg/Kg), os demais grupos foram tratados em esquemas de dose unica (DU) e duas
doses (2D) recebendo doses de 50mg/Kg e 100mg/Kg. O composto LS26 na concentracao de
50mg/Kg em esquema teraputico de 2D apresentou uma redug¢do de 56,16% da carga
parasitaria em comparagdo com os grupos controles (Torres et al., 2021). Em relagdo ao

composto LS29 houve a redugdo de 57,61% no grupo tratados com dose de 50mg/Kg em 2D.
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(Torres et al., 2021). Sendo assim o presente estudo tem o intuito de analisar a dindmica dos
granulomas esquistossomoticos de animais infectados, tratados com PZQ e animais infectados
e tratados com auronas sintéticas, avaliando os parametros morfométricos e histologicos da

desta dinamica sob varias coloragoes.

2.7 CORANTES UTILIZADOS NAS INVESTIGACOES TECIDUAIS DE LESOES
HEPATICAS

Diversos corantes apresentam principios histoquimicos capazes de evidenciar elementos
constituintes nos tecidos, incluindo o tecido hepatico. Inimeros estudos utilizam
metodologias histologicas para avaliar nos tecidos consequéncias de distirbios funcionais,
alteragdoes decorrentes de falhas metabodlicas e investigacdo de eficacia no tratamento de
principios farmacologicos, entre outros (Raso, et. al., 1983; 2017; Freitas, 2021). Apesar de
autores ressaltam a contribui¢do das técnicas histoldgicas convencionais na investigagao
morfologica (Peres et al., 2018; Nataraj et al., 2015; McGregor et al., 2019), o
aprofundamento nos questionamentos levantados pelas recentes investigacdes cientifica,
alavanca também o aprimoramento das técnicas investigativas de alteragdes morfologicas
teciduais. Pesquisas atualmente avaliam altera¢des histologicas através imagens em 3D
obtidas por escaner de laminas histologicas. (Amaral, et. al., 2017). Alguns dos principios
histoquimicos envolvem a distin¢gdo do colageno no corte histoldgico, sendo este um elemento
tecidual alterado no processo inflamatorio, que demarcar as formagdes granulomatosas,
representando um importante elemento para a observacao de lesdes histoldgicas (Leite, et. al.

2020; Chapadeiro & Pitanga ,1997).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar a dindmica do granuloma de animais infectados e tratados com praziquantel e as

auronas sintéticas LS26 e LS29.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar como diferentes coloragcdes podem melhorar as métricas de avaliagdo dos
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granulomas esquistossomoticos;

- Analisar como o tratamento com o praziquantel afeta a dindmica dos granulomas; -
analisar como o tratamento com as auronas sintéticas LS 26 e LS29 podem afetar a dindmica
dos granulomas; e

- Avaliar quali e quantitativamente a prevaléncia e cinética das células gigantes

multinucleadas nos granulomas esquistossomos dos animais envolvidos na experimentacao.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL E LOCAIS DE PESQUISA

Foi realizado um estudo laboratorial experimental, de carater quali-quantitativo, no
Laboratorio de Esquistossomose do Centro de Pesquisas René Rachou, Fiocruz/MG, em
parceria com o Laboratério de Estrutura e Fungdo de Proteinas, do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora e com o Laboratorio de Morfologia

vinculado Departamento de Morfologia da Universidade federal de Juiz de Fora.

4.2 OBTENCAO DAS AURONAS

As moléculas foram sintetizadas e cedidas pelo Nucleo de Identificagdao e Pesquisa de
Principios Ativos Naturais - NIPPAN, da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de

Juiz de Fora, coordenado pelo professor Doutor Ademar Alves da Silva Filho.

4.3 INFECCAO E CICLO

Foram utilizados 150 camundongos albinos da linhagem Swiss obtidos e mantidos nas
dependéncias do Biotério do Centro de Pesquisas René Rachou, foram submetidos a infec¢ao
bissexual, por via subcutanea, com aproximadamente 100 cercarias/animal de shistosoma
mansoni. As condi¢des de acesso a ragdo e a agua foram mantidas ad libitum.

