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RESUMO

ROSA, Aline Aparecida da. Alteracdes no tecido esplénico e perfil da resposta
imunologica de camundongos esquistossomoticos submetidos a ingestéo de etanol.
2019.79f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2019.

Na infeccdo esquistossomotica mansénica, o baco é um dos 6rgdos afetados, causando
0 aumento do seu volume (esplenomegalia). A ingestdo de etanol através de bebidas
alcoolicas pode causar atrofia do baco e interferir na atividade imunologica. Para se ter
conhecimento desta associacdo sobre o baco e no perfil de resposta imunoldgica, foram
utilizados camundongos machos como modelo experimental. Um grupo desses animais (n=5)
nédo foram infectados e nem receberam etanol (Grupo C), outro grupo (n=5) n&o foi infectado,
porém recebeu por via oral (gavagem), 200 pL/dia/animal de etanol a 18%, durante 28 dias
consecutivos (Grupo CE). Os demais animais foram infectados com 80 cercarias (Cepa BH)
de S. mansoni, sendo um grupo (n=7) mantido apenas a infeccdo (Grupo I), € no outro grupo
(n=7) foi administrado o etanol (28 dias consecutivos) iniciando-se na quinta semana de
infeccdo indo até o final do experimento (Grupo IE). Na nona semana de infeccdo, ao término
da gavagem, todos os animais foram eutanasiados e o contetdo do lavado peritoneal (em meio
RPMI) foi recolhido para a obtencdo de citocinas produzidas por células peritoneais. O bacgo
foi retirado, clivado longitudinalmente em duas partes. Uma destas partes foi fixada e
submetida a processamento histoldgico de rotina e os cortes histologicos corados em H&E e
Reticulina de Gomori. O outro fragmento foi macerado (em fluxo laminar) e a suspensdo de
células, apds o ajuste de concentracdo de células (2x10°), foi plaqueada para obtencdo de
citocinas produzidas por células do baco. Analises bioquimicas e sanguineas (leucograma)
também foram realizadas. As alteracGes no baco foram avaliadas através das analises
histopatoldgica e estereoldgica (sistema de teste D36), morfometria de polpa branca e
quantificacdo de megacariocitos. As citocinas produzidas por células do peritoenais e do baco
foram dosadas por citometria de fluxo (Citometric Bead Array). Os resultados das analises
bioquimicas mostraram aumento significativo da glicose (+ 71%; p=0,0079), do colesterol (+
22%; p=0,0079), do HDL (+ 27%; p= 0,0079) e da albumina (+ 30%; p= 0,0079) no grupo IE
em relacdo ao grupo I. As analises no tecido esplénico do grupo IE mostraram aumento na
quantidade de trabéculas e de megacaridcitos, diminuicdo das fibras reticulares, bem como
alteracdes organizacionais na polpa branca e polpa vermelha. A citocina IL-6 produzida pelas
celulas peritoneais apresentou aumento significativo (+32200; p=0,0018) no grupo IE, quando
comparado ao grupo C. As alteracdes encontradas neste estudo demonstram que a ingestao de
etanol interfere em alguns par@metros da infeccdo esquistossomética experimental, como as
alteracGes no tecido esplénico e no padrdo da produgdo das citocinas.

Palavras-chave: Esquistossomose mansonica. Etanol. Bago. Resposta Imunolodgica. Citocinas.



ABSTRACT

ROSA, Aline Aparecida da. Changes in splenic tissue and immune response profile of
schistosomiasis-infected mice submitted to ethanol intake. 2019. 79 f. Dissertacao
(Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

In schistosomiasis mansoni infection, the spleen is one of the affected organs, causing
the increase of its volume (splenomegaly). Ingestion of ethanol through alcoholic beverages
can cause spleen atrophy and interfere with immune activity. To gain insight of this
association on the spleen and in the immunological response profile, male mice were used as
the experimental model. One group of these animals (n = 5) were neither infected nor received
ethanol (Group C), another group (n = 5) was not infected, but received orally (gavage) 200
uL / day of ethanol 18% for 28 consecutive days (CE Group). The remaining animals were
infected with 80 cercariae (BH strain) of S. mansoni, with one group (n = 7) being maintained
the infection only (Group 1), and in the other group (n = 7) was administered ethanol (28
consecutive days) beginning on the fifth week of infection, going to the end of the experiment
(IE group). At the ninth week of infection, at the end of the gavage, all animals were
euthanized and the content of the peritoneal lavage (in RPMI medium) was collected to obtain
cytokines produced by peritoneal cells. The spleen was removed, cleaved longitudinally into
two parts. One of these parts was fixed and submitted to routine histological processing and
histological sections stained in H&E and Gomori reticulin. The other fragment was macerated
(in laminar flow) and the cell suspension, after adjustment of cell concentration (2x10°), was
plated to obtain cytokines produced by lymphocytes. Biochemical and blood analyzes
(leukogram) were also performed. Spleen alterations were evaluated through
histopathological and stereological analysis (test system D36), white pulp morphometry and
megakaryocyte quantification. Cytokines produced by peritoneal cells and lymphocytes were
measured by flow cytometry (Citometric Bead Array). The results of the biochemical analysis
showed a significant increase of glucose (+ 71%; p=0.0079), cholesterol (+ 22%; p= 0.0079),
HDL (+ 27%; p= 0.0079) and albumin (+ 30%; p= 0.0079) in the IE group in relation to
group . The analyzes in the splenic tissue of the IE group showed an increase in the amount
of trabeculae and megakaryocytes, decrease in reticular fibers, as well as organizational
changes in white pulp and red pulp. The IL-6 cytokine produced by the peritoneal cells
presented a significant increase (+32200; p = 0.0018) in the IE group when compared to the C
group. Changes in this study demonstrate that ethanol ingestion interferes in some
experimental parameters of schistosome infection, such as changes in spleen tissue and in the
pattern of cytokine production.

Keywords: Schistosomiasis mansoni. Ethanol. Spleen. Immune response. Cytokines.
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INTRODUCAO

Aspectos epidemioldgicos da esquistossomose

A esquistossomose € considerada uma das doencas tropicais mais importantes no
mundo. Estima-se que pelo menos 249 milhGes de pessoas estejam infectadas em cerca de 78
paises (LEITE et al.,, 2016). No Brasil, a esquistossomose é causada pelo trematddeo
digenético Schistosoma mansoni Sambon, 1907, e € uma das doencgas que configuram o
quadro de prioridades no Plano Integrado de AcOes Estratégicas de Eliminacdo de Doencas
Negligenciadas (BRASIL, 2013).

Cerca de 20 milhGes de pessoas vivem em areas com risco de contrair a doenca no
pais, no qual as areas endémicas da doenca abrangem ao todo 19 estados, principalmente na
regido nordeste e sudeste (MARTINS-MELO et al., 2015). Embora o recente Inquérito
Nacional da Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e Geo- helmintoses tenha apontado um
decréscimo na positividade da esquistossomose, que passou de 9,24% em 1977 para 1,79%
atualmente, a doenca ainda representa um grande problema de saude publica, principalmente
por se tratar de uma doenca negligenciada que esta diretamente relacionada a pobreza (KATZ,
2018) (Figura 1).

A permanéncia da esquistossomose mansdnica no pais, estd ligada a fatores
preponderantes como: renda familiar, nivel de escolaridade, acesso a informacédo e condi¢des
de saneamento basico. Nas areas endémicas da doenca, inUmeras fontes de agua utilizadas
para fins domésticos ou de recreacdo, sdo consideradas de alto risco de transmissdo, e cabe
ressaltar, que o risco de contrair a infecgdo nesses locais ndo é eventual, ja que os moradores
dependem dessas fontes hidricas. Além deste fato, mesmo as areas indenes, podem apresentar
condicdes favoraveis para novos focos de transmissdo, devido a fatores ambientais
(ocorréncia do hospedeiro intermediario) e sociais (condi¢des econémicas, de saneamento e
abastecimento de agua precérios) (BRASIL, 2014; DRUMMOND, 2014). Somente no ano de
2016, cerca de 4900 casos, incluindo as formas graves da doenca, foram confirmados em
areas ndo endémicas do pais, mostrando a importancia de politicas de prevencdo e controle
desta parasitose pelos gestores da satde publica no Brasil (BRASIL, 2017).

Os sintomas da esquistossomose podem variar devido a fatores como: exposicao
prévia ao parasito, carga parasitaria e reatividade do hospedeiro (BINA; PRATA, 2003).

Frequentemente, habitantes de areas endémicas e que estdo constantemente em contato com
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o0s antigenos do parasito, apresentam poucos sintomas (BINA; PRATA, 2003), dificultando o
diagnostico.

A técnica de Kato-Katz (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972) é considerada pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS), o padrdo-ouro para detec¢do da esquistossomose,
devido ao seu baixo custo, sua facil manipulacdo, e por ser um método quantitativo. No
entanto, alguns autores (KONGS et al., 2001; GRENFELL et al., 2013) ndo a consideram
como a mais eficaz para identificar pessoas com baixa carga parasitaria. Diante deste fato,
outras técnicas estdo sendo estudadas e aprimoradas, como o metodo do gradiente salino
(COELHO et al., 2009), Helmintex® (TEIXEIRA et al., 2007), técnicas moleculares (ENK;
OLIVEIRA E SILVA; RODRIGUES, 2012; INACIA GOMES et al., 2010) e o teste
imunoldgico denominado de POC-CCA (COLLEY et al., 2013; VAN DAM et al., 2004), que
apresentaram resultados promissores para utilizacdo em &reas de baixa carga parasitaria. O
POC-CCA detecta antigenos circulantes através da urina com alta sensibilidade e
especificidade. Seu formato laboratorial, como teste de tira, permite diagnosticar a infeccao
em campo. Em um recente estudo realizado em éarea endémica (baixa carga parasitaria),
mostrou que a positividade com o teste POC-CCA foi significativamente maior do que os
resultados obtidos através do método Kato Katz (BEZERRA et al., 2018).

Figura 1 - Mapa de distribuicdo da esquistossomose no Brasil
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Fonte: KATZ, 2018.
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O parasito e o seu ciclo biolégico
O S. mansoni é um trematddeo, que contrariando a generalidade da sua classe,
apresenta sexos separados, com dimorfismo sexual (KASTNER et al., 1975; NEVES et al.,

2004) (Figura 2).

Figura 2 - Vermes adultos acasalados de Schistosoma mansoni corados por carmim cloridrico

Fonte: MACHADO E SILVA; NEVES; GOMES, 2008.

A espécie foi introduzida no Brasil devido ao trafico de escravos infectados, oriundos
do continente africano entre o seculo XVI e XVII (KATZ, 2018). Muitos deles, também
estavam infectados pelo Schistosoma haematobium Bilharz, 1852, no entanto, s6 a primeira
espécie se manteve e perpetuou, devido & presenca dos hospedeiros intermediarios, que sao
moluscos de dgua doce do género Biomphalaria, amplamente difundidos no pais. Ao todo 3
espécies destes moluscos sdo suscetiveis ao S. mansoni: B.glabrata Say, 1818, B. straminea
Dunker, 1848 e B. tenagophila Orbigny, 1835 (MARCHIORI, 1999).

O ciclo biolégico do S mansoni se inicia quando o hospedeiro vertebrado (alguns
mamiferos como o0 homem) infectado, libera ovos viaveis junto as fezes que, em contato com
a agua doce, se rompem e permitem a saida da forma larvaria ciliada, denominada miracidio.
Estes, penetram no caramujo (hospedeiro intermediario), onde se multiplicam, tornando-se
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cercarias (forma infectante do hospedeiro vertebrado) (SIMOES et al., 2017). As cercarias,
apos 4 a 6 semanas, comegam a sair do caramujo pelas partes moles em grande nimero. Em
contato com cole¢des d’agua contaminadas, 0 hospedeiro vertebrado € infectado pelas
cercarias que penetram através da pele. Em seguida, as cercarias perdem a cauda,
transformando-se em esquistossomulos, que caem na circulagcdo sanguinea e migram por ela,
passando pelo coragcdo e pulmdo, até chegarem no sistema porta hepatico, onde as formas
jovens amadurecem sexualmente (macho e fémea) e acasalam-se. Ap6s o acasalamento, 0s
helmintos adultos deslocam-se contra a corrente sanguinea para as veias mesentéricas, onde a
fémea inicia a postura de ovos. Alguns destes ovos atravessam a parede do intestino, sendo
liberados junto com as fezes, reiniciando o ciclo biolégico (LAMBERTUCCI, 2010;
MCMANUS et al., 2018). No entanto, muitos ovos sdo arrastados pelo fluxo sanguineo e
acabam retidos nos capilares de orgdos (Figura 3) como o figado, principalmente
(ALENCAR et al., 2016).

