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RESUMO

ROSA, Aline Aparecida da. Associacdo da esquistossomose mansonica e diabetes mellitus
tipo 1 em modelo murino experimental: novas perspectivas sobre o impacto no parasito e
no tecido hepatico. 2024. 81 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Este trabalho tem como objetivo compreender a associacdo entre a infeccdo pelo
helminto Schistosoma mansoni e o diabetes mellitus tipo 1, induzido por estreptozotocina
(STZ), estudando as alteracbes nos helmintos e no figado. Para tal, foram utilizados
camundongos Swiss Webster machos, com 9 semanas de vida, divididos em 4 grupos (n por
grupo = 10). Para a inducdo do diabetes mellitus, 20 destes animais receberam 100mg/kg de
STZ, por via intraperitoneal e 10 dias depois da aplicagdo, 0s animais que apresentaram
glicemia > 200 mg/dL, foram considerados diabéticos. Ap6s 30 dias, os animais (n=20) foram
infectados por S. mansoni, por via subcutanea (£80 cercarias por animal). Obteve-se entdo, os
seguintes grupos de estudo: Grupo CS- animais ndo infectados e ndo diabéticos; Grupo I,
animais infectados com S. mansoni; Grupo D, animais diabéticos; e Grupo DI, animais
diabéticos e infectados pelo S. mansoni. A eutanasia ocorreu na nona semana de infeccdo, onde
retirou-se o figado, que foi submetido ao processamento histoldgico de rotina. Cortes
histologicos obtidos foram corados por H&E, Tricromico de Masson e Picrossirius Red, e
analisados por histopatologia, métodos quantitativos (D36, quantificacdo de células e coldgeno)
e morfometria dos granulomas. Os helmintos adultos foram retirados do sistema porta e das
veias do mesentério, separados por sexo, fixados em AFA e corados por Carmim Cloridrico, 0s
sexos, por microscopia de campo claro, MEV e Confocal. Ao analisarmos os helmintos machos
do Grupo DI notou-se tegumento mais espesso do que os espécimes do Grupo | (+43%; p=0,001),
lobos testiculares com alteracdes em sua morfologia, e espacos vazios entre as células. Nas
fémeas, 0 ovario estava com area maior do que no Grupo | (+21%; p=0,0150), com odcitos que
apresentavam variacdo do tamanho celular, pleomorfismo (formatos triangulares e
retangulares) e espacos vazios entre eles. Na analise histopatoldgica do figado observou-se
extensas areas de necrose, diversos granulomas em confluéncia, desnaturacdo de endonucleases
no nucleo dos hepatdcitos (visto também no Grupo D), células com degeneracdo hidropica,
microesteatose hepética e finalmente, hiperemia nos vasos e capilares. A estereologia apontou
decréscimo no volume de hepatdcitos do Grupo DI (-15%; p=0,008), e das células de Kupffer
(-40%; p=0,026), e aumento do infiltrado celular (+200%; p=0,0151) comparados aos Grupos
CS, | e D, respectivamente. Avaliando a remodelacdo hepatica, notou-se uma diminuicéo
significativa de hepatdcitos mononucleados e binucleados no Grupo DI comparando-0 aos
Grupos D e I. Ndo foram encontradas diferencas nas medidas de area e perimetro dos
granulomas, no entanto a producdo de colageno foi 76% maior no Grupo DI comparado ao
Grupo | (p= 0,0159). Concluiu-se neste trabalho, que o diabetes mellitus tipo 1 modificou
alguns parametros da infecgdo esquistossomotica, entre eles: a espessura do tegumento dos
helmintos machos; o sistema reprodutor de machos e fémeas; a desestruturagdo organizacional
no tecido hepatico que ocorre na esquistossomose e; a deposi¢édo de coldgeno nos granulomas
esquistossomoticos.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; morfologia dos vermes; diabetes mellitus; figado;

histopatologia.



ABSTRACT

ROSA, Aline Aparecida da. Association of schistosomiasis mansoni and type 1 diabetes
mellitus in an experimental murine model: new perspectives on the impact on the parasite and
liver tissue. 2024. 81 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024,

This study aims to understand the association between infection by the helminth
Schistosoma mansoni and type 1 diabetes mellitus induced by streptozotocin (STZ) by studying
the changes in the helminths and liver. For this purpose, male Swiss Webster mice, 9 weeks
old, were divided into 4 groups (n per group = 10). To induce diabetes mellitus, 20 of these
animals received 100 mg/kg of STZ intraperitoneally and 10 days after application, animals
with blood glucose > 200 mg/dL were considered diabetic. After 30 days, the animals (n = 20)
were infected with S. mansoni subcutaneously (£ 80 cercariae per animal). The following study
groups were then obtained: Group CS - uninfected and non-diabetic animals; Group I - animals
infected with S. mansoni; Group D, diabetic animals; and Group DI, diabetic animals infected
with S. mansoni. Euthanasia occurred in the ninth week of infection, when the liver was
removed and submitted to routine histological processing. Histological sections obtained were
stained with H&E, Masson's Trichrome and Picrosirius Red, and analyzed by histopathology,
quantitative methods (D36, cell and collagen quantification) and morphometry of granulomas.
Adult helminths were removed from the portal system and mesentery veins, separated by sex,
fixed in AFA and stained with Hydrochloric Carmine, for evaluation of the structures of the
reproductive system, digestive system and tegument in both sexes, by bright field microscopy,
SEM and Confocal. When analyzing the male helminths in the DI Group, we noticed a thicker
tegument than the specimens in the infected Group (+43%; p=0.001), testicular lobes with
changes in their morphology, and empty spaces between the cells. In females, the ovary
presented a larger area than in Group | (+21%; p=0.0150), with oocytes that presented variation
in cell size, pleomorphism (triangular and rectangular shapes) and empty spaces between them.
The histopathological analysis of the liver demonstrated extensive areas of necrosis, several
granulomas in confluence, denaturation of endonucleases in the nucleus of hepatocytes (also
seen in Group D), cells with hydropic degeneration, hepatic microsteatosis and finally,
hyperemia in the vessels and capillaries. Stereology showed a decline in the volume of DI
hepatocytes (-15%; p=0.008) and Kupffer cells (-40%; p=0.026), and an increase in cellular
infiltrate (+200%; p=0.0151) compared to the CS, | and D Groups, respectively. Evaluating
liver regeneration, a significant decrease in mononucleated and binucleated hepatocytes was
noted in Group DI compared to Groups D and I. No differences were found in the area and
perimeter measurements of the granulomas, however, collagen production was 76% higher in
Group DI compared to Group | (p = 0.0159). It was concluded in this study that the association
of type 1 diabetes mellitus modified some parameters of schistosomal infection, among them:
the thickness of the tegument of male helminths; the reproductive system of males and females;
intensified the desorganizational in the liver tissue that occurs in schistosomiasis; and increased
collagen deposition in schistosomal granulomas.

Keywords: Schistosoma mansoni; worm morphology; diabetes mellitus; liver;

histopathology.
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INTRODUCAO

Aspectos epidemioldgicos da esquistossomose

A esquistossomose, parasitose causada por trematddeos digenéticos do género
Schistosoma, € uma das doengas parasitarias mais importantes do mundo devido a sua alta
morbidade e mortalidade, que causa risco ndo apenas a saide humana, mas ao desenvolvimento
socioecondmico da populacéo (Xue et al., 2023). A esquistossomose mansonica afeta os seres
humanos desde a antiguidade. Prova disso foi o encontro de ovos de espécies de Schistosoma,
em mumias egipcias (Habicht et al., 2021). A despeito da sua importancia, esta parasitose é
considerada uma doenca negligenciada e existem multiplos fatores que limitam e dificultam o
seu controle e sua eliminagdo (Menezes et al ., 2023). Em 2021, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) estimou que aproximadamente 75,3 milhGes de pessoas, em cerca de 78 paises,
receberam tratamento contra a doenga.

No Brasil, a esquistossomose é causada pela espécie Schistosoma mansoni Sambon,
1907, e esta presente em 19 estados (principalmente nas regides nordeste e sudeste) sendo 8
destes, considerados endémicos: Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais (Figura 1). Na década de 1980, foi lancado um programa
nacional de controle, o ¢ (PCE) (Brasil, 2024), voltado para a detec¢éo e tratamento de pessoas
infectadas. Desde entdo, a prevaléncia, morbidade e mortalidade relacionadas a
esquistossomose diminuiram no Brasil. O Inquérito Nacional da Prevaléncia da
Esquistossomose mansoni e Geo- helmintoses, apontou decréscimo na positividade da
esquistossomose, que passou de 9,24% em 1977 para 1,79% em 2018, entretanto, casos graves
e mortes continuam a ocorrer (Katz, 2018). De acordo com os ultimos dados do Sistema de
Informacdo do Programa de Controle da Esquistossomose (SISPCE), o percentual de
positividade para S. mansoni nas areas endémicas demonstrou ligeira queda nos casos, de 5,20%
em 2009, para 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 medio de positividade, em 10
anos de 4,29% (Brasil, 2021).

A esquistossomose mansonica estd diretamente relacionada a pobreza (Katz, 2018).
Fatores como: baixas condicdes de saneamento basico, renda familiar, nivel de escolaridade e
acesso a informacao, influenciam fortemente a sua permanéncia no pais. Nas areas endémicas
da doenca, inimeras fontes de &gua utilizadas para fins domésticos ou de recreagdo, sdo

consideradas de alto risco de transmisséo, e cabe ressaltar que o risco de contrair a infecgao
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nesses locais ndo é eventual, ja& que os moradores dependem dessas fontes hidricas. Fatores
ambientais (como a presenca do hospedeiro intermediério) e sociais (como condicdes
econémicas, de saneamento e abastecimento de &gua precarios) podem contribuir para que
ambientes indenes se tornem propicios a novos focos de transmisséo (Brasil, 2024).

Os sintomas da esquistossomose podem variar devido a fatores como: exposi¢éo prévia
ao parasito, carga parasitaria e reatividade do hospedeiro. Com isto, habitantes de areas
endémicas que estdo constantemente em contato com os antigenos do parasito, frequentemente
apresentam poucos sintomas dificultando o diagndstico (Bina e Prata, 2003; McManus et al.,
2020). O padrdo-ouro para detec¢do da esquistossomose € a técnica de Kato-Katz (Katz et al.,
1972; Katz et al., 2018) em razdo do seu baixo custo, sua facil manipulacao, e por ser um método
quantitativo. Todavia, diversas técnicas seguem sendo estudadas e aprimoradas, como por
exemplo o método do gradiente salino (Coelho et al., 2009), Helmintex® (Menezes et al., 2023),
algumas técnicas moleculares (Enk et al, 2012; Oyeyemi et al., 2021) e o teste imunoldgico
denominado de POC-CCA que apresentaram resultados promissores para utilizacdo em areas
de baixa carga parasitaria. O POC-CCA detecta antigenos catdditos circulantes (CCA, do inglés
circulating cathodic antigen) na urina com alta sensibilidade e especificidade e, por se tratar de
um teste rapido imunocromatogréafico, permite diagnosticar a infeccdo em campo (Siqueira et
al., 2016). Em um recente estudo realizado em area 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; Grenfell et al., 2019; Menezes et al.,
2023).
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Figura 1 — Distribuig&o da esquistossomose segundo a média do percentual de positividade por

municipio. Brasil, 2019
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Fonte: BRASIL, 2024.

Schistosoma mansoni e seu ciclo bioldgico

O S. mansoni € um trematddeo com caracteristicas raras em sua classe, pois apresentam
sexos separados, dimorfismo sexual, além de serem longos e delgados (Figura 2). Os helmintos
adultos, tanto 0 macho como a fémea, apresentam duas ventosas na regido anterior do corpo, a
ventosa oral e a uma segunda ventosa, a uma pequena distancia desta, a ventosa ventral ou
acetabulo. No interior da ventosa oral abre- se o0 es6fago, que se bifurca no nivel da ventosa
ventral e funde-se em seguida, formando um ceco Unico que ird terminar na extremidade

posterior do helminto (Kastner et al., 1975)



Figura 2- Casal de Schistosoma mansoni acasalados e corados em carmim cloridrico.

Fonte: Silva et al., 2008.

O macho mede cerca de 1 cm e possui uma coloragdo esbranquicada. Sua regido
posterior do corpo ¢ mais achatada dorsoventralmente do que a anterior, e se “dobra” para
formar o chamado canal ginecé6foro, onde a fémea ¢é albergada (Kastner et al., 1975). Seu
aparelho genital é constituido por lobos testiculares intercomunicados, localizados no inicio do
canal ginecoforo. Estes lobos testiculares sdo preenchidos por células cilindricas em diferentes
estagios de maturacdo (Neves et al., 2005). O canal deferente, por onde os espermatozoides séo
projetados, se dilata para constituir a vesicula seminal, que esta ventralmente ligada ao poro
genital pelo ducto ejaculador (Machado-Silva et al., 1998) (Figura 3).