Ao final de 55-60 dias pos-infeccdo, os animais foram sacrificados sob anestesia
profunda com Ketamina e Xilazina nas doses de 90 mg/kg e 10 mg/kg de peso corporal,
respectivamente. Apds a eutanasia, amostras sangue e tecidos (figado) foram retirados para

analises bioquimicas ¢ montagem de lamina histoldgicas para analises microscopicas.
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4.4 FIXACAO E PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

Amostras de figado apds removidas foram fixadas em formaldeido 10%, em seguida as
amostras sdo clivadas e acondicionadas em cassetes histoldgicos e postas em cestos para o
processamento automatizado em processador automatico (modelo PT 05 LUPETEC®
277.828, série 0268), onde as amostras passaram pelos seguintes estagios: Desidratacao
(passo 1- alcool 70% durante l1hora; novamente em alcool 70% por 1 hora; passo 2- alcool
80% durante 1hora, novamente em alcool 80% por 1 hora; passo 3 alcool 90% durante 1hora,
novamente em alcool 90% por 1 hora; passo 4- dlcool 100% durante 1 hora, e novamente em
alcool 100% por 1 hora), diafanizacdo com xilol, sendo submerso duas vezes durante 1 hora
cada. Por fim, continuando a sequéncia no processador, o material foi impregnado com

parafina histologica (duas baterias em parafina com duragdo de lhora e meia cada).

4.5 MONTAGEM DOS BLOCOS E MICROTOMIA

As amostras devidamente processadas foram incluidas em blocos de parafina utilizando a
Central de inclusao (LUPETEC®, modelo CI 2013, série 0018). Os blocos foram cortados em
micrétomo (MRP09 LUPETEC®-277.828, série 0175) na espessura de Sum, levados a banho
maria em agua a 24°C (Banho histolégico LUPETEC®, modelo BH 2015) para abrir o corte
histoldgico e iniciar a etapa de desparafinizagdo, possibilitando a montagem do tecido em

laminas de vidro.

46 REMOCAO DA PARAFINA DO CORTE, REIDRATACAO, COLORACAO E
MONTAGEM DAS LAMINAS

Ap6s o tecido ser depositado sobre a superficie de uma lamina de vidro, esta ¢ colocada
em uma estufa de secagem a 65°C por 40’ para a remocdo da parafina do corte. Em seguida as
laminas sdo submersas sequencialmente em trés recipientes com xilol 100%, ficando
submersas 5 minutos em cada recipiente. Na sequéncia sera realizado a reidratagao dos
espécimes (5 min. alcool 100%, 5 min alcool, 90%, Smin alcool, 80% e agua correte por 3
minutos). Os cortes histologicos de cada grupo de tratamento serdo corados com
Hematoxilina/ Eosina (HE) (1 minuto na hematoxilina e 1 minuto na eosina), Tricromico de
gomori (GOM) (hematoxilina de Herris porlmin, passagem rapida pelo alcool cloridrico

((350ml de alcool , 150ml H20 e 5ml de HCL) e por agua corrente e corada com a solucao
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reagente (Cromotrope 2R 0,6g, Fast green 0,3g, acido acético 1ml, 4cido fosfotungstineo 0,8g
e agua destilada 100ml)) e Picrosirius (PICRO) ((coloragdo com hematoxilina de Herris por 5
minutos, logo apds foram coradas com o reagente Sirius Red( 0,2g de sirius red, 100ml de
acido picrico saturado), lavadas em solugcdo de HCI (55 gotas de HCI 1N e 100 ml de agua
destilada)). Em sequéncia, as laminas coradas pelos respectivos corantes passaram
rapidamente por uma bateria de alcool para serem desidratadas (80%, 90% e 100%) e pelo

xilol 100%, preparando para a montagem da lamina histoldgica com resina e laminula.

4.7 MEDIDAS DAS AREAS DOS GRANULOMAS E CONTAGEM DAS CELULAS
MULTINUCLEADAS

Cada corte histolégico teve sua total area inspecionada para identificacdo e mensuragao
dos granulomas hepaticos decorrentes da infe¢do do parasita. A medigdo transcorreu
estabelecendo como critérios padrdo que os granulomas fossem individualizados, sem
sobreposicdo de areas, apresentando toda a cole¢do de células do infiltrado inflamatorio
organizada ao seu redor, e com a presente o ovo do parasita. As medidas das areas, contagem
de granulomas e contagem de células gigantes multinucleadas foram efetuadas utilizando o
microscopio trinocular (ZEISS®, modelo Pimo Star, série 31200005754) e o sistema de
captura de imagem composta pela camera (ZEISS®, AxioCam ERS 5s MKG-2732) e o
software (Imaging Software, ZEISS® ZEN 2012 -01.20Q5). Foi utilizada a objetiva 10X para
medir as areas e a objetiva de 40X para visualizagdo e contagem de células gigantes

multinucleadas.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Comparagao da coeréncia de resultados entre observadores. Cada dois dos trés corantes
(PICRO, HE e GOM) foram analisados de forma pareada, para as leituras de dois
observadores, realizadas em uma mesma lamina para avaliar se as correlagdes das leituras de
ambos foram significativas (correlagdes de Pearson), e possiveis diferengcas médias para as
respostas areas e contagens de granulomas foram avaliadas pelo teste t de Student para
amostras pareadas. Graficos de dispersdo foram apresentados. Comparagdo pareada dos
corantes (Unico observador). Cada dois dos trés corantes (PICRO, HE ¢ GOM) foram
comparados de forma pareada por leituras de um Unico observador realizadas em laminas

oriundas de uma mesma amostra, para avaliar se houve tanto correlagdes significativas dos
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corantes entre si (correlagdo de Pearson), como possiveis diferencas médias entre os corantes
para as respostas areas e contagens de granulomas, pelo teste t de Student para amostras
pareadas. Graficos de dispersdao foram apresentados e também equacdes de ajuste, quando
pertinentes.