Os danos diretos causados pela presenca dos vermes adultos no hospedeiro sdo
minimos, no entanto, os ovos retidos nos tecidos, iniciam uma intensa resposta inflamatoria
granulomatosa (BICA; HAMER; STADECKER, 2000). Os ovos secretam um antigeno
soltvel, responsavel pelo desencadeamento de um complexo fisiopatoldgico reacional, que
promove a formacdo do granuloma (LINS et al., 2008). Esta liberacdo de antigeno, a partir
dos ovos, induz a mobilizacdo de macréfagos, eosinofilos, linfocitos e plasmdcitos, seguido
da producéo de fibras de coldgeno que envolvem toda a lesdo (LENZI et al., 1998; SOUZA et
al.,, 2011). Durante seu desenvolvimento, os granulomas esquistossométicos possuem
diferentes estagios de maturacdo, apresentando desde as formas iniciais com predominancia

celular, aos estgios cicatriciais com grande quantidade de colageno (LENZI et al., 1998).
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Figura 3 — Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni
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Fonte: MCMANUS et al., 2018. Adaptado.

O baco e as alteracOes esplénicas durante a esquistossomose

Macico e alongado, o bago possui coloracdo vermelho-escuro a azul- arroxeado e esta
situado a esquerda na cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma e atrds do estdmago.
Este 6rgdo, possui participacdo na circulagdo porta, no sistema imunoldgico e é o maior 6rgdo
linfatico secundario do organismo. Suas fung¢des incluem filtrar todas as particulas estranhas
da corrente sanguinea pela fagocitose, participacdo na resposta imune contra antigenos
provenientes do sangue, producao e destruicdo de células hematoldgicas, além de ser um local
de armazenamento de hemacias e plaquetas (MEBIUS; KRAAL, 2005).

O interior do bago é composto por dois compartimentos com funcdes e morfologia que
se diferem: a polpa vermelha e a polpa branca. Externamente, é revestido por uma céapsula
composta de tecido fibroso denso, fibras elasticas e musculo liso. Esta capsula emite
trabéculas para o parénquima esplénico, que sdo estruturas irregulares de musculo liso e de
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tecido fibroelastico. Essas trabéculas, também possuem vasos sanguineos, vasos linfaticos
eferentes, pelos quais os linfocitos migram para os linfonodos esplénicos, além de nervos. As
artérias e veias esplénicas adentram ao 6rgao através do hilo (CESTA, 2006).

A polpa vermelha é composta por uma rede tridimensional de cordBes esplénicos e
seios venosos. Estes corddes, sdo compostos por fibras reticulares (coladgeno tipo Ill) e
macrofagos associados (SAITO et al.,, 1988), que funcionam como um filtro que retira
material estranho e hemacias danificadas, bem como, um local de armazenamento de ferro,
hemacias e plaquetas. Em roedores, € um sitio de hematopoiese, particularmente em animais
fetais e neonatais (NOLTE et al., 2002; BALOGH; HORVATH; SZAKAL, 2004).

A polpa branca é um agregado de celulas linfoides que circundam as artérias
esplénicas. Esta estrutura é subdividida em trés zonas: (1) a bainha linfoide periarteriolar
(PALS) — composta por linfocitos T em maturacao; (2) os foliculos linfoides — se formam a
partir de expansdes em alguns pontos da PALS, para um dos lados das artérias, formando
nddulos compostos, principalmente, por linfocitos B; (3) a zona marginal — regido interface
entre a polpa branca e a polpa vermelha apresentando grande concentracdo de linfdcitos,
macrofagos e células dendriticas. As fungdes da polpa branca, incluem a fagocitose de
antigenos provenientes da circulagdo sanguinea, e apresentacdo destes antigenos para 0s
linfocitos T, provocando assim a ativacao dos linfocitos T e B e a producdo de anticorpos que
deixardo o bago por meio dos vasos linfaticos eferentes (BATISTA et al., 2005).

O baco reage a infecGes gerais, no entanto, raramente, € o local primario de doengas.
Os macrdfagos em seus corddes esplénicos, exercem ativamente a fagocitose sobre as células
e agente infecciosos (DA SILVA et al., 2012). Inclusive, sua relevancia na remocao de
algumas espécies importantes de bactérias encapsuladas no sangue, ja foi extensivamente,
estudada, sendo bem aceita atualmente (MARQUES et al., 2002).

Na infeccdo esquistossomdtica, o baco é um dos importantes érgdos afetados e o
aumento do seu volume (esplenomegalia) é decorrente de dois importantes fatores: acéo
constante da pressdo com estase sanguinea sobre sua estrutura esponjosa e um processo de
hiperatividade imunolégica (DKHIL et al., 2017). A ocorréncia destes fatores sdo uma
consequéncia reacional que se inicia devido aos ovos do helminto. Os que ndo cairam na luz
intestinal, para dar continuidade ao ciclo, sdo carreados pela corrente sanguinea e acabam
retidos no tecido do hospedeiro, especialmente, no figado, intestino, baco e pulmdes (LENZI
et al., 1998; SOUZA et al., 2011; MCMANUS et al., 2018). Ao seu redor, se inicia uma
reacdo inflamatdria (granulomas) (Figura 4), caracterizando a patologia da esquistossomose.
No decurso da infeccdo, esta reacdo granulomatosa, acarreta o surgimento de fibrose hepaética,

alterando o fluxo sanguineo hepatico que, entéo, se torna hepatofugal, resultando em aumento
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de fluxo e estase no sistema venoso colateral, principalmente, na veia esplénica, aumentando
a carenagem das linhagens sanguineas no baco, com consequente desenvolvimento da
esplenomegalia (CORREIA et al., 2009).

Embora a maioria dos individuos infectados pelo S. mansoni sejam assintomaticos, em
5% a 10% dos casos, a fibrose periportal hepética resulta em doenca grave, incluindo
hipertensdo portal, esplenomegalia e varizes esofagicas (FERREIRA et al., 2017).

FREITAS et al.,, (1999) mostraram através de estudo morfométrico do tecido
esplénico, que o aumento do baco na infeccdo esquistossomdtica ndo se deve somente a
expansdo congestiva da polpa vermelha, mas também esté ligado ao aumento das trabéculas
fibrosas. Também ocorreram vérias alteracdes na polpa branca, consideradas pelos autores
imprevisiveis e variaveis, pois alguns foliculos aparentavam estar aumentados e com centro

largo e claro, enquanto outros eram atroficos e possuiam niveis de fibrose.

Figura 4 - Granuloma esquistossomético no tecido esplénico
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Fonte: DA SILVA et al., 2012.
Parametros bioquimicos na esquistossomose
Por se tratar de um parasito sanguineo, os vermes de S.mansoni sdo altamente

dependentes do metabolismo do hospedeiro e alteracdes fisiologicas podem ser fatores
importantes no curso da infeccao, influenciando a relagdo parasito-hospedeiro (ALENCAR et
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al., 2016). Durante a infeccdo esquistossomoética ocorrem alteragfes envolvendo tanto o
metabolismo proteico quanto o lipidico. Em relacdo as alteragdes bioquimicas do
metabolismo proteico, pode se destacar a redu¢édo das albuminemias e elevagéo das globulinas
(especialmente da fracdo gama) (COUTINHO, 2008).

Pesquisas demonstram que a esquistossomose contribui para 0 agravamento de uma
desnutricdo antecedente. Estes agravos ocorrem devido a quatro fatores fundamentais:
reducdo da ingestdo de nutrientes devido a falta de apetite; reducao na absorcéo dos nutrientes
pelo trato gastrointestinal em decorréncia das lesdes da parede do intestino; reducdo na
utilizacdo dos nutrientes, principalmente, decorrentes de lesdes hepaticas; e, finalmente, a
excrecdo anormal de nutrientes e eletrolitos. Através de estudos associando a desnutrigdo e a
infeccdo esquistossomotica, observou-se uma reducdo das proteinas totais no soro, com
hipoalbuminemia relevante, nos animais esquistossomoticos desnutridos quando comparados
aos animais eutroficos (COUTINHO et al., 1991).

Em relacio ao metabolismo de lipidios durante a esquistossomose, estudos
demonstram uma diminuicdo na concentracdo sanguinea de lipidios e fosfolipidios, e reducéo
da fracdo éster do colesterol ( MULLER et al., 2001; DOENHOFF et al., 2002; RAMOS et
al., 2004; NEVES et al., 2006; ALENCAR et al., 2016). RAMOS et al., (2004) também
encontraram reducdo nas taxas dos lipidios plasmaticos: colesterol total, triglicerideos e
fosfolipidios, em primatas ndo humanos Callithrix jacchus (sagui) infectados com o
trematodeo. Segundo o autor, este modelo experimental possui a composicdo lipidica e das
proteinas plasmaticas bastante similares aquelas encontradas em plasma de humanos.

Os danos no tecido hepatico devido a formacgdo dos granulomas esquistossométicos
podem causar alteracfes na sintese de proteinas, concentracdes reduzidas de lipoproteinas,
alteracdes na contagem de indices sanguineos, como neutropenia, linfopenia e eosinofilia, e
um aumento nos niveis de enzimas hepéaticas (COUTINHO, 2008). A dosagem dos niveis
séricos de enzimas como y-GT, fosfatase alcalina, transaminase glutdmico oxalacética (TGO)
e transaminase glutdmico pirdvica (TGP) pode avaliar o grau destas lesGes hepaticas
(TANABE, 2003). SILVA, (2018) em seus estudos observaram niveis circulantes aumentados

destas enzimas hepaticas em pacientes esquistossomaticos.
O perfil da resposta imunoldgica na esquistossomose
A esquistossomose é classificada clinicamente em fase aguda e fase cronica. A fase

aguda ¢ dividida em dois periodos: o pré patente, antes da oviposi¢do e o patente, apds a
oviposicdo (HIATT etal., 1979).
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Acredita-se que os antigenos dos esquistossdbmulos, sejam 0s principais responsaveis
pela resposta imunoldgica na fase pré-patente da infeccdo ( HIATT et al., 1979; CAPRON,;
DESSAINT, 1985; BUTTERWORTH et al., 1994) onde prevalece a resposta imune do tipo 1
(Thl), com elevada producdo de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), interferon gama
(IFN-y) e interleucinas 2 (IL-2), 6 (IL-6) e 12 (IL-12) ( VELLA; HULSEBOSCH; PEARCE,
1992; HOFFMANN; CHEEVER; WYNN, 2000; PEARCE; MACDONALD, 2002).

Ap0ls o inicio da oviposicdo, que ocorre a partir de 5-6 semanas de infeccdo, os
antigenos provenientes dos ovos do parasito, retidos nos tecidos do hospedeiro, mobilizam a
producdo das interleucinas 4 (IL-4) e 5 (IL-5), sendo estas, responsaveis pelo estimulo aos
eosinofilos circulantes e @ uma produgdo de imunoglobulina E (IgE). O aumento de 1L-10 e
IL-13, neste mesmo periodo, induz a inibicdo na producéo de citocinas da resposta inicial (IL-
12, TNF-a e IFN-y), estimulando uma alteracdo do tipo de resposta imune de perfil Thl para
o perfil Th2 (CANDIDO et al., 2017). Na resposta do tipo Th2, ocorre a producdo das
citocinas 1L-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, que estimulam a proliferacdo de linfdcitos B,
producdo de imunoglobulina E (IgE) e imunoglobulina G (IgG), e diferenciacdo de
eosinofilos e mastdcitos (CANDIDO et al., 2017). Esta modulacdo na resposta imunoldgica €
primordial para o recrutamento e ativacdo de tipos celulares responsaveis pela formacéo dos
granulomas (CASTRO, 2016) (Figura 5).

Na fase crbnica da infeccdo esquistossomética, a resposta do tipo 1 é completamente
reduzida e as fungdes inerentes a resposta do tipo 2, bem como a eosinofilia e a producao de
anticorpos permanecem (PEARCE; MACDONALD, 2002; ABDALA, 2012).
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Figura 5 — Balanco da producdo de citocinas Thl e Th2 e Treg em infeccdo primaria por
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Fonte: DUNNE; COOKE, 2005.

