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RESUMO

A associagdio da esquistossomose com diabetes foi estudada em camundongo
da linhagem NOD/Uni (non-obese diabetic), modelo para diabetes mellitus
tipo 1. H4 evidéncias recentes de que a resposta do tipo Thl ¢é prejudicial para
o hospedeiro e Th2 protege contra o diabetes. A infeccdo pelo Schistosoma
mansoni induz resposta celular do tipo Th2 no figado humano e de
camundongos. A evolugdo da esquistossomose em hospedeiro onde existe
predominio da resposta Thl, vigente no diabetes, pode resultar em alteracdo
da expressdo das duas doengas. Grupos de camundongos machos ¢ fémeas
NOD/Uni ndo diabéticos e diabéticos, em vérios estagios do desenvolvimento
do diabetes foram infectados por 10, 25 ou 50 cercérias da linhagem BH do §.
mansoni. Foi constituido também um grupo de camundongas prenhes
infectadas e o respectivo controle ndo infectadas. O grau de glicosuria foi
determinado para cada animal ao final da sétima semana de infecglo e
expresso em mg de glicose/d]. de urina. Todos os animais NOD/Uni livres de
patogenos especificos foram mantidos em isoladores de PVC flexivel, com
pressdo positiva. A mortalidade de cada grupo experimental foi registrada
durante sete semanas da infeccfio. O sistema porta-hepético foi perfundido
para coleta dos vermes adultos que foram fixados para determinacéo de
comprimento. Foi observada a histopatologia pancredtica e hepética. As
medidas de 4reas de granulomas hepaticos foram registradas mediante 0 uso
de um sistema informatizado acoplado & cAmara clara no microscépio optico,
considerando dois didmetros perpendiculares que cruzam o centro de um ovo
isolado. Os resultados de comprimento de vermes foram analisados
estatisticamente pelo teste de Tukey e a drea dos granulomas pela analise de
variancia. A esquistossomose desempenhou papel protetor no diabetes,
principalmente em machos NOD/Uni diabéticos, evidenciado pelo aumento da
sobrevida (70%) quando comparados com grupo nio infectado de fémeas
diabéticas (25%) e machos diabéticos (41,6%). A associagdo do diabetes,
esquistossomose e prenhez diminuiu a patologia das duas doencas. A
esquistossomose induziu pancreatite severa precoce, aos 42 dias de infeccdo
em fémeas diabéticas submetidas a 10 cercarias. Em machos diabéticos
infectados com 50 cercarias, o quadro de pancreatite foi brando, aos 56 dias de
infeccdo. A area de granulomas hepéticos sofreu redugdo no decorrer do
agravamento do diabetes. Animais no inicio do diabetes e normoglicémicos
tiveram o mesmo padrio de formagio de granulomas. As fémeas prenhes
mostraram formag¢do de granulomas comparadas ao controle néo diabético.
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Nizo houve hepatomegalia em animais com diabetes grave. O diabetes
prejudicou o desenvolvimento de vermes machos e fémeos em camundongas
diabéticas. Vermes fémeos sofreram reducdo de comprimento deste o inicio
do diabetes, fato que nfo ocorreu nos vermes machos. Na vigéncia do
diabetes severo, os vermes fémeos apresentaram maior reducdo do
comprimento (30,5%) do que os vermes machos ( 24%). Em microambiente
do diabetes concomitante a prenhez, ndo houve redugdo do comprimento de
vermes . A resposta Thl durante o diabetes e o perfil resultante de resposta de
fendtipo Th2 pela esquistossomose podem promover a regulagdo que inibe ou
elimina a formacdo de granuloma no animal diabético, aumenta o tempo de
sobrevida dos animais infectados, porém induz precocemente a pancreatite
grave em fémeas diabéticas.
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ABSTRACT

In this study we have demonstrated the effect of diabetes under the development of
Schistosoma mansoni in diabetes-prone non-obese diabetic (NOD) mice, model of human
diabetes type 1. S. mansoni infection induces Th2 type cytokines at the liver of humans
and mice. Recent reports have shown the evidence that Thl responses are detrimental and
Th2 responses are protective against diabetes type 1. In this study we took advantage of
NOD mice, which has a Thl profile and has a limited survival after the expression of the
diabetes. Female and male of NOD strain were infected with 10, 25 and 50 cercariae from
S. mansoni, BH strain, kept on Biomphalaria glabrata snails. SPF NOD mice were
maintained in flexible PVC isolators with positive pressure. The test of diabetes Self-Stik
® resulting color changes using urine samples was performed and the last lecture (mg
glucose/dL urine) was determinant for the establishment of the groups: no diabetic,
diabetic male and female, diabetic pregnant. We monitored the survival until 7 weeks after
infection or after the first detection of glycosuria and we compared these results with those
obtained in a diabetic non-infected control group. In specific-pathogen free conditions, the
NOD/Uni diabetic mice survive for 3-4 weeks after the first detection of glycosuria.
Infected diabetic males presented longer survival (70%) when compared with the control no
infected diabetic males (41,6%). The survival result in the infected diabetic females was
25% compared with 21% in the no infected group. No mortality was registered in infected
diabetic pregnant group. Seven weeks after infection, the animals were perfunded and
adult worms prepared to the measurements. The length of worms was determined. The
results were analysed according to the glucose level at the end of infection. Tukey's test
was used to compare diabetic and no diabetic groups, with 5% significance level. Paraffin
sections of liver and pancreas were cut at 5 um and stained with hematoxylin-eosin.
Hepatic granuloma measurements were determined using a computer system to take into
account two perpendicular diameters crossing the center of isolated egg. Statistical
analysis were performed to granuloma ellipse area using variance analysis and Tukey test
was used to compare the length of the worms. Animals at the beginning of diabetes and
normoglycaemic showed the same pattern to granuloma formation. Pregnant diabetic
showed granuloma formation compared to the control no diabetic. The statistical analysis
showed the influence of the diabetic status of the host and the level of glucose on the
development of adult worm. When the diabetic female infected was pregnant , there were
no differences in the length of the worms compared to the control no diabetic. Severe
pancreatitis was involved mainly in diabetic females which presented extensive destruction
of the pancreatic parenchyma 42 days after infection with 10 cercariae. The autoimmune
process involved in diabetes concerning the helminth development is shown meanly when
glucose level in urine is high. The response Thl during accelerated and destructive
diabetes and the shift to Th2 profile in schistosomiasis result on Th1/Th2 dichotomy which