Efeito dos tratamentos. O efeito dos tratamentos sobre diversas respostas numéricas como
contagens e areas de granuloma, entre outras, foi avaliado por andlise de variancia, usando o
teste t de Student como teste complementar de comparagdo das médias, sendo o nivel de

significancia de 5%.

4.9 ASPECTOS ETICOS

Sob a observancia dos Principios Eticos da Experimentagdo Animal, a presente pesquisa
foi submetida a apreciacdo do Comité de ética para o uso de animais da FIOCRUZ (CEUA),
obtendo autorizagdo segundo oficio n® LW21/16.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AREAS DOS GRANULOMAS MEDIDAS EM DIFERENTES TIPOS DE CORANTES

Existem principios histoquimicos capazes de evidenciar elementos constituintes nos
tecidos, incluindo o tecido hepatico. Alguns destes principios envolvem a distingdo do
coldgeno, que ¢ um dos componentes alterados no processo inflamatorio, demarcando as
formagdes granulomatosas. Nesta dissertacdo, laminas com cortes histologicos de figado de
camundongos albinos da linhagem Swiss, infectados com cercarias de shistosoma mansoni,
foram coradas com trés corantes diferentes, Hematoxilina ¢ Eosina (HE), Tricromico de
Gomori (GOM) e Picrosirius (PICRO) (Figura 12), sendo que os corantes GOM e PICRO
apresentam propriedades histoquimicas que evidenciam o coldgeno. Estes corantes foram
empregados para avaliar o seu efeito sobre a eficiéncia métrica na mensuragdo da area dos
granulomas hepaticos resultantes da infeccao, e na quantificagdo dos mesmos, assim como
também na identificacdo e contagem das células gigantes multinucleadas. A andlise das
médias das areas dos granulomas em cada coloracao (HE, GOM e PICRO) pelo teste T de
Student, nao identificou diferenga significativa entre elas (p>0,05) (Figura 13A). O
coeficiente de variagdo (CV) foi alto (113,38%), apesar de as amostras dos individuos terem

sido analisadas em blocos por animal. Ou seja, apesar de reduzir as diferencas individuais
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com a blocagem, o CV para a avalia¢do das areas pelos trés corantes ainda foi extremamente

alto.

Figura 12 - Aspectos gerais dos granulomas hepaticos de Schistosoma mansoni revelados por
distintos corantes. Cortes histologicos de figado de camundongos experimentalmente
infectados por S. mansoni. As laminas foram coradas por HE (A), GOM (B) e PICRO (C)
onde podemos evidenciar as fibras colagenas e obter uma imagem do granuloma com ovo ao

centro. A imagem da letra D, foi corada por HE fotografada na objetiva 40x, mostrando o

arranjo concéntrico das células e fibras ao redor do ovo.

Fonte: Proprio autor.

Tabela 2 - Médias das areas dos granulomas hepéaticos de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni, observados para um mesmo corte histologico hepatico

corada com HE, PICRO e GOM.

Tratamento Média area (umz) Resultado teste “T”
HE 81.115.020,259 A
PICRO 82.375.139,862 A
GOM 112.129.850,690 A

CV =113,38%

Fonte: Proprio autor.
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Figura 13 - Andlise das médias das areas dos granulomas, empregando trés coloracdes
distintas, HE, PICRO e GOM. A tabela (A) e o grafico B sumarizam os valores observados

para as médias das areas dos granulomas mensurados.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 14 - Analise de correlacdo dos valores das médias das areas dos granulomas
observados e mensurados por um avaliador, empregando trés coloragdes distintas, HE,
PICRO e GOM. Em (A) estdao os dados da correlagdo entre os valores das areas mensuradas
para os corantes HE e GOM, em (B) a correlacao para os corantes HE e PICRO. O grafico em

(C) apresenta a correlacdo entre os valores das dreas mensuradas para os corantes GOM e

PICRO.
A. il aiAda A B P A
sam s
' u
.;.J“_ e
™ 8 &
N
- "
T
. - ."
nef ALy & [T
l: i A

......