O consumo de etanol e sua agdo no organismo

De acordo com o Relatério de Status Global sobre Alcool e Satde de 2018 , divulgado
pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2018), cerca de 5,3% de todas as mortes globais,
foram atribuidas ao consumo de bebida alcoolica, sendo esta causa, maior do que doencas
como tuberculose, HIV / AIDS e diabetes. Este mesmo relatorio, aponta que 6,9% das mortes
no Brasil em 2016 foram atribuidas ao abuso do consumo de alcool, e destas, 69,5% (homens)
e 42,6 % (mulheres) foram causadas por doencas hepaticas decorrentes deste abuso. Estima-se

que 5,6% dos brasileiros preencham critérios para abuso ou dependéncia de bebidas



26

alcodlicas, sendo o etilismo, um sério problema de saude publica que tem aumentado,
progressivamente, acarretando altos custos ao sistema de satde (MANGUEIRA et al., 2015).

O principal 6rgao envolvido no metabolismo dessa substancia € o figado, sendo este
Orgdo entdo, o mais suscetivel aos produtos toxicos gerados na metabolizacdo desta substancia
(SHUKLA; LIM, 2013). A doenca hepética alcodlica (DHA) é a primeira manifestacdo
clinica do abuso da ingestdo de etanol, presente nas bebidas alcodlicas, podendo evoluir para
0 estagio cirrotico e até mesmo cancer ( PARK et al.,, 2006; NAGATA; SUZUKI;
SAKAGUCHI, 2007). Todavia, o abuso agudo e cronico dessa substancia, pode causar
alteracOes estruturais em varios 6rgaos, como atrofia no bago e no timo (COOK, 1998), além
de ser considerado um fator que interfere na atividade imunolégica, provocando a inibi¢éo da
reproducéo das células T CD3", diminuicdo das células T CD8" e, consequentemente, das
suas subpopulacdes distintas, células Thl, Th2 e Thl7 (LANZKE et al., 2017). Segundo
PRUETT; HAN; WU (1994), a ingestdo cronica (8 dias) de etanol em camundongos resultou
em uma diminuicdo no tamanho e nimero de células no timo, bago e linfonodos.

A ingestdo de etanol induz uma modulacdo da resposta imune inata e adaptativa, que
pode variar dependendo do tempo de exposicao a esta substancia, bem como, o seu nivel no
sangue (CREWS et al., 2006). Estudos anteriores mostraram que a capacidade de
apresentacdo de antigenos por mondcitos e células dendriticas, foi diminuida ap6s a exposi¢do
ao etanol ( MANDREKAR et al., 2004; DOLGANIUC et al., 2006).

O abuso de bebidas alcodlicas traz alteragdes comportamentais como maus habitos de
higiene (SILVA et al., 2016), que aumentam o contato com agentes infecciosos, incluindo os
parasitos. Estudos anteriores demonstraram uma frequéncia maior de nematoides intestinais,
especialmente, a espécie Strongyloides stercoralis Bavay, 1876 em alcodlatras (ZAGO-
GOMES et al.,, 2002) mostrando inclusive, que o alcoolismo beneficia a infeccéo,
aumentando a sobrevivéncia deste parasito no duodeno e a liberacdo de suas larvas
(MARQUES et al., 2010).

Esquistossomose x condigdes ndo infecciosas

Os atuais movimentos populacionais migratorios e as alteracdes na dieta e no estilo de
vida que podem afetar as areas endémicas da esquistossomose, tornam estudos que avaliem
comorbidades entre esta parasitose e condi¢cdes ndo infecciosas extremamente relevantes.
Sendo necessarios, principalmente, para avaliar o comportamento da infeccdo e Orgaos

afetados por essas situacdes. Alguns estudos anteriores, j& demonstraram que alteracdes nédo
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infecciosas podem modificar o curso da infecgdo, beneficiando ou néo o helminto e, como
consequéncia, acarretando em maior prejuizo ou ndo, ao organismo do hospedeiro.

NEVES et al., (2007a) em seus estudos sobre os efeitos da dislipidemia durante a
esquistossomose na fase aguda, demonstraram o favorecimento dos helmintos adultos, quando
roedores foram submetidos a uma dieta rica em gordura. Aumentando a quantidade de ovos
liberados pelas fémeas do helminto e, consequentemente, os danos ao hospedeiro. Os lipidios
induzem o parasito a expressar uma proteina de superficie, que possuem receptores de
colesterol circulante. Esta associacdo da proteina e colesterol protege e favorece o parasito
contra a resposta imune do hospedeiro. Esta associagdo, da esquistossomose e dislipidemia,
revelou também uma desorganizagcdo na estrutura do baco com decréscimo de células da
polpa branca e polpa vermelha, e hiperplasia no centro germinativo, comprometendo assim a
geracdo de respostas imunes pelo hospedeiro (DA SILVA et al., 2012).

Camundongos esquistossomaticos desnutridos apresentaram diminuicao no granuloma
periovular, e alteragbes importantes no desenvolvimento dos vermes adultos, quando
comparados aos animais esquistossomoticos bem nutridos ( NEVES et al., 2001; SIMOES et
al., 2002; COUTINHO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004) . Além disto, os animais com
essa comorbidade, produzem uma resposta imune celular e humoral, com titulos de anticorpos
e producdo de citocinas (IFN -y, IL-4 e IL10) em niveis muito mais baixos do que os animais
eutréficos em fase aguda da infeccdo, alterando o perfil padrdo de resposta nesta fase.
(COUTINHO et al., 2010).

Estudo realizado associando a diabetes e a esquistossomose, mostrou gque os helmintos
adultos se beneficiam da glicose, visto que a energia gerada a partir dela, permite que migrem
pelos tecidos, invadam o sistema vascular e escapem do sistema imunoldgico do hospedeiro
(HULSTUIN et al., 2001). Outro estudo, onde se comparou o0s niveis séricos de glicose e
lipidios, entre pacientes com esquistossomose cronica e individuos sem esguistossomose,
constatou que os pacientes com infeccdo por Schistosoma japonicum tinham niveis,
significativamente, mais baixos de glicose, triglicerideos e colesterol do que aqueles sem a
infeccdo (DUAN et al., 2018).

A associagdo entre a esquistossomose e a sindrome metabolica foi demonstrada
utilizando o modelo C57BL/6. Embora tenha havido uma diminui¢do dos niveis lipidicos e da
esteatose no figado do hospedeiro devido a infec¢do, os granulomas periovulares e as
alteracbes decorrentes da sindrome metabolica, como depoésito de fibras de colageno nos
vasos sinusoidais e processos inflamatorios, tornaram as lesGes hepaticas mais intensas
(FILOMENO, 2017).
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Alguns resultados demonstram que as parasitoses, incluindo a esquistossomose,
suprimem as respostas inflamatorias e restauram a homeostase da glicose, melhorando a
sensibilidade a insulina em modelos animais, além da homeostase metabdlica (HUSSAARTS
et al., 2015). Devido a isto, alguns autores até sugerem o uso de parasitoses como terapia para
doencas inflamatérias cronicas ndo bacterianas ( HUSSAARTS et al., 2015; DUAN et al.,
2018).

GOES et al., (2016) analisaram os efeitos da estreptozotocina e da esquistossomose

mansdnica, na biodistribuicdo de Tecnécio sestamibi (*°™

Tc), um radionuclideo amplamente
disponivel para a marcacdo de radiofarmacos utilizados na medicina nuclear. Os resultados
deste estudo, mostraram diminuicao na captacdo de radiofarmacos, principalmente no figado e
no pancreas, que sdo, respectivamente, 6rgaos onde ocorrem alteracdes fisiopatologicas na
esquistossomose mansoénica e no diabetes.

Apesar de poucos, estudos anteriores associando a esquistossomose e a ingestdo de
etanol, j& demostraram alteragdes morfométricas em granulomas esquistossomaticos.
CASTRO et al., (1993) constataram uma reducdo do didmetro dos granulomas hepaticos em
camundongos com 120 dias de infeccdo (fase cronica), submetidos a ingestdo de etanol a 7%
em 4&gua, antes ou apds a infeccdo. Antes disto, ORREGO et al., (1981) submeteu
camundongos a uma dieta liquida contendo em sua composicéo 35% de etanol, onde também
observou reducdo no tamanho dos granulomas hepaticos.

Em recente estudo, a associacao da infeccdo experimental pelo S. mansoni e a ingestao
de etanol a 18% por 28 dias, resultou em diversas alteracdes morfologicas no helminto como:
danos no tegumento dos parasitos machos com modificagdes nos espinhos e tubérculos,
descamacdo tegumentar e lesbes erosivas. Além de alteracfes no sistema reprodutor tanto de
machos quanto de fémeas, resultando em um aumento no nimero de ovos imaturos € mortos
no intestino destes camundongos. No parénquima hepatico, a area dos granulomas aumentou
em todos os estagios evolutivos, e, houveram também outras alteraces além das comuns
durante a infeccdo, como a microesteatose alcoolica, presenca de necrose e infiltrado
mononuclear, caracterizando a hepatite alcodlica, e exacerbando os danos hepaticos
(BRANDAO-BEZERRA, 2016).

Em todas essas associagbes abordadas, houveram alteragbes no helminto
(comportamentais e/ou morfoldgicas), e também no organismo do hospedeiro, corroborando a
importancia deste tipo de estudo.

A esquistossomose, assim como as demais parasitoses, ¢ uma doenca negligenciada e

estd diretamente relacionada a pobreza. Ja o alcoolismo, que € uma doenca cronica, esta
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inserido em todas as classes sociais, causando ao individuo maior vulnerabilidade e podendo
ser considerado um fator de risco para doengas infecciosas, incluindo as parasitoses.

Perante o exposto e devido a prevaléncia e distribuicdo geografica da esquistossomose
e do consumo de alcool, ndo se pode excluir a possibilidade de que individuos tenham esta
comorbidade. E, tendo em vista a escassez de trabalhos acerca desta associagédo, torna-se
preponderante mais estudos que avaliem as alteragbes no organismo decorrentes dessas

situacOes simultaneamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os possiveis efeitos, tanto no tecido esplénico, quanto no perfil da resposta
imunolodgica de camundongos em fase aguda da esquistossomose, submetidos a ingestdo de

etanol.

2.2 Especificos

a) Analisar as possiveis alteracBes sanguineas (celulares e bioquimicas)
provocadas pela infecg¢do esquistossomatica associada a ingestao de etanol;

b) Analisar a producdo de citocinas produzidas pelas células peritoneais e

linfocitos do tecido esplénico;

C) Caracterizar, através de analise histopatoldgica, possiveis alteracdes no tecido

esplénico decorrentes da infec¢do esquistossomética associada a ingestao de etanol;

d) Realizar estudo quantitativo das estruturas do tecido esplénico através da

estereologia utilizando o método D36 e morfometria da polpa branca;

e) Quantificar megacaridcitos no tecido esplénico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os animais utilizados neste estudo foram camundongos da espécie mus musculus,
linhagem Swiss Webster, machos, com 60 dias de vida. Foram utilizados o nimero total de
24 animais sendo, 5 nos grupos ndo infectados e 7 nos grupos infectados.

Durante o experimento 0s animais tiveram livre acesso a agua e ragdo, sendo mantidos
em gaiolas de polipropileno (40 x 33 cm), em uma sala com umidade (60 + 10 %) e
temperatura (21 + 1°C) controladas, expostos a ciclos de luz artificial e escuro (12/12 horas) e

exaustor para circulacao do ar.

3.2 Comité de Etica

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentaco
Animal, do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (Universidade do Estado do Rio
de Janeiro - UERJ), sob o protocolo de nimero CEUA/009/2015.

3.3 Infeccdo experimental

Para a infeccdo experimental, foram utilizadas cercarias da cepa BH (Belo Horizonte),
do S. mansoni, fornecidas pelo Laboratério de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ, que foram injetadas por via subcutanea no dorso dos animais (+80 por animal). Os
animais ndo infectados foram mantidos como controles negativos.