promotes a mechanism of regulation that inhibits or eliminates the granuloma formation in
diabetic animals.



ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA EM CAMUNDONGO NOD/Uni
(NON- OBESE DIABETIC), MODELO DO DIABETES MELLITUS TIPO 1

LINTRODUCAO

A prevaléncia da esquistossomose mansbnica no Brasil estd
estimada em 2,5 milhdes e aproximadamente uma populagio de 25 milhdes
exposta ao risco de contrai-la (Passos & Amaral, 1998).

A existéncia do comprometimento pancreatico na esquistossomose
humana tem sido relatada desde 1952, porém é escassa a literatura referente
ao estudo do diabetes associado a esquistossomose (Pereira & Barreto Netto,
1952).

A esquistossomose tem sido descrita como uma doenga imunoldgica
porque em cada estigio do ciclo do Schistosoma mansoni, vérios antigenos
sdo apresentados. A patologia principal da doenga ¢ a reacfo inflamatéria que
ocorre ao redor dos ovos do parasita, aprisionados no figado. A formagdo do
granuloma ¢ dependente de mecanismos efetores da imunidade mediada por
células (Boros & Warren, 1970).

Na pesquisa experimental da esquistossomose ha alguns relatos de
indugdo do diabetes em camundongos para avaliar o efeito do diabetes sobre
o hospedeiro e o S. mansoni. Em trabalho preliminar no laboratério do
Departamento ~ de Parasitologia da UNICAMP, adotando camundongos
diabéticos induzidos artificialmente pelo aloxano, houve constatagdo da
reducdo do numero de granulomas hepaticos e alteragiio no desenvolvimento
somatico de vermes adultos (Magalhdes e al, 1978). Entretanto, nesta
estratégia de inducdo do diabetes, fica excluido o processo auto-imune
caracteristico do desenvolvimento do diabetes mellitus insulino dependente
(diabetes tipo 1). Na evolugio natural do diabetes, as células beta do pancreas
sdo wreversivelmente destruidas depois de um processo autoimune
mflamatorio cronico.

Modelos murinos portadores de imunodeficiéncia tais como
camundongo nude, diabético e knockout sdo bons instrumentos de pesquisa
para avaliar a patogénese da esquistossomose. O avango tecnoldgico na area
da Ciéncia em Animais de Laboratério vem contribuindo para o
desenvolvimento de novos  modelos para a pesquisa biomédica. Em se
tratando do diabetes tipo 1, o diabetes mellitus expresso espontaneamente em
camundongos da linhagem NOD é um modelo natural para o estudo do
diabetes auto-imune. A associa¢do da esquistossomose ao diabetes no modelo
NOD wiabiliza o estudo da evolugdo gradativa e concomitante das duas
doengas.



Ndo ha estimativa oficial do namero de portadores da
esquistossomose associado ao diabetes. Acredita-se que em zonas endémicas
esta associagdo nio deve ser negligenciada.

Tanto na esquistossomose quanto no diabetes tipo 1 € importante a
participagdo de citocinas relacionadas com a resposta celular . No diabetes ,
evidéncias ndicam que as células T de fendtipo Thil, tém uma fungio
primordial no desenvolvimento do diabetes autoimune (Rabinovitch,1998).

Na esquustossomose a produgdo de citocinas Th2 estd associada a
formagdo do granuloma induzida pelos antigenos solaveis do ovo (Wynn &
Cheever, 1995).

A evolugdo da esquistossomose induzindo a resposta de células T
para um fenétipo Th2 em hospedeiro onde existe predominio da resposta Thl,
vigente no diabetes, pode resultar em alteragio da expressdo da doenga auto-
imune.