As fémeas sdo mais delgadas, porém maiores do que os machos, medindo cerca 1,2 a
1,6 cm de comprimento e apresentam uma coloracdo mais escura devido a hemozoina, um
produto derivado da digestdo de heméacias. Na regido anterior do corpo, o sistema reprodutor é
formado pelo ovario, composto por corddes de células germinativas hexagonais (06citos) com
nucleo central e diferentes estagios de maturacdo. O oviduto, por onde as células germinativas
passardo para chegar ao o6tipo, sai da extremidade do ovario e préximo a ele, encontra-se a
espermateca, que possui forma alongada e espermatozéides armazenados. O ovitudo dilata-se
formando o o6tipo, que é composto por células cilindricas, as glandulas de Mehlis (Neves et
al., 2005) que sdo um grupo de celulas secretoras, importantes para a formacao e excre¢do do
ovo (Silva et al., 2008). O o0tipo entéo, se abre em uma estrutura longa e cilindrica revestida
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por epitélio cilindrico, o utero. O ovo segue através do Utero, que se abre ventralmente logo
abaixo da ventosa ventral, no poro genital, e entdo € liberado (Kastner et al., 1975) (Figura 3).
Na parte posterior, as glandulas vitelinicas, possuem forma semelhante a “cachos de uvas”, sdo
formadas por células colunares de tamanho irregular e ndcleo central, produzem o vitelo, que é
extremamente importante para a nutricdo do ovo, e que chega ao 06tipo através do viteloduto
(Neves et al., 2005).

Em relacdo ao seu revestimento externo, o S. mansoni apresenta um tegumento
heptalaminado, que esta em constante processo de renovacao, e onde nos machos, numerosos
tubérculos sdo encontrados principalmente na regido dorsal ( Machado-Silva et al., 1998). Ao
serem observados em microscopia eletronica de varredura (MEV) pode-se observar espinhos
nos tubérculos e a presenca de papilas sensoriais em seu tegumento (Branddo-Bezerra et al.,
2019) (Figura 4).

Figura 3 — Esquema dos helmintos adultos de Schistosoma mansoni.

Legenda: a, ventosa oral e boca; b, esdfago (desenho incompleto na fémea); c, acetdbulo ou ventosa ventral; d,
vesicula seminal; e, canal deferente; f, lobo testicular; g, por¢cdo média bifurcada do intestino; h, inicio do ceco; i,
orificio genital feminino; j, Utero; k, um ovo em processo de formagdo da casca no 06tipo; I, oviduto; m, ovario;
n, viteloduto; o, glandulas vitelinas.

Fonte: Rey, 2008.
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Figura 4- Superficie tegumental de machos de Schistosoma mansoni observada por meio da

microscopia eletronica de varredura (MEV).

Legenda: (T) Tubérculos; (1) Sulcos intertuberculares; (SP) Papilas sensoriais; (S) Espinhos.

Fonte: Brandao-Bezerra et al., 2019

O S. mansoni possui um ciclo biol6gico heteréxeno (Figura 5) que se inicia quando o
hospedeiro vertebrado infectado (hospedeiro definitivo), libera ovos vidveis nas fezes que, em
contato com a agua doce, se rompem permitindo a saida da forma larvéria ciliada denominada
miracidio. O miracidio é a forma infectante ao hospedeiro invertebrado (hospedeiro
intermediario), que sdo caramujos de dgua doce do género Biomphalaria. Nos caramujos, 0s
miracidios passam por reorganizacdo morfolégica e bioldgica, resultando na producdo de
esporocistos primarios. Por poliembrionia, sdo gerados os esporocistos secundarios que geram
cercarias, forma infectante ao hospedeiro vertebrado (Simdes et al., 2017) . Quatro a seis
semanas depois, as cercarias saem dos caramujos pelas partes moles e nadam livremente. Desta
forma, ao entrar em contato com cole¢des d’agua contaminadas, o hospedeiro vertebrado ¢
infectado pelas cercarias que o penetram ativamente pela pele, transformando-se em
esquistossdmulos. Apds 3-5 dias, migram pela circulacdo sanguinea passando pelo coracdo e
pulmédo até chegarem no sistema porta hepatico, onde as formas jovens amadurecem
sexualmente (macho e fémea) e acasalam-se (Gryseels, 2012; Gryseels et al., 2006). Apés o
acasalamento, os helmintos deslocam-se contra a corrente sanguinea para as veias do
mesentério, onde a fémea inicia a oviposi¢do. Alguns destes ovos, atravessam a parede
intestinal, alcancando a luz intestinal, sendo liberados adjunto as fezes, propiciando o reinicio

do ciclo bioldgico (Mcmanus et al., 2018) (Figura 5).
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Figura 5 — Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni.
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A patogenia da esquistossomose no figado

Alguns ovos liberados pelas fémeas nas veias do mesentério sao carreados pelo fluxo
sanguineo, porém com a diminuicao gradual no calibre dos capilares, ndo conseguem progredir
ficando retidos em alguns 6rgéos, sobretudo no figado, tornando-o o principal foco da resposta
do hospedeiro ao parasito (Costain et al., 2018;Schwartz e Fallon, 2018). Ao secretarem
antigenos soltveis (Soluble Egg Antigens — SEA), 0s ovos nos sinusoOides hepaticos
desencadeiam uma reacdo fisiopatoldgica complexa que iniciam a formacdo do granuloma. Os
SEA secretados induzem a producgdo das interleucinas 4 (IL-4) e 5 (IL-5). A IL-4 induzirg a
producdo de imunoglobulina E (IgE), e a IL-5 por sua vez, induzird a produgdo e mobilizagdo
de eosindfilos (Burke et al., 2009; McManus et al., 2020). Nesta fase da infeccdo (pds
oviposicdo) a resposta imune do tipo Th2 é estabelecida e essas citocinas, juntamente com IL-
13, induzem a ativacdo de macrofagos M2, producdo de IgE, 1gG1 e 1gG4 pelos linfécitos B e,

o recrutamento de eosinofilos, mastdcitos e basofilos, que sdo os principais tipos celulares que
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compdem os granulomas ao redor dos ovos, impedindo sua migracdo (Pearce et al., 2004;
Castro et al., 2018; Costain, 2023) (Figura 6).

A medida que a infeccdo permanece, o hospedeiro entra em um estado mais regulado,
caracterizado pela reducdo da responsividade aos antigenos e expanséo de células T reguladoras
(Tregs). Estas células possuem fungdo supressora e, a partir da liberagéo de citocinas como IL-
10 e TGF-B, regulam a inflamacg&o. A producédo de ovos persiste durante esse periodo, mas com

niveis Th2 diminuidos, menos ativacdo de linfécitos e granulomas involutivos.

Figura 6. Granuloma hepatico na esquistossomose.
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Legenda: Esquema demonstrando o granuloma hepatico. CEH: Célula estrelada hepatica; Linf. B: Linfécito B;
Linf. T: Linfdcito T.
Fonte: Adaptado de McManus et al., 2020.

Durante seu desenvolvimento, os granulomas esquistossomaticos passam por diferentes
estagios de maturacdo, apresentando desde as formas iniciais com predominancia celular, até
0s estagios cicatriciais com grande quantidade de colageno. A vista disto, o granuloma

esquistossomotico apresenta 0s seguintes estagios, sugeridos por Lenzi et al., 1998:

i.  Fase pré-granulomatosa fraca e inicial e/ou reativa (IR);
ii.  Fase pré-granulomatosa exsudativa (E);
iii.  Fase granulomatosa exsudativa-produtiva (EP);
iv.  Fase granulomatosa produtiva (P);

v.  Fase granulomatosa involutiva (1).



As fases pré-granulomatosas (IR e E) se caracterizam pela grande presenca de células
inflamatorias ao redor do ovo. Na fase exsudativa-produtiva (EP), os granulomas séo
caracterizados pela presenca de diferentes tipos celulares como macrofagos, eosindfilos,
linfécitos e fibroblastos, com producdo de colageno e apresentam aspecto circular. Os
granulomas na fase produtiva (P) se caracterizam pela maior presenca das fibras de colageno e
na fase involutiva (1) o ovo foi destruido predominando a fibrose (Costa-Silvaet al., 2002; Lenzi
etal., 1998).

A presenca de granulomas periovulares isolados na periferia da veia porta € uma
caracteristica encontrada em individuos que apresentam lesdes hepatointestinais, muito comum
em areas endémicas. As manifestacdes clinicas leves ou assintométicas sdo explicadas pela
baixa carga parasitaria que permite a existéncia de um equilibrio entre a resposta do hospedeiro
aos Novos ovos e a reabsorcao de lesdes antigas (Castro et al., 2018; Freitas et al., 1999). A
fibrose nos granulomas hepaticos obstrui o fluxo sanguineo e aumenta a pressdao portal
culminando em alteracGes vasculares hepaticas graves que incluem a reducéo severa do sistema
da veia porta, hiperplasia e hipertrofia do sistema arterial ( Andrade, 2009; Lambertucci, 2010)
Paradoxalmente, os granulomas periovulares atuam protegendo o tecido do hospedeiro
circundante das toxinas liberadas pelo ovo, atuando ndo apenas como uma barreira fisica entre
0 ovo e o tecido, mas também com sequestro de produtos antigénicos secretados pelo ovo
(Hams et al., 2013).

A esquistossomose associada a outras morbidades nédo infecciosas

Estudos que avaliem a associagdo entre a esquistossomose e condi¢des ndo infecciosas
sdo cada vez mais relevantes. Compreender o comportamento da infec¢do esquistossomotica e
na resposta gerada pelo hospedeiro ja afetado por outra doenca em simultaneo, podera permitir
melhores abordagens, visto que esta parasitose causa grande impacto na saude publica. Por
viverem no sangue, 0S esquistossomos sdo altamente dependentes do metabolismo do
hospedeiro, portanto o parasito e a evolugédo da infeccdo podem ser afetados por alteragdes neste
metabolismo, assim como pela existéncia de comorbidades (Hulstijn et al. 2001; Neves et al.,
2001; Alencar et al., 2009).

Nos ultimos anos, nosso grupo vem desenvolvendo pesquisas que abordam a associagdo
de alteragdes metabolicas com a infeccdo pelo S. mansoni. Neves et al., (2007a) e 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
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gordura. O aumento na quantidade de ovos liberados pelas fémeas acarretou em maiores danos
ao figado e outros 6rgdos do hospedeiro. Os lipidios induzem o parasito a expressar uma
proteina de superficie, que possuem receptores de colesterol circulante e, esta associacao da
proteina e colesterol, protege e favorece o parasito contra a resposta imune do hospedeiro
(Neves et al., 2007 b) .

Camundongos esquistossomoticos e com desnutri¢do proteica apresentaram diminuicao
no granuloma periovular e alteracbes importantes no desenvolvimento dos vermes adultos,
quando comparados aos animais esquistossomoticos eutroficos (Neves et al., 2001; Simdes et
al., 2002). Aléem disto, os animais com essa comorbidade, produzem uma resposta imune celular
e humoral, com titulos de anticorpos e producédo de citocinas (IFN -y, IL-4 e IL10) em niveis
muito mais baixos do que os animais eutrdéficos em fase aguda da infeccdo, alterando o perfil
padrdo de resposta nesta fase (Coutinho et al., 2010).

Da Silva Filomeno et al.,, (2020) utilizaram o modelo C57BL/6 para analisar a
associacdo entre a esquistossomose e a sindrome metabdlica. Apesar da constatacdo da
diminuicdo dos niveis lipidicos e da esteatose no figado do hospedeiro devido a infeccéo, a
presenca de granulomas periovulares e das alteracdes decorrentes da sindrome metabdlica,
como depdsito de fibras de colageno nos vasos sinusoidais e processos inflamatérios, tornaram
as lesdes hepaticas mais intensas.

A associacdo da infeccdo experimental pelo S. mansoni e a ingestdo de etanol a 18%
por 28 dias, resultou em diversas alteracdes morfologicas no helminto como: danos no
tegumento dos parasitos machos com modificacGes nos espinhos e tubérculos, descamacéo
tegumentar e lesdes erosivas. Além de alteracdes no sistema reprodutor tanto de machos quanto
de fémeas, resultando em um aumento no numero de ovos imaturos e mortos no intestino destes
camundongos (Brandao-Bezerra et al., 2019). No parénquima hepaético, a area dos granulomas
aumentou em todos os estagios evolutivos, e além das alteragdes comuns durante a infecgéo,
foi observada microesteatose alcéolica, presenca de necrose e infiltrado mononuclear,
caracterizando a hepatite alcodlica, e exacerbando os danos hepaticos (Branddo-Bezerra et al.,
2022).

Diabetes mellitus tipo 1 e suas caracteristicas

O diabetes mellitus (DM) e uma sindrome enddcrina, cronica caracterizada por
hiperglicemia persistente devido a producdo de insulina irregular e/ou resisténcia a insulina
(Scaratti et al., 2023; Khan et al., 2024). Estimativas recentes indicam que cerca de 422 milhGes

de pessoas tém diabetes e em torno de 1,6 milhdo de mortes séo atribuidas diretamente a doenca
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a cada ano (Magliano et al., 2021), fazendo com que seja considerada um dos problemas de
salde mais desafiadores do seculo XXI. O Brasil ocupa a 4% colocacao entre 0s dez paises com
maior numero de pessoas com DM (16.780.800 brasileiros entre 20-79 anos de idade) e o 3°
lugar mundial quando se trata de criancas e adolescentes com DM tipo 1 (95.846 jovens entre
0-19 anos de idade) (Magliano et al., 2021).