Para confirmar a infeccdo experimental, o0 método de Kato-Katz (KATZ; CHAVES;
PELLEGRINO, 1972) foi realizado 8 semanas ap0s a infecgdo (Figura 6).
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3.4 Administracéo do etanol

Neste estudo, dois grupos de animais receberam durante 28 dias consecutivos, uma
vez ao dia, 200 ul de etanol 18%. A administragcdo ocorreu por via oral, com o auxilio de uma
canula acoplada a uma seringa (gavagem). No grupo infectado, a ingestdo do etanol iniciou-se
na quinta, estendendo-se até a nona semana de infeccdo (BRANDAO-BEZERRA, 2016).

O teor alcodlico de 18% equivale a bebidas como saqués e alguns vinhos,
especialmente o vinho do porto e vermute. Por se tratar de um estudo inédito, escolheu-se esta
porcentagem como um meio termo entre as bebidas mais consumidas: a cerveja, cujo teor
alcoolico varia entre 5% e 9%, e as bebidas destiladas como vodka, cachaca e uisque, que
possuem teor alcodlico acima de 38%. Ao final deste experimento cada animal ingeriu o total
de 5,6 mL de etanol 18% ou 1,008 mL de etanol.

Devido ao estresse gerado nos animais pela ingestdo do etanol por gavagem
diariamente, e, para que houvesse um padrdo entre todos 0s grupos, 0s outros animais,
separados em dois grupos, receberam também pelo mesmo método, 200 pL de dgua destilada
durante o mesmo periodo (Figura 6).

Figura 6- Desenho experimental

/\
60 dias de vida . "
i 92 semana de infeccédo
Infeccao Necropsia
Swiss Webster 52 semana de infeccdo
Machos Ingestdo de etanol a 18% por 28
Grupos Controle N =5 dias consecutivos
Grupos Infectados N =7

3.5 Grupos Experimentais

Os animais foram separados em 4 grupos de estudo, sendo um ndmero de 5 animais
nos grupos controles, e 7 animais nos grupos infectados pelo Schistosoma mansoni (Quadro
1).
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Quadrol- Grupos experimentais

Grupo C ndo infectado e sem etanol (controle);

Grupo CE | néo infectado e com ingestéo de etanol 18%, durante 28 dias;

Grupo | infectado e sem etanol;

Grupo IE infectado e com ingestdo de etanol 18%, durante 28 dias.

3.6 Biometria dos animais

A massa corporal dos animais foi mensurada com o uso de balanga de preciséo, no
mesmo dia em que foram eutanasiados. Apds a sua retirada, o baco também foi mensurado

com o0 uso de balanca de precisao.

3.7 Distensao sanguinea

A distensdo sanguinea foi realizada afim de analisar se ha diferenca, ou ndo, em alguns
tipos celulares sanguineos entre os grupos de estudo. Para tal, no dia anterior a data da
necropsia de cada grupo, foi feito um pequeno corte na cauda de cada animal e uma gota de
sangue foi distendida em lamina histolégica. Estas laminas entdo foram coradas com o

corante hematoldgico panético (Laborclin), conforme o quadro 2 para posterior analise.

Quadro 2- Protocolo do corante hematoldgico Panético

REAGENTES SUBMERSAOQ/ TEMPO

1 - Fixador — Solucéo de Trarilmetano a Movimentos continuos para cima e para

0,1% baixo por 5 segundos.

2 - Corante — Solucdo de Xantenos a 0,1% | Movimentos continuos para cima e para

baixo por 5 segundos.

3 - Corante - Solucédo de Tiazinas a 0,1% | Movimentos continuos para cima e para

baixo por 5 segundos.

4 - Agua Deionizada Tamponada - (pH 7) | Lavar ap6s o UGltimo corante e deixar

escorrer 0 excesso da agua.
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3.8 Leucograma

Ap0s a secagem, para realizar a contagem diferencial dos leucdécitos, as 1dminas foram
lidas em microscopia de luz, no microscopio Olympus Standard modelo CX-21. Para
compensar a ma distribuicdo dos leucdcitos entre o centro e a borda da distensdo, nesta
contagem foi utilizado o método de Ameia Modificado (Figura 7) onde sdo contados dois
campos paralelos e perto da borda da distensdo, depois quatro campos em angulo reto e dois
campos paralelos ao bordo, até completar as 100 células (BAIN, 2016). Foram considerados

0s seguintes tipos celulares: linfdcitos, neutrofilos, bastdes, mondcitos e eosinofilos.

Figura 7 - O esquema acima demonstra a técnica utilizada para a leitura da distensdo

sanguinea pelo método de Ameia Modificado

Fonte: BAIN, 2016.

3.9 Necropsia

A eutanasia dos animais ocorreu ap6s 9 semanas de infeccdo. Momentos antes,
injetou-se 100 pL de heparina (anticoagulante) nos animais que apds o 6bito, em camara de
CO,, tiveram a cavidade toracica aberta para obtencdo do sangue através de puncéo cardiaca.

3.10 Dosagens Bioquimicas

As amostras de sangue obtidas foram acondicionadas em microtubos e,
posteriormente, foram centrifugadas (2.500 RPM por 20 minutos) para obtencéo do soro, que
foi congelado e mantido a temperatura de -20°C, para posterior dosagem bioquimica no

equipamento semiautomatico Bioclin 100.
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Para medir o nivel de glicose no sangue dos animais adicionou-se uma gota de sangue
em uma tira-teste de glicemia (Lote S03150, validade 12/04/2017) e lida no glicosimetro G-
Tech.

Para o lipidograma, todos os lipidios foram extraidos pelo teste enzimatico
colorimétrico, onde foram dosados o colesterol total, as lipoproteinas de alta densidade (HDL)
e o triglicerideo. Enquanto que, para obter os valores das lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) e das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), foram utilizados o0s

seguintes calculos:

Triglicerideo

Colesterol VLDL = z

Colesterol LDL = Colesterol total — (Colesterol HDL + Colesterol VLDL)

Todos os resultados obtidos no lipidograma foram expressos em mg/dl.

Para obter os resultados do hepatograma foram utilizados tanto testes enzimaticos
colorimétricos quanto testes cinéticos. Dos testes colorimétricos foram dosadas proteinas
totais e albumina e, dos testes cinéticos foram dosados TGO, TGP, fosfatase alcalina e y-gt.
Os resultados de TGO/AST, TGP/ALT, fosfatase alcalina e y -GT foram expressos em U/L,
enquanto que os resultados de albumina e proteinas totais foram expressos em g/dL.

Para validacdo e liberacdo do equipamento foram utilizados os controles de qualidade
controle normal Biocontrol N (Lote 0053, validade 06/2018) e o controle patoldgico
Biocontrol P (Lote 0041, validade 04/2018), ambos da marca Bioclin.

As orientagdes do fabricante dos Kits utilizados (Bioclin) foram aplicadas para todas as
avaliacOes descritas previamente. Segue no quadro 3, as informacgdes sobre lote e referéncia

de cada analito.

Quadro 3 — Testes bioquimicos realizados

Analitos Referéncia Lote
Colesterol total K083-2 0036
Triglicerideo K117-2 0018
HDL K071-23 0082
TGO/AST K048-6 0081
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TGP/ALT K049-6 0078
Fosfatase alcalina K021-1 0045
Gama GT K080-2 0044
Albumina K04 0126

Proteinas totais K031-1 0135

3.11 Obtencéao de células peritoneais para dosagem de citocinas

Para a obtencdo das células peritoneais e dosagem de citocinas produzidas por estas,
logo apds a puncéo cardiaca injetou-se 5 mL de meio RPMI no peritdnio de cada animal, que
foram brevemente massageados para homogeneizacdo. Posteriormente, foi retirado do
peritbnio dos animais em torno de 4 mL deste conteddo que foram mantidos em tubos cénicos
de 15 mL e acondicionados no gelo. Este material entdo, foi centrifugado por 10 minutos, 480
g a 4°C e o sobrenadante deste contetdo foi separado em microtubos (Eppendorf) de 1 mL
que foram congelados em freezer -80°C para posterior dosagem.

Para a dosagens das citocinas utilizou-se o método Citometric Bead Array (CBA)
utilizando o kit Mouse Inflammation (BD Sciense Lote- 7318596), onde seguiu-se as

recomendacdes do Kkit.

3.12 Isolamento dos linf6citos para dosagem de citocinas

Apbs o procedimento para obtencdo do lavado peritoneal, o baco dos animais foi
retirado, mensurado em balanca de precisdo e clivado longitudinalmente em dois segmentos.
Um destes fragmentos foi colocado numa placa de Petri contendo meio RPMI e encaminhado
para o fluxo laminar, onde foi macerado (em 5 mL de meio RPMI) com o auxilio do émbolo
da seringa contra uma peneira. Em seguida, a solugdo obtida foi transferida para um tubo
conico de 15 mL e mantida no gelo até decantar. Apés 3 minutos, aproximadamente, o
sobrenadante foi centrifugado durante 5 minutos, 10.000g a 4°C. O sobrenadante obtido a
partir da centrifugacdo foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de tampéo
ACK 1X, sendo adicionado 5 mL de meio RPMI, em seguida. Centrifugou-se novamente esta
solucdo por 5 minutos, 1500 rpm a 4°C. Seguidamente, retirou-se 10 pL do sobrenadante

desta solucdo e, em um microtubo (Eppendorf), incorporou-se 10 pL de azul de tripan. Desta
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ultima, retirou- se 10 puL para a contagem inicial dos linfocitos em Cémara de Neubauer
(DOSSI, 2006).

Apbs ajustar a concentracdo de células (2x10°), adicionou-se & soluc&o com as células
o soro fetal bovino, sendo entdo, transferido 1mL para cada poco da placa de cultura de
células. Em 2, dos 4 pogcos com o material de cada animal, foi adicionado 1 uL de
Concanavalina-A para estimular o crescimento dos linfocitos. As placas permaneceram por 48
h na estufa de CO, a 35°C e ap0s este periodo foram centrifugadas por 10 minutos, 1500 rpm
a 4°C. O sobrenadante de cada poc¢o foi separado em microtubos de 1,5 mL (Eppendorfs) e
congelado em freezer -80°C para posterior dosagem das citocinas (MUSTAFA,
BLUMENTHAL, 2016).

Para a dosagens das citocinas utilizou-se o método Citometric Bead Array (CBA)
utilizando o (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17, (BD Sciense Catalogo 560485), onde seguiu-se as

recomendacdes do Kit.

3.13 Processamento histoldgico e coloracéo das laminas

O outro fragmento do baco foi fixado em formol tamponado 10%, a temperatura
ambiente. ApoOs 48 horas, o material foi submetido ao processamento histologico de rotina
com etapas de desidratacdo em série alcodlica gradual, clarificacdo em xilol e inclusdo em
parafina conforme Tabela 1. Apds a inclusdo, os blocos foram cortados em micrétomo, para a
confeccdo das laminas histologicas, com 5 pum de espessura, sendo entdo corados em
hematoxilina ¢ eosina (H&E), Lennert’s Giemsa e Reticulina de Gomori (DA SILVA et al.,
2012) (Tabela 1).

Tabela 1- Etapas do processamento histolégico, coloracdo e montagem de laminas do bacgo

ETAPAS OBJETIVO DURACAO
1. Fixacéo
Solucdo de formol tamponado10%. Preservacgéo dos tecidos. Minimo de 48 horas.

2.Desidratacéo

Série alcoolica crescente. Remover a agua dos tecidos. 15 minutos em cada série
alcodlica.

3. Clarificacéo

Banhos de Xilol. Facilitar a impregnacéo da 15 minutos para cada



4. Impregnacéao

Parafina liquida, derretida em
estufa a 58°C.

5. Incluséo

Coloca-se o material em um molde

contendo parafina até se solidificar.

6. Corte

Realizados em micrétomo.

7. Coloracéo

Etapas: desparafinacdo, hidratacéo,
coloracéo, desidratagéo e
clarificacéo.

8. Montagem

Bélsamo do Canada

parafina.

Impregnar todo o tecido,
proporcionando mais
rigidez.

Formar bloco de parafina,
contendo o material
incluido.

Obtencéo de cortes seriados
com Sum de espessura.

Fornecer contraste aos
componentes do tecido.

Manter o material préprio

para estudo por muitos anos.
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série.

15 minutos para cada
série.

Ate que a parafina se
solidifique.

Néao determinado.

Tempo variavel

Tempo de secagem do
balsamo do Canada.