2. OBJETIVOS

A proposta do presente trabalho foi associar experimentalmente o
desenvolvimento do  diabetes mellitus com a  esquistossomose pelo
Schistosoma mansoni em camundongo NOD (non-obese diabetic), modelo
que desenvolve espontaneamente a doenca autoimune, diabetes mellitus
insulino-dependente (diabetes tipo 1). A evolugdio concomitante da patologia
das duas doengas pode resultar em efeito sinérgico ou antagbnico para o
hospedeiro ¢ para o trematodeo.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a patologia da esquistossomose mediante a mortalidade dos
animais infectados, histopatologia do figado e pancreas, 4area dos granulomas
hepaticos , hepatomegalia ¢ alteragdes de comprimento no trematddeo adulto,
ao final da infecgio pelo S. mansoni.

Avaliar a patologia do diabetes mediante histopatologia do pancreas
de camundongos NOD/Uni machos e fémeos diabéticos em varios estagios da
doenga com ou sem infec¢dio concomitante pelo S. mansoni.

Associar ao diabetes, a esquistossomose e prenhez para observar os
efeitos sobre o hospedeiro e o parasita.



3. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

3.1.Diabetes mellitus

A prevaléncra mundial do -diabetes mellitus foi estimada em 135
milhGes pessoas em 1995 ¢ acredita-se que este nimero chegue a 300 milhdes
até o ano de 2025, devide ao -envethecimento e dietas pouco
saudaveis ressaltando a natureza epidémica do diabetes no primeiro quarto do
século XXI (King et al., 1998).

O diabetes tipo 1 é uma doenga autoimune érgio-especifica e resulta
da falha do pancreas em produzir insulina, como consequéncia da destruigdo
autoimune das células B produtoras de insulina, nas ilhotas de Langerhans
(Eisenbarth, 1986). Estas células s3o irreversivelmente destruidas depois de
um processo autoimune inflamatério crénico. Calcula-se que ao aparecimento
da doenga, somente 10% das células beta do pancreas estejam presentes no
pancreas (Colle, 1990). A sobrevivéncia dos pacientes torna-se, portanto,
dependente de insulina exdgena. Sem a insulina, o corpo esti impossibilitado
de controlar os niveis de agticar no sangue. O que caracteriza o diabetes é o
aparecimento abrupto de hipoinsulinemia, com altos niveis de acticar no
sangue acompanhada de excessiva quantidade de corpos cetbnicos. A
incidéncia, no homem, é acentuadamente idade-dependente, aumentando até
um pico, coincidente com o desenvolvimento da puberdade (Amiel et al.,
1991).

Desde que as células beta constituem aproximadamente 70% das
c€lulas dentro da ithota de Langerhans , em paciente com diabete de longa
duragfio as ilhotas se tornam atipicamente pequenas (Gepts, 1965). Além da
msulite, aspecto histolégico caracteristico do diabetes decorrente do actmmilo
progressivo de linfocitos nas ithotas de Langerhans no pancreas , no diabetes
tipo 1 ocomre fibrose intersticial média e atrofia exocrina, sem outras
anormatidades histologicas relevantes . Processos destrutivos que envolvem o
pancreas, capazes de dano as ithotas incluem o céncer € a pancreatite aguda
¢ cronica, podendo estar ou ndo associados ao diabetes (Gepts & Lecompte,
1981).
: A sindrome do diabetes pode ocorrer devido a causas secundarias
que incluem pancreatectomia, sobrecarga de ferro resultando em
hemocromatose, excesso na produgfic de cortisol na sindrome de Cushing,
excesso na secregfio do horménio de crescimento na acromegalia e em
sindromes de resisténcta a insulina incluindo defettos no receptor de insulina
(Gepts & Lecompte, 1981).



O novo critério para o diagnostico de diabetes mellitus, com uma
nova classificagfo, foi mstituido por um Comité Internacional sustentado pela
Associagdo Americana de Diabetes (ADA), que recomenda o uso da
designagéo diabetes tipo 1, substituindo IDDM (diabetes mellitus insulino-
dependente), para o diabetes juvenil, com absoluta deficiéncia de insulina, ou
inadequada resposta secretoria de insulina. Nesta nova classificagdo, o critério
anterior de diagndstico para o diabetes tipo 1, de 140 mg/dL (7,7 mmol/L) foi
diminuido para >126mg/dL de glicose no plasma (7,0 mmol/L) , em jejum de
pelo menos 8 horas (Report Committee, 1997) .

O estudo populacional do diabetes mellitus insulino dependente
(diabetes tipo 1) tem sido especialmente realizado na populagdo Caucasiana,
em pessoas com descendéncia do norte da Europa, particularmente Finlandia,
Suécia, Escocia € Noruega (Rewers et al., 1988). A incidéncia do diabetes tipo
1 na populagdo caucasiana ¢ aproximadamente 0,4%, tendendo a atingir 6%
nas familias onde j& existe uma pessoa atingida (Vyse & Todd, 1996). Em
gémeos homozigoticos 30-40% dos portadores de diabetes tém igualmente
um irméo ou uma irma atingidos pela doenca (Redondo et al., 1999).