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) ou diabetes mellitus dependente de insulina (DMID)
ocorre por efeito da destruicdo imuno-associada, se ndo diretamente imunomediada, das celulas
B pandreaticas produtotas de insulina (Figura 7), sendo portanto considerada uma doenca
autoimune e sua ocorréncia ¢ mais comum em criancas e adultos jovens (Katsarou et al., 2017;
Lovic et al, 2020). O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ou diabetes mellitus ndo dependente de
insulina (DMNDI) esté associado a resisténcia a insulina e a falta de compensacdo adequada pelas
células B ocasionando uma deficiéncia relativa na secre¢do de insulina (Al-awar et al., 2016;
Lovic et al., 2020). Além do pancreas, varios 0rgdos sofrem alteracdes no diabetes incluindo rins
e figado. Em pacientes com DM1 o maus controle metabdlico, pode acarretar emdanos ao figado,
resultando em hepatomegalia secundaria devido ao depdsito de glicogénio intra-hepético
(Bastardas et al., 2007).
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Figura 7. Patogénese do Diabetes Tipo 1.
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Legenda: Etapas até a morte das células B em DMI1. A demanda metabolica de desafio nutricional resulta em
estresse no reticulo endoplasmatico e estresse oxidativo (1) seguido pela liberagdo de quimiocinas pelas células 8
(2). As quimiocinas atraem células imunes (3), como macrdfagos e células T, que podem danificar a ilhota (4)
diretamente através das interacfes das células T e indiretamente através da liberagéo de citocinas inflamatdrias e
espécies reativas de oxigénio. O dano celular exacerba o Reticulo endoplasmético e o estresse oxidativo,

perpetuando esse ciclo. A incapacidade de restaurar a homeostase celular resultara na morte das células beta (5).

Fonte: Toren et al., 2021. Adaptado.

A prevaléncia do DM1 tem aumentado nos paises desenvolvidos, porém é menos
frequente em regibes tropicais onde doencas infecciosas como a esquistossomose, Sao
endémicas. A "hipotese da higiene" sugere que uma menor exposi¢do a infeccGes, devido a
melhoria da higiene e acompanhamento regular de saide, pode aumentar o risco de doengas
autoimunes e alérgicas (Zaccone et al., 2003;Cooke et al., 2004; Caraballo, 2018). Estudos
anteriores ja demonstraram que a exposi¢do de camundongos aos SEA reduziu o risco de DM1,
possivelmente pela indugdo de macrofagos M2 do tecido adiposo e da expanséo de células T

reguladoras, que devido a sua funcéo supressora, podem promover um efeito protetor contra o
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diabetes (Crevel et al., 2017). Em contra partida a associa¢do do diabetes e a esquistossomose,
mostrou que 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 (Hulstijn et al., 2001). Outro estudo, onde se comparou 0s niveis
séricos de glicose e lipidios, entre pacientes com esquistossomose crénica e individuos sem
esquistossomose, constatou que os pacientes com infec¢do por Schistosoma japonicum tinham
niveis significativamente mais baixos de glicose, triglicerideos e colesterol do que aqueles sem
a infeccdo (Duan et al., 2018). Alguns resultados apontam que as helmintiases, 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 inflamatorias crénicas nao infecciosas (Oliveira et al., 2017).

A inducéo experimental do DM1 por estreptozotocina

Desde a sua descoberta em 1959, a estreptozotocina (STZ) tem sido amplamente
utilizada para a inducdo de diabetes em animais experimentais e em estudos pré-clinicos. A
STZ danifica seletivamente as células 3 pancredticas, gerando alteracfes estruturais, funcionais
e bioquimicas que se assemelham aquelas que geralmente aparecem na doenca em humanos.
Desta forma, a STZ se tornou uma ferramenta clinicamente relevante para induzir o diabetes
tipo 1 e tipo 2 e estudar sua patogénese (Goes et al., 2016; Goyal et al., 2016; Jin et al., 2020).
Para garantir a reprodutibilidade dos estudos com STZ alguns aspectos importantes
devem ser ponderados: a sua variabilidade na preparacdo, via e dose de administracéo,
farmacocinética e farmacodinamica entre as espécies, cepa animal a ser utilizada, idade e outras
caracteristicas dos modelos experimentais (Goyal et al., 2016). A dose a ser administrada é um
fator importante, tanto para o tipo de diabetes a ser induzida, como pela toxicidade inespecifica
em outros Orgédos provocada pela STZ (Hulstijn et al. 2001;Furman et al., 2015; Birgani et.,
2018). Acredita-se que 0 DML seja induzido em animais experimentais por uma unica injecdo
de STZ (Goyal et al., 2016). Diferentemente, a indugdo do DM 2 apresenta varias abordagens
como: injecdo de STZ apds administracdo de nicotinamida (Wu et al., 2008; Giribabu et al.,
2018) e alimentacdo com dieta hiperlipidica apds ou antes da administracdo de STZ (Jin et al.,
2020).
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Figura 8- Estrutura quimica da estreptozotocina.

Fonte: https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/streptozotocin. Acesso em 29 de setembro de 2024.

Esquistossomose e diabetes mellitus

A esquistossomose e o diabetes mellitus sdo morbidades extremamente importantes que
causam grande impacto na saude publica e, que podem ocorrer simultaneamente em um
hospedeiro. Estudos indicam que o diabetes mellitus pode aumentar a incidéncia e a gravidade
de muitas infec¢des e ha evidéncias de que a hiperglicemia e 0 mau controle glicémico estdo
correlacionados com o risco de infeccdo e com o seu desfecho (Crevel et al., 2017).

Gobes et al, (2016), analisaram os efeitos da estreptozotocina (STZ) e da
esquistossomose mansonica na biodistribuicdo do 99mTc-pertecnetato de sodio (Tecnécio), um
radiofarmaco amplamente usado na medicina nuclear. Os resultados deste estudo, mostraram
diminuicdo na captacdo do radiofarmaco, principalmente no figado e no pancreas, que séo
respectivamente, orgdos onde ocorrem alteracfes fisiopatologicas na esquistossomose
mansonica e no diabetes.

A inducéo do diabetes mellitus com STZ em camundongos infectados pelo S. mansoni
resultou em menor nimero de ovos por grama de fezes e menor quantidade de ovos maduros e

viaveis no intestino. A menor excrecdo fecal de ovos em camundongos diabéticos
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possivelmente foi devido a maturagdo prejudicada dos ovos, demonstrando o impacto desta
associagdo na capacidade reprodutiva dos helmintos ( Hulstijn et al. 2001; 2011).

Em recente estudo, a interacdo da infeccdo esquistossomotica, diabetes mellitus e
obesidade em camundongos foi analisada, e identificou-se um aumento na contagem de ovos
nos tecidos, na porcentagem de ovos maduros e na densidade de fibrose, acarretando em
maiores danos ao hospedeiro. Enquanto que a infec¢do pelo S. mansoni induziu alteragdes no
perfil lipidico e nos niveis de glicose no sangue em grupos diabéticos e obesos infectados e
impactou favoravelmente os niveis de insulina em camundongos obesos (Amer et al., 2023).

Pesquisas recentes relatam a correlacdo negativa entre a esquistossomose e 0 DM1. Uma
vez que, antigenos relacionados ao S. mansoni afetam a composicao das células imunoldgicas,
estimulando um aumento nas células T e natural killer e desta forma, podem regular as respostas
imunes adaptativas relacionadas a prevencdo do DM1 e alterar 0s eixos Th1/Th2 e Th17/Treg
(Tang et al., 2024).

Estas pesquisas citadas corroboram a importancia de se investigar a associacao entre
esquistossomose e diabetes mellitus tipo 1, afim de compreender como a relacdo parasito-

hospedeiro pode ser modificada nesta circunstancia.
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1 JUSTIFICATIVA

E sabido que o diabetes mellitus é um fator de risco para muitas doencas infecciosas, e
sua incidéncia vem aumentando também em areas endémicas para doengas tropicais
negligenciadas definidas pela OMS, como a esquistossomose.

Os aspectos biologicos e do desenvolvimento da infec¢do causada pelo S. mansoni séo
bem consolidados, da mesma forma em que hé na literatura vasta informacéo sobre os efeitos e
patogenia do DM1. No entanto, ndo ha andlise aprofundada (com a metodologia que aqui fora
utilizada) sobre as alteracbes morfologicas nos helmintos bem como, ndo ha analises
demonstrando o impacto desta comorbidade sobre o figado do hospedeiro.

Neste contexto, buscamos investigar se a infeccéo pelo S. mansoni na fase aguda quando
associada ao diabetes mellitus tipo 1 induzida por STZ, causa alteracfes morfoldgicas nos

helmintos adultos e modifica o padrdo dos danos hepaticos causados pela esquistossomose.
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2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o impacto da associagdo do diabetes mellitus tipo 1 com a esquistossomose

aguda experimental, na morfologia do parasito e no tecido hepatico do hospedeiro.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar se ocorreu alteracdo na infectividade e na recuperacgdo dos vermes adultos;

Verificar se o diabetes mellitus alterou a maturacéo dos ovos liberados pelo helminto;

Investigar se houve modificagdes morfolégicas e morfométricas no tegumento e no
sistema reprodutor dos vermes adultos;

Caracterizar as alteracGes histopatolégicas no tecido hepatico, decorrentes da infeccdo
esquistossomotica associada ao diabetes mellitus tipo 1;

Realizar estudo quantitativo das estruturas do tecido hepatico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho experimental

Indugdo do DM1
com o uso da
Estreptozotocina

Dosagem

glicémica para
confirmagdo
do diabetes.

S

Infeccdo com +80
cercarias de
Schistosoma mansoni da
cepa BH.
Grupos | e DI.

Exame
Parasitoldgico
para
confirmacdo
da infeccdo
Helm Test®

-

Eutanasia dos
grupos
Experimentais

(Grupos CS, I, D e DI).

! Gy

Mus musculus , (100 mg/kg )
Grupos D e DI.
machos com 60
dias de vida.
‘l’
{
|
12 dia IDM
LEGENDA

102 dia pds IDM

CS - Animal n3o infectado e n3o diabético (Controle Sadio)

| - Animal infectado

D - Animal diabético

DI - Animal infectado e diabético

IDM- Inducdo do diabetes mellitus tipo 1

302 dia pos IDM
12 dia infecgdo

732 dia p6s IDM
432 dia infecgdo

93° dia pés IDM
632 dia de infecgdo

__Biométricas
Parasitoldgicas
Morfolégicas do Helmintos
Histoldgicas do Figado
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3.2 Comité de Etica

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal,
do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (Universidade do Estado do Rio de Janeiro
- UERVJ), sob o protocolo de numero CEUA/013/2013. O protocolo experimental e os cuidados
com 0s animais seguiram o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio (US National
Research Council Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, 2011) e a Lei Brasileira 11.794/2008 (Marques et al., 2009) além da regulamentacédo
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.3 Animais

Para a realizagéo deste estudo foi utilizado como modelo experimental mus musculus
machos (n=40), linhagem Swiss Webster, com 9 semanas de vida. Os animais foram obtidos do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (Fundacéo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) e foram alojados no Biotério da Disciplina de Parasitologia (Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro).

Durante 0 experimento, os animais foram acondicionados 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 circulagdo do ar. Os
camundongos receberam racdo comum como alimentacdo (Nuvilab CR-1- NUVITAL

Nutrients Ltda., Colombo, Parana, Brasil) e 4gua ad libitum.

3.4 Administracéo da estreptozotocina para a inducéo do diabetes

Para a inducéo do diabetes mellitus utilizou-se o farmaco estreptozotocina (STZ) diluida
em tampao citrato, 0,01M e pH 4,5. Ao todo 20 animais receberam 100mg/kg de STZ em dose
unica (Chaudhry et al., 2013; Goyal et al., 2016), por via intraperitoneal. Com a intencéo de se
evitar mortes por choque hipoglicémico, nas primeiras 24 horas ap6s a administracdo da droga,
0s animais receberam uma solucdo contendo glicose a 5% ao invés de agua. Para submeter
todos o0s animais a0 mesmo estresse, a outra metade dos camundongos (n=20), recebeu apenas
a solucdo tampéo pela mesma via de administracao.

Para se confirmar o éxito da inducgéo do diabetes, a glicemia foi verificada 10 dias apds
a aplicacdo do STZ, sem jejum, utilizando o monitor de glicemia (G-Tech Free SD Biosensor,
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Inc). Os animais que apresentaram glicemia > 200 mg/dL foram considerados diabéticos
(Hulstijn et al. 2001; Furman et al., 2015; 2021).

3.5 Ainfecgéo por Schistosoma mansoni em camundongos diabéticos

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 subcutéanea no dorso dos animais (£80 por animal).

A administracdo da STZ pode ocasionar danos aos helmintos adultos devido ao seu
efeito toxico (Hulstijn et al. 2001) Sendo assim, a infec¢do dos animais ocorreu 30 dias ap6s a
inducdo do diabetes para que a droga fosse metabolizada e excretada e 0 DM1 estivesse bem
estabelecido. Somente os animais que apresentaram glicemia > 200 mg/dL, foram infectados.