Fonte: MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA, 2010.

Tabela 2- Coloracdes utilizadas nos cortes do tecido esplénico

TECNICA FINALIDADE INTERPRETACAO
Hematoxilina e Eosina Estudo e caracterizacéo Cora o nucleo de roxo e 0
(H&E) morfoldgica . citoplasma de roseo.

Lennert’s Giemsa

Reticulina de Gomori

Visualizacdo de células.

Visualizagéo de fibras
reticulares

Cora o nucleo de azul e 0

citoplasma de violeta.

Cora as fibras reticulares
de preto.

Fonte: MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA, 2010.
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3.14 Anélise histopatologica

Para a analise histopatoldgica todas as estruturas do tecido esplénico foram avaliadas
em diferentes objetivas (4X, 10X, 20X, 40X e 100X) em microscopio de campo claro. As

imagens foram capturadas por uma camera Olympus Cell Sens Entry 1.18 (Build 16686).

3.15 Estereologia e Morfometria

A estereologia € um método cada vez mais utilizado para estudar e avaliar
guantitativamente os danos e lesbes de um Orgdo através de analises de imagens (campos
aleatérios) ( MANDARIM-DE-LACERDA, 2003; KARISE et al., 2017). Com esta
ferramenta numérica é possivel responder perguntas experimentais através de uma estimativa
do real. A técnica € composta de um sistema de teste normalmente composto por pontos de
teste, linhas de teste sobre um quadro ou area de teste (WEIBEL, 1981). Neste trabalho as
possiveis desordens estruturais do tecido esplénico foram avaliadas através do método
estereoldgico D36, constituido por 36 pontos testes (Pt) (Figura 8).

Foram avaliados dez campos aleatorios por animal, em objetiva de 20X, totalizando 50
campos por grupo. Nesta andlise, avaliou-se a densidade de volume das seguintes estruturas:
polpa branca (Vvpb), polpa vermelha (Vvpv), trabéculas (Vvt) e megacaridcitos (Vvm). A
densidade de volume (VVv) destas estruturas do tecido esplénico foram calculadas através da

seguinte férmula:

_rr
Vv =— %)

onde Pp corresponde aos pontos onde tocam as estruturas.

A anélise morfométrica da polpa branca foi realizada de forma aleatoria, sendo
mensuradas ao todo 10 polpas brancas por animal. As imagens foram captadas por meio de
um analisador digital de imagens equipado com camera (Bel Photonics DV-5000 - 5.0 MP,
Bel Engineering, Monza/ltalia) e capturadas na objetiva de 10X pelo programa Bel View
versdo 6.2.3.0 (Bel Engineering, Monza/ltalia). Apos a captura das imagens foram
determinadas a area e o perimetro de cada polpa branca.
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Figura 8- Grade contendo 36 cruzes utilizada no método estereolgico D36

Fonte: GOMES, 2013.

3.16 Quantificacdo de Megacariocitos

A quantificacdo dos megacariocitos foi realizada utilizando o software Image Pro
Plus- Media Cybernetics, USA. A contagem de células foi feita em area pré-determinada de
600um X 800um (480000um?), sendo avaliados dez campos aleatdrios, por animal, em
objetiva de 10X, totalizando 50 campos por grupo Para a contagem, foram apenas

consideradas as células cujos os nucleos foram visualizados (GOMES, 2013).

3.17 Andlise Estatistica

Na analise estatistica dos dados foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.
Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade para verificar se os dados se ajustavam a
curva normal de Gauss. Entdo, os grupos foram comparados utilizando o teste néo
paramétrico Kruskall Wallis seguido de comparacGes multiplas de Dunn’s. As medidas com
valores de p<0,05 foram consideradas significativamente diferentes. Os dados serdo

apresentados em média + erro padréo da média ou média £ desvio padrdo da média.
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4 RESULTADOS

4.1 Biometria dos animais e massa relativa do 6rgao

4.1.1 Massa dos animais

Nenhumas das comparagGes entre 0s grupos apresentaram diferencas significativas.

4.1.2 Massa do baco

Os resultados da massa dos 6rgdos mostraram que o grupo infectado, grupo (I)
apresentou aumento com diferenca significativa quando comparado ao grupo CE (+362%;
p=0,0015). Ja o grupo infectado com ingestdo de etanol (IE) apresentou aumento
significativo em relacdo ao grupo ndo infectado com ingestdo de etanol (CE) (+275%;
p=0,0015) (Tabela 3).

4.1.3 Relacdo massa do baco/ massa do animal

Nesta analise, observamos aumento significativo na massa relativa do ba¢o nos grupos
infectados. No grupo | a massa relativa aumentou 169% quando comparado ao grupo CE
+320% (p=0,0021). Enquanto o grupo IE aumentou 264% em relacdo ao grupo CE
(p=0,0021).
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Tabela 3 — Massa corporal, do bago e massa relativa do bago (expresso em gramas) de
camundongos infectados ou ndo e submetidos a ingestdo de etanol & 18% ou nao,

durante 28 dias consecutivos (média + desvio-padréo)

Grupos
C CE | IE
Massa corporal 3253 30+28 35+11 32+23
Massa do baco 0,12 +0,04 0,08+0,01 0,37 £0,12% 0,30 +0,08%
Massa Relativa do Bago® 0,39 +0,18 0,25+0,03 1,05+0,31% 0,91+0,30%

Legenda: C: N&o infectado e sem ingestdo de etanol; CE: N&o infectado e com ingestdo de etanol; I: Infectado e
sem ingestdo de etanol; IE: Infectado e com ingestdo de etanol. a: Massa Relativa do bago =
(massa absoluta do 6rgio/massa corporal do animal )x100. (%): Diferenca significativa
(p<0,05) quando comparado com o grupo CE.

Fonte: A autora, 2019.

4.2 Dosagens Bioquimicas

Os resultados obtidos nas dosagens bioguimicas estdo listados na tabela 4.

4.2.1 Glicose

Os seguintes resultados foram obtidos: no grupo C- 282+42, no grupo CE -192+55, no
grupo I- 152+23 e no grupo IE -260+53 (Figura 9).

Observou-se que tanto o grupo CE (-31%; p=0,0317) quanto o grupo | (-46%;
p=0,0079) apresentaram reducdo significativa na taxa de glicose (mg/dL) quando foram
comparados ao grupo C. Enquanto isso, o grupo IE apresentou um aumento significativo em
relacdo ao grupo | (+71%; p=0,0079).
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Figura 9 — Niveis de glicose de camundongos infectados ou ndo e submetidos a ingestdo de
etanol 18% ou ndo, durante 28 dias consecutivos (médiatdesvio-padrao)
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Legenda: C: Néo infectado; CE: N&o infectado com ingestdo de etanol por 28 dias. I: Infectado; IE: Infectado
com ingestdo de etanol por 28 dias. (*): Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo C; (*) Diferenca
significativa (p<0,05) com o grupo |.

Fonte: A autora, 2019.

4.2.2 Lipidograma

Colesterol

Observou-se que nos grupos CE (-39%; p=0,0079) e I (-49%; p=0,0079) houve uma
reducdo significativa na taxa de colesterol (mg/dL) quando comparados ao grupo C. E o grupo
IE (p=0,0079) apresentou aumento significativo de 22% em comparacdo ao grupo | (Tabela
4).
HDL

Nos grupos CE (-35%; p=0,0159) e | (-51%; p=0,0079) houve uma reducdo
significativa nos niveis de HDL (mg/dL) em relacdo ao grupo C. J& o grupo IE (p=0,0079),

apresentou um aumento significativo de 27% em relagdo ao grupo I.

Triglicerideos, LDL e VLDL

Sobre estes analitos, ndo houve diferenca significativa na comparacgao entre 0s grupos
(Tabela 4).
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Tabela 4 — Lipidograma de camundongos infectados ou ndo e submetidos a ingestao de etanol
18% ou ndo, durante 28 dias consecutivos (médiatdesvio-padrao)

Analitos Grupos

C CE | IE
Colesterol 106+20 65+10 5446 66+3"
Triglicerideo 107+28 149+37 121+18 138+12
HDL 74+9 48+12" 36+1" 46+5*
LDL 54+15 47+13 41+9 47+6
VLDL 21+6 3017 24+4 28+2

Legenda: C: Néo infectado; CE: N&o infectado com ingestdo de etanol por 28 dias. I: Infectado; IE: Infectado
com ingestdo de etanol por 28 dias. (): Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo C; (*) Diferenca
significativa (p<0,05) com o grupo I.

Fonte: A autora, 2019.

4.2.3 Hepatograma

TGO, TGP, y-GT e Proteinas Totais

Os resultados destes analitos ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas na

comparacgao entre os grupos (Tabela 5).

Albumina

O grupo IE apresentou diferencas significativas quando comparado ao grupo CE

(+44%; p=0,0162) e ao grupo | (+30%; p=0,0079) (Tabela 5).

Fosfatase Alcalina

Comparado ao grupo C, o grupo I, apresentou reducdo de 75% sendo inclusive,
diferente estatisticamente (p= 0,0079). O grupo IE diminuiu significativamente quando

comparado ao grupo CE (-37%; p=0,0079).
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Tabela 5 — Hepatograma de camundongos infectados ou ndo e submetidos a ingestdo de
etanol 18% ou ndo, durante 28 dias consecutivos (médiatdesvio-padrao)

Analitos Grupos

C CE | IE
TGO 99+27 127+41 135437 132416
TGP T+2 612 442 945
Ggt 743 5+1 7+1 4+2
Proteinas Totais 61 5+1 6+0,2 6+0,5
Albumina 2,4+0,6 1,840,5 2+0,1 2,6+0,2%*
Fosfatase Alcalina 266+108 129+52 64+13" 81+12

Legenda: C: N&o infectado; CE: Néo infectado com ingestdo de etanol por 28 dias. I: Infectado; IE: Infectado
com ingestdo de etanol por 28 dias. (): Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo C; (%) Diferenca
significativa (p<0,05) com o grupo CE; (*) Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo .

Fonte: A autora, 2019.

4.3 Leucograma

Os resultados obtidos nesta analise, estdo na tabela 6.

4.3.1 Bastao

Sobre este tipo celular, observou-se um aumento significativo (+633%; p=0,0217) no

grupo IE em relacédo ao grupo C.

4.3.2 Linfocitos, Neutrofilos e Mondcitos

Os resultados destes tipos celulares ndo apresentaram diferenca estatistica significativa

em nenhumas das comparacdes entre 0s grupos.
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4.3.3 Eosindfilos

Né&o foram observados eosinofilos nos grupos ndo infectados.

Tabela 6 - Leucograma de camundongos esquistossomoticos ou ndo e submetidos ou ndo, a
ingestdo de etanol a 18%, durante 28 dias consecutivos (Média + desvio-padrao)

Leucograma Grupos

C CE I IE
Linfdcitos 68,0+9,9 67,4+10,6 43,0+6,4 57,4+17,3
Bastédo 0,6+1,3 3,0£2,9 1,6+1,1 44+1,1°
Neutrofilo 23,046,9 19,6+7,2 39,6+10,7 26,2+14,9
Monacito 8,416,9 10,0£6,9 15,4+7,9 11,245,3
Eosinofilo - - 0,4+0,9 0,8+1,3

Legenda: C: N&o infectado e sem ingestdo de etanol; CE: N&o infectado e com ingestdo de etanol; I: Infectado e
sem ingestdo de etanol; IE: Infectado e com ingestéo de etanol. Diferenca significativa (p<0,05) quando
comparado: com o grupo C (*).

Fonte: A autora, 2019.

4.3 Histopatologia

O parénquima esplénico dos animas néo infectados e sem ingestdo de etanol (grupo C)
apresentou polpa branca com forma arredondada e centros germinativos ao centro. A polpa
vermelha com seus corddes esplénicos apresentou poucos pigmentos de hemossiderina e
alguns megacariocito (Figura 10, imagens A e B). Foi possivel observar também, estruturas
trabeculares que partem da capsula e adentram o 6rgdo lhe proporcionando sustentacdo e
fibras reticulares (colageno tipo I11) em todo o tecido (Figura 14, imagens A e B).