Dados da incidéncia do diabetes tipo I na América do Sul, sdo
limitados. Estudos isolados conduzidos em Sao Paulo, (Ferreira ef al., 1993),
Chile (Carrasco et al.,1992) ¢ Peru (Seclen er al, 1997) tem mostrado
respectivamente uma incidéncia anual de 7,6, 2,5 e 0,4 casos por 100.000
habitantes. A incidéncia encontrada na regido subtropical, no sul do Brasil,
como Passo Fundo, foi similar a dos paises desenvolvidos, sendo 12/100.000
habitantes (Lisbda ef al., 1998). Nos Estados Unidos da América, a incidéncia
anual € de 15-16/100.000 habitantes. No Japdo, os valores de incidéncia anual
sdo de 1,4/100.000 habitantes. A mais alta incidéncia foi constatada na
Finléandia, 36,5/100.000 habitantes. Popula¢des da China e Ameérica do Sul
(Venezuela e Peru) s8o os paises com menor incidéncia segundo estudo do
projeto DiaMond (Karvonen et al., 2000; LaPorte ef al., 1990).

3.2.Diabetes experimental

Modelos amimais tém sido adotados para a compreensdo do
diabetes. O aspecto mais vantajoso € que a sindrome no modelo animal
aproxima-se ao fenétipo da doenga humana. Para o estudo experimental do
- diabetes mellitus insulino- dependente experimental sdo usados o rato BB
espontaneamente diabético (Chappel & Chappel, 1983), o camundongo NOD
(Non-obese Diabetic) (Makino er al,, 1980), o modelo de baixas doses de
streptozotocina em camundongos (Like & Rossini, 1976), modelos diabéticos
induzidos por virus (Craighead & McLance, 1968) e drogas quimicas , tais



como o aloxano (Weisbren, 1948; Rerup & Tarding, 1969), que destroi
selettvamente as células beta.

3.3.0 Diabetes em camundongo NOD

O desenvolvimento do diabetes tipo 1 no camundongo NOD ¢
precedido pela insulite que pode ser considerada como estado de pré-diabetes.
A msulite ¢ primeiramente notada em camundongos com 3-4 semanas de
idade e potencialmente todas as fémeas e machos NOD com trés meses de
idade apresentam insulite (Fujita ef al., 1982). As mudangas que ocorrem no
modelo NOD também acontecem no homem, como a peri-insulite ¢ progride
para a infiltragdo das ilhotas e destrui¢do das células beta (Gepts, 1987).

3.3.1.Descri¢iio da linhagem

O diabetes ¢ determinado geneticamente no camundongo NOD. A
selegdo do NOD teve o seu imicio em 1966, no Laboratério de Pesquisa
Shionogi Aburahi, Japdo, em camundongo com tendéncia a catarata e
microftalmia ,descendente da linhagem de camundongos heterogenéticos Jcl-
ICR, dando origem & linhagem CTS. A suspeita do diabetes tem sua
explicacio no fato de pacientes diabéticos frequentemente desenvolverem
catarata. Duas linhagens irmd#s foram obtidas por acasalamentos
programados, sendo wuma euglicémica ou normal e outra levemente
hiperglicémica, apds 13 geragdes de acasalamento. O animal NOD foi obtido
na 20° geragdo na linhagem irmi euglicémica, por ironia. Uma fémea,
apresentou poliima, severa glicostria e perda de peso. Esta linhagem foi
estabelecida no Japdo em 1974. Os acasalamentos continuaram com ninhadas
selecionadas tanto para o diabetes espontdneo quanto pela capacidade
reprodutiva, permitindo a obtengdo, apds a sexta geragdo, do camundongo
NOD, que ndo ¢ propenso & catarata. Também foi preservada a sub-
linhagem ndo diabética, que serviu de controle, denominada NON (non-obese
normal) (Makino ef al., 1980 ).

A linhagem NOD original, (NOD/Shi) em 1980, desenvolvia o
diabetes em torno de 30 semanas de idade , acometendo 80% das fémeas e
20% dos machos. O diabetes se manifestava entre 80 a 200 dias. Uma
evidente diferenga relacionada ao sexo foi observada porque as fémeas
expressavam a doenga em torno de 10 semanas de idade, enquanto que em
machos, a expressdo era tardia, com aproximadamente 20 semanas de idade.
Apos 5 semanas de idade é alta a incidéncia da insulite, em ambos os sexos,
atingindo 100% em torno de 30 semanas , mesmo sem o desenvolvimento do
diabetes expresso (Kikutani & Makino, 1992), sendo portanto uma
caracteristica da Iinhagem NOD. Segundo Leiter e al. (1987), fémeas NOD



expressam hiperglicemia mais cedo que os machos com pico entre a semana
16 ¢ 20° semana e 0s machos entre 21° e 28° semana de idade .

Na patogénese da doenga, esterdides sexuais das goénadas sdo
importantes moduladores, pois machos castrados mostram incidéncia maior
do diabetes, enquanto que fmeas ooforectomizadas apresentam menor
incidéncia, sugerindo que androgenos tem efeito supressivo na expressdo do
diabetes (Makino ef al., 1981). A diferenga na frequéncia do aparecimento do
diabetes, em fingdo do sexo, é uma caracteristica propria do camundongo
NOD , que ndo ocorre na espécie humana.