A eficécia da infeccdo foi verificada 43 dias apds a exposicao as cercarias. Amostras de
fezes foram pesquisadas quanto a presenca de ovos do parasito por meio do método de Kato-
Katz, o Helm Test® comercial (Bio-Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), de acordo

com as especificacBes do fabricante.

3.6 Divisdo dos grupos experimentais

Os animais foram divididos inicialmente em dois grupos, os diabéticos (receberam STZ)
e ndo-diabéticos (ndo receberam STZ). Apos a confirmacédo da inducdo do diabetes, através das
medicdes da glicose (glicemia acima >200 mg/dL), os animais foram subdivididos para a
infeccdo por S. mansoni. Desta forma, obtivemos 4 grupos: Grupo CS, animais ndo infectados
e ndo diabéticos (controle sadio); Grupo I, animais infectados por S. mansoni; Grupo D, animais
diabéticos; e Grupo DI, animais diabéticos e que, foram infectados pelo S. mansoni (Quadrol).

Quadrol- Grupos experimentais

Grupo CS  animais ndo infectados e ndo diabéticos (controle sadio); n=10
Grupo | animais infectados com S. mansoni; n=10
Grupo D animais diabéticos; n=10

Grupo DI animais diabéticos e infectados com S. mansoni. n=10
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3.7 Necropsia e coleta das amostras

Na 9° semana de infeccdo, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical
(Hulstijn et al., 2011), pesados e entdo, os 6rgdos foram retirados, pesados em balanca de
precisdo (BioPrecisa, JH2102 model). O lobo medial do figado foi fixado em formol tamponado
10% a temperatura ambiente e designado para as analises histopatolégicas deste estudo.

Apds a pesagem dos 6rgdos, os helmintos adultos foram retirados do sistema porta e das
veias do mesentério, separados por sexo com 0 uso de um estereoscopio, quantificados e entéo
fixados em AFA (solugdo com 95% de etanol 70%, 3% de formol e 2% de &cido acético glacial)
(Neves et al., 1998) para posterior processamento para MEV ou coloracdo e montagem das
laminas. O percentual de recuperacdo de helmintos foi calculado de acordo com a carga
infectante (nUmero de cercarias inoculadas) e o nimero de helmintos recuperados (Freire et al.
2003).

3.8 Oograma

Para o oograma, o primeiro centimetro do segmento distal do intestino delgado foi
prensado entre duas laminas histologicas (oograma de esmagamento). A determinacdo dos
estagios evolutivos dos ovos, foi realizada por microscopio de campo claro (Nikon Eclipse
E200) e foram considerados os seguintes graus de maturagdo: imaturos, maduros e mortos
(Machado-Silva et al., 1991; Neves et al, 2007b).

3.9 Coloragéo dos helmintos adultos de S. mansoni para montagem das laminas

Os helmintos adultos foram retirados do fixador AFA e corados por carmim cloridrico
(Neves et al., 1998), obedecendo as seguintes etapas: coloragdo em carmim cloridrico (30
minutos); retirada do excesso de corante por etanol a 70%; diferenciacdo, com obtencdo de
contraste dos diferentes 6rgdos com alcool cloridrico a 0,5%; desidratacdo gradual em série
alcodlica (70%, 90% e absoluto - 3 minutos em cada etapa); clarificacdo em salicilato de metila
com Balsamo do Canada (1:2) e montagem dos espécimes entre lamina e laminula, com

preparacdo permanente, com balsamo do Canada.
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3.10 Analises morfologicas e morfométricas dos helmintos

As laminas com os especimes corados foram submetidas a analise morfoldgica e

morfométrica (Brandao-Bezerra et al., 2019; Neves et al., 2001) em um analisador digital de

imagens equipado com camera (Bel Photonics DV-5000 - 5.0 MP, Bel Engineering,

Monza/Itélia) e imagens capturadas pelo programa Bel View verséo 6.2.3.0 (Bel Engineering,
Monza/Italia).

Para a microscopia Confocal utilizou-se LSM 980-ZEISS (Laser Confocal Microscopy),

com filtro LP570 e comprimento de onda de 543 nm (Brand&do- Bezerra et al., 2019), da

Plataforma de Microscopia Confocal e Superresolucdo (RTTO7A), Rede de Plataformas
Tecnologicas Fiocruz (RPT), Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil.

Nos machos foram estudados:

a)

b)

d)

Aparelho Digestivo (Es6fago) - comprimento (um) e largura (um) do esdfago, desde a
ventosa oral até a ventosa ventral; presenca ou ndo de hemozoina e vactolos/ espacos.
Lobos testiculares — densidade de células germinativas, onde foi considerado como
padrdo normal aqueles que estavam totalmente preenchidos por células; presenca ou ndo
de vactiolos; quantidade; area (um?) e perimetro (um); comprimento e largura.
Vesicula seminal —densidade de espermatozoides, onde foi considerado como padrédo
normal aquelas que estavam totalmente preenchidas; area (um?) e perimetro (um).
Tegumento — espessura do tegumento na regido dos lobos testiculares (linha tracada
com auxilio do software do analisador de imagens); nimero de tubérculos (regido
anterior) em 100 um de comprimento (linha tracada com auxilio do software do

analisador de imagens); altura (um) e largura (um) dos tubérculos no tegumento.

Nas fémeas foram estudados:

a)

b)

Aparelho Digestivo (Es6fago)- comprimento (um) e largura (um) do esdfago, desde a
ventosa oral até a ventosa ventral; presenca ou ndo de hemozoina e vacuolos/ espagos.
Ovério — diferenciacdo celular (maturagcdo dos o0citos); nimero de odcitos sendo
liberados; area (Um?) e perimetro (um).

Glandulas vitelinicas — para a densidade das glandulas vitelinicas foi realizado um
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sistema de escore, sendo considerado: alta (+++), média (++) e baixa (+), onde a
densidade alta (+++) foi considerada como padrdo normal; producéo de vitelo (presenca
de vitelo).

d) Espermateca — densidade de espermatozoides, onde foi considerado como padrdo
normal aquelas que estavam totalmente preenchidas; area (um?) e perimetro (um).

e) Producdo de ovos — presenca de ovos no 06tipo ou Utero.

f) Tegumento — espessura do tegumento proximo a ventosa ventral (linha tracada com

auxilio do software do analisador de imagens).

3.11 Protocolo para o MEV

Apos a recuperacdo, os vermes foram fixados em Karnovski (glutaraldeido 2,5%
formaldeido 4% em tamp&o cacodilato 0,1M) e foram imersos em tubos com fundo chato
contendo pelo menos 2/3 do fixador. Antes de iniciar o processamento, a amostra se manteve
em tetréxido de 6smio 1% (pds-fixador) em tampao cacodilato de sddio 0,1M por 1 hora, para
proteger as lipoproteinas naturais dos tecidos. Entdo, as amostras passaram por desidratacdo em
série alcoolica gradual com banhos de etanol 30%, 50%, 70%, 90% e etanol absoluto, 3 vezes,
por 15 minutos em cada etapa. A etapa final do processamento - secagem -ocorreu por meio da
sublimacédo na camara de ponto critico (Leica EM CPD300) (Torres et al., 2011).

Os espécimes foram montados no suporte (“stub”), utilizando fita de carbono e cobertos
por uma fina camada de ouro, com espessura de 20-25 nm (metaliza¢&o) (Torres et al., 2011).
Por fim, as amostras foram examinadas e as imagens capturadas no microscépio eletrénico de
varredura ZEISS Auriga Compact, - na Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (FCM- UERJ), Rio de Janeiro, Brasil.

3.12 Processamento histoldgico do figado e coloracédo das laminas

O figado foi fixado em formol tamponado 10%, a temperatura ambiente para a
preservacdo dos tecidos por no minimo 48 horas. Em seguida, o material foi submetido ao
processamento histologico de rotina, iniciando com a desidratagdo em séries alcodlicas
crescentes, com 15 minutos em cada etapa, removendo a agua dos tecidos. Na proxima etapa,
a clarificagéo por meio de banhos de xilol para facilitar a impregnacéo da parafina (15 minutos
em cada série), e posteriormente a etapa de impregnacgéo, onde o tecido foi mergulhado em
parafina liquida a 58°C por 15 minutos por série. As amostras foram ent&o incluidas em um
bloco de parafina até solidificar (Molinaro et al., 2010). Apds a inclusdo das amostras, 0s blocos

foram cortados em microtomo com 5 um de espessura para a confec¢do das laminas.



39

Os cortes histolégicos nas laminas foram corados em hematoxilina e eosina (H&E) para
0 estudo e caracterizagdo morfologica do parénquima hepético, Tricromico de Masson para
diferenciar e evidenciar componentes especificos do tecido, como fibras colagenas e elementos
celulares, Giemsa para visualizagdo das células presentes no granuloma, e Picrosirius Red para

identificacdo de coldgeno nos granulomas (Molinaro et al., 2010).

3.13 Anélise histopatoldgica e estereoldgica do figado

Para a andlise histopatoldgica todas as estruturas do tecido hepatico foram avaliadas em
diferentes aumentos (40X, 100X, 200X, 400X e 1000X) em microscopio de campo claro. As
imagens foram capturadas por uma camera Olympus Cell Sens Entry 1.18 (Build 16686).

Para e estereologia, que é uma técnica constituida de um sistema de teste, normalmente
composto por pontos de teste e/ou linhas de teste sobre um quadro ou area de teste (Weibel,
1981; Mandarim-de-lacerda, 2003), utilizou-se 0 método estereoldgico D36 para avaliar a
densidade volumétrica das seguintes estruturas: hepatdcitos, sinuséides, possivel esteatose,
celulas de Kupffer e infiltrado inflamatorio calculada sob a seguinte formula:

Pp(estrutura)
Pt

Vv (estrutura) =

Pp corresponde aos pontos onde tocam as estruturas analisadas e Pt os pontos totais do teste
(36). A densidade de volume se refere a proporcao relativa das estruturas em relagdo ao volume
total do tecido analisado (Mandarim-de lacerda et al., 2003; Branddo-Bezerra et al., 2022).

Foram avaliados 10 campos aleatorios por animal, com aumento de 200x, totalizando
50 campos por grupo.

A quantificacdo de hepat6ocitos mononucleados e binucleados 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 (480000 mm?), sendo avaliados dez campos aleatorios, por
animal, em objetiva de 10X, totalizando 50 campos por grupo. Para a contagem, foram apenas

consideradas as células cujos nucleos foram visualizados (Mandarim-de-lacerda, 2003).
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3.14 Classificagdo, morfometria e quantificacédo das fibras de coldgeno dos granulomas

Utilizando a microscopia de campo claro analisou-se as fases de desenvolvimento e a
reacdo periovular dos granulomas. As principais células envolvidas na resposta inflamatéria
(eosinofilos, macrdfagos, linfocitos, mastdcitos, plasmacitos, fibroblastos e neutrofilos) e os
diferentes estagios do desenvolvimento do granuloma foram quantificados (Lenzi et al., 1998).
Para estas analises foram seguidos os seguintes critérios: a) Em todas as analises envolvendo o
granuloma, foram considerados 50 granulomas por grupo (10 por animal). b) Para quantificacéo
de células foi utilizado um sistema de escore, sendo considerado: abundante (+++), muito (++),

pouco (+), raras (+/-) e ausente (—) (Branddo-Bezerra et al., 2022).

A andlise morfométrica dos granulomas foi realizada por meio do analisador digital de
imagens equipado com camera (Bel Photonics DV-5000 - 5.0 MP, Bel Engineering,
Monza/Italia) e imagens capturadas pelo programa Bel View verséo 6.2.3.0 (Bel Engineering,
Monza/ltéalia), onde foi obtido os resultados tanto da area quanto do perimetro somente dos

granulomas que apresentaram ovos visiveis no centro (Costa-Silva et al., 2002).

3.15 Analise Estatistica dos dados

Na andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa GraphPad Prism 10 Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 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 ndo paramétrico Kruskall Wallis seguido de comparacdes
maultiplas de Dunn’s, Mann-Withney para resultados com médias nas comparacfes entre 2
grupos e Chi-quadrado para os resultados em percentual. As medidas com valores de p<0,05
foram consideradas significativamente diferentes. Os dados serdo apresentados em média + erro

padréo da media ou media + desvio padrdo da média.
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4 RESULTADOS

4.1 Dosagens glicémicas apoés aplicacédo da STZ

Na dosagem glicémica, 10 dias apds a aplicagdo da STZ, considerou-se o nivel de
glicose acima de 200mg/dL, como uma concentra¢do sanguinea padrdo para indicar o diabetes

nos animais (Hulstijn et al., 2002; Goes et al., 2016; Birgani et al., 2018). Nos grupos diabéticos

os niveis de glicose foram de 362 + 146 mg/dL no Grupo DI e no Grupo D 304 + 185 mg/dL.
Nos grupos em que a droga ndo foi administrada, Grupo CS (145 = 20 mg/dL) e Grupo | (152
+ 17 mg /dL), os niveis de glicemia se mantiveram abaixo de 200 mg/dL.

4.2 Avaliacdo da massa corporal e do figado

4.2.1 Massa corporal dos animais

A massa corporal dos animais foi maior nos grupos de animais diabéticos. O Grupo D,
foi maior significativamente quando comparado ao Grupo CS (+22%; p = 0,0159). que o
Grupo DI, aumentou significativamente comparado ao Grupo | (+9%; p=0,0079) Tabela 1.

