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RESUMO

A esquistossomose mansoénica, doenga parasitaria causada pelo trematéodeo da
espécie Schistosoma mansoni, afeta majoritariamente regides tropicais e
subtropicais marcadas por condicbes socioecondmicas precarias. O hospedeiro
intermediario, no Brasil, € o caramujo do género Biomphalaria, que através da
liberagao de cercarias, infecta seus hospedeiros definitivos. A doenca possui fases
agudas e crbnicas, comprometendo 6rgaos como o figado e o bago, e que podem
levar a fibrose hepatica e hipertensdo portal. Apesar de ter sido amplamente
estudada, essa doenca parasitaria ainda apresenta lacunas quanto a influéncia de
fatores nutricionais sobre sua patogénese e resposta ao tratamento. O estudo
avaliou os efeitos da dieta e do tratamento com praziquantel (PZQ) em
camundongos BALB/c infectados, divididos em trés protocolos alimentares: ad
libitum (AdL), jejum em dias alternados (ADF - alternate-day fasting) e dieta
sacaridica (HSD- high-sucrose diet). Apos 48 dias infectados, todos os grupos foram
submetidos ao tratamento com PZQ. Andlises histopatolégicas foram realizadas
para mensurar o didmetro e area dos granulomas, deposi¢céo de colageno, teor de
glicogénio hepatico e presengca de hepatdcitos binucleados. Os resultados
mostraram importantes variagdes entre os grupos, destacando o menor didmetro de
granulomas no grupo HSD (dieta sacaridica), que indica menor resposta
inflamatéria. Em contrapartida, foram  apresentadas menores deposicado de
colageno no grupo ADF (dietas em dias alternados), sugerindo um possivel efeito de
protecao contra a fibrose hepatica. Ndo houve significativas variagbes na contagem
de ovos por campo e hepatdcitos binucleados, mas houve diferenca no conteudo de
glicogénio, com o grupo AdL apresentando altos niveis, indicando que esse
protocolo alimentar favoreceu a regeneracao tecidual, que em lesdes hepaticas, é
essencial. A discussao enfatizou o impacto das dietas na regeneragao hepatica e na
imunidade do hospedeiro. Como conclusao, o trabalho mostrou que as dietas podem
agravar ou atenuar os danos hepaticos causados pela esquistossomose, sendo o
grupo HSD beneficiado e o grupo ADF prejudicado. O praziquantel, embora tenha
sido eficaz na redugdo da fibrose e reorganizacdo da histoarquitetura hepatica,
possui a eficacia modulada pelo estado nutricional do hospedeiro.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; dieta; praziquantel.



ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni, a parasitic disease caused by the trematode of the
species Schistosoma mansoni, mainly affects tropical and subtropical regions
marked by poor socioeconomic conditions. The intermediate host in Brazil is the snail
of the genus Biomphalaria, which infects its definitive hosts by releasing cercariae.
The disease has acute and chronic phases, compromising organs such as the liver
and spleen, and can lead to hepatic fibrosis and portal hypertension. Although it has
been widely studied, this parasitic disease still has gaps in terms of the influence of
nutritional factors on its pathogenesis and response to treatment. The study
evaluated the effects of diet and treatment with praziquantel (PZQ) in infected
BALB/c mice, divided into three dietary protocols: ad libitum (AdL), alternate-day
fasting (ADF), and high-sucrose diet (HSD). After 48 days of infection, all groups
underwent treatment with PZQ. Histopathological analyses were performed to
measure the diameter and area of granulomas, collagen deposition, hepatic glycogen
content, and presence of binucleated hepatocytes. The results showed significant
variations between the groups, highlighting the smaller granuloma diameter in the
HSD group (high-sucrose diet), which indicates a lower inflammatory response. In
contrast, lower collagen deposition were found in the ADF group (alternate-day
fasting), suggesting a possible protective effect against hepatic fibrosis. There were
no significant variations in the number of eggs per field and binucleated hepatocytes,
but there was a difference in glycogen content, with the AdL group showing high
levels, indicating that this dietary protocol favored tissue regeneration, which is
essential in liver lesions. The discussion emphasized the impact of diets on liver
regeneration and host immunity. In conclusion, the study showed that diets can
aggravate or mitigate liver damage caused by schistosomiasis, with the HSD group
benefiting and the ADF group being harmed. Praziquantel, although effective in
reducing fibrosis and reorganizing liver histoarchitecture, has its efficacy modulated

by the host's nutritional status.

Keywords: Schistosoma mansoni; diet; praziquantel.
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1. INTRODUGAO

A esquistossomose € uma verminose causada pelo platelminto trematédeo do
género Schistosoma. Essa espécie € comumente encontrada em regides tropicais e
subtropicais como na Africa, Antilhas e América do Sul. No continente americano,
somente a espécie Schistosoma mansoni é encontrada, como também seu
hospedeiro intermediario, o caramujo de agua doce do género Biomphalaria. O
parasito infecta os seres humanos através da penetracdo da cercaria na pele ou
mucosas e a partir disso ja desenvolve sua patologia. Pode desenvolver quadros
clinicos agudos e cronicos com a sintomatologia diversa entre os pacientes
(AMORIM et al., 2021).