Encontram-se registradas 22 col6nias de camundongos NOD no
mundo, cada uma com prevaléncia e idade distintas na expressfio do
diabetes, segundo a manuten¢do dos amimais ¢ condigdes do ambiente . Em
uma coldnia tipica com alta incidéncia de diabetes, 80-90% das fémeas e 40-
50% dos machos se tornam diabéticos entre 3 a 7 meses de idade, de acordo
com o ambiente (Pozzilli er af, 1993). Em uma coléma com mcidéncia
considerada média, entre as coldnias existentes, a expressdo do diabetes € de
aproximadamente 80% para as fémeas e 20% para os machos, ao redor de 30
semanas de idade (Leiter, 1993). A implantag¢do da colénia NOD no CEMIB
foi descrita por Pavin & Zollner (1994).

Conforme comunicagio pessoal (dados do CEMIB), a coldnia
NOD/Uni em 2001 apresentou prevaléncia de 82% para as fémeas e 20% para
machos até 36 semanas de idade.

Além da infec¢do viral e temperatura (Todd, 1991; Bowman ef al,
1994) , a dieta também influencia na incidéncia do diabetes (Coleman ef al,,
1990 ;Elliot ez al., 1988).

A ocorréncia de outras patologias auto-imunes na linhagem NOD
incluem a tireoidite e infiltragdo linfocitaria na glandula sub-maxilar, esta
ultima ndo ocorrendo no homem. O desenvolvimento de anemia hemolitica
auto-imune, também ¢é descrito em NOD ( Baxter & Mandel, 1991).

3.3.2.Destruicdo da células beta das ilhotas de Langerhans

A indicagdo de que a sindrome diabética espontdnea no NOD, ¢
uma desordem auto-imune, vem de constatages de carater imunolégico
humoral, celular e genético.

Quanto a imunidade humoral, observa-se em NOD a ocorréncia de
auto-anticorpos, denominados anticorpos anti-célula da ilhota (ICA) descritos
em cerca de 50% dos NOD acima de 21 semanas de idade. Anticorpo anti -
superficie da célula da ilhota (ICSA) aparece de 3 a 6 semanas com pico em
12 a 18 semanas de idade. Tanto ICA quanto ICSA, tendem a desaparecer ou
diminuir com ¢ tempo (Reddy er al., 1988 e Pontesilli et a/., 1987). Outro tipo
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de anticorpo relatado ¢é o IAA, anticorpo anti-insulina, que aparece antes do
desenvolvimento da doenga (Maruyama et dl, 1988). Anticorpos anti-
linfécitos, também aparecem precocemente, com 3 semanas de idade,
decrescendo em seguida (Kanazawa et al., 1984).

As células mais proeminentes na lesdo insulitica do camundongo
NOD séo linfocitos T CD4+ e CD8+, linfocitos B, macrdfagos e células
dendriticas (Miller et al., 1988 ¢ Lo et al., 1993). Macrofagos tém fungio
primordial no inicio da progressdo do diabetes, pois sua mnativagdo quase
completamente previne a insulite ¢ o diabetes em camundongos NOD e em
ratos BB (Yoon et al., 1998).

As evidéncias de que a doenga autoimune é mediada por células T
vem do fato de que neonatos NOD timectomizados ¢ NOD nude nio
desenvolvem o diabetes (Ogawa et al, 1985; Makino et al., 1986),
significando que linfocitos T sdo recrutados para a patogénese do diabetes.

A sugestdo de que o diabetes tipo 1 é uma doenca mediada por
células Thl foi feita por Haskins & McDuffie (1990) e Healey et al. (1995)
em experimentos de transferéncia usando recipientes neonatos, mostrando que
a destruigdo das células beta é um resultado de reagdo de hipersensibilidade
do tipo retardado mediada por Thl. Nestes experimentos, linfocitos Thl
induziram infiltrados destrutivos intra-ilhota, enguanto que linfocitos Th2
resultaram em infiltrado nfo patogénico peri-ilhota.

A eliminacdo de linfocitos TCD4+ pela administragdo in vivo de
anticorpos monoclonais anti CD4+ pode suprimir tanto o diabetes quanto a
insulite no camundongo NOD (Koike et al., 1987 e Shizuru ef al., 1988).

Em 1997, Norchashm ef al., demonstraram que a deplecédo cronica
de hinfécitos B no camundongo NOD anula a mfiltragdo destrutiva de células
mononucleares nas ilhotas pancreaticas, também exercendo um efeito protetor
na glindula salivar, confirmando a importdncia destas células no
desencadeamento da insulite/diabetes.

A resposta autoimune contra as células beta é considerada uma
desordem de imunoregulagfo, permitinde a destruicso das células produtoras
de insulina, levando ao diabetes tipo 1. Neste contexto, subpopulacdes de
linfécitos T helper (Thl) e suas citocinas, isto é, interleucina 2 (IL-2),
interferon gama (IFN-gamma) e fator beta de necrose tumoral (INF beta),
dominam regulando a subpopulagio de celulas Th2 e suas citocinas: IL-4 e
IL-10. Segundo Rabinovitch & Suarez-Pinzon, (1998) ¢ consenso de que
células T autoreativas e suas citocinas ndo sdo suficientemente reguladas
pelas subpopulagdes de células Th2. Assim, citocinas do tipo 1 iniciam o
processo cascata imune/inflamatério na ilhota resultando na insulite e
destruigdo das células beta. As células T citotdxicas sdo ativadas, interagindo



especificamente com as células beta ¢ os macréfagos produzem citocinas pro-
inflamatorias (IL-1 e TNF alfa) e radicais de oxigénio e nitrogénio livres que
sdo altamente citotoxicos para as células beta, contribuindo para a destruigio
celular via formagdo de peroxinitritos e oxido nitrico ( Suarez-Pinzon et al.,
1997). Segundo esta feoria, a prevengdo da destruicdo da ilhota seria via
estimulacdo da producgdo e /ou acdo de citocmas Th2, imbindo a produgdo

/ou acdo de citocinas Thl e imbindo a produgio e/ou acdo dos radicais livres
de oxigénio € nitrogénio.