A andlise histopatoldgica mostrou alteracGes expressivas no arranjo estrutural do
parénquima esplénico dos animais do grupo CE. Foi observada uma desestruturacdo da polpa
branca, impossibilitando em algumas areas, sua distingdo com a polpa vermelha. Além disso,
notou-se um espessamento da capsula do 6rgdo e um aumento de estruturas trabeculares deste
tecido. Pode ser observado a presenca intensa de megacariocitos (Figura 11, imagens A, B e
C). Através da coloracdo Reticulina de Gomori, foi possivel visualizar as fibras reticulares
totalmente fragmentadas, e com aspecto ondulado, bem como, as trabéculas aparentavam

estar fragilizadas (Figura 14, imagens C e D).
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No tecido esplénico dos animais infectados (grupo 1) a polpa branca, manteve a sua
forma original “arredondada”, com aumento dos centros germinativos. Pode-se notar uma
maior concentracdo de hemacias e pigmentos de hemossiderina na polpa vermelha. O
espessamento da capsula também foi constatado, bem como uma maior quantidade de
estruturas trabeculares. Observou-se também uma presenca acentuada de megacariécitos neste
tecido (Figura 12, imagens A, B e C). Em relagdo as fibras reticulares, notou-se apenas que
elas estdo em maior quantidade (Figura 14, imagens E e F). Por se tratar de uma infeccéo de
fase aguda, nenhum dos dois grupos infectados, grupos I e IE, apresentaram granulomas nesta
analise.

No grupo IE, houve uma importante alteracdo no parénquima esplénico destes
animais. A polpa branca apresentava-se totalmente dispersa, algumas em confluéncia e com
centro germinativo extremamente aumentado. No entanto, em alguns momentos parece haver
apenas vestigios dessas estruturas. Na polpa vermelha percebeu-se a maior presenca de
pigmentos de hemossiderina, um grande numero de megacariocitos e, uma maior
concentracdo de hemacias. Notou-se aumento na espessura da capsula do o6rgdo e na
quantidade de trabéculas, ao passo que, estas estruturas aparentavam estar fragilizadas (Figura
13, imagens A, B, C e D). As fibras reticulares aparentavam estar mais delicadas e numa
quantidade exacerbadamente menor do que nos outros grupos (Figura 14, imagens G e H).
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Figura 10 - Fotomicrografia do tecido esplénico de camundongos néo infectados, grupo C

Legenda: Imagem mostrando o parénquima esplénico. (PB)- Polpa Branca; (PV)-Polpa Vermelha; (circulo)-
Megacariécitos; (retangulo)- Trabéculas: (seta) capsula. Coloracdo H&E. Barras: 100 um (imagem A):
50 um (imagem B).

Figura 11 - Fotomicrografia do tecido esplénico de camundongos ndo infectados e submetidos
a ingestdo de etanol por 28 dias - grupo CE

Legenda: Desorganizacéo no parénquima esplénico decorrentes da ingestéo de etanol. (PB)- Polpa Branca; (PV)-
Polpa Vermelha; (circulo)-Megacaridcitos; (retdngulo)- Trabéculas: (seta) capsula. Coloracdo H&E.
Barras: 200 um (imagem A): 100 pm (imagem B): 50 wm (imagem C.
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Figura 12 - Fotomicrografia do tecido esplénico de camundongos infectados pelo S. mansoni -
grupo I.

Legenda: Desorganizacéo no parénquima esplénico decorrentes da infec¢do esquistossomotica. (PB)- Polpa
Branca; (PV)-Polpa Vermelha; (circulo)-Megacariécitos; (retdngulo)- Trabéculas: (seta) capsula.
Coloragdo H&E. Barras: 200 um (imagem A): 100 pm (imagem B): 50 um (imagem C).
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Figura 13 - Fotomicrografia do tecido esplénico de camundongos infectados pelo S. mansoni
e submetidos a ingestao de etanol 18% por 28 dias consecutivos, grupo IE

Legenda: Desorganizacdo no parénquima esplénico decorrentes da infeccdo esquistossomética e ingestao de
etanol. (PB)- Polpa Branca; (PV)-Polpa Vermelha; (circulo)-Megacariocitos; (retdngulo)- Trabéculas:
(cabeca de seta) pigmentos de hemosiderina. Coloracdo H&E. Barras: 200 um (imagens A e B): 100 um
(imagem C): 50 um (imagem D).
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Figura 14 — Fotomicrografia do tecido esplénico de camundongos ndo infectados - grupo
C:Imagem A; apenas ingestao de etanol 18% por 28 dias consecutivos - grupo CE:
Imagens B e C; infectado - grupo I: Imagens D e E; e infectados com ingestdo de
etanol - grupo IE: Imagens G e H

Legenda: AlteracBes da quantidade de fibras reticulares, coradas em preto, no tecido esplénico. Coloragdo
Reticulina de Gomori. Barras: 100 um (A, C,Ee G ): 50 um (B, D, F e H).
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4.4 Estereologia pelo método D36

Conforme a tabela 7, os resultados estereologicos apontam diferenca significativa
apenas na densidade de volume das trabéculas, onde o grupo CE apresentou aumento

significativo (+100%; p=0,0162), quando comparado ao grupo C.

Tabela 7 — Densidade do volume (%) do tecido esplénico de camundongos infectados ou nédo
e submetidos a ingestdo de etanol a 18% ou ndo, durante 28 dias consecutivos

(média % erro-padréo)

Estereologia D 36 Grupos

C CE I IE
Polpa Branca 41+3 45+4 372 40+3
Polpa Vermelha 5143 42+4 5143 48+1
Trabéculas 4+1 8+0,3" 8+1 6+1
Megacariécitos 3+1 50,5 4+1 5+0,4

Legenda: C: Ndo infectado e sem ingestdo de etanol; CE: Nao infectado e com ingestéo de etanol; I: Infectado e
sem ingestdo de etanol; IE: Infectado e com ingestéo de etanol. Diferenca significativa (p<0,05) quando
comparado: com o grupo C (*).

Fonte: A autora, 2019.

4.5 Morfometria de polpa branca

4.5.1 Area

Em relacdo & area da polpa branca (um?), observou-se os seguintes resultados (média
+ desvio padrdo): grupo C (208855+82354), grupo CE (174001+£19655), grupo |
(389026+50404) e grupo IE (430743+87183). Na comparacao entre 0s grupos, somente o IE
foi maior estatisticamente, em relacdo ao grupo C (+106%; p=0,0037) e ao grupo CE (+147%;
p=0,0037) (Figura 15).

4.5.2 Perimetro

Ao avaliar o perimetro (um) dessas estruturas, encontrou-se 0s seguintes valores
(média £ desvio padrdo): 1750369 no grupo C, 1676+103 no grupo CE, 2420£207 no grupo
I e 2790+£348 no grupo IE. No grupo IE, observou-se aumento significativo quando
comparado ao grupo CE (+66%; p=0,0029) e ao grupo C (+59%; p=0,0029) (Figura 16).
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Figura 15 - Area (um?) da polpa branca do tecido esplénico de camundongos infectados e

submetidos ou ndo a ingestdo de etanol por 28 dias consecutivos (média + desvio

padrdo)
Area Polpa Branca
500000 = *&
T i
400000 & CE
|
300000~ = IE
T
200000 =
——
100000+
0 T T 1
S & &

Legenda: C: N&o infectado; CE: Nao infectado com ingestdo de etanol por 28 dias. I: Infectado; IE: Infectado
com ingestdo de etanol por 28 dias. (): Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo C; (¥) Diferenca
significativa (p<0,05) com o grupo CE.

Fonte: A autora, 2019.

Figura 16 - Perimetro (um) da polpa branca do tecido esplénico de camundongos infectados e
submetidos ou ndo a ingestdo de etanol por 28 dias consecutivos
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Legenda: C: Néo infectado; CE: Nao infectado com ingestdo de etanol por 28 dias. I: Infectado; IE: Infectado
com ingestdo de etanol por 28 dias. (*): Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo C; (%) Diferenca
significativa (p<0,05) com o grupo CE.

Fonte: A autora, 2019.
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4.6 Quantificacdo de Megacariocitos

Em relacdo a quantificagdo de megacariocitos no tecido esplénico obtivemos os
seguintes resultados (média+ desvio-padrao): grupo C (2,14+1,12), grupo CE (7,8+0,3), grupo
I (7,09£0,35) e grupo IE (8,04+2,30). ApOs a comparacgdo estatistica encontramos diferencas
significativas nos grupos CE (+290%; p=0,0001), | (+254%; p=0,0001) e IE (+275;
p=0,0001) quando comparados ao grupo C (Figura 17).

Figura 17 — Quantificacdo de megacariocitos encontrados na polpa vermelha do tecido

esplénico (média £ desvio-padréo)
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Legenda: C: N&o infectado; CE: Nao infectado com ingestdo de etanol por 28 dias. I: Infectado; IE: Infectado
com ingestdo de etanol por 28 dias. ('): Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo C.
Fonte: A autora, 2019.

4.7 Dosagem de citocinas produzidas pelas células peritoneais

Entre as citocinas dosadas (TNF, IFN-y, IL-6, IL-10 e MCP-1) (pg/mL), apenas a IL-
10 néo foi observada em nenhum dos grupos analisados. Os valores estdo listados na tabela 8,

figura 18.
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4.7.1 TNF

Analisando estatisticamente os resultados desta citocina, ndo se observou diferencas

significativas nas comparagdes entre 0S grupos.

4.7.2 1FEN-

Apenas o grupo IE apresentou resultado para esta citocina.

4.7.3 MCP-1

A producdo desta quimiocina foi maior estatisticamente no grupo I, em comparacgao
com o grupo C (+135%; 0,0030) (Tabela 8, figura 18).

474 1L-6
Esta citocina foi maior nos grupos | (+23600 %; p=0.0018) e IE (+32200%);

p=0.0018), ao serem comparados com o grupo ndo infectado e sem etanol, grupo C.

Tabela 8 — Dosagem de citocinas (pg/mL) produzidas por células peritoneais de camundongos
infectados ou ndo e submetidos a ingestao de etanol a 18% ou ndo, durante 28 dias

consecutivos (média * desvio-padrao)

Citocinas Grupos

C CE | IE
TNF 0,01+0,02 0,05+0,06 0,67+0,49 0,64+0,44
IFN- y - - - 0,09+0,15
MCP-1 1,70+0,74 2,23+0,54 4,01+0,84" 2,52+0,49
IL-6 0,01+0 0,06+0,10 2,37+3,18" 3,23+4,17

Legenda: C: N&o infectado; CE: Néo infectado com ingestdo de etanol por 28 dias. I: Infectado; IE: Infectado
com ingestdo de etanol por 28 dias. (*): Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo C.
Fonte: A autora, 2019.
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Figura 18 — Citocinas TNF, IFN-y, IL-6 e quimiocina MCP-1 (pg/mL) produzidas por células
peritoneais de camundongos infectados ou ndo e submetidos a ingestdo de etanol a

18% ou ndo, durante 28 dias consecutivos (media + desvio-padrao)
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Legenda: C: N&o infectado; CE: Ndo infectado com ingestdo de etanol por 28 dias. I: Infectado; IE: Infectado
com ingest&o de etanol por 28 dias. (*): Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo C; (%) Diferenca
significativa (p<0,05) com o grupo CE. (*) Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo I.

Fonte: A autora, 2019.

4.8 Dosagem de citocinas produzidas por linfocitos

Os resultados desta analise constam na tabela 9 e nas figuras 19 e 20.

48.11L-10

Os Unicos grupos em gque houve producao desta citocina foram os infectados, e embora
ndo tenha havido diferenga estatistica, podemos destacar a diminui¢cdo do grupo IE (-95%),

em comparacdo ao grupo infectado, grupo I.
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Nas comparac@es entre 0s grupos ndo se observou diferencgas significativas, no entanto

destaca-se a diminuigéo de -57% do grupo IE em relagéo ao grupo I.

4.8.3 TNF

Sobre esta citocina, a analise estatistica apontou aumento significativo no grupo I,
qguando comparado ao grupo C (+11700%; p=0,0188) (Tabela 9, figura 19).

4.8.4 IEN-y

Apesar das comparagdes ndo apresentarem diferencas estatisticas entre 0s grupos,
destaca-se a diminuicdo de 99% no grupo IE quando comparado ao grupo | .

485I1L-4

O grupo | apresentou aumento significativo de (+2021%; p=0.0234) em relacdo ao

grupo C (Tabela 9, figura 20).