Bl iR R

Fonte: Proprio autor.

Os resultados das andlises das correlagcdes dos valores das areas dos granulomas
mensurados nos trés corantes estao apresentados na Figura 14. Observou-se que a correlagao
das areas com PICRO e HE foi de 0,473 e significativa (p < 0,001; Figura 14B). Entretanto a
correlagdo entre os corantes GOM e HE foi baixa (0,098) e ndo significativa (p = 0,46), assim
como também nado foi significativa a correlagdo entre os valores das areas com PICRO e

GOM (0,057) (p=0,67) (Figura 14).
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5.2 NUMERO DE GRANULOMAS MEDIDOS POR CORANTES

As médias do numero de granulomas observados em cada coloragdo ndo diferiram
significativamente entre HE ¢ GOM, mas foram maiores (p < 0,05) que a média do nimero

encontrado quando corado por PICRO, com CV de 31,98% (Tabela 3) (Figura 15)

Tabela 3 - Médias dos nimeros de granulomas hepaticos de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni, observados para uma mesma area de corte histologico hepatico corada

com HE, PICRO e GOM.

Tratamentos Médias (umz) Resultados do teste ”T”
PICRO 2.120,690
HE 16.603,448 b
GOM 16.862,069 b

Fonte: Proprio autor.

Figura 15 - Médias dos nimeros de granulomas hepaticos de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni, observados para uma mesma area de corte histoldgico hepatico corada

com HE, PICRO e GOM.
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Os graficos com as analises das correlagdes entre os nimeros de granulomas observados

nos cortes podem ser visualizados na Figura 16.
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Figura 16 - Analise de correlacdo dos valores dos nlimeros de granulomas observados em
trés coloracdes distintas, HE, PICR e GOM. Em (A) a correlacdo apresentada se refere aos
numeros de granulomas observados nas laminas coradas com GOM e HE. Em (B) a
correlagdo entre ao numero de granulomas das laminas coradas com HE e PICRO. O grafico
(C) apresenta a correlagdo do numero de granulomas em cortes histoldgicos corados com

GOM e PICRO
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Fonte: Proprio autor.

A correlacdo do nimero de granulomas visualizados através da coloracao pelo GOM e
pelo PICRO foi de 0,43 e significativa (p = 0,001) (Figura 15C). Uma relacdo semelhante foi
observada entre o nimero de granulomas pelo GOM e HE, cujo valor foi de 0,41 e
significativa (p = 0,001) (Figura 15A). Desta forma, também poderia ser pensada uma
equagao de ajuste de um em fun¢do do outro, que no caso seria: GOMONUM = 7,67 + 0,55
(HENUM), que ¢ uma equagdo de primeiro grau do tipo ¥ = a + bx. Neste caso, esta equacao

seria prescindivel, j& que ndo houve evidéncias de diferencas significativas (p = 0,79) das
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leituras pareadas do numero de granulomas de um e outro corante. Ou seja, as leituras de um e
outro corante, além de correlacionadas significativamente, ndo apresentaram diferencas
significativas nos valores médios dos nameros. Ou seja, uma situacao que abona um ou outro
corante para a referida intencao: medida de nimeros de granulomas. A correlagdo do nimero
de granulomas entre os corantes HE e PICRO foi de 0,53 e significativa (p < 0,001) (Figura
15B). Portanto, poderia ser pensada também uma equacdo de ajuste de um em fun¢do do
outro, que no caso seria: HENUM = 9,06 + 0,62 (PICNUM), que ¢ uma equacao de primeiro
grau do tipo ¥ = a + bx. Esta equacdo seria importante para ajustar os valores de um em
funcdo do outro, ja que as diferencas médias pareadas dos numeros HE - PIC foram de 4,48

(IC95% 3.06-5.89) e, portanto, significativas (p < 0,001).

53 DISTANCIA ENTRE AS CELULAS GIGANTES MULTINUCLEADAS EM
RELACAO AO NUCLEO DO GRANULOMA

Foram medidas as distancias das CGM até o centro do granuloma, ou seja, até o ovo, as
médias das distancias entre as CGM e o centro do granuloma sao apresentadas na Tabela 4. A
analise de varidncia ndo encontrou um efeito significativo dos tratamentos sobre a distancia da
CGM até o nticleo do granuloma (p=0,72). Entretanto, o N foi muito pequeno (n=38) e 0 CV

¢ relativamente alto (59%). Média geral das distancias observadas: 101.29 um.
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Tabela 4 - Médias das distancias em micrdmetros entre as CGM e o nucleo do granuloma

(centro do granuloma, medido pela regido central do ovo contendo miracidio)

Compostos Esquema Distancia (pum)
terapéutico
Controle @~ - 120.49
PZQ Dose unica 136.59
LS2650DU Dose unica 78.19
LS26100DU Dose unica 128.27
LS26502D Duas doses 77.11
LS261002D Duas doses 116.26
LS2950DU Dose unica 94.935
LS29100DU Dose unica 102.60
LS29502D Duas doses 102.34
LS291002D Duas doses 62.03

Fonte: Proprio autor.