Estudos em ratos mostraram que as células consideradas Th2
podem ativamente proteger da doenga (Fowell & Mason, 1993). Estas
observagdes indicaniam que linfocitos CD4+ podem controlar o balango
entre auto-imumidade e tolerancia, onde células Thl CD4+ sdo patogénicas e
linfocitos Th2 CD4+ de fendtipo oposto, sdo protetoras. Esta hipdtese ainda
¢ aceita atualmente. Entretanto, alguns autores sugerem a participagdo de
mediadores das células Th2 na destruicdo pancreatica das células beta, em
particular pela IL-10 (Lee et al., 1996; Almawi er al, 1999.Pakala et al.,
1997).

Estudos clinicos evidenciam que ha um desequilibrio persistente e
independente nos padrbes de secregio de citocinas, ambos de Thl ¢ Th2
(Rapoport et al., 1998).

A destrumicdo das células beta ocorre, a0 menos parcialmente, via
apoptose (Iwahashi ef al., 1998). A morte celular programada, é caracterizada
por contragdo das organelas e da célula, condensagfo nuclear, mudangas na
membrana, eventualmente permitindo a fagocitose, fragmentacdo da
cromatina, perda das jungSes celulares € perda da capacidade da membrana de
manter gradientes osmoticos, entre outras alteragbes (Mauricio & Mandrup-
Poulsen, 1998).

Modelos animais criados a partir do NOD tém sido adotados, para
obter uma destruigdo acelerada das células beta para facilitar a detecgdo da
apoptose da célula beta in situ (Augstein ef al., 1998; OBrien ef al., 1997). A
correlagdo entre o grau de insulite e apoptose da célula beta foi demonstrada
por Kurrer ef al.,, 1997, estudando a cinética da apoptose em camundongos
transgénicos, estando a apoptose limitada as ilhotas com insulite. O tempo de
“clearance” das células beta variou de menos de 6 minutos a 1,7 minutos,
mdicando que a frequéncia da apoptose € levemente superior ac grau de
extingdo, o que determina a dificuldade de surpreender a célula apoptdtica no
estudo histologico. A propra formacgio de NO parece ser um importante sinal
para a apoptose das celulas beta (Messmer er al., 1994).

O desenvolvimento do diabetes autoimune  humano e no
camundongo NOD estd sob controle de multiplos genes Idd (insulin-
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dependent diabetes). Sendo uma doenga poligénica, os multiplos  loci
influenciando a susceptibilidade da doenca tém sido mapeados no genoma do
camundongo , determinando o diabetes do tipo 1 ou insulite (Wicker ez al.,
1995). Atualmente, pelo menos 20 genes estdo envolvidos no diabetes tipo 1
(Adorini et al., 2002).

3.4.Esquistossomose mansonica

3.4.1. A Doenca

O parasita Schistosoma mansoni, SAMBON,1907, produz a
esquistossomose mansonica, uma doenga parasitaria cronica e debilitante,

Os vermes adultos habitam principalmente as veias mesentéricas
- inferiores. A maturagio dos vermes ocorre no ramos intra-hepaticos do
sistema porta. Machos e fémeas acasalados produzem centenas de ovos por
dia, de 300 a 400, dependendo da idade da fémea (Gonnert, 1955.)

O evento principal que caracteriza a esquistossomose como doenga é
a presenga dos ovos que sdo depositados no sistema porta-hepatico e retidos
principalmente no figado e intestino do hospedeiro. E ampla a distribui¢do das
lesbes na esquistossomose mansénica e miltiplos o6rgdos podem ser
acometidos, tais como intestino, pulmdo, pancreas e, mais raramente,
testiculo, ovario e rim. No homem predomina a esquistossomose intestinal,
com um quadro sintomatolégico de dores abdominais, diarréia, melena,
constipagdo e sintomas dispépticos gerais como plenitude géstrica, anorexia e
azia. Na forma hepato-esplénica, a esquistossomose se desenvolve
insidiosamente devido a injaria fibrotica acumulativa, levando a fibrose
hepética, com ocorréncia de esplenomegalia e hepatomegalia, acompanhadas
de dores abdominais, astenia, sensagdio de "tumor" intra-abdominal e em
menor propor¢do, acidentes hemorragicos digestivos. Sintomas adicionais sdo
palidez, febre baixa e varizes peri-umbilicais colaterais (Raia eral, 1985). A
faléncia do figado estd ausente até acontecer uma associagdo viral ou hepatite
alcoolica (Conceigéo ef al., 1998). A causa da morbidade e mortalidade ¢ a
fibrose hepatica e a formagdo de varizes hemorragicas. Na esquistossomose
hepato-esplénica pode ocorrer descompensagdo hepéatica, com hipertensio
portal e a ascite abdominal & importante seqiiela devido ao engrossamento das
veias do figado e fibrose periportal (Boros, 1989).