O verme adulto do S. mansoni tem seu habitat no ser humano, seu
hospedeiro definitivo, nas vénulas do plexo hemorroidario superior e nas
ramificacbes mais finas das veias mesentéricas, particularmente na veia
mesentérica inferior, e sao, por outras vezes, encontrados em outras localizagcbes
como pulmdes, bago, pancreas e na bexiga. E tem como hospedeiro intermediario, o
caramujo do género Biomphalaria para que haja a continuidade de seu ciclo
(AMORIM et al., 2021; PEARCE, MACDONALD, 2002).

Muitos fatores influenciam na patogenicidade da doenga, como: carga
parasitaria/cepa do parasito, idade do individuo, estado nutricional e imunidade do
paciente. Na forma inicial da doenga, o hospedeiro pode apresentar dermatite
cercariana que € provocada pela penetracdo das cercarias. Em sua forma aguda,
podem haver sintomas como urticaria e edema localizados, febre elevada, diarréia
mucosa ou muco-sanguinolenta, nausea, vémito, manifestacbes pulmonares e
astenia, esta fase dura em torno de um a dois meses e sem o tratamento especifico
pode evoluir para a fase crbnica, onde ha dois estagios principais: a forma intestinal
(ou hepato-intestinal) e, a mais grave, a forma hepato-esplénica, que é representada
pelo crescimento e endurecimento do bacgo e figado (COLLEY et al., 2014).

Ligada a pobreza, acesso escasso a agua limpa e baixas condig¢des
sanitarias, a esquistossomose atinge hoje mais de 230 milhdes de pessoas em pelo
menos 54 paises nas Ameéricas, Africa, Oriente Médio e sudeste da Asia. No Brasil,
a unica espécie causadora da esquistossomose é a S. mansoni, tendo como

intermediador o molusco do género Biomphalaria (Ministério da Saude, 2019). No
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periodo de 2009 a 2019, segundo dados do Sistema de Informagao do Programa de
Controle da Esquistossomose (SISPCE), o percentual de positividade para S.
mansoni nas areas endémicas apresentou variagées de positividade de 5,20% em
2009 e 3,22% em 2019. Neste periodo foram realizados na rotina em torno de
9.867.120 exames e detectados 423.117 casos e um percentual médio de
positividade de 4,29% (Ministério da Saude, 2019).

As formas mais severas da doencga, onde ha o aumento do figado e do baco,
estdo correlacionadas ao maior numero de ovos do S. mansoni nos respectivos
orgaos. Dentre a variedade de 6rgados que podem ser afetados, o figado, no ponto
de vista patolégico, € o 6rgdo alvo e pode ser atingido em varios graus de
intensidade com granulomas epitelioides que podem adentrar os espagos periportais
em resposta a presenca dos ovos do parasito. Na forma hepatoesplénica, um
espessamento fibroso nos espagos periportais aparecem no figado, mais acentuado

no hilo, onde a consequéncia é a hipertensao portal (COLLEY et al., 2014).

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 O CICLO BIOLOGICO DO Schistosoma mansoni

O platelminto pertencente a familia Schistosomatidae e da classe dos
trematédeos, Schistosoma mansoni, apresenta dimorfismo sexual e ciclo
heteroxénico. Dentro do género Schistosoma, estao entre os agentes principais da
esquistossomose humana: S. japonicum, S. haematobium e S. mansoni. Ambos
apresentam distribuicbes geograficas diferentes, mas no Brasil a unica espécie
encontrada é a S. mansoni (CARVALHO et al., 2018).

O verme adulto do S. mansoni tem como seu habitat preferencial o sistema
circulatério do hospedeiro definitivo, onde pode se alimentar das células sanguineas
nas veias mesentéricas superior e inferior e vénulas do sistema porta. O verme
adulto fémea mede cerca de 15 mm, é cilindrica e possui as extremidades afiladas,
ja o verme adulto macho é um pouco menor, medindo em torno de 6 a 12 mm e
possui sua morfologia distinta da fémea com formato mais achatado e com bordas
corporais enroladas formando seu canal ginecoférico. Os parasitos se acasalam na
maior parte do tempo e possuem longevidade discrepante, podendo viver de 3 a 10

anos e, dependendo do caso, até 40 anos. A fémea produz os ovos se encaixando
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no canal ginecoférico do macho e séo fertilizados por ele. Os ovos possuem um
formato oval, sem opérculo, apresentando na parte mais larga um epicuro lateral.
Logo apds a postura, os ovos aumentam até trés vezes o tamanho enquanto
passam por quatro estagios de mudangas morfologicas e fisiolégicas. O ovo com o
miracidio ja formado é o ovo maduro e mede cerca de 150 micrémetros. Eles s&o
eliminados com as fezes ao atingirem o intestino podendo chegar em cérregos e
lagoas ou qualquer fonte de agua doce. Ao chegar na agua, os miracidios sao
liberados com a eclosédo dos ovos e infectam os caramujos do género Biomphalaria,
seu hospedeiro intermediario. Os miracidios se desenvolvem por reproducio
assexuada dentre desse hospedeiro, produzindo milhares de cercarias. As cercarias,
por sua vez, sao a forma infecciosa para os hospedeiros definitivos, os seres
humanos, quando eliminadas no ambiente pelo caramujo, penetram na pele ou
mucosas € se transformam em esquistossomulos. A média de sobrevivéncia das
cercarias é de 1 a 3 dias (PEARCE, MACDONALD, 2002; COLLEY et al., 2014).