5.4 INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM AURONAS SINTETICAS LS29 E LS26
NAS AREAS DOS GRANULOMAS

As médias das areas dos granulomas medidas com a influéncia de seus respectivos
tratamentos estao representados na Tabela 5. Para as areas dos granulomas, LS261002DA e
LS291002DA apresentaram médias de areas menores e significativamente diferentes de PZQ,
pelo teste T de Student e a anélise de variancia (p = 0,0404) refor¢a que os tratamentos foram

uma fonte de variagdo significativa, sendo o CV de 27,46% (Figura 17).
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Tabela 5 - Médias das areas dos granulomas hepaticos dos animais controle e tratados com

praziquantel e auronas sintéticas (LS26 e LS29) em esquemas terapéuticos distintos.

Tratamento Média Resultado. Teste “T”
LS261002DA 67.325.668,364 a
LS291002DA 69.005.352,625 a
CONT 78.813.010,429 ab
LS26502DA 79.938.279,333 ab
LS26100DUA 82.673.156,375 ab
LS2650DUA 89.269.668,929 ab
LS29502DA 99.196.496,625 ab
PZQ 107667.170,167 b

CV = 27,46%

Fonte: Proprio autor.

Figura 17 - Andlise da média das areas dos granulomas hepaticos dos animais infectados com

S.mansoni e tratados com as auronas sintéticas LS26 e LS 29.
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Fonte: Proprio autor.

Para nimero de granulomas, LS261002DA mostrou significativo menor numero de

granulomas que LS2650DUA, pelo teste T de Student (p=0,0404, CV = 34,65%). A analise
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de variancia reforca que tratamentos foi uma fonte de variagdo importante para a resposta

nimero de granulomas (p = 0,06).

Tabela 6 - Médias do numero de granulomas hepaticos dos animais do grupo controle e

tratados com praziquantel e auronas sintéticas LS26 e LS29 em esquemas terapéuticos

distintos.
Tratamento Média Numero Resultado teste “T”
Granulomas

LS261002DA 12.090,909 a
CONT 13.714,286 ab
LS29502DA 13.875,000 ab
PZQ 15.833,333 ab
LS26100DUA 16.375,000 ab
LS26502DA 17.000,000 ab
LS291002DA 17.250,000 ab
LS2650DUA 20.000,000 b

CV =19.26%

Fonte: Proprio autor.
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Figura 18 - Avaliacdo das médias globais dos granulomas hepaticos dos animais

experimentalmente infectados e tratados.
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Fonte: Proprio autor.

5.5 INFLUENCIA DO TRATAMENTO NO NUMERO DE CELULAS GIGANTES
MULTINUCLEADAS

A tabela 7 mostra que o tratamento influencia na relacio CGM/GRAN. A analise de
variancia demonstrou que tratamentos influenciaram significativamente na relagdo
CGM/GRAN (p = 0,0003), sendo que o grupo LS261002D apresentou a média da relagao
significativamente diferente de LS29100DU.
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Tabela 7 - Médias da relagdo do ntimero de Células Gigantes Multinucleadas por Granuloma

do tecido hepatico de animais tratados com as auronas sintéticas LS26 e LS29 em esquemas

terapéuticos distintos.

Tratamento Média CGM / GRAN Resultado teste “T”
1529100 DU 0.142857 a
LS291002D 0.200000 ab
LS2650DU 0.333333 ab
LS26502D 0.333333 ab
1.S29502D 0.375000 ab
LS291002D 0.400000 ab
LS26100DU 0.400000 ab
PZQ 0.500000 ab
Controle 0.625000 ab
LS261002D 0.727273 b

CV =163,25%

Fonte: Proprio autor.

A figura 19 mostra as médias do nimero de CGM nos granulomas hepaticos dos animais

tratados com as auronas sintéticas LS26 e LS29. Pelo teste T de Student foi observado que

ndo existem diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 19 - Avaliacdo do nimero médio de células gigantes multinucleadas presentes nos

granulomas hepaticos dos animais experimentalmente infectados e tratados.
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Fonte: Proprio autor.