4.8.6 IL-6
Nesta andlise, as comparagOes entre os grupos mostraram diferencas significativas
entre o grupo C x | (+6562%; p=0,0188). O grupo IE apresentou uma redugéo nos resultados

quando comparado ao grupo I (- 93 %), no entanto sem significancia.
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4.8.71L-2

A producdo de IL-2 foi muito maior no grupo |I em compara¢do com o grupo C
(+12082%; p=0,0499). Enquanto que o grupo IE, apresentou uma diminuicdo de 97% em
relagdo ao grupo I, no entanto n&o significativamente (Tabela 9, figura 20).

Tabela 9 — Dosagem de citocinas (pg/mL) produzidas por linfocitos do tecido esplénico de
camundongos infectados ou ndo e submetidos a ingestao de etanol a 18% ou néo,

durante 28 dias consecutivos (média + desvio-padréo)

Citocinas Grupos

C CE | IE
IL-10 - - 138+133 6,06%5,50
IL-17A 0,22+0,20 0,58+0,81 6,11+3,43 2,58+0,69
TNF 34,95+27,27 108+30 4130+1652" 4364261
IFN-y 2,88+2,86 2,04+1,78 923+466 6,89+6,45
IL-4 1,32+0,71 2,87+2,59 2825 7,75+3,13
IL-6 14,29+9,77 51+18 9524624 8336
IL-2 4,17+3,31 5,89+5,94 508+117" 12,34+6,78

Legenda: C: Néo infectado; CE: Néo infectado com ingestdo de etanol por 28 dias. I: Infectado; IE: Infectado
com ingestdo de etanol por 28 dias. (*): Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo C; (¥) Diferenca
significativa (p<0,05) com o grupo CE; (*) Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo .

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 19 — Citocinas IL-10, IL-17A, TNF, IFN-y (pg/mL) produzidas por linfécitos do tecido
esplénico de camundongos infectados ou ndo e submetidos a ingestdo de etanol a

18% ou ndo, durante 28 dias consecutivos (media + desvio-padrao)
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Legenda: C: Néo infectado; CE: Ndo infectado com ingestdo de etanol por 28 dias. I: Infectado; IE: Infectado
com ingestdo de etanol por 28 dias. (): Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo C; (%) Diferenca
significativa (p<0,05) com o grupo CE; (*) Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo |.

Fonte: A autora, 2019
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Figura 20 — Citocinas IL-6, IL-4 e IL-2 (pg/mL) produzidas por linfocitos do tecido esplénico
de camundongos infectados ou ndo e submetidos a ingestdo de etanol & 18% ou néo,
durante 28 dias consecutivos (média + desvio-padrao)
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Legenda: C: Néo infectado; CE: Ndo infectado com ingestdo de etanol por 28 dias. I: Infectado; IE: Infectado
com ingestdo de etanol por 28 dias. (*): Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo C; (¥) Diferenca
significativa (p<0,05) com o grupo CE; (*) Diferenca significativa (p<0,05) com o grupo .

Fonte: A autora, 2019.
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DISCUSSAO

Estudos que avaliem a existéncia de parasitoses concomitantes a situacdes nao
infecciosas, sdo de extrema importancia para entendermos as possiveis alteracdes na relagcdo
parasito-hospedeiro, decorrentes destas associagfes. Algumas alteracGes resultantes destas
comorbidades, podem acarretar em mudancas morfoldgicas e fisioldgicas ao parasito,
melhorando ou comprometendo seu desenvolvimento e, consequentemente, amplificando ou
minimizando seus danos ao hospedeiro (ALENCAR et al., 2009).

A esquistossomose mansonica, considerada uma das parasitoses mais importantes no
Brasil e no mundo, € bastante estudada e tem boa parte do seu desenvolvimento bem definido.
No entanto, sua associacdo com outras doencas ndo infecciosas ( NEVES et al., 2001, 2007b;
BRANDAO-BEZERRA, 2016) precisa ser melhor explorada, principalmente, o impacto nos
principais 6rgaos afetados por esta parasitose, quando expostos a estas circunstancias.

O alcoolismo, considerado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma
doenca cronica e multifatorial, € amplamente difundido no mundo, atingindo pessoas de todas
as classes sociais e acarretando em danos ao individuo, tanto no aspecto social, quanto
fisiologico. A ingestdo do etanol, presente nas bebidas alcodlicas, pode causar graves
prejuizos a diversos o6rgdos, principalmente, ao figado ( PARK et al., 2006; NAGATA;
SUZUKI; SAKAGUCHI, 2007b), além de comprometimento ao sistema imunoldgico
(CREWS et al., 2006).

Estudos desempenhados em nosso grupo de pesquisa, associando a esquistossomose
ao alcoolismo, ja mostraram que a intensidade da infeccéo esquistossomética foi alterada nos
parametros parasitoldgicos e histopatoldgicos, acarretando em maiores danos ao figado
(BRANDAO-BEZERRA, 2016).

Neste estudo, os resultados encontrados no grupo infectado com ingestdo de etanol
18%, mostraram que o consumo de etanol a 0 aumento da massa corporal e da massa do baco,
decorrentes da infeccdo esquistossomotica. O valor energético dos alimentos adicionado ao
consumo de etanol, que também possui calorias, pode acarretar em ganho de peso, no entanto,
estas respostas variam de individuo para individuo (KACHANI; BRASILIANO;
HOCHGRAF, 2008). Diversos estudos demonstram que o abuso, agudo ou cronico da
ingestdo de etanol, pode produzir perda de linfécitos T e B no baco, timo, linfonodos (
STARKENBURG; MUNROE; WALTENBAUGH, 2001; HEINZ; WALTENBAUGH, 2007;
LANZKE et al., 2017) e no sangue (LIU, 1980; MEDINA-AVILA et al., 2015). O mecanismo

dessas perdas celulares ainda ndo estd muito bem esclarecido, no entanto, acredita-se que o
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etanol tenha efeitos no processo de apoptose celular, de tal forma que o equilibrio normal do
aumento celular por divisdo celular versus a perda celular por apoptose, possa ser perturbado
(COOK, 1998; LANZKE et al., 2017), podendo acarretar inclusive em atrofia nestes 6rgaos.
Corroborando com nossos resultados, um estudo experimental, onde ratos da linhagem
Sprague-Dawley foram expostos ao etanol por inalagdo, mostrou que essa substancia
provocou perda de peso e, consequentemente, diminuicdo na massa dos 6rgdos devido ao
stress metabdlico gerado pelo seu consumo (LEE; KIM, 2017). Na infeccdo
esquistossomotica 0 aumento da massa corporal deve-se ao aumento de 6rgdos como figado
(hepatomegalia) e baco (esplenomegalia) causados pela formagdo dos granulomas e,
consequente, hipertensdo portal, decorrentes desta parasitose ( LENZI; SOBRAL; LENZI,
1987; COSTA-SILVA et al., 2002; NEVES et al., 2006; GOES et al., 2012).

Os niveis de glicose nos animais do grupo infectado, grupo I, diminuiram em relacao
ao grupo controle. Estudo anterior, associando a diabetes e a esquistossomose mostrou uma
diminuicdo nos niveis de glicose, devido aos helmintos adultos, que captam grandes
guantidades destas moléculas do hospedeiro por difusdo passiva, com auxilio de proteinas
transportadoras de glicose espalhadas ao longo do seu tegumento (HULSTIJN et al., 2001,
2011). A metabolizagdo do etanol no tecido hepético, acarreta em aumento no NADH,
fazendo com que haja um desvio dos produtos da gliconeogénese para rotas alternativas,
resultando em uma diminuicdo na sintese de glicose (SUMIDA; COGGER;
MATVEYENKO, 2007). Este fato corrobora o resultado encontrado no grupo néo infectado
com ingestdo de etanol, grupo CE, que apresentou diminui¢do nos niveis de glicose sérica. No
entanto, diferentemente do que ja é descrito sobre os niveis deste analito durante a infeccao
esquistossomotica, o grupo IE, ndo apresentou diminuicao desses niveis.

A diminuicdo nos niveis de colesterol e HDL, decorrentes da infeccdo
esquistossomotica encontradas neste estudo (grupos | e IE), sdo compativeis com os achados
da literatura, visto que o helminto depende dos lipidios, ndo sé para sua nutricdo, mas também
os utiliza como mecanismo de defesa contra a resposta imune do hospedeiro (NEVES et al.,
2006; TALLIMA; HAMADA; EL RIDI, 2007;SKELLY et al., 2014). Os lipidios induzem o
parasito a expressar uma proteina de superficie que possuem receptores de colesterol
circulante. Esta associagcdo da proteina e colesterol protege e favorece o parasito contra a
resposta imune do hospedeiro (NEVES et al., 2006, 2007a).

O grupo infectado com ingestdo de etanol (IE), apresentou aumento nos niveis de
colesterol e HDL, em relacdo ao grupo infectado, e como exposto anteriormente, este grupo
também apresentou aumento nos niveis de glicose. Sugere-se que estes resultados sejam

decorrentes das alteracdes encontradas no tegumento dos helmintos, causadas pela ingestédo de
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etanol (BRANDAO-BEZERRA, 2016). Estes danos podem ter acarretado em menor captagio
da glicose e dos lipidios séricos, fazendo com que estes niveis retornem ao parametro normal.

Na infeccdo esquistossomotica, 0os ovos que chegam ao figado, promovem danos
induzindo a formacéo de granulomas, depoésito de colageno e a expansédo de fibras no espaco
portal e intra-hepatico promovendo obstrucdo da veia porta (COSTA-SILVA et al., 2002;
ALENCAR et al., 2009). Segundo SILVA, (2008) estas alteragdes no parénquima hepético
decorrentes da infeccdo, induzem o aumento nos niveis das enzimas hepaticas TGO, TGP e y-
GT. Sabe-se que o figado é o principal local de metabolizacdo do etanol e esta exposicéo
aumenta a producdo celular de ROS, que sdo espécies reativas de oxigénio e de peroxido de
hidrogénio (H,0,) (WALL; LUCZAK; HILLER-STURMHOFEL, 2016). Quando as defesas
antioxidantes se tornam sobrecarregadas, a viabilidade do hepatdcito diminui e ocorre dano
hepatico (BORINI; GUIMARAES, 1999; DIEHL et al., 2005). CARVALHO, (2004) n3o
encontrou alteragdes significativas no TGO e TGP em um estudo sobre os parametros de
enzimas hepéticas em camundongos Balb/c esquistossométicos. Assim como nossos
resultados, que também ndo apontaram diferencas significativas destas enzimas, mesmo em
associacdo com a ingestdo de etanol. Somente a albumina, que é uma proteina plasmatica
sintetizada no figado (SANTOS et al., 2016), apresentou aumento significativo no grupo IE
provavelmente, indicando algum dano decorrente tanto das alteragdes ao tecido hepatico
causados pela infeccdo (CHEEVER et al., 2002; COUTO et al., 2007), quanto pela ingestéo
de etanol (ARAUJO; WORMAN, 2015; LEE; KIM, 2017).

Os neutrofilos sdo células componentes do granuloma esquistossomotico, sendo as
primeiras a chegarem aos ovos (NATHAN, 2006) e contribuem para o dano tecidual devido a
producdo de mediadores citotdxicos e espécies reativas de oxigénio (CASCAO et al., 2010).
No entanto, sua presenca € maior em infeccdes por Schistosoma japonicum (CASTRO, 2016).
Na andlise do leucograma, no grupo IE, houve aumento significativo no numero de bastdes,
que séo neutrofilos jovens. Estas células sdo estimuladas principalmente por IL-17 produzido
pelas células Thl7, durante a resposta imune inata (RUTITZKY; STADECKER, 2011,
NORMANTON; MARTI, 2013). Os niveis desta citocina foram altos no grupo infectado. No
entanto, no grupo IE, esta citocina apresentou reducdo, podendo explicar o aumento
significativo deste tipo celular no sangue. Sugere-se que, devido ao baixo nivel de IL-17 neste
grupo, o estimulo gerado por esta citocina seja insuficiente para a ativacdo normal deste tipo
celular até os locais dos ovos dos helmintos, para a formagdo dos granulomas.