2.2 PATOGENIA DO Schistosoma mansoni

O Schistosoma mansoni tem como hospedeiro definitivo o homem e € ele que
elimina os ovos do verme através de suas fezes. Logo apéds, os ovos eclodem e
liberam as larvas ciliadas, chamadas miracidios. Elas penetram nos caramujos
denominados hospedeiros intermediarios e se multiplicam. Apos 4 a 6 semanas, as
larvas deixam os hospedeiros intermediarios e voltam para a agua e € nesse
ambiente que podem penetrar novamente o homem, através da pele ou mucosa.
Uma vez dentro do individuo, os vermes entram na circulagdo venosa e chegam aos
pulmdes e ao coragao. Do coracdo, eles passam através das artérias por diversas
partes do corpo, sendo o figado o 6rgdo preferencial. Adentram o figado e ali
crescem, se alimentando de sangue e depois migram para as veias do intestino, de
Ia, alcangam a forma adulta, podendo-se acasalar e colocar seus ovos, dando inicio
a um novo ciclo (MEWAMBA et al., 2021).

A esquistossomose apresenta duas fases: a fase aguda e a fase crbnica. A
fase aguda é o inicio da doencga e é caracterizada pela dermatite cercariana que é
provocada pela penetragdo das cercarias na pele do individuo. Pode ser comum,

nessa fase, os seguintes sintomas: febre, nauseas, dores musculares, tosse,
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diarreia, dor de cabeca. J4 na fase crdnica, o 6rgdo que costuma ser mais
comprometido é o figado, mas pode afetar outros, como: bago e os intestinos.
Devido ao alto numero de ovos de Schistosoma mansoni no figado, pode ocorrer o
aumento do mesmo. O 6rgdo é atingido em varios graus de intensidade com
granulomas epitelioides que podem adentrar os espagos periportais. Na fase
hepatoesplénica descompensada ha a diminuigdo do estado funcional do figado e
pode ser relacionada com varios fatores, tais como os surtos de hemorragia
digestiva e consequente isquemia hepatica e fatores associados (hepatite viral,
alcoolismo). Nessa fase ainda, ha a presenca de hipertensdo devido a carga
parasitaria presente das veias mesentéricas, podendo levar a esplenomegalia e ao
aparecimento de varizes no es6fago. Os pacientes podem apresentar sintomas
como: dores abdominais atipicas, alteracbes das funcgdes intestinais e a sensacao
de peso ou desconforto no hipocdndrio esquerdo, que é devido ao crescimento do
baco (ISMAIL et al., 2014).

O comprometimento pulmonar pode ocorrer em consequéncia a agao direta
dos ovos e vermes (reagado hiperérgica), pela hipersensibilidade e hipertensao
pulmonar (HOULDER et al., 2021). Nos rins, como consequéncia da hipertensao
porta, pode-se observar uma leséo renal progressiva (nefrosclerose), interferindo no
funcionamento renal e levando a insuficiéncia renal crénica (DA SILVA JUNIOR et
al., 2013; BARSOUM, ESMAT, EL-BAZ, 2013).

2.3 A INFLUENCIA DA DIETA E DO TRATAMENTO COM PRAZIQUANTEL NA
ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose é uma doencga que sofre interferéncias da desnutri¢ao, ja
que é comumente encontrada em paises pobres. Porém, apesar dos avancos e
pesquisas nos aspectos imunopatolégicos da esquistossomose, ainda néo é
completamente elucidado a relagdo da doenga com a desnutrigdo, bem como outros
tipos de dietas. E especulado que o estado nutricional do hospedeiro pode afetar as
consequéncias da doenga, assim como na resposta imunolégica frente a infecgao. A
desnutricdo é considerada a maior causa de imunodeficiéncia no mundo. A

deficiéncia proteica esta associada a elementos importantes na resposta imune ao
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Schistosoma mansoni, como disturbios da imunidade celular, da fagocitose e da
producao de imunoglobulinas e citocinas (COUTO et al., 2007).

O jejum de dias alternados apresenta outra via de dieta com reflexos
benéficos e maléficos no organismo, nele, o individuo alimenta-se normalmente um
dia e no outro reduz por completo a ingestado calérica. Essa estratégia aumenta a
sensibilidade hepatica a insulina e apresenta melhora na resposta do organismo a
glicose. O parasito depende da glicose sanguinea para seu desenvolvimento e
estudos do jejum realizados em camundongos demonstraram taxas diminuidas de
glicemia e insulina. O jejum também tem sido associado a melhora da imunidade e a
efeitos anti-inflamatérios.