4.2.2 Massa do figado

Os resultados da massa do figado mostraram que o grupo infectado, Grupo (I)
apresentou aumento com diferencga significativa quando comparado ao Grupo CS (+55%;
p=0,0079). J& 0 grupo de animais diabéticos e infectados (DI) apresentou aumento significativo
em relacéo ao grupo diabético (D) (+38%; p=0,0079) (Tabela 1).

4.2.3 Relacdo massa do figado/massa do animal

Como esperado, observamos aumento significativo na massa relativa do figado nos
grupos infectados. No Grupo | a massa relativa aumentou 37% quando comparado ao Grupo
CS (p=0,0079). Enquanto o Grupo DI aumentou 41% em relacdo ao grupo diabético D
(p=0,0079). Nao houve diferencas significativas na comparagédo entre os Grupos | e DI (p>
0,05). (Tabela 1).
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Tabela 1 — Massa corporal, massa do figado e massa relativa do figado (expresso em gramas)

de camundongos diabéticos e/ou infectados pelo S. mansoni (média + desvio-padrao).

Grupos
CS | D DI
Massa corporal 3253 35x13 39+15° 38+ 1,3°
Massa do Figado 1,78 +0,16 2,77+0,142 1,96 +0,27 2,70+0,20°
Massa Relativa do Figado* 5,73+1,05 7,88+0,222 5,01+0,64 7,05+0,58

Legenda: CS: Nao infectado e ndo diabético; I: Infectado; D: Diabético; DI: Diabético e Infectado. *: Massa
Relativa do Figado= (massa absoluta do 6rgdo/massa corporal do animal) x 100. (?): Diferenca significativa
(p< 0,05) comparado ao Grupo CS; (°): Diferenca significativa (p< 0,05) comparado ao Grupo D; (°): Diferenca
significativa (p< 0,05) comparado ao Grupo |I.

Fonte: A autora, 2024.

4.3 Analise parasitologica

4.3.1 Recuperacdo de helmintos adultos e Infectividade

No grupo de animais diabéticos e infectados, Grupo DI, houve um ndmero significativamente
maior de machos (+61%; p=0,0261), fémeas (+77%; p=0,0350) e no total de helmintos recuperados (+109%;
p=0,0050) das veias mesentéricas e/ou da veia porta, quando comparado ao Grupo |. O percentual de
infectividade apresentou uma diferenga de +114% (p=0,0261) entre os Grupos DI e I, demonstrado na tabela
2.

Tabela 2 — Percentual de recuperacdo de helmintos adultos de Schistosoma mansoni em

camundongos Swiss Webster diabéticos e ndo diabéticos (média + desvio-padréo).

Recuperacdo de Helmintos e Infectividade

Grupos
I DI Valor de p
Machos 13+5 21+15° p=0,0261
Fémeas 943 16+13° p=0,0350
Total 11+5 23+13° p=0,0050
Infectividade (%) * 27 58¢ p=0,0261

Legenda: l:Infectado; DI: Diabético e Infectado. (*):Diferenca em percentual de helmintos adultos
recuperados e das cercarias inoculadas. (%): Diferenca significativa (p< 0,05) comparado ao Grupo |.
Fonte: A autora, 2024.
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4.3.2- Analises do sistema reprodutor e tequmento dos helmintos machos

Para avaliar as possiveis alteracbes na morfologia dos vermes adultos desencadeadas
pela associacdo com o DM, usamos a MEV para avaliar as estruturas do tegumento e a
microscopia de campo claro e confocal para avaliar o sistema reprodutor.

Nas andlises por microscopia de campo claro e confocal (Figuras 9 a 11), os helmintos
machos provenientes de animais ndo diabeticos, apresentaram no interior dos lobos testiculares
células com aspecto arredondado e nucleos preservados (Figura 9 - a; Figura 11 - a). Os lobos
se apresentavam lado a lado (enfileirados) e com tamanhos semelhantes entre si. A vesicula
seminal apresentou alta densidade de espermatozoides (Figura 9— b; Figura 11 — b).

No Grupo DI, animais diabéticos e infectados com S. mansoni, os machos recuperados
apresentaram tegumento significativamente mais espesso do que 0s espécimes do grupo
infectado (+43%; p=0,001) (Tabela 3), porém, com tubérculos integros. Havia vactolos na
porcao anterior bem como na posterior, em 7 especimes deste grupo (Figura 10- a). Os lobos
testiculares apresentaram morfologia alterada, presenca de células imaturas e vacuolos em
seuinterior (Figura 10-c, d; Figura 11-c, e). Na vesicula seminal foi observado células imaturas
e menor densidade de espermatozoides (Figura 10-b; Figura 11- d, f).

A anélise por MEV mostrou a superficie do tegumento do S. mansoni macho (Figura
12), mostrando que helmintos do Grupo I, apresentaram um tegumento integro com presenca
de numerosos tubérculos com espinhos, presenca de sulcos intertuberculares e papilas
sensoriais (Figura 12 — a, b, ¢, d). No entanto, no grupo de animais diabéticos (DI), notou-se
alteracbes no tegumento. Estes espécimes apresentaram tegumento entumecido, areas com
perda dos sulcos intertuberculares e reducdo na quantidade e leve achatamento de tubérculos
(Figura12 —d, e, f, g).



44

Tabela 3 — Dados morfoldgicos e morfométricos do sistema reprodutor de helmintos adultos
machos de Schistosoma mansoni recuperados de camundongos Swiss Webster diabéticos e ndo
diabéticos (média £ desvio-padrdo).

Parametros Grupos

| DI
Lobos Testiculares
N° de Lobos 8+2 942
Densidade de células ++++ +++
Area (um?) 24922+7807 25460+4882
Perimetro (um) 850+200 8891143
Comprimento 69,32+19,33 73,03+18,97
Largura 50,65+11,33 44,13+12,52
Vesicula Seminal
Area (um?) 12544534 13144649
Perimetro (um) 152,4+40,3 141,7+44.5
Aparelho Digestivo (Esofago)
Comprimento (um) 176,46+83,74 173,49+48,40
Largura (um) 43,31+36,88 38,24+18,91
Espessura do Tegumento (um) 6,75+0,71 9,68+1,10°¢
Tubérculo
Quantidade? 3,73+1,28 4,07+1,03
Altura (pum) 6,98+0,58 7,03+0,88
Largura (um) 14,71+027 14,24+0,53

Legenda: I: Infectado; DI: Diabético e Infectado. (): Diferenca significativa (p< 0,05) comparado ao Grupo I;
@medido em 100 pm de comprimento
Fonte: A autora, 2024.
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Figura 9- Especime adulto macho de Schistosoma mansoni, recuperado de camundongos

infectados e ndo diabéticos, Grupo I.

Legenda: (Imagem a) - macho do Grupo | apresentando lobos testiculares preservados. Tegumento e espinhos
integros e ventosa ventral. (Imagem b) - vesicula seminal preenchida com espermatozoides. (VV) ventosa ventral;
(LT) lobos testiculares; (retangulo) espinhos; (T) tegumento. Imagem b (circulo) vesicula seminal.

Fonte: A autora, 2024.

Figura 10- Espécime adulto macho de Schistosoma mansoni, recuperado de camundongos

infectados e diabéticos, Grupo DI.
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Legenda: (Imagem a) - macho do Grupo DI demonstrando presenca de vacutolos na porgéo anterior; (Imagem b) -
vesicula seminal com parede espessa; (Imagem c) — presenca de vactolos nos lobos testiculares com células
imaturas e maduras; (Imagem d) — alteracdo na forma dos lobos testiculares e maior espessura no tegumento. (seta)
vacuolos; (circulo) vesicula seminal; (cabeca de seta) espaco vazio no lobo testicular; (estrela) diferentes estagios
de maturac&o das células nos lobos testiculares; (retangulo) lobos testiculares em formato triangular.

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 11 — Microscopia confocal do sistema reprodutor de helmintos adultos machos de

Schistosoma mansoni recuperados de camundongos Swiss Webster diabéticos e ndo diabéticos.

Legenda: O Grupo | apresentou células com nicleo visivel no interior dos lobos testiculares (a), alta densidade de
espermatozoides presentes na vesicula seminal (b). Os helmintos dos Grupo DI apresentaram alteracdes celulares
(c, e) e vacuolos no interior dos lobos testiculares (c, €), presenca de células imaturas e de menor densidade de
espermatozoides dentro da vesicula seminal (d, f). LT: lobos testiculares; circulo: vacuolos; VS: vesicula seminal;
cabeca de seta: espermatozoides; Seta: células germinativas. Barras - 50 pm.

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 12 — Microscopia eletronica de varredura da regido antero-dorsal de Schistosoma mansoni adulto macho de Schistosoma mansoni

recuperados de camundongos Swiss Webster diabéticos e ndo diabéticos.

Legenda: Os helmintos do grupo somente infectado. I (a, b, ¢ e d) apresentaram tegumento normal (a) tubérculos com numerosos espinhos (b), presenga de sulcos
intertuberculares (c) e de papilas sensoriais (d). Em animais diabéticos (DI), os helmintos apresentaram entumecimento no tegumento (e), com perda dos sulcos intertuberculares
(f) e em algumas éreas (f,g,h), menor quantidade e achatamento de tubérculos (g,h). T: tubérculos; Seta: espinhos; Sl: sulcos intertuberculares; PS: papilas sensoriais. Imagens

(a, g) =50 pm; (b, f) =10 pm;(c,g) =2 um ;(e,h) =1 um. Fonte: A autora, 2024.
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4.3.3 Andlises do sistema reprodutor dos helmintos fémeas

Na andlise por microscopia de campo claro e confocal dos helmintos fémeas
provenientes de animais ndo diabéticos (), o ovario apresentou aspecto normal e maturagéo
regular dos odcitos que mantinham forma arredondada com tamanhos semelhantes entre eles
(sem dismorfia ou variacdo no tamanho celular) e, alguns destes, estavam sendo liberados.
(Figura 13 — a; Figura 15 — a). As glandulas vitelinicas encontravam-se com sua morfologia
inalterada e organizadas, apresentando uma disposicdo em formato de “cachos de uva” (Figura
13 —b; Figura 15 - b).

Ao analisarmos os espécimes fémeas do Grupo DI, constatou-se que o ovario estava
mais alongado, com area significativamente maior do que nas fémeas do Grupo | (+21%; p=
0,0150) (Tabela 4). Em relacdo a maturacao dos odcitos no ovario, o Grupo DI apresentou maior
quantidade de células imaturas (Figura 14-a; Figura 15- €). Os odcitos maduros estavam
dispostos aproximadamente no terco final do érgdo e apresentavam variagdo no tamanho e
pleomorfismo (formatos triangulares e retangulares) (Figura 14-a, b; Figura 15- c¢). Observou-
se também no ovario deste Grupo (DI), espacos vazios entre as células, que estavam dispostas
de modo desorganizado, com falta de coesdo (Figura 14-a, b; Figura 15- c). A espermateca
encontrava-se bem preenchida (Figura 14- c). As glandulas vitelinicas encontravam-se com
morfologia alterada, sem o formato habitual de “cacho de uva”, e dispostas de maneira

desorganizada (Figura 14- d; Figura 15- d, f).



Tabela 4- Dados morfoldgicos e morfométricos do sistema reprodutor de helmintos adultos fémeas de Schistosoma mansoni recuperados de

camundongos Swiss Webster diabéticos e ndo diabéticos (média + desvio-padrao).

Parametros

Densidade de glandulas vitelinicas(%)

Ovaério

Maturacdo dos odcitos

Odcitos liberados
Area (um?)
Perimetro (um)
Densidade de espermatozoides na
espermateca
Espermateca
Area (um?)

Perimetro (um)

Legenda: I: Infectado; DI: Diabético e Infectado. (°): Diferenga significativa (p< 0,05) comparado ao Grupo I. (++) preenchimento em torno de '%; (+++) preenchimento em

torno de 2/3; (++++) preenchimento total.
Fonte: A autora, 2024.

++++

Regular

2+0,5
197565905
709177

++++

669+237
121+33

Grupos

Dl

++

Diminuida

3+1,1

24049+3552°
824+186

++++

802+121

183+87



50

Figura 13- Sistema reprodutor de espécimes adultos fémeas de Schistosoma mansoni,

recuperados de camundongos infectados e ndo diabéticos, Grupo I.

a

Legenda: (Imagem a) - Ovario de fémea do Grupo I. (Imagem b) - Libera¢do dos odcitos; (circulo) odcitos
imaturos; (linha tracejada) odcitos iniciando a maturagao; (seta) odcitos prontos para serem liberados pelo 6rgéo;
(cabeca de seta) odcitos maduros sendo liberados do ovério; (retdngulo) espermateca preenchida com
espermatozoides; (estrela) glandulas vitelinicas com morfologia inalterada e organizadas.

Fonte: A autora, 2024.



Figura 14- Sistema reprodutor de espécimes adultos fémeas de Schistosoma mansoni,
recuperados de camundongos infectados e diabéticos, Grupo DI.