5.6 CONTAGEM DE CELULAS PIGMENTADAS

A tabela 8 mostra que o tratamento teve influéncia na contagem de células pigmentadas.
A andlise de variancia demonstrou que tratamentos influenciaram significativamente na
contagem de pigmentados (p = 0,0158), sendo que o grupo LS26100DU e controle
apresentaram a maior contagem e significativamente diferente dos grupos LS26502D,

LS2650DU, L.S291002D, L.S29502D e L.S261002D, pelo teste T de Student.
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Tabela 8 - Analise das médias dos numeros de células pigmentadas do tecido hepéaticos
de animais do grupo controle e tratados com praziquantel e auronas sintéticas LS26 e LS29

em esquemas terapéuticos distintos.

Tratamento Média Numero Células Resultado teste “T”
Pigmentadas
LS26502D 0,000000 a
LS2650DU 0,066667 a
LS291002D 0,100000 a
LS29502D 0,125000 a
LS261002D 0,454545 a
PZQ 0,750000 ab
LS2950DU 0,785714 ab
LS29100 DU 1,000000 abe
LS26100DU 2,000000 bc
Controle 2,375000 c

Cv =225,99%

Fonte: Proprio autor.
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Figura 20 - Avaliacdo do nimero médio de células pigmentadas presentes nos granulomas
hepaticos do grupo controle e tratados.com praziquantel e auronas sintéticas LS26 e LS29 em

esquemas terapéuticos distintos.
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Fonte: Proprio autor.

5.7 DISCUSSAO

De acordo com a descricdo de Lenzi e colaboradores (1998) o granuloma
esquistossomotico € uma estrutura organoide, dinamica e hibrida, formada por componentes
pertencentes tanto ao ovo quanto ao hospedeiro, em que o principal objetivo € isolar os
produtos antigénicos liberados pelo miracidio e proteger os tecidos do hospedeiro,
apresentando fases de maturacdo e involucdo em seu desenvolvimento, até seu completo
desaparecimento. A fase exsudativa produtiva corresponde a linha diviséria entre essas fases,
sendo que o fator determinante para essa virada funcional é a morte do miracidio (LENZI et
al., 1998, 2006)

Os procedimentos histologicos sdo ferramentas importantes na composi¢ao de
metodologias que avaliam alteracdes organicas e metabolicas em organismos Vivos.
Corroborando, Amaral et al., 2017 realizou um estudo usando o software Whole Slide
Imaging (WSI) de alta resolucdo, que permite a varredura rapida de laminas histologicas

inteiras e varias avaliacdes morfométricas, avaliando resposta granulomatosa elicitada em
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orgaos-alvo (figado, intestino delgado e grosso) de dois modelos de esquistossomose
mansonica. Uma das vantagens do WSI, também denominado microscopia virtual, é que ele
gera imagens que oferecem simultaneamente alta resolu¢do e amplo campo de observagao.
Portanto, ¢ fundamental que os procedimentos de avaliagdo morfologica tecidual estejam
rotineiramente sendo aprimorados, para acompanhar os crescentes desafios da pesquisa
cientifica. Contudo, alguns pesquisadores também consideram que técnicas histologicas
convencionais, sao preferencialmente usadas para o diagnostico de diversas doengas, como
cancer de ovario, cancer no tecido pulmonar e carcinomas renais e também na darea
odontologica (Peres et al., 2018; Nataraj et al., 2015; McGregor et al., 2019). Peres e
colaboradores (2018) mostraram em seu estudo que apesar da avaliagdo clinica, a avaliagdo
histolégica ¢ pertinente na avaliacdo de anormalidades radiograficas de térax de etiologia
desconhecida, e que técnicas de coloragdo imuno-histoquimica sdo necessarias para melhor
classificar e gerenciar doengas malignas pulmonares,

Considerando entre as estruturas do granuloma o coldgeno, que confere morfologia
marcante, destacando a area afetada pela presenca do parasita, preconizou-se que a acao de
principios histoquimicos que evidenciam o colageno poderia contribuir para a visualiza¢ao da
area do granuloma, favorecendo o delineamento e consequente mensuracdo da mesma. Sendo
assim, a coloragdo dos cortes histologicos com o Tricrdmico de Gomori, onde o colageno
assume uma tonalidade verde claro (TOLOSA, et. al., 2003), contribui para eficiéncia na
identificacao dos granulomas e mensuragao de suas areas. Este corante também foi utilizado
por Amaral et. al. (2017) em cortes histolégicos de figado e intestino de ratos Swiss
infectados com cercarias de S. mansoni. Para analisar os granulomas decorrentes do processo
inflamatorio. Igualmente, Sales et. al. (2017) utilizaram o Tricromico de Gomori para
evidenciar alteragdes teciduais em figado e bago de peixes da subclasse dos Teledsteos. Assim
como também fizeram Leite, et. al. (2020) na avaliagdo de lesdes cutaneas. Ampliando a
busca por recursos histoldgicos para destacar os elementos do granuloma hepéatico, também os
cortes histologicos neste experimento foram corados com Pircrosirius, pois este corante
destaca as fibras colageno. Conforme estudo de Chapadeiro & Pitanga (1997) a coloragdo
com Picrosirius red contribuiu para as avaliagdes histologicas de material hepatico com
fibrose esquistossomotica, também Araujo, et. al. (2021), utilizaram este corante para destacar
as alteragdes histologicas em figados lesados. A coloragdo de cortes histologicos com a
Hematoxilina/ Eosina ¢ utilizado rotineiramente nas investigacdes teciduais para fins
diagnosticos, como também na pesquisa, com o objetivo de avaliar a agao de inimeros fatores