Os vermes adultos utilizam boas quantidades de glicose provenientes do
sangue das veias porta e mesentéricas, utilizando-a a cada 5 horas, o equivalente a
sua massa corporal seca. Segundo o trabalho realizado por Ernest Bueding (1950),
a captacdo de glicose pelos vermes adultos, ocorre por difusdo facilitada,
envolvendo dois transportadores distribuidos pelas membranas basal e apical do
tegmento. Na membrana basal encontra-se o SGTP1 (Schistosome glucose
transporter 1), e na membrana apical encontra-se o SGTP4 (Schistosome glucose
transporter 4), tendo a sua expressao altamente regulada e concomitante ao
aparecimento da bicamada formada apés a invasao da cercaria no hospedeiro. Uma
comparagao dos quocientes dos esquistossomose na presenca e auséncia de
glicose, sugere que estes organismos podem oxidar a glicose completamente a
diéxido de carbono e agua. Assim, o acido latico se torna o principal produto do
metabolismo da glicose no esquistossomo, sendo o processo de fermentagao
utilizado para que haja a produgdo de ATP. Ainda que a taxa de glicose no
esquistossomo nao seja afetada, isso ndo compromete sua sobrevivéncia, a
demanda energética é suprida pelas rea¢des anaerdbicas (BUEDING, 1950).

Durante o ciclo de vida dos esquistossomos, eles alternam entre 0 consumo
de glicose do hospedeiro e o estoque interno para provimento energético. Quando
ha a penetracdo da cercaria no hospedeiro e se transforma em esquistossémulo, o
parasito ja comecga a consumir glicose, gerando o lactato como subproduto. O
metabolismo oxidativo requer atividade mitocondrial, e estudos sugerem que as
enzimas presentes nas caudas das cercarias estejam associadas ao consumo de

glicogénio durante o processo de propulsdo até que se alcance o hospedeiro
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definitivo. Essa etapa demanda grandes quantidades de energia. Uma vez que se
alcanca o hospedeiro definitivo, a cabeca se separa da cauda e assim, é formado o
esquistossdmulo, e nesta etapa, € possivel observar uma alteragdo rapida do
metabolismo da forma aerdbica para anaerdbica na regido da cabega. Enquanto é
esquistossémulo, a expressao de enzimas participantes do metabolismo da glicose é
baixa, 0 que se reverte no estagio adulto do verme. Os machos suprem quantidades
significativas de glicose para o desenvolvimento das fémeas. A sintese de glicogénio
no verme adulto é proporcional ao seu tamanho. As fémeas captam a glicose mais
rapidamente que os machos, possivelmente devido a demanda energética da
producao dos ovos. Entretanto, ndo se observa diferenga significativa na capacidade
metabdlica entre fémeas e machos (TIELENS et al., 1989).

Os esquistossomos nao possuem sistema circulatério, e seus tecidos sao
sinciciais por natureza. Para que a glicose se difunda nos tecidos mais profundos, é
necessario um controle de seu catabolismo, onde o primeiro passo € a fosforilagao
pela hexoquinase, que limita a glicose no esquistossomo. A glicose fosforilada, nao
se difunde com facilidade pelas membranas e nao pode ser transportada. A
manutencdo de niveis mais baixos de hexoquinase permite a difusdo da glicose no
organismo todo do verme adulto, pois a expressdo de mRNA de hexoquinase é
drasticamente reduzida em relacdo aos estagios iniciais esquistossomos. Sendo
assim, a glicose que foi absorvida também pode ser utilizada para que haja a sintese
de glicogénio (TIELENS et al.,1989). Tanto o metabolismo quanto a imunidade do
hospedeiro dependem da dieta. Da mesma forma, o parasito depende direta e
indiretamente da dieta do hospedeiro, j4 que o S. mansoni precisa da glicose do
sangue para que possa sobreviver e reproduzir.

O praziquantel € um evidenciado e principal medicamento utilizado para o
tratamento da esquistossomose por inibir o crescimento populacional entre as
espécies do género Schistosoma e possuir grande efetividade contra fémeas adultas
deste parasito. Este farmaco apresenta baixa solubilidade em agua e baixa absorgao
pelo trato gastrointestinal. O praziquantel (PZQ) visa a paralisagdo das contragdes
musculares usando como meio o rapido efluxo de calcio (DE SOUZA, ANA LUIZA
RIBEIRO et al,. 2014). O tratamento com o PZQ relatou uma baixa taxa de cura em
areas endémicas e um nivel médio de toxicidade foi observado (GOMES et al.,
2016; SILVA et al., 2012; SIMOES, 2005).
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3. JUSTIFICATIVA

A esquistossomose mansbnica € uma doenca de ocorréncia tropical e
infecciosa que possui registro em 54 paises. Por afetar apenas paises
subdesenvolvidos, essa verminose € atualmente negligenciada. No Brasil, estima-se
que cerca de 1,5 milhdes de pessoas vivem em areas de risco de contaminacgao.
Dado isso, é importante o estudo da influéncia da subnutricdo, desnutricdo e de
possiveis alternativas para melhorar o tratamento e o entendimento dessa doenca.
Onde uma simples suplementagao caldrica poderia ser o suficiente para ajudar no
tratamento e na melhora da imunidade do hospedeiro. O trabalho publicado por Dos
Reis et al., (2022) reforca a importancia de estudar modelos para simulagdo de
situacado de desnutricdo, como no jejum de dias alternados. Ademais, € essencial a
pesquisa em torno do unico farmaco resistente no tratamento da esquistossomose, o
praziquantel. Nesse sentido, para entender além do tratamento, outros estudos séo
necessarios para identificar o que mais pode ajudar na amenizagao dos problemas

decorrentes da doenca.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVOS GERAIS