Legenda: (Imagem a) Maturacéo de células no ovério. (Imagem b) O6citos no ovério. (Imagem c) Espermateca
preenchida por espermatozoides. (Imagem d) — Glandulas Vitelinicas. (cabeca de seta) hemécias no aparelho
digestivo; (retangulo tracejado) espessura do tegumento; (seta) presenca de vacutolos; (linha tracejada) divisao
aproximada entre células imaturas e células em maturacdo; (circulo) odcitos pleomorficos; (seta) espacos vazios
entre os odcitos; (retangulo) espermateca preenchida por espermatozoides; (estrela) glandulas vitelinicas com
morfologia alterada e desorganizadas.

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 15 — Microscopia confocal do sistema reprodutor de helmintos adultos fémeas de

Schistosoma mansoni recuperados de camundongos Swiss Webster diabéticos e ndo diabéticos.

TR O

Legenda: No Grupo I, ovario com aspecto normal e com maturagdo regular dos o6citos (a,); Glandulas vitelinicas
com morfologia inalterada, formato de “cachos de uva” (b); No Grupo DI, ovério com células pleomorficas,
espacos vazios (c) e maturacao irregular de odcitos (e).Glandulas vitelinicas com alteracéo celular (d,f).O: ovério;
OM: o6citos maduros; Ol: odcitos imaturos; circulo: odcitos pleomérficos: seta: espagos vazios: GV: glandulas
vitelinicas; Retangulo: desorganizacéo celular nas glandulas vitelinicas. Barras=50um.

Fonte: A autora, 2024.
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4.3.4 Qograma por esmagamento

Os dados obtidos do oograma no intestino delgado estdo representados no Grafico 1. Os
animais diabéticos apresentaram maior percentual de ovos imaturos (+49,5%), maduros (+186%) e
mortos, (+371; p=0,0497) quando comparados aos animais do Grupo |I.

Grafico 1- Oograma por esmagamento do intestino delgado de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni e diabéticos ou ndo (média * desvio-padrdo).

Esmagamento

-
= DI

0- | T T
Ovos Imaturos Ovos Maduros Ovos Mortos

Legenda: I: Infectado; DI: Diabético e Infectado. (*): Diferenca significativa (p< 0,05) comparado ao Grupo I.
Fonte: A autora, 2024.

4.4 Histopatologia e Analises qualitativas do tecido hepatico

4.4.1 Histopatologia

Como esperado, 0 parénquima hepatico dos camundongos do Grupo CS (ndo infectados
e nao diabéticos) (Figura 16 — a, b) estava com aspecto normal com corddes de hepatocitos bem
preservados, permeados por finos capilares, os sinuséides, e em seu interior notou-se a presenca
de macrofagos residentes, as células de Kupffer (Figura 16 -a). Além destas estruturas, o espago
porta (composto pela veia porta, artéria hepatica e ducto biliar) (Figura 16 - a), e veia

centrolobular (Figura 16- b) estavam integros nesse grupo.
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Figura 16 — Parénguima hepético de camundongos ndo infectados e ndo diabéticos (Grupo
CS).

Legenda: (a,b) -Parénquima hepético composto pelo espago porta, veia centrolobular e cordfes de hepatdcitos,
permeados por sinus@ides. (a) veia porta, artéria hepéatica e ducto biliar, formando o espaco porta; (b) veia
centrolobular e sinusoides entre os corddes de hepatocitos. (circulo) - espago porta; (\VP)- veia porta; (AH) - artéria
hepética; (DB) - ducto biliar; (quadrado) células de Kupffer; (cabeca de seta) - sinuséides; (CH) - corddes de
hepatdcitos; (VC)- veia centrolobular; Cortes corados em HE, Barras=60 pm.

Fonte: A autora, 2024,

Na anélise histopatoldgica do Grupo | foram percebidas as tipicas alteragcdes hepaticas
decorrentes da infeccdo esquistossomética (Figura 17- a,b). Lesdes periovulares com formacao
de granulomas (Figura 17 - a), majoritariamente dos tipos exsudativo (fase pré-granulomatosa)
e exsudativo-produtivo (fase granulomatosa). Nestes granulomas notou-se a presenga de
eosinofilos, macréfagos, células gigantes, neutrofilos, linfocitos, plasmacitos e fibroblastos.
Nas areas adjacentes aos granulomas, observou-se 0s danos no parénquima hepatico com
formagdo de tecido necrotico, hiperemia além de intenso infiltrado leucocitario (Figura 17- b).



Figura 17 — Parénquima hepatico de camundongos infectados e nao diabéticos (Grupo I).

Legenda: (a,b)- Formagdo de granulomas no parénquima hepatico, infiltrado celular e lesdes no tecido
perigranuloma. (a) granuloma de tipo exsudativo b) formagdes granulomatosas, com lesdes no tecido adjacente,
sugerindo diapedese e infiltrado leucocitario. (seta) -ovo de Schistosoma mansoni; (circulo) — agregado celular ao
redor do ovo, composto por leucdcitos e fibras de colageno; (estrela) — infiltrado celular; (quadrado)- lesdes do
tecido hepatico. Cortes corados em Tricromico de Masson; Barras=50 um (imagem a) e 100 pm (imagem b).
Fonte: A autora, 2024.

No Grupo D, a anélise histopatoldgica apontou hiperplasia e hipertrofia dos hepatécitos,
que apresentaram citoplasma mais rosado do que o habitual (Figura 18- a, b, c). Muitos
hepatdcitos apresentaram ndcleos com alteragfes (endonucleases desnaturadas) (Figura 18- a,
C) e conjuntamente, areas de necrose no tecido (Figura 18- ¢). Além do mais, constatou-se uma
retracdo nos sinuséides e campos com hiperemia nos vasos e capilares (Figura 18- b). Focos de
infiltrados celulares e de microesteatose hepéatica foram visualizados pelo tecido e, observou- se

também, a presenca acentuada das células de Kuppfer (Figura 18- a, b, c).
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Figura 18 - Parénquima hepatico de camundongos nao infectados e diabéticos (Grupo D).

Legenda: (a,b,c)- Alteragdes no tecido hepatico dos animais com diabetes, induzida por estreptozotocina. (a)
Figado com hiperplasia celular, foco de microesteatose e hepatdcito com alteracdo nuclear; b) Presenca acentuada
das células de Kupffer nos sinusoides, hiperemia e focos de microesteatose hepatica; ¢) Areas de necrose no tecido
e hepatdcitos com alteragdes nucleares. (seta) — alteragdo nuclear nos hepatdcitos; (cabeca de seta) - células de
Kupffer; (circulo) — area de lesdo necrética no tecido; (estrela) — hiperemia; (quadrado)- microesteatose hepatica;
(quadrado tracejado) - hiperplasia celular. Cortes corados em H&E. Barras=60 pm.

Fonte: A autora, 2024.

A infeccdo esquistossomotica associada ao diabetes causou alteracfes importantes no
tecido hepatico dos animais deste Grupo (DI) (Figura 19- a, b, c, d, e, f). Extensas areas de
degradacdo e degeneracdo do tecido foram visualizadas. Havia numerosos granulomas em
confluéncia e nas areas adjacentes foi possivel observar necrose tissular (Figura 19- a, b). No
nucleo dos hepatocitos, notou-se alteracbes em seu tamanho além de alteracBes estruturais
(endonucleases desnaturadas) (Figura 19- d, e). A degeneracdo hidrdpica caracterizada pela
presenca de vacuolos no citoplasma dos hepatdcitos, também foi observada (Figura 19- c, d, f).
Foi possivel constatar uma desorganizacdo na estrutura dos lobos hepaticos, microesteatose
hepatica e finalmente, hiperemia nos vasos e capilares (Figura 19- c, d).
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Legenda: (a, b, c, d e, f) AlteragBes no tecido hepatico dos animais esquistossomaticos associado ao diabetes,
induzida por estreptozotocina. (a) Granulomas em confluéncia; b) Extensa &rea de necrose adjacente aos
granulomas; c) Diapedese a partir de veia centro lobular e infiltrado leucocitério; d) Hepatocitos com tamanhos
irregulares e hiperemia nos vasos; €) Hepatdcito com alteragdo nuclear, proximo a infiltrado leucocitario e
microesteatose hepatica; f) Degeneragdo hidrépica em hepatdcitos. (GC) granulomas em confluéncia; (estrela) —
necrose tissular; (seta) — alteracdo nuclear nos hepatdcitos; (cabeca de seta) - células de Kupffer; (circulo) — area
de degeneracao hidrdpica no tecido; (quadrado tracejado) - diferentes tamanhos dos nicleos dos hepatdcitos; (IC)-
Infiltrado Celular; (H)- Hiperemia; (quadrado)- microesteatose hepética. Cortes corados em H&E. Barras=60 pum.
Fonte: A autora, 2024.



4.4.2 Analises Quantitativas do figado

4.4.2.1 Estereologia- Método D36

Para avaliacdo do percentual da densidade de volume de estruturas do tecido hepatico,
utilizou-se a técnica esterelogica D36. Conforme a Tabela 5, as estruturas avaliadas foram:
hepatocitos, sinusoides, esteatose, infiltrado celular e células de Kupffer.

O percentual de volume de hepatocitos apresentou diferenca significativa, nos Grupos |
(-13%; p=0,0195) e DI (-15%; p=0,008), que foram menores quando comparados ao Grupo CS.

Né&o foram encontradas diferencas estatisticas no percentual da densidade de volume
dos sinuséides. Em relacdo a esteatose hepatica, ndo foram detectadas nos Grupos CS e |.

Como observado na Tabela 5, ndo houve presenca de infiltrado celular no Grupo CS.
No entanto, os Grupos | e DI apresentaram maior presenca dessas estruturas em relagdo ao
Grupo D, com diferencgas significativas: Grupo | x D (+233%; p=0,008) e Grupo DI x D
(+200%; p=0,0151).

Com relacdo as células de Kupffer, o percentual da densidade de volume destas
estruturas foi menor nos Grupos CS (-80%; p=0,007), Grupo D (-60%; p=0,006) e Grupo DI (-
40%; p=0,026), quando comparados ao Grupo | (Tabela 5).

Tabela 5- Densidade do volume determinada por estereologia D36 (%) das estruturas do figado

de camundongos Swiss Webster diabéticos e/ou infectados pelo S. mansoni (média + erro-

padrao).

Parametros Grupos

CS | D Dl
Hepatdcitos 83+2 7243 763 70452
Sinusodides 16+2 12+3 1743 1742
Esteatose - - 2+1 2+1
Infiltrado Celular - 10+5° 3+1 9+4P
Células de Kupffer 1+1° 5+2 2+1° 3£1°

Legenda: CS: Néo infectado e néo diabético; I: Infectado; D: Diabético; DI: Diabético e Infectado. (?): Diferenca
significativa (p< 0,05) comparado ao Grupo CS; (°): Diferenca significativa (p< 0,05) comparado ao Grupo D; (°):
Diferenca significativa (p< 0,05) comparado ao Grupo |.

Fonte: A autora, 2024.
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4.4.2.2 Avaliacdo da remodelacao do figado

A capacidade de remodelacdo hepatica frente aos danos causados pela infeccdo por
Schistosoma mansoni e/ou diabetes mellitus, foi avaliada pela quantificagdo dos hepatdcitos
mononucleados e binucleados.

Na analise dos hepatdcitos mononucleados, observou-se que o Grupo DI (22+5)
apresentou uma menor quantidade destas células quando comparado aos Grupos D (35% 8) (-
37%; p=0,001) e Grupo | (36x12) (-38%; p=0,001). N&o houve diferengas significativas em
nenhum grupo quando comparado ao Grupo CS (37+9).

Avaliando a quantidade de hepatdcitos binucleados, obtivemos os seguintes resultados:
Grupo CS (4+3); Grupo I (2£1); Grupo D (5£3) e Grupo DI (2+1). Houve diferenca significativa
apenas entre os Grupo DI e D (-60%; p=0,001).

Gréfico 2— Quantificagdo dos hepatdcitos mononucleados e binucleados em figado de

camundongos Swiss Webster diabéticos e/ou infectados pelo S. mansoni. (média + desvio-

padrao).
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Legenda: CS: Néo infectado e ndo diabético; I: Infectado; D: Diabético; DI: Diabético e Infectado. (7 ):Diferenga
significativa (p< 0,05)
Fonte: A autora, 2024.



4.5 Avaliacdo qualitativa e quantitativa dos granulomas hepaticos

4.5.1Estagios de desenvolvimento dos granulomas hepaticos

Para a classificacdo dos estagios evolutivos, analisou-se 60 granulomas hepaticos em
cada grupo. Lenzi et al., 1998 classificou os granulomas hepéaticos em duas fases pré-
granulomatosas - fraca e/ou inicial reativa (IR) e exsudativa (E) e trés fases granulomatosas -
exsudativa-produtiva (EP), produtiva (P) e involutiva (I). Entre os granulomas analisados neste
estudo, foram identificados somente os estagios exsudativo (E) e exsudativo-produtiva (EP).

No Grupo I, 38% dos granulomas medidos estavam no estagio exsudativo (E) enquanto
0s outros 62% no estdgio exsudativo-produtivo (EP). Embora ndo tenha sido encontrada
diferenca estatisticamente significativa ao compararmos os grupos, no Grupo DI observou-se
um namero um pouco menor de granulomas exsudativos (32%) e maior do tipo exsudativo-

produtivo (68%), conforme grafico 2.