no organismo. Serafini, (2017) enfatizam que muitas técnicas de imunohistoquimica e
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histoquimica podem ser dispendiosas e ndo terem os insumos disponiveis corriqueiramente,
possibilitando que estas técnicas ndo estejam acessiveis para muitos centros de diagndstico.
Entretanto estes autores consideram a utilizacdo de HE ser viabilizada em varias situagoes,
por ser amplamente empregada e apresentar relativa facilidade na obtengdo dos insumos para
0 seu preparo.

Neste estudo buscou avaliar a acdo dos trés corantes mencionados sobre os
procedimentos de identificar granulomas hepaticos de animais infectados com Shistosoma
mansoni, bem como na acuidade métrica durante a mensuragao das areas dos mesmos. Foi
verificado que as médias das areas dos granulomas em cada coloragdo (HE, GOM e PICRO)
ndo foram significativas entre elas pelo teste T de Student (Tabela 2) (Figura 13). Contudo
constatou-se que houve significativa correlacdo das areas entre os cortes corados com PICRO
e HE (Figura 14B), podendo inclusive ser formulada uma equagao de ajuste na utilizacao de
um corante em fun¢do do outro, que ¢ uma equacdo de primeiro grau do tipo ¥ = a + bx.
Entretanto ndo foi observado correlagdo significativa entre as areas determinadas tanto por
GOM e HE como por PICRO e GOM. Com base nos resultados da analise dos granulomas
em fung¢do do corante, consideramos que o alto coeficiente de variagdao nas analises das areas
ndo possibilitou que fosse identificado diferenca na mensuragdo destas, sendo necessario
aumentar o niumero de amostras na tentativa de permitir investigar melhor o efeito dos
corantes. Mas este estudo revelou que a mensuragdo das areas dos granulomas em cortes
corados com GOM teve comportamento diferenciado dos demais corantes, pois nao houve
correlagdo significativa entre os valores das areas verificados na analise entre GOM ¢ HE ¢
nem entre GOM e PICRO (Figura 14A e 14C). Interpretando os resultados na andlise dos
valores das areas e na correlagdo destes valores entre si, em fun¢do do corante, postulamos
que o aumento na quantidade de amostras poderia permitir uma analise mais profunda no
efeito do corante GOM sobre a avaliagao de granulomas hepaticos.

Este entendimento também encontra respaldo no fato que a analise do efeito dos corantes
sobre a contagem do numero de granulomas (Tabela 3, Figura 15), revelou que a média das
contagens nao teve diferencas significativas entre os corantes HE e GOM, podendo tanto um
como outro ser usado na coloragdao histologica com o objetivo de quantificar granulomas
hepéaticos. Porém, o nimero de granulomas contados nestes corantes foi significativamente
maior que os encontrados na coloragdo com PICRO. Este achado também foi verificado em
outros estudos (CHAPADEIRO & PITANGA, 1997, ARAUIJO, et.al, 2021), reforgando que a
coloragdo com PICRO apresenta menor capacidade de evidenciar alteracdes histoldgicas

hepaticas quando comparado com HE e GOM. Entretanto, ele poderia ser empregado,
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mediante a corregdo dos valores através de uma equagdo de ajuste, uma vez que foi
constatado uma correlagdo significativa dos valores entre GOM e PICRO (Figura 15C) e
também entre HE e PICRO (Figura 15B). Assim, os valores encontrados por PICRO
poderiam ser corrigidos por equacdes de ajuste de primeiro grau para os valores que seriam
esperados para GOM e HE.

O estudo de novos compostos para o tratamento da esquistossomose apresenta uma
grande importancia na area de pesquisa, visto que a esquistossomose ¢ uma doenga grave ,
gera comorbidades importantes e o praziquantel ¢ tnica forma de tratamento (Vale et al.,
2017, Olliaro et al.,2020). Nos dias de hoje o aparecimento de cepas resistentes ao PZQ e a
incapacidade de a terapia existente agir em formas mais jovens do parasito fazem com que a
doenca ainda seja uma importante ameaga a populagao, principalmente em regides endémicas
e com condi¢des socioecondmica da populacdo mais precarias (Chienwichai et al., 2020;
Mendonga et al., 2016). Nesse ponto, produtos naturais podem se apresentar como uma
alternativa para o estudo de novas moléculas esquistossomicidas (Duguet et al., 2017).