Andlises histopatolégicas do tecido hepatico de camundongos BALB/c
infectados com S. mansoni e tratados com PZQ apds 48 dias de infecgao em trés
diferentes protocolos alimentares. O Ad libitum (AdL) € o grupo controle, o jejum
dias alternados (ADF, alternate-day fasting) para simular situagdes de desnutricdo e
dieta sacaridica (HSD, High-sucrose diet) para observacdo dos efeitos de uma

suplementacéo caldrica.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analise histoldégica do tecido hepatico
e Analise do teor de colageno e fibrose hepatica

e Avaliagdo do numero e diametro de granulomas hepaticos
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e Analise do teor de glicogénio hepatico

5. METODOLOGIA

5.1 DADOS EXPERIMENTAIS: GRUPOS, INFECCAO, DIETA E TRATAMENTO

A parte metodolégica experimental deste capitulo ird seguir conforme publicado
em Dos Reis et al., (2022). Os 30 camundongos BALB/c (cAnNCrl, Crl:CD1) com
idade entre 7 e 8 semanas, foram infectados por via subcutanea com 50 + 10
cercarias de S. mansoni (cepa LE, Centro de Pesquisa René Rachou, Fundagao
Oswaldo Cruz). Posteriormente, divididos em 3 grupos experimentais, com 10
camundongos em cada grupo, como se segue: (i) infectado em dieta ad libitum e
tratamento 48 dias PZQ; ; (ii) infectado em jejum de dias alternados e tratamento 48
dias PZQ; (iii) infectado em dieta sacaridica e tratamento 48 dias PZQ. O tratamento
com Praziquantel (Fiocruz, Brasil) foi realizado por gavagem (300 mg/kg/dia por trés
dias). Os animais foram divididos em caixas com 2 ou 3 animais, mantidos em ciclo
claro-escuro de 12h, com temperatura e umidade controladas (22 °C). As dietas ad
libitum, jejum de dias alternados e dieta sacaridica foram de acordo com a
metodologia descrita em Dos Reis et al. (2022). Os experimentos com animais foram
conduzidos conforme o documento “Guide for the Care and Use of Laboratory.
Animals” (NIH, 2011), aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL-MG), sob numero de registro #0020/2020.

5.2 COLETA, PROCESSAMENTO E OBTENGAO DE IMAGENS

Os animais foram eutanasiados por fratura cervical 15 semanas apods a
infeccdo (MIRANDA et al., 2020). Amostras de figado foram coletadas e fixadas em
solugéo fresca de paraformaldeido a 4% em tampé&o fosfato de sddio (pH = 7,4, 0,1
M). Fragmentos dos 6rgaos foram desidratados em etanol, clarificados em xileno e
incluidos em parafina. Os blocos de parafina cortados em semi-séries com 5 um de
espessura em microtomo rotativo (Leica RM2125 RTS) e os cortes histolégicos
foram corados com hematoxilina e eosina (H&E), Picro Sirius Red e Periodic-acid

Schiff (PAS). As imagens histoldgicas foram capturadas usando um fotomicroscépio
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(AXIO SCOPE A1, Carl Zeiss) e software AxioVision 4.9.1 (Carl Zeiss). Dez imagens
microscopicas foram obtidas para cada animal e para cada ampliagdo (20 ou 40x).
As imagens analisadas e todas as quantificacbes foram estabelecidas a partir dos
softwares de analise de imagens Imaged (USA National Institutes of Health,
https://imagej.nih.gov/ij/) e Image-Pro Plus 6.3® (DRURY, WILLINGTON, 1980;
NOVAES et al., 2015).

5.3 CARGA PARASITARIA: CONTAGEM DE OVOS E DIAMETRO DE
GRANULOMAS

O numero de ovos e o didmetro do granuloma foram determinados em
laminas coradas com H&E em aumento de 200x. Os resultados reportados em
ovos/mm? e mm, respectivamente, utilizou-se a ferramenta de medidas do software
Image-Pro Plus 6.3® (MIRANDA et al., 2020).