Gréafico 3- Distribuicdo percentual dos estagios evolutivos (exsudativo — E; exsudativo-
produtivo - EP) dos granulomas hepaticos de camundongos infectados com Schistosoma

mansoni (1) e diabéticos (DlI).

Grupo | Grupo DI

mm Exsudativo
Exsudativo-produtivo

Total=60 Total=60

Legenda: I: Infectado; DI: Diabético e Infectado.Total de Granulomas: 60.
Fonte: A autora, 2024.
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4.5.2 Morfometria e quantificacio de coldgeno do granuloma

Para a andlise morfométrica dos granulomas, foram medidas tanto a area quanto
perimetro, cujo os resultados obtidos estédo representados na Tabela 6. Analisou-se os resultados
da morfometria independente do estagio dos granulomas (&rea geral e perimetro geral) e,
também, dos dois estigios que estiveram presentes nos grupos (exsudativo e exsudativo-
produtivo).

Quanto a area e perimetro gerais ndo foram observadas diferencas significativas na
comparacao entre os grupos (p>0,05).

Ao compararmos as medidas de area e perimetro apenas dos granulomas do tipo
exsudativo (E), ndo se observou diferenca com significancia estatistica (p>0,05). Esta mesma
analise foi realizada com os granulomas no estagio exsudativo-produtivo (EP), e também nao
foram encontradas diferencas significativas entre 0s grupos que obtiveram valores semelhantes
entre eles, de acordo com a Tabela 6. Sobre a quantificacdo de colageno, foi constatada
diferenca significativa entre os grupos, com aumento de 76% do Grupo DI comparado ao Grupo
I (p=0,0159) (Figura 20; Tabela 6).

Tabela 6- Analise morfométrica dos granulomas (area x perimetro) e quantificacéo de colageno
(%) do tecido hepético e de camundongos infectados com Schistosoma mansoni (I) e diabéticos
(DI) (média + desvio-padréo).
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Parametros Grupos
I DI
Area Geral(um)? 128449+63249 140065+56446
Perimetro Geral(um) 1421+366 1477+305
Exudativos
Area(pum)? 71174+19787 80271+21408
Perimetro(um) 1068+168 1151+178
Exudativos-Produtivos
Area(um)? 164052+54022 167775144811
Perimetro(um) 1641+270 1628+221
Colageno (%) 3,46+1,54 6,09+1,95"

Legenda: I: Infectado; DI: Diabético e Infectado. (*) Diferenca significativa (p< 0,05) comparado ao Grupo I.
Fonte: A autora, 2024.
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Figura 20- Depésito de colageno em figado de camundongos infectados com Schistosoma mansoni

e diabéticos ou nao.
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Legenda: Deposicdo de colageno (setas) em areas de granuloma e em regido perivascular, onde pode se observar
deposigdo de coldgeno no grupo apenas infectado (a,b). Nos grupos infectados e diabéticos (c,d) ocorreu maior
deposito de colageno nessas areas. Laminas coradas com picrosirius (a,c). Imagens obtidas por meio da polarizagéo

de luz de laminas coradas com picrosirius (b,d).
Fonte: A autora, 2024.

4.5.3 Quantificacdo dos diferentes tipos celulares nos granulomas

Para a quantificacdo celular foram considerados o0s seguintes tipos de leucdcitos que
compdem o granuloma: macréfagos, células gigantes, eosinofilos, neutrofilos, linfécitos,
fibroblastos e plasmdcitos. Através do sistema de escore, as células foram consideradas como:
ausentes (-); raras (+/-); poucas (+); muitas (++) ou em abundancia (+++).

A anélise dos tipos celulares (Tabela 7) encontrados nos granulomas exsudativos do
Grupo | mostrou: abundantes macréfagos e eosinofilos; poucos neutrofilos e linfocitos; raros

plasmacitos e células gigantes e, auséncia de fibroblastos. Nos granulomas do tipo exsudativo-



produtivo o perfil das células foi: muitos macrofagos e eosinofilos; poucos linfocitos e
fibroblastos; e raros plasmdcitos, células gigantes e neutréfilos.

Nos granulomas exsudativos no Grupo DI, animais diabéticos e infectados pelo
Schistosoma mansoni, o padréo celular encontrado foi: abundantes macréfagos e eosinofilos;
muitos neutrofilos (diferentemente do Grupo 1); poucos linfécitos, plasmocitos e células
gigantes e, auséncia de fibroblastos. O perfil de células nos granulomas exsudativos-produtivos
deste grupo foi diferente do encontrado no Grupo I: 0os macréfagos eram abundantes; muitos

eosinofilos e fibroblastos, e raros neutrdfilos, celulas gigantes, linfocitos e plasmaocitos.

Tabela 7 — Quantificacdo dos diferentes tipos de células dos granulomas hepaticos de

camundongos infectados com Schistosoma mansoni e diabéticos ou néo.

Leucdcitos L Grupos
I DI
E EP E EP

Macrofagos +++ ++ +++ F+
Células gigantes +/- +/- + +
Eosindfilos +++ ++ +++ ++
Neutrofilos + +/- ++ +
Linfocitos + + + +
Fibroblastos - + - ++
Plasmdcitos +/- +/- + +

Legenda: I: Infectado; DI: Diabético e Infectado E: exsudativo; EP: exsudativo-produtivo. (-) ausentes; (+/-)
raras; (+) poucas; (++) muitas; (+++) abundante.
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos o comportamento da infecgdo esquistossomatica quando combinada a
patdgenos ndo infecciosas, vem sendo alvo de varios estudos. Neste sentido, a presente pesquisa
teve como objetivo, determinar os efeitos do diabetes mellitus tipo 1 (DM1) induzida por
estreptozotocina (STZ) na infeccdo esquistossomaética em modelo murino experimental, com
énfase nas alteragdes nos helmintos e no figado.

O uso da STZ como modelo para o estudo do diabetes mellitus é bem consolidado na
literatura e ha diversos protocolos descritos tanto para a inducéo do tipo 1 como para o tipo 2
(Hulstijn etal., 2011; Amer et al., 2023; ), com varia¢6es nas dosagens, vias de administragéo,
associacdo com outras drogas (Arab-Sadeghabadi et al., 2018), além do tipo de dieta que sera
ofertado aos animais. Para o estabelecimento do DML, inUmeras pesquisas empregam dose
Unica de STZ (Silva et al., 2011), geralmente entre 30 mg/kg e 180 mg/kg, ou multiplas
dosagens menores (Stancic et al., 2022), a depender da idade e modelo animal utilizado no
experimento. A STZ causa destruigdo seletiva das células B-pancreaticas devido a producéo
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS do inglés reactive oxygen species) levando a
uma deficiéncia na producéo de insulina. Os resultados obtidos na glicemia de jejum em nosso
estudo, mostraram que a dose empregada de STZ foi eficiente para o estabelecimento do DM1.

Hulstijn et al., (2002), demonstrou em seu estudo que a STZ, aplicada em dose Unica
(180 mg/kg) em camundongos esquistossomaticos (inducdo do diabetes ap6s a infec¢do), afetou
a 00génese e espermatogénese, causando esterilizacdo nos helmintos de S. mansoni. Desse
modo, para se evitar a exposicao dos helmintos aos efeitos toxicos desta droga, primeiramente
induzimos 0 DM no modelo experimental, para 30 dias depois infectar os animais.

Ao analisarmos os resultados dos dados biométricos nos grupos com infeccdo
esquistossomotica, Grupos | e DI, constatou-se aumento significativo da massa corporal destes
animais. Esse ganho de massa pode ser devido ao aumento de 6rgédos envolvidos na infeccéo
como figado (hepatomegalia) e baco (esplenomegalia), causado pela formacgéo dos granulomas
e, consequente, hipertensao portal decorrentes desta parasitose (Costa-Silva et al., 2002; Neves
et al., 2006; Goes et al., 2012). Nos animais do Grupo D (animais diabéticos), também houve
aumento da massa corporal em relacdo ao grupo controle (CS). O DM é uma desordem
metabolica de multipla etiologia, caracterizada por hiperglicemia crénica com distirbios no
metabolismo de carboidratos, gordura e proteinas, como resultado da deficiéncia na producao
e/ou agdo da insulina. Inumeros autores destacam a perda de peso como um dos sintomas do
DM. No entanto, ha também na literatura (Alberti et al., 1998; Bastardas et al., 2007) autores
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citando que a gravidade das alteragdes decorrentes destes distdrbios metabdlicos, pode
progredir e ocasionar aumento de massa corporal, como visto no presente trabalho.

Neves et al., (2007a) em seus estudos sobre os efeitos da dislipidemia durante a
esquistossomose na fase aguda, demonstraram o favorecimento dos helmintos adultos,
acarretando em aumento na quantidade de ovos liberados pelas fémeas e, consequentemente,
aumento dos danos ao hospedeiro. Em estudos anteriores, a associacdo do diabetes e a
esquistossomose demonstrou uma diminuicdo nos niveis de glicose sérica, associado ao
consumo de grandes quantidades desse actcar do hospedeiro pelos vermes adultos, com auxilio
de proteinas transportadoras de glicose (SGTP1 e SGTP4 do inglés Schistosome glicose
transponder) espalhadas ao longo de todo o seu tegumento (Hulstijn et al., 2001, 2011; You et
al., 2014). A glicose € uma molécula de fundamental importancia para o desenvolvimento do
S. mansoni, tendo em vista que é utilizada para que escapem do sistema imunoldgico do
hospedeiro, migrem pelos tecidos e invadam o sistema vascular. Os produtos metabolicos
derivados da glicose, como polissacarideos e glicoproteinas, sdo incorporados a superficie do
seu tegumento, criando uma camada de moléculas do hospedeiro e tornando o S. mansoni
menos Vvisivel ao sistema imunologico (Hambrook e Hanington, 2021).

Possivelmente, a hiperglicemia corrobora a maior quantidade de helmintos recuperados
no Grupo DI, que apresentou aumento no numero de machos e fémeas e na infectividade. Em
camundongos obesos infectados, o nimero total de vermes recuperados foi significativamente
maior do que aqueles recuperados do grupo de controle infectado (Amer et al., 2023). Alencar
et al., 2009 relataram aumento na carga de vermes em animais infectados alimentados com dieta
rica em gordura, associando este aumento a modulacdo do metabolismo lipidico do hospedeiro.
Condig6es como obesidade, dislipidemia e diabetes mellitus no hospedeiro, demonstraram estar
correlacionadas com o aumento da carga de S. mansoni, pois nestas situa¢fes, 0 ambiente em
gue o parasito vive, apresenta uma maior quantidade de recursos disponiveis, beneficiando-o
(Amer et al., 2023). Hulstjin et al., (2011) e Amer et al, (2023) em seus estudos, também
associaram o DM1 e a esquistossomose, no entanto, sem aumento na quantidade de helmintos
recuperados. Deve se considerar que a metodologia utilizada nestes trabalhos citados diverge
com esta pesquisa, pois 0s animais foram infectados 7 dias apds a indu¢do do DM1 por STZ.

Embora tenhamos observado um aparente beneficio que o aumento de glicose ocasionou
para a infecgdo esquistossomatica, com 0 aumento no numero de parasitos recuperados, quando
se analisou o tegumento e o sistema reprodutor dos helmintos, constatou-se alteragdes
importantes que podem prejudicar o ciclo reprodutivo deste parasito, e possivelmente, explicam

0 maior nimero de ovos imaturos e mortos encontrado neste grupo.
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Preliminarmente, por meio da microscopia de campo claro, observou-se um aumento
significativo na espessura do tegumento dos helmintos machos do Grupo DI quando
comparados ao Grupo I. O tegumento é uma estrutura complexa— uma bicamada dupla lipidica
— formando a interface entre o parasito e o hospedeiro. Este componente tem papel
fundamental para sobrevivéncia do helminto, sendo crucial para a sua defesa, para que escapem
da resposta imune do hospedeiro. E, na aquisicdo de nutrientes, incluindo carboidratos,
aminoécidos, lipidios, lipoproteinas, bem como na excrecdo de produtos catabolicos, como o
acido lactico (Pereira et al., 2011).

Na analise do tegumento por MEV, observou-se entumecimento, acarretando em
diminuigdo na profundidade dos sulcos intertuberculares e consequente achatamento dos
tubérculos. O tegumento € a estrutura primordial para a longevidade dos vermes adultos de S.
mansoni. E esta longevidade, depende especialmente de dois processos: 0 ajuste as condicdes
ambientais do hospedeiro e uma estratégia eficaz para evasdo do sistema imunoldgico
(McManus et al., 2020).

Em vista disso, 0 S. mansoni utiliza glicose por meio de transportadores especificos,
SGTP1 e SGTP4 (You et al., 2014), localizados em seu tegumento, que facilitam a importacdo
desta molécula da corrente sanguinea do hospedeiro (Krautz-Peterson et al., 2010; McKenzie
etal., 2018). Em um ambiente hiperglicémico, ocorre regulacao positiva destes transportadores,
promovendo maior captacdo de glicose e suprindo as necessidades energéticas do parasito para
seu crescimento e reproducdo (You et al., 2014). Porém, ao mesmo tempo em que se aproveitam
deste ambiente rico em glicose, possivelmente os helmintos também precisem se adaptar,
mediante a este meio ainda mais hostil, devido a inflamagéo decorrente do DM1.