Entre os compostos naturais, os flavonoides vem obtendo grande relevancia na pesquisa
de novas moléculas esquistomicidas, em um estudo anteriores, Torres et al., 2021, obteve
resultados promissores utilizando auronas sintéticas, seus ensaios revelaram que as auronas
LS26 e LS29 apresentaram atividades in vitro e in vivo para S. mansoni, promovendo danos
no tegumento, reducdo da atividade motora e morte em 100% dos vermes, nas doses de
100uM e 50uM, em outro estudo utilizando uma proteina vegetal retirada da batata, a
apyrase, Gusmao e colaboradores conseguiram uma redu¢do de 35% nas dareas dos
granulomas esquistossomoticos. Esses indicadores fazem com que os dados presentes no
estudo se tornem relevante. Nossos resultados mostram que para as areas dos granulomas,
LS261002DA e LS291002DA apresentaram médias de areas menores e significativamente
diferentes de PZQ, mostramos também que em relagdo ao niimero de granulomas, animais
tratados com o composto LS261002DA mostraram menor numero de granulomas que animais
tratados com LS2650DU, ou seja , o tratamento com as auronas sintéticas teve influéncia na
area do granuloma e no numero de granulomas, mostrando que esses compostos tem
influéncia na principal caracteristica histopatoldgica da doenga, o granuloma.

Em mais uma de nossas abordagens o estudo analisou a influéncia das auronas sintéticas
na dindmica das CGM, essas células comumente ocorrem pela fusdo de macréfagos maduros
e atuam na resolucao da patogenia, essas c€lulas sao encontradas em diferentes tipos de tecido
e diferentes tipos de doencas (Brooks et al.,2019). Porém a escassez de estudos desse tipo de

célula ainda ¢ grande, sendo necessario pesquisas futuras para sua melhor compreensdo. No
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presente estudo demonstramos que os compostos nao obtiveram diferencas significativas na
contagem de células gigantes multinucleadas, porém na relagdo CGN/GRAN os compostos
obtiveram influéncia, sendo o composto LS26100 no esquema de duas doses o que obteve
mais €xito em aumentar essa relacdo, a qual foi significativamente diferente do tratamento
LS29100DU. Em um estudo analogo, usando a proteina apyrase retirada da batata, proteina
que também ¢ encontrada na superficie de vermes adultos, a qual tem a fun¢do de modular as
respostas imunolédgicas do hospedeiro diminuindo a sinalizagao purinérgica do sistema imune,
demonstrou que a imunizacdo previa com essa proteina aumentou a contagem de células
CGM. Portanto os dados encontrados no presente estudo corroboram que compostos naturais
podem ser uma Otima alternativa para o tratamento da esquistossomose. Em uma tultima
analise encontramos que o tratamento teve influéncia na contagem de células pigmentadas,
sendo que o grupo LS26100DU e controle apresentaram a maior contagem ¢
significativamente diferente dos grupos LS26502D, LS2650DU, LS291002D, LS29502D e
LS261002D. essas células pigmentadas sdo macréfagos rlcos em pigmentos esquistossdmicos
e estudos relacionados a esse tipo de célula sdo escassos na literatura. Portanto os dados
presentes no estudo corroboram com estado da arte onde se demostra que novos compostos

podem ser estudados e usados como agentes esquistomicidas.

6. CONCLUSAO

As doencas parasitarias negligenciadas ainda assolam grande parte da populagao,
principalmente em paises em desenvolvimento, em lugares de onde se encontram
desigualdades sociais e pouco acesso a servicos de saneamento basico. A esquistossomose ,
principalmente em ares endémicas , necessita de muita atencao das entidades de satude, por ser
uma doenga grave, que geram comorbidades capazes de colocar em risco a saude do
hospedeiro. S3o necessarios maiores investimentos em saneamento basico para populagdes
mais expostas assim como maiores investimentos em pesquisas para novos tratamentos e
otimizagdo das metodologias de analises e diagnosticos da doenga. Como demonstrado no
presente estudo, os métodos de analises ainda podem ser mais profundamente estudados e
melhorados, buscando uma maior normatizagao dos métodos e melhorando a acuracia das
analises. Demonstramos também que novos métodos de tratamentos sdo viaveis € que as
auronas sintéticas podem ser uma das alternativas de novos tratamentos para a

esquistossomose.
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