5.4 ANALISE DO PERCENTUAL DE COLAGENO EM AREAS REMOTAS E DE
GRANULOMAS

Para analise do colageno, cortes hepaticos corados com Picro Sirius red
foram observados sob microscopia de campo claro e luz polarizada (MATA-SANTOS
et al., 2014; RICH; WHITTAKER, 2017). Imagens de areas remotas e de granulomas
capturadas em campos consecutivos com aumentos de x200 e x400,
respectivamente, sem sobreposicdo. Areas remotas e de granulomas foram
analisadas separadamente utilizando o método de contagem de pontos do software
Image-Pro Plus 6.3®. Os resultados foram reportados em percentual conforme

descrito por Mendonga et al. (2020).
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5.5 ANALISE QUANTITATIVA DO GLICOGENIO HEPATICO: METODO DO ACIDO
PERIODICO-SCHIFF (PAS)

Nas imagens de cortes histolégicos de figado que foram corados pelo método
PAS (APAER et al., 2019), a distribuicao de glicogénio nos hepatdcitos foi estimada
a partir de um método computacional baseado na segmentagao por cores, utilizando
o software ImageJ (fotografias nas amplificagdes de 200x). Os resultados reportados
em percentual de hepatdcitos PAS+, conforme descrito na literatura (GONCALVES
et al., 2019; ZAPARINA et al., 2021).

5.6 NUMERO DE HEPATOCITOS BINUCLEADOS

O numero de hepatdcitos foi relatado como hep/mm? e o percentual de
hepatécitos binucleados foi calculado dividindo o total de hepatdcitos pelo total de
hepatécitos por campo. Todas as analises descritas acima foram realizadas em
cortes histolégicos na coloragdo H&E (amplificacdo de 400x), utilizando as
ferramentas de medida do software Image-Pro Plus 6.3® (MIRANDA et al., 2020;
NOVAES et al., 2012).

6. RESULTADOS

O presente estudo investigou os efeitos de diferentes dietas e do tratamento
com praziquantel na esquistossomose mansdnica em camundongos BALB/c
machos, analisando parametros como diametro dos granulomas, contagem de ovos
e deposigao de colageno. Os resultados demonstraram variagdes significativas entre
0s grupos experimentais, alinhando-se e expandindo achados de outros estudos na

literatura, especialmente os estudos de Dos Reis et al. (2022 e 2024).
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Figura 1 _ Fotomicrografias
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Fonte: préprio autor.

Legenda: Fotomicrografias representativas (coloragdo H&E sob microscopia de campo claro;
Amplificagdo de 400x). A e B representam o grupo com a dieta AdL, C e D representam o grupo ADF,

E e F representam o grupo HSD.

6.1 DIAMETRO DOS GRANULOMAS

Segundo o grafico 1, sob escala de 200 ym? o didmetro dos granulomas

revelaram que a dieta HSD resultou em uma expressdo menos significativa dos
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demais grupos (p<0,001), tal observagao pode indicar um possivel efeito protetor

desta dieta na redugao da resposta inflamatéria ao redor dos ovos de S. mansoni.

Grafico 1 _ Didametro dos Granuloma
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6.2 AREA PERCENTUAL DOS GRANULOMAS

Segundo o grafico 2, a analise da area percentual dos granulomas em
relagdo ao parénquima hepatico demonstrou que todas as dietas mantiveram
resultados similares, sugerindo que a composi¢céo nutricional pode nao ter impacto

significativo sobre essa variavel.

Gréafico 2 _ Area Percentual de Granuloma
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6.3 OVOS POR CAMPO

Segundo o grafico 3, ndo foram observadas diferengas significativas na
contagem do numero de ovos entre os grupos, 0 que sugere que a dieta e o

tratamento nao influenciaram diretamente a oviposi¢cao do parasito.

Grafico 3 _ Ovos por Campo

Ovos por campo
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6.4 COLAGENO - AREA DO GRANULOMA

Segundo o grafico 4, a analise da deposicdao de colageno demonstrou
diferencas mais significativas, com a dieta ADF apresentando os menores valores
(p<0,001), seguida pela dieta HSD (p<0,05).

Grafico 4 _ Colageno - Area do Granuloma
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6.5 GLICOGENIO

Segundo o gréfico 5, é possivel observar diferengas significativas ao analisar o
glicogénio hepatico, com o grupo AdL resultando nos maiores niveis seguidos pelo
grupo ADF e HSD. Sugerindo que a dieta e o tratamento tiveram bastante impacto

nesse parametro.

Grafico 5 _ Glicogénio - PAS+
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6.6 CONTAGEM DE BINUCLEADOS

N&o foram observadas diferengas na contagem de hepatdcitos binucleados

entre os grupos.

7. DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliados a influéncia da dieta (ADF e HSD) e do
tratamento com PZQ na infecgdo com S. mansoni. Pesquisas ha muito apontam o
estado nutricional e a dieta do hospedeiro como fatores determinantes na
progressao do estado clinico da esquistossomose (COUTO et al., 2007). Uma dieta
rica em sacarose pode modular a resposta imune do hospedeiro, conforme descrito
por Dos Reis et al. (2022). Em contraste, o autor apresentou niveis reduzidos do

didmetro dos granulomas nos grupos ADF, enquanto esse estudo evidenciou os
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menores didmetros nos grupos HSD. De acordo com Maciel et al. (2021), o atraso
no desenvolvimento que leva a menor area do granuloma esta associado a
desnutricao.