A estereologia abrange técnicas cada vez mais utilizadas para analises quantitativas
dos danos teciduais em estudos cientificos, pois permite relacionar 0s parametros

tridimensionais (3D) das estruturas, a partir das medidas realizadas em duas dimens6es (2D),
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representando mais precisamente a situagéo real da estrutura em estudo ( MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003; NEVES et al., 2006; KARISE et al., 2017). Através desta técnica, em
conjunto com a analise histopatoldgica (qualitativa) e com a morfometria, pode-se avaliar e
mensurar as importantes alteracdes no tecido esplénico que ocorreram decorrentes da infeccéo
esquistossomotica associada ao consumo de etanol.

No bago, os corddes esplénicos presentes na polpa vermelha, d&o o sustento estrutural
ao Orgao e sdo compostos por fibras reticulares (colageno tipo 111), elastina e outras proteinas,
células reticulares e macréfagos associados, assim como na polpa branca, onde também ha
camadas de fibras e células reticulares achatadas ( SAITO et al., 1988; CESTA, 2006).

A desorganizacao estrutural, como a “dismorfia” da polpa branca, encontrada na
analise histopatoldgica nos grupos com etanol (CE e IE) podem ser explicadas devido a
fragilidade e diminuicdo das fibras reticulares encontradas nos tecidos. A analise morfoldgica
do grupo IE também apresentou alteracdo nesta estrutura, com aumento na area e perimetro,
diferentemente do que é abordado em alguns trabalhos, onde se observou atrofia na polpa
branca dos animais infectados (ANDRADE, 1965; FREITAS et al., 1999; DA SILVA et al.,
2012). Propde-se que, devido a diminuicdo e fragilidade das fibras reticulares, causadas pela
acdo do etanol neste tecido, a desorganizacdo estrutural decorrente da infeccdo
esquistossomotica, seja ainda mais intensa. Em alguns campos no parénquima esplénico dos
animais do grupo IE, as polpas brancas, aparentavam estar em confluéncia, acarretando no
aumento da sua area. Sugere-se que a acdo do etanol contribua para a fragilidade e diminuicéo
destas fibras, prejudicando a estrutura (GOPINATH et al., 2014) ou o metabolismo do
coldgeno (DONEJKO et al., 2015) que é o principal componente destas.

Sugere-se também, que 0 aumento das estruturas trabeculares visto em todos o0s
grupos, na analise histopatoldgica e estereologica em relacdo ao grupo controle, porém
somente no grupo CE significativamente, tenha ocorrido devido a necessidade de uma maior
sustentacdo ao 6rgdo em decorréncia dos danos (COUTO et al., 2007) e desorganizacdo
estrutural causados pela infeccéo por S. mansoni e acao da ingestdo de etanol.

O bago é um sitio de hematopoiese no periodo fetal e neonatal em camundongos
(CESTA, 2006; SUTTIE, 2006). Todavia, em casos de agravo hematotéxico, anemias e
infeccOes, durante a fase adulta, ele pode desempenhar essa funcdo de hematopoiese
extramedular, apresentando celulas progenitoras de linhagens mielocitica, linfocitica,
eritroblastos e megacariocitos ( NAVEIRA et al., 1967; DA SILVA et al., 2012; WILCOX,
2016). Além deste fato, o sequestro esplénico de plaquetas, comum na esquistossomose,
tambem aumenta a demanda de megacariocitos ( PETROIANU; OLIVEIRA; ALBERTI,
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2004; MARTINS et al., 2010), confirmando o aumento deste tipo celular encontrado em todos
0s grupos em relagéo ao controle.

A fase aguda pré-patente da infeccdo é caracterizada pela resposta imunoldgica,
predominantemente, do tipo Th-1, na qual ocorre a producdo de citocinas pro-inflamatdrias
incluindo interferon gama (IFN-y), IL-1, IL-2, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(DUNNE; COOKE, 2005; PEARCE et al., 2004; PEARCE; MACDONALD, 2002b;
WILSON et al., 2007).

As citocinas produzidas pelos macrofagos dosadas neste trabalho (TNF, IFN- y e IL-
6), apontam para um perfil mais inflamatorio, levando se em consideracdo a auséncia de IL-
10 (citocina anti-inflamatdria) nos grupos. A quimiocina MCP-1, um potente quimiotatico e
ativador de monacitos, linfocitos T, células NK, e eosinofilos (OLIVEIRA et al., 2011)
também estava presente no grupo infectado, e em menor quantidade no grupo infectado com
ingestdo de etanol.

Os resultados das citocinas produzidas por linfocitos dosadas neste trabalho (IL-10,
IL-17, TNF, IFN- v, IL-4, IL-6 e IL-2), indicam um perfil de resposta imunologica do tipo 1 e
tipo 2 (perfil misto) nos grupos de estudo.

Estas citocinas possuem papéis muito importantes no decurso da infeccdo
esquistossomotica. A citocina IL-17 recebeu consideravel atengdo como um novo mediador
pré-inflamatério associado a inflamacéo cronica e doenca auto-imune mediada por células
(RUTITZKY; STADECKER, 2006). Niveis elevados desta citocina foram detectados em
camundongos CBA infectados por S mansoni, tendo suas lesdes reduzidas apds o tratamento
com anticorpos anti-1L-17 neutralizantes (RUTITZKY; ROSA; STADECKER, 2005). Outra
pesquisa com animais esquistossomoticos deficientes em IL-17 e IFN-y, indicaram que a
imunopatologia grave na esquistossomose murina é conduzida, principalmente, por IL-17 e
regulado pela produgéo IFN-y (RUTITZKY; STADECKER, 2011). Camundongos deficientes
na producdo de eosindfilos durante a infecgcdo esquistossomotica apresentaram uma reducdo
significativa na concentragdo de citocinas do perfil Th2, entre elas 1L-33, IL-5 e IL-13, das
citocinas regulatorias IL-10 e TGF-B, e também IL-17 em relacdo aos animais infectados ndo
deficientes, enquanto que os niveis de citocinas de perfil Thl, TNF-o e INF-y, foram
significativamente maiores (CASTRO, 2016).

ConcentracOes elevadas do marcador IL-6 foram detectados no sangue periférico de
individuos com carga parasitaria de S mansoni extremamente baixa, indicando a presenga de
um processo ativo inflamatério (CASTRO, 2016). Ja a citocina TNF participa da formagé&o do
granuloma e também da formacdo de fibrose, por meio do recrutamento e estimulacdo de
fibroblastos (SILVA et al., 2017 ;CASTRO et al., 2018).
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Em nosso estudo, os resultados das citocinas pro-inflamatérias no grupo infectado
foram bem elevados, demonstrando uma importante resposta inflamatéria aos estimulos
causados pela infeccdo esquistossomotica. Porém, no grupo IE, todos os resultados dessas
citocinas diminuiram drasticamente.

Na literatura, algumas informagdes sobre etanol e as citocinas pro-inflamatorias
divergem com nossos achados. Segundo TEIXEIRA et al., (2016), a ingestdo prolongada de
etanol resulta em aumento na producdo de TNF-a por macrdéfagos e ativacdo da cascata
inflamatoria. Na hepatite alcodlica, os niveis de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-
1 e IL-6, sdo altamente elevados. Os niveis mais altos de TNF-a foram correlacionados com
disfungdo hepética. ConcentracGes aumentadas de TNF e IL-6, bem como uma diminuigdo
nos niveis de IL-10, IFN-y e IL-2 tém sido comumente ligadas a pacientes com cirrose
decorrente de DHA (ROMEO et al., 2007).

Na fase pds-patente que, comumente, tem seu inicio em torno de 45 dias apos a
infeccdo, (fase deste estudo) ocorre uma mudanga no perfil dos mediadores imunoldgicos
produzidos pelo hospedeiro, ocorrendo o aumento de producdo de citocinas do tipo Th2,
como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, eosinofilia e a producdo de IgE, devido a producdo de ovos
pelo helminto (BURKE et al., 2009; HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013).

A importancia de citocinas do tipo Th2 na formacdo dos granulomas ja foi,
experimentalmente, demonstrada. Em camundongos ‘triplo knockout” deficientes na produgéo
de IL-10, IL-12/23 (p40) e IL-13Ra2, ocorreu formagdo de granulomas, exacerbadamente,
maiores do que os controles (MENTINK-KANE et al., 2011). Camundongos geneticamente
deficientes em STAT 6 (sinal transdutor e ativador de transcricdo 6 essencial para a
progressdo da resposta Th2) e animais tratados com anti-1L-4 apresentaram reducdo no
tamanho dos granulomas (KAPLAN et al.,, 1998). Por outro lado, pesquisas anteriores
mostraram que camundongos geneticamente deficientes na producéo de IL-4 e infectados pelo
S. mansoni apresentaram aumento na mortalidade e morbidade, que foram consideradas
decorrentes a0 aumento da producdo de citocinas pro-inflamatérias, IFN-y, TNF-a e NO
(FALLON et al., 2000; LA FLAMME; PATTON; PEARCE, 2001). Sendo assim, o balango
da resposta Th1/Th2 que resulta na formacdo do granuloma, que é a causa da patologia devido
a fibrose, antagonicamente, pode proporcionar prote¢do, minimizando os danos teciduais
causados pela resposta imune a infecc¢do por S. mansoni (BOYETT; HSIEH, 2014).

Em nosso estudo, as citocinas do tipo Th2, IL-4 e IL-10 se mostraram aumentadas no
grupo infectado, no entanto, a associagdo da infeccdo ao consumo de etanol, assim como nas
citocinas pro-inflamatérias, reduziu essa producdo, atuando como um imunOSSUpPressor.
TEIXEIRA et al., (2016) relatou niveis diminuidos de IL-4, IL-5, IL-13 e IgE, devido ao
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desvio da resposta Th2 para Thl em alcoodlatras crénicos hiperinfectados pelo Strongyloides
stercoralis, agravando a doenca. Outros estudos, no entanto, afirmam que o consumo de
alcool diminui a producdo de citocinas Thl, mantendo a producao de citocinas Th2 em niveis
normais ou até aumentados (ZAGO-GOMES et al., 2002).

Foi demonstrado em pesquisa associando a infec¢do esquistossomatica durante a fase
aguda e a desnutricdo que, os camundongos desnutridos e infectados, apresentaram resposta
indicativa de perfil Thl, com intensa producdo de IFN-y e baixa producdo de IL-13 e sem
deteccdo de IL-4, enquanto que os eutroficos apresentaram resposta indicativa de perfil Th2
(SILVA, 2008). A co-infeccdo de S. stercoralis e virus linfotropico T humano tipo 1 (HTLV-
1) demostrou aumento da producéo de IFN-y e diminui¢do dos niveis de IL-4, IL-5 e IL-13
(PORTO et al., 2002; SANTOS et al., 2004; SILVA et al., 2016).

Alguns autores sugerem que diminuicdo destas respostas nos grupos com ingestdo de
etanol, decorrem de uma diminuicdo da capacidade proliferativa de linfocitos T, decréscimo
na producdo de anticorpos, alteragdo no perfil das citocinas, além de mudancas fenotipicas e
funcionais em populacgdes celulares de 6rgdos linfoides ( PRUETT; FAN, 2009; LANZKE et
al., 2007, 2017 PASCUAL et al., 2017).

Em resumo, ndo houve prevalecimento no tipo de resposta imune (Thl ou Th2) nesta
associacdao, porém podemos afirmar que o etanol, devido a diminuicdo nos niveis das
citocinas dosadas, imunossuprimiu a resposta inflamatdria e anti-inflamatéria gerada pela
infeccdo esquistossomética. BRANDAO-BEZERRA, (2016) em seu estudo associando a
infeccdo esquistossomotica e a ingestao de etanol, encontrou aumento na area dos granulomas
esquistossomoticos e diminuigdo na deposicdo de colageno, que comprometeram ainda mais o
tecido hepético. Os resultados encontrados neste trabalho sobre as citocinas, podem explicar

estas alteracdes citadas, repercutindo em maiores danos ao hospedeiro.
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CONCLUSAO

Concluiu-se neste trabalho, que a ingestdo de etanol modificou o padrdo de algumas

alteracdes decorrentes da infeccdo esquistossomotica como:

a) Atenuou a diminuicdo dos niveis de glicose e lipidios séricos comuns na infeccdo
esquistossomotica;

b) Tornou mais intensa a desestruturacdo organizacional no tecido esplénico que ocorre
na esquistossomose;

c) Reduziu os niveis das citocinas produzidas por linfdcitos, dosadas neste trabalho,
durante a infeccdo esquistossomatica.
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