3.4.2.Granulomas e resposta imune
O S mansoni requer aproximadamente seis  semanas para
desenvolvimento dos vermes adultos e inicio da producgo dos ovos.
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O antigeno € secretado através dos poros ultramicroscopicos da
casca dos ovos (Race ef al., 1969, Stenger et al., 1967). Depois da indugéo
pelo SEA (antigeno solivel do ovo) da imumdade mediada por células,
(Boros & Warren, 1970) a fase aguda da doenga ocorre de 8 a 10 semanas ¢ é
caracterizada pela formag¢io do granuloma (Boros, 1989; Phillips & Lammie,
1986). Nesta fase ocorre o pico da resposta celular. Em torno de 8 semanas ha
o desenvolvimento da hepato-esplenomegalia, acompanhada de aumento no
numero de ovos em até  cinco vezes. Paralelamente, em oito semanas, a
pressdo portal aumenta em cerca de 50% do nivel pré-infeccdo. Em 1972,
Bloch er al., evidenciaram, em estudos de microcirculacdo com animais
vivos, a ocorréncia de uma dramatica alteragfo no fluxo de sangue quando os
granulomas se formam. De 16 a 20 semanas comega a fase cronica da doenga
¢ a intensidade da resposta inflamatéria aos ovos ¢ modulada pelas sub-
populagdes de células T supressoras e seus fatores soliiveis (Boros et al.,
1975 ; Colley, 1975; Colley et al., 1979; Chensue et al., 1981; Doughty &
Phillips, 1982; Abe & Colley, 1984; Perrin & Phillips, 1988 ; Ragheb &
Boros, 1989; Fidel & Boros, 1991).

No camundongo imunocompetente, a lesdo granulomatosa &
circunscrita ao ovo, consistindo predomunantemente de eosindfilos, além de
macrofagos, linfocitos, células epitelidides e raras células gigantes (Hsu ef o,
1976; Stenger et al., 1967) .

Os mecanismos que controlam este processo inflamatorio cronico,
tém sido largamente estudados. A formacfo do granuloma ¢ uma resposta
imune mediada principalmente por células e foi descrita como uma reagdo de
hipersensibilidade do tipo retardado (DTH). O conceito da resposta
imunologica mediada por células é baseado na demonstragdo de que na
exposi¢do secundaria aos ovos do S. mansoni ha uma resposta inflamatéria
anamnésica, com auséncia de anticorpos detectaveis, que ¢é especifica e
passivel de ser transferida por células de linfonodos ou de bago, mas nio
pelo soro (Warren ef al., 1967; Boros & Warren al., 1970).

A formagdo do granuloma € um processo dindmico, cuja regulagio
estd diretamente relacionada com a reatividade de células T ao antigeno
solivel do ovo (SEA). Assim, o pico da formacgdo do granuloma e a resposta
das células T ocorrem durante a fase inmicial ¢ aguda da infecgdo. Ambas as
respostas declinam quando a infecg3o evolui para a fase crbnica, por ocasido
da supressdo da formagdo do granuloma (James & Sher, 1990).

Evidéncias de que o granuloma ¢ uma resposta imunolégica mediada
por células for estudada através da timectomia mneonatal (Domingo &
Warren, 1967), Soro anti-linfécito (Domingo & Warren, 1968), Doenga de
Hodgkins (Warren, 1969), toxina do cdlera (Warren et al, 1974), com o uso
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de Niridazole (Mahmoud er al., 1975b), Diabetes (Mahmoud et al., 1976) e
camundongos nude ( Phillips ef al., 1977).

Atualmente, a hipdtese de que a formagdo do granuloma ¢ mediada
por Linfocitos T responsaveis pela hipersensibilidade do tipo retardado deve
ser re-examinada a luz das evidéncias da heterogeneidade funcional entre os
linfocitos T que controlam a resisténcia 4 infecgdo. Mosmann et al. (1986) e
Mosmann & Coffman (1989) estabeleceram que os linfocitos T podem ser
divididos em sub-populagdes funcionais, caracterizadas pelo perfil de
citocinas produzidas. Assim, a populagdo de linfocitos Thl, responsavel pela
resposta imune celular, apresentam secregfio de citocinas como Interleucina 2
(IL-2), INF-y ¢ TNF o ¢ B. As células Th2 envolvidas na resposta imune
humoral com estimulagdo de anticorpos, incluem a hipersensibilidade
imediata e a eosinofilia, caracteristica da infecgio por helmintos , secretam
citocinas como a Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 5 (IL-5), Interleucina 6
(IL-6) ¢ Interleucina 10 (IL-10). A intensidade da resposta granulomatosa é
dependente de citocinas produzidas pelos linfocitos T em resposta ao
antigeno soluvel do ovo (SEA) . Intimeros estudos sobre a imunoregulagdo da
resposta a infeccdo tm mostrado que a produgdo de citocinas Th? estd
associada a formagdo do granuloma (Luckacs & Boros, 1993).