A revisdo sistematica de Marques et al. (2018) aponta a quantidade
insuficiente de dados em relacdo a HSD e a esquistossomose como principal fator
para a discrepancia entre os resultados de estudos e pesquisas na area. Outro fator
determinante nesse caso é analisar a fase do granuloma, em que na fase involutiva
pode estar relacionado com o menor diametro de granuloma, como apresentado no
grupo HSD (LI HSU et al. 1972; LENZI et al., 1998). Essa hipbtese é reforgada ao
considerarmos o inicio do tratamento com PZQ nos diferentes estudos. Enquanto
Dos Reis et al. (2022) iniciou o tratamento dos camundongos com 60 dias de
infeccao, a presente pesquisa analisou camundongos infectados e tratados com 48
dias apdés a infecgdo. Nossos dados pressupdem a importancia do diagndstico
precoce e como o inicio antecipado do tratamento contribui para a involugado do
granuloma.

Essas resolucdes se estendem ao analisarmos a area dos granulomas, onde
nao houve diferengas significativas nos resultados entre os grupos, enquanto Dos
Reis et al. (2022) evidenciou aumento significativo nos grupos ADF em relagéo ao
HSD e AL. Essa discrepancia dos resultados pode estar atribuida ao inicio do
tratamento mais tardio nos grupos experimentais de Dos Reis et al. (2022).

Ao analisar o numero de ovos no tecido hepatico, esse estudo ndo observou
um aumento significativo no grupo ADF em relagdo ao HSD e AL. Em contrapartida,
Dos Reis et al. (2022) evidenciou um maior numero de ovos no grupo ADF com
diferenca significativa aos demais grupos estudados. A diferenca com o estudo
anterior esta no tempo de exposicdo. Analisando o numero de ovos € possivel
revelar a influéncia que o estado nutricional do hospedeiro tem sobre a carga
parasitaria, segundo Peters-Golden et al. (2005), que associou a desnutrigdo como
importante causa de imunossupressao. Reforgando, assim, como o tratamento mais
tardio e uma dieta pobre em nutrientes e energia pode contribuir para o aumento da
carga parasitaria no hospedeiro, prejudicando seu prognéstico.

Durante o processo inflamatério que acontece no figado, para que ocorra a
devida regeneracdo hepatica sdo necessarias agcdes de células inflamatérias. As

células de Kupffer, macrofagos residentes no figado, sdo ativadas e secretam uma
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substancia chamada IL-6, que induz a expressao de genes que codificam proteinas
de fase aguda, a proliferagdo celular e anti apoptose (TANAKA; MIYAJIMA, 2016).
No inicio da regeneracdo hepatica, € necessario estimulo para a proliferacdo dos
hepatocitos. Esse estimulo vem através de fatores de crescimento de hepatdcitos
(HGF) secretados pelas HSCs (Hepatic stellate cells), que desempenham papel
essencial nesse processo. Além disso, essas células produzem a matriz extracelular
(MEC) que mantém a organizacdo do tecido lesionado, oferecendo suporte
mecanico a regido e aos hepatdcitos remanescentes (PELLICORO et al., 2014). Os
componentes da MEC, principalmente os colagenos tipo | e tipo lll, sdo os
contribuintes para a reconstrugao da area lesionada. Contudo, a fibrogénese é
estimulada pelo TGF-3 secretado por células imunes e pela ativagao das HSCs que
implica na sinalizagédo de IL-1B e TNT-a e citocinas tipo 2, como IL-33 e IL-13
(DOOLEY; DIJKE, 2012; PRADERE et al., 2013; MCHEDLIDZE et al., 2013).
Através dos receptores de quimiocinas, CXCR4 e CXCR7, as quimiocinas atuam na
regulacédo entre o equilibrio da regeneracao e da fibrose hepatica apds a lesédo por
meio da alteragao vascular hepatica (DING et al., 2014).

Depois do processo inflamatério agudo e da fibrose, os macréfagos
pro-fibroticos desaparecem e isso contribui para a reabsorcdo da MEC e na
recuperacao do tecido (TANAKA; MIYAJIMA, 2016) dando inicio a ultima fase na
progressdo do granuloma, a involugéo (LI HSU et al. 1972; LENZI et al., 1998).
Nesse processo a matriz de colageno € degradada e os miofibroblastos passam pela
apoptose programada (LIN; GRINNEL, 1993). Segundo Coutinho (2004), o estado
nutricional do hospedeiro € um fator determinante para a remodelagdo dos
granulomas na esquistossomose, visto que a desnutricdo contribui para o aumento
da fibrose hepatica. Em contrapartida, Spanheimer et al. (1991) revela uma nogao
de que a produgao de colageno é sensivel a mudangas na ingestdo de alimentos e
que a desnutrigdo pode ter efeitos profundos em sua produgao.

Ademais, vale ressaltar que a ultima fase de progressao do granuloma, a fase
involutiva, o colageno na area do granuloma sofre degradacgéo (LI HSU et al. 1972;
LENZI et al., 1998). Assim, com base nos resultados encontrados neste estudo,
onde a deposicdo de colageno demonstrou diferengas significativas, com a dieta
ADF apresentando os menores valores (p<0,001), seguida pela dieta HSD (p<0,05),
€ possivel sugerir que o estado nutricional do hospedeiro pode afetar esse processo.
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Essas diferencas terao uma provavel resolugao através de uma imunohistoquimica,
futuramente, que sera utilizada para determinar os macrofagos no tecido hepatico.