Um hospedeiro com hiperglicemia expde o helminto a um ambiente com inflamagao
sistémica, pois 0 DM1 est4 associado a um aumento de varios biomarcadores inflamatorios, que
desempenham um papel significativo na patogénese do DM e suas complicagOes (Sater et al.,
2023). Pesquisas indicam que a hiperglicemia cronica desencadeia uma cascata de respostas
inflamatdrias, levando a niveis elevados de citocinas especificas e marcadores como: IL1-p e
IL1-o (Fatima et al., 2016; Gouda et al., 2018), TNF-a e Proteina C-Reativa (PCR) (Arroyo et
al., 2013). Sugere-se entdo que, este aumento na espessura do helminto, deve-se a uma
adaptacdo a este ambiente com maior inflamacdo em que estd inserido. Devido & sua
plasticidade fenotipica, comum aos trematddeos (Neves et al, 2004) 0 aumento na espessura do
tegumento pode servir como uma barreira protetora contra ataques do sistema imunologico do
hospedeiro (Augusto et al., 2019). Nesta interacdo (parasito x hospedeiro), a morfologia, o
metabolismo e o comportamento do parasito em curto prazo se adaptam buscando o0 sucesso da

infeccdo e do seu desenvolvimento (Xavier, 2013; Augusto et al., 2019).
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A associacdo da infeccdo experimental pelo S. mansoni e a ingestdo de etanol a 18% por
28 dias, constatou diversas alteragcbes morfoldgicas no helminto, como: danos no tegumento
dos parasitos machos com modificacGes nos espinhos e tubérculos, descamacéo tegumentar e
lesGes erosivas (Branddo-Bezerra et al., 2019), demonstrando o quanto o ambiente em que esta
inserido, interfere diretamente nesta estrutura primordial para sua sobrevivéncia.

As alteragbes encontradas no oograma e no sistema reprodutor dos helmintos
observadas em nossos estudos, possivelmente explicam a menor excregédo fecal de ovos em
camundongos diabéticos encontrados nos trabalhos de Hulstijn, et al., (2001, 2011). Além disto,
foi observado em estudos anteriores, maior nimero de ovos mortos imaturos e um baixo numero
de ovos maduros em camundongos diabéticos, sustentando a hipétese de que, em camundongos
com DM1, a maturagdo dos ovos é prejudicada (Amer et al., 2023).

As alteraces metabdlicas decorrentes de altos niveis de glicose no hospedeiro, podem
impactar significativamente no sistema reprodutivo do S. mansoni, afetando sua morfologia e
suas capacidades reprodutivas por varios mecanismos. Estudos apontam que a glicosilacéo de
proteinas no tegumento do helminto, pode impactar no sistema reprodutor, particularmente, por
meio da regulacdo na producao de ovos e mecanismos de evasdo imunoldgica (Hulstjin et al,
2001, 2011; Reis et al., 2024). Este processo de glicosilacdo, é mediado principalmente por
glicosil hidrolases, como a a-N-acetilgalactosaminidase (SMNAGAL), que desempenha um
papel preponderante na coordenacdo da oviposi¢cdo em fémeas (Hulme et al., 2021). Reis et al.,
(2024), demonstraram que uma dieta com alta carga glicémica modula a gravidade da
esquistossomose, afetando potencialmente a atividade do SMNAGAL e consequentemente a
carga parasitaria em geral. Neste sentido, a glicosilacdo de proteinas devido a hiperglicemia do
hospedeiro, ndo pode ser descartada como um mecanismo originador do comprometimento
visto no sistema reprodutor dos helmintos, acarretando entdo, em aumento na quantidade de
ovos imaturos (Hulstijn et al. 2001), sendo necessarios mais estudos que abordem esta questao.
Camundongos esquistossomdticos com desnutricdo proteica apresentaram alteragdes
importantes no sistema reprodutor e tegumento dos vermes adultos, quando comparados aos
animais esquistossomoticos alimentados com racao padrdo (Neves et al., 2001; Oliveira et al.,
2003; Barros et al., 2009). A associagdo da esquistossomose e uma dieta rica em lipidios,
também gerou modifica¢bes no sistema reprodutivo dos helmintos (Neves et al., 2007). Estes
estudos demonstram que o S. mansoni depende da fisiologia do hospedeiro e qualquer
modificacdo neste equilibrio pode acarretar em danos a morfologia do parasito

A infeccdo esquistossomotica causa graves danos ao figado, que sdo bem

documentados, entretanto o impacto da associagdo com outras doencas, como 0 DM1 séo
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escassos. Durante a infecgdo, as fémeas iniciam a oviposic¢ao nas veias do mesentério, e alguns
ovos acabam sendo carreados pela corrente sanguinea, ficando retidos, devido ao calibre dos
vasos, principalmente no figado. Os antigenos provenientes destes ovos retidos, mobilizam a
producdo das interleucinas, estimulando uma resposta imunoldgica de perfil Th2 (Candido et
al., 2017). Este tipo de resposta induz o linfécito B a produzir IgE e 1gG, e a diferenciacéo de
eosindfilos, mastdcitos e macréfagos M2 (Candido et al., 2017). Estes tipos celulares sdo
importantes componentes dos granulomas hepéticos ao redor dos ovos (Castro et al., 2018).
Com o progresso da inflamacéo inicia-se a proliferacdo de fibroblastos a partir da periferia do
granuloma, com deposicéao de colageno (Cheever et al., 2002; Lins et al., 2008) acarretando em
expansao de fibras no espaco portal e intra-hepatico e obstrugdo da veia porta (Costa-Silva et
al., 2002; Neves et al., 2006; Alencar et al., 2009).

O estudo histopatolégico do figado dos animais do Grupo D, revelou alteracbes
decorrentes do DM1, (como focos de infiltrados celulares, microesteatose hepatica, hiperplasia
e hipertofia de hepatdcitos) bem como danos quimicos (sugere-se endonucleases desnaturadas
nos hepatdcitos), causados pelo uso da STZ. Pesquisas indicam que o STZ ndo afeta apenas as
células B-pancredticas, mas também leva a estresse oxidativo significativo e alteracdes no
parénquima hepético. Sanci et al., (2024), constatou que a STZ induz estresse oxidativo,
levando & peroxidagdo lipidica e diminui¢do da atividade enzimatica antioxidante no figado,
promovendo leses ao 6rgdo. Pesquisas abordando este tema, também relatam maiores niveis
séricos de enzimas hepéaticas, como alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), indicando lesdo hepatocelular (Bae e Ahn, 2022).

Em estudos anteriores, onde avaliou-se os danos hepéaticos manifestados em ratos
diabéticos, induzido por STZ, foram vistos: hiperemia na &rea venosa central, aumento dos
espacos sinusoidais, areas de necrose, danos as células hepaticas, aumento de células em
apoptose e microesteatose hepatica (Mahata et al., 2021), corroborando 0s danos hepaticos
encontrados no grupo diabético (Grupo D).

A hiperglicemia promove condi¢des inflamatorias e estresse oxidativo, ao desencadear
a ativagéo do fator de transcricdo nuclear kappa, (NF-kB) (Hamway et al., 2022) que por sua
vez, estimula a atividade de genes pré-apoptoticos em células hepaticas aumentando a producéao
de espécies reativas de oxigénio (ROS). O estresse oxidativo € uma condicdo de desequilibrio
entre a proporcdo de oxidantes e antioxidantes, causando um aumento de radicais livres de
oxigénio. Sabe-se, que o figado desempenha papel primordial na desintoxicacdo do organismo,
por meio antioxidantes potentes como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e

glutationa (GSH) (Mahata et al., 2021). Neste contexto, a hiperglicemia reduz a atividade destes
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antioxidantes (SOD, GSH e CAT), aumentando assim a producdo de ROS que contribui para
danos ao figado.

No Grupo DI (animais diabéticos e esquistossomoticos), grupo foco deste estudo, o
tecido hepatico apresentou manifestagcdes decorrentes da DM1 induzida pela STZ, e também,
lesGes caracteristicas da infeccdo pelo S. mansoni causadas pela presenca dos granulomas
hepéticos (como areas com infiltrado celular, necrose, presenca de fibrose). No entanto, notou-
se uma maior intensidade destes danos, devido a estas situacdes em concomitancia.

Para a analise quantitativa das degeneracdes hepaticas em estudos cientificos (Neves et
al., 2006a) a estereologia é bastante utilizada. As técnicas estereoldgicas utilizam a estatistica
probabilistica e a geometria para estimar parametros tridimensionais de um tecido ou 6rgéo, a
partir da analise de cortes bidimensionais (Mandarim-de-lacerda, 2003). Por meio da técnica
D36, observou-se no Grupo DI, menor densidade de volume de hepatdcitos e de células de
Kuppfer e aumento nos infiltrados celulares. N&o somente, por meio da quantificacdo de
células, observou-se um nimero menor de hepatocitos mononucleados e binucleados (este
ultimo somente comparado ao Grupo D) neste grupo. Diante destes dados, sugere- se que a
inflamacdo presente, decorrente da DM1, somada a presenca dos granulomas
esquistossomoticos, que formam grandes infiltrados celulares, levou a uma intensa
desorganizacao no parénquima hepatico, contribuindo para estas alteragdes. Neves et al, (2006)
também observaram mudancas quantitativas intensas na estrutura hepatica em camundongos
esquistossomoticos e dislipidémicos demonstrando que a infeccdo por esquistossomose
mansoénica pode de fato sobrecarregar a lesdo hepatica com base em uma situacéo ja patoldgica.

Estudos apontam que o figado possui uma capacidade Unica de remodelacdo em resposta
a uma ampla gama de lesGes fisicas e quimicas (Wu et al., 2023). Em mamiferos pode-se repor
até 70% da massa e funcionalidade deste 6rgdo quando lesionado (Bangru e Kalsotra, 2020;
Wau et al., 2023). No entanto, esta remodelacdo hepatica pode ser comprometida apds certas
lesbes xenobidticas, infeccBes, inflamagdes crénicas ou consumo excessivo de &lcool por
exemplo (Cordero-Espinoza e Huch, 2018; Chembazhi et al, 2021). Estes dados corroboram a
diminuicdo de hepatocitos mono e binucleados encontradas neste grupo (DI). Possivelmente, a
intensidade das lesdes causadas pela esquistossomose e DM1em simultdneo, comprometeram
a capacidade de restauracdo deste érgéo.

Amer et al., (2023) também associou a DM1 induzida por STZ, e a infeccdo pelo S.
mansoni, e ao analisar os granulomas hepaticos, encontrou predominancia de granulomas em
estdgio E e EP (exsudativo e exsudativo-produtivo, respectivamente), sem diferengas

estatisticas nas medidas dos granulomas entre 0s grupos, em concordancia com nosso estudo.
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O aumento do colageno presente nos granulomas esquistossomoticos de hospedeiros
diabéticos (Grupo DI), pode estar relacionado com a intensa resposta inflamatoria gerada nesta
comorbidade. Essa relacdo é evidenciada pelo papel de vérias células e citocinas (Wang et al.,
2023) que contribuem tanto para a inflamacéo quanto para a fibrose na esquistossomose (Souza
et al., 2020; Silva et al., 2024).

As células estreladas hepaticas (CEH), localizadas no espaco de Disse, no figado, séo a
principal fonte de colageno no figado e adquirem fenotipo de miofibroblastos passando a
depositar matriz extracelular em regiées com lesdo (HAYASHI et al., 1999; LEE et al., 2007).
A ativacdo das CEH e sua subsequente deposicdo de colageno é estimulada pelas citocinas:
TGF- B (Wang et al,. 2023), IL-6 (Kagan et al., 2017), IL-4, IL-13 (Sugimoto et al., 2005) IL-
1B e TNF-a (Robert et al., 2016). Como j& mencionado anteriormente, a intensa resposta
inflamatdria decorrida neste grupo, pode gerar niveis aumentados das citocinas citadas,
acarretando em maior estimulo e consequente aumento na deposicdo de colageno neste grupo.

Estes resultados evidenciam a importancia de novas anélises como a dosagem de
citocinas pré e anti-inflamatdrias que ajudardo a esclarecer melhor o estado inflamatério.

Em suma, pode-se sugerir que o DM1 associado a esquistossomose aguda experimental
pode aumentar o numero de helmintos recuperados, alterar a espessura do seu tegumento e 0
seu sistema reprodutivo, além de exacerbar os danos ao parénquima hepético do hospedeiro.
Por fim, destaca-se que um ambiente hiperglicémico que poderia favorecer o helminto, na
verdade produz efeitos muito prejudiciais a sua morfologia e a salde do hospedeiro,
desregulando a dindmica parasitaria e demonstrando a dindmica complexa envolvida nesta

relacao.
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CONCLUSAO

Concluiu-se neste trabalho que o diabetes mellitus pode modificar aspectos da infecgéo
esquistossomotica experimental, alterando o tegumento e o sistema reprodutivo dos helmintos,

e exacerbando os danos ao parénquima hepatico do hospedeiro.
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