O figado € um 6rgao essencial para manter a homeostase normal da glicose,
que depende do metabolismo do glicogénio. Em condigbes de jejum, a via
glicogenolise é ativada, enquanto em estado alimentado, acontece a sintese do
glicogénio. Em casos onde ha dano hepatico, o metabolismo do glicogénio é muito
importante para fornecer a energia necessaria para o reparo tecidual, desse modo,
acontece a inducdo de sua sintese e a supressdo de atividade glicolitica
(BRINKMANN et al., 1978). Assim, os indices elevados de glicogénio sdo indicativos
para possiveis melhores resultados na recuperagao do tecido hepatico e reducéao
dos danos (TANG et al., 2007; TAUTENHAHN et al., 2016). A hipoglicemia, por sua
vez, degrada o glicogénio hepatico e, consequentemente, é afetada a regeneragcao
do figado. (DING et al., 2019). Nesse sentido, o ADF pode prejudicar a sintese de
glicogénio e comprometer o reparo hepatico.

Ao analisarmos nossos resultados, € observado que o tratamento com PZQ
levou a uma reducgao de glicogénio nos grupos HSD, devido ao provavel menor dano
hepatico neste grupo. Esse resultado pode ser elucidado por Dos Reis et al. (2022),
gue nao relaciona o acumulo de glicogénio somente com a ingestao caldrica, mas
também aos fatores hormonais e inflamatérios que regulam a glicogénese. Mesmo a
carga parasitaria nao apresentando diferenca, nao é possivel dizer que a resposta
inflamatadria foi da mesma maneira.

Dado os resultados desse estudo e da literatura, é possivel dizer que o S.
mansoni induz alteragdes consideraveis na histoarquitetura hepatica. Essas
alteracgdes sao agravadas pela ADF e atenuadas pela dieta HSD e tratamento PZQ.
A ocupacédo do tecido hepatico em decorréncia dos granulomas é responsavel por
promover a reducdo do parénquima do figado. Entretanto, outros fatores também
sdo responsaveis por essa redugdo, como ectasia dos sinusoides e aumento do
espaco intersticial. A regeneragao hepatica ocorre, predominantemente, por meio da
proliferagdo de hepatocitos (MICHALOPOULOS, 2007). No entanto, alguns estudos
também relatam a ocorréncia de hipertrofia dos hepatdcitos no figado regenerado
(HAGA et al.,, 2009). Segundo Miyaoka et al. (2012), a hipertrofia antecede a
proliferacdo celular, sendo que ambos os processos contribuem de forma quase

equivalente para a restauragao do tecido hepatico.
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Além disso, o figado adulto apresenta uma grande quantidade de hepatécitos
binucleados, cujo numero tende a diminuir durante a regeneragao tecidual
(GERLYNG et al.,, 1993). De acordo com Saeter, Schwarze e Seglen (1988), a
reducdo das ceélulas binucleadas pode ser atribuida tanto a menor taxa de
binucleacdo quanto a diluicao proliferativa dessas células previamente existentes.
Ainda, o aumento da fracdo de hepatdcitos poliploides tem sido associado a
gravidade de lesdes hepaticas cronicas (TOYODA et al., 2005). Nesse contexto, o
estudo de Dos Reis et al. (2022) demonstrou a dieta ADF com um aumento no
numero de hepatdcitos binucleados e auséncia de hipertrofia, aspectos que se
correlacionam com uma pior evolugao do quadro hepatico e os grupos submetidos a
dieta HSD e ao tratamento com PZQ apresentaram efeitos benéficos, que se
associaram a uma melhor resolucdo da lesdo infecciosa. Em contrapartida, os
resultados do parametro de binucleados apresentados nessa pesquisa nao

apresentaram diferengas entre os grupos.

8. CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo indicam que o estado nutricional pode causar
efeitos na evolugdo da esquistossomose mansoénica, influenciando diretamente os
efeitos histopatolégicos hepaticos e a eficacia terapéutica do PZQ. A partir da
analise morfométrica e histolégica do tecido hepatico de camundongos BALB/c
infectados por Schistosoma mansoni, foi possivel observar que o tratamento com
PZQ apdés 48 dias, mostrou-se eficaz na atenuagdo de aspectos infecciosos e
também contribuiu para a melhora de parametros metabdlicos e estruturais do
figado. Além disso, ressalta-se que o diagnoéstico precoce e o tratamento de inicio
imediato contribuem significativamente para evitar o comprometimento irreversivel
do figado, o que potencializa os efeitos benéficos do PZQ, mesmo que em diferentes
contextos nutricionais.

Em sintese, evidencia-se a necessidade de considerar o estado nutricional
como fator critico no manejo da doenga, indicando que intervencdes dietéticas
adequadas podem otimizar a terapia antiparasitaria. Estudos futuros ainda sao
necessarios para aprofundar os mecanismos moleculares dessas interagdes,

especialmente no imunometabolismo e na regeneragao hepatica.
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