Grzych et al. (1991) caracterizaram as populagdes de linfocitos
envolvidas na esquistossomose murina em infecgdes unisexuais. A resposta
Thl ocorreu apenas durante as primeiras seis semanas de infecgdo. A
oviposi¢do € o maior estimulo para a resposta Th2 na esquistossomose.

Pearce et al. (1991) avaliaram a produgfio de citocinas Thl e
resposta Th2 pelo S. mansoni. A resposta Th2 em animais infectados foi
induzida por antigenos de ovos, enquanto que a reatividade Thl foi
desencadeada principalmente por antigenos de larvas (esquistossomulos).

Amiri et al. (1992) demonstraram a importincia da producgio de
citocinas na formacdo do granuloma, em estudos com camundongo SCID,
sem linfocitos T ou B funcionais, porém com macréfagos funcionais e
falharam em montar qualquer resposta inflamatéria. Injegdes de cultura de
sobrenadantes de clones de células Th2 ativadas, resultaram na formacdio de
granuloma. O componente ativo da cultura de sobrenadante foi o fator alfa de
necrose tumoral (TNF- a), produzido por todas as células Th. Esta {nica
citocina foi suficiente para orquestrar a formagdo do granuloma . Assim, o
granuloma formado ao redor do ovo é uma resposta celular genérica das
células Th, como provam os estudos com clones Thl (Chikunguwo er al.,
1991) e por clones Th2.

Falcdo et al. (1998) sugere que a IL-10 pode ser uma importante
citocina no controle da morbidade severa causada pela infecgiio do S. mansoni
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e que regula in vitro a formagdo do granuloma,

Chikunguwo et al. ( 1991) mostraram que células Thl clonadas do
SEA sio capazes de mediar reagdes do tipo DTH tanto quanto a formagdo do
granuloma in vivo, assim como foi demonstrado em 1992 por Amiri et af., a
mesma propriedade das células Th2 .

3.4.3.Doencas concomitantes a esquistossomose

A resposta do tipo Th2 pode ser direcionada tanto ao antigeno ovo-
especifico quanto aos antigenos ndo-Schistosoma, com possivels interagdes
em caso de infecgBes multiplas (Kullberg et al., 1992).

A habilidade de uma nfecgdo concomitante a esquistossomose em
alterar a evolugdo de uma doenca foi documentada por Curry et al. (1995) em
modelo murino coinfectado com Trichuris muris, protegendo-o contra uma
segunda infecgdo, o que foi atribuido a uma resposta associada a inducdo de
Th2.

O resultado da produgdo de citocinas ThZ associadas &
esquistossomose influencia o resultado de uma infecgdo concorrente, como
sugerido pelo atraso na eliminagdo do virus vaccinia dos drgdos afetados, no
modelo murino (Actor et al, 1993) com a localizagdo dos epitopos virais
localizados principalmente no interior dos granulomas (Actor et al., 1994).

Ghaffar et al. (1990), obtiveram respostas alteradas de anticorpo,
com titulos significativamente menores em criangas com eSquistossomose,
depois da vacina¢do contra o virus da hepatite B.

3.4.4. O Pancreas na Esquistossomose

O comprometimento pancreatico na esquistossomose humana ocorre
em 11,2% ( Lima, 1966) até 47,8% (Ladosky, 1958), com ou sem reagdo
fibrética. Os granulomas presentes no pancreas, segundo Bogliolo (1964),
raramente atingem as ilhotas de Langerhans. Saleh er al (1967) verificaram
gue em casos de envolvimento do pancreas pela esquistossomose, o tecido
peri-ductal € primordialmente afetado, seguido pelo parénquima. Raramente
o tecido da ilhota fica comprometido.

Resultados de autdpsias, por Cheever & Andrade (1967) mostraram
a ocorréncia de ovos no pancreas em 4% dos casos assintomaticos € 6% nos
casos de fibrose de Symmers. O pancreas mostrou fibrose ¢ atrofia glandular
e ocasionalmente cicatrizagdo, com atrofia das ilhotas. O peso do pancreas
chegava a triplicar, comprometendo a cabeca do pancreas, em todos 0s casos
estudados, enquanto que 65% dos casos afetava o corpo do pancreas ¢ a cauda
do pancreas em 17% , (Arafa & Hashem, 1952; Saleh ez al., 1967)

A patogenia dos granulomas peri-ovulares no pancreas é
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especulativa. Sendo o fluxo venoso pancreatico drenado para o sistema porta,
existe a possibilidade de migragio do verme adulto para os ramos venosos
pancreaticos ¢ postura dos ovos neste 6rgdo. Disturbios funcionais endécrinos
do péncreas na esquistossomose humana sio citados por Pereira & Barreto
Netto (1952),

Bibawi (1970) no Egito, em estudos de tolerancia ao carboidrato,
considerou que infecgdes por S. mansoni podem afetar o pancreas endocrino
¢ aumentar ligeiramente o estado pré-diabético. O autor relatou que vermes
acasalados podem passar de vasos mesentéricos e veias esplénicas para os
finos capilares das veias pancreaticas e 0s ovos depositados nestas vénulas
induzem a les3o pancreatica.

Mott et al. (1971) demonstraram alteragBes funcionais provocadas
pelo comprometimento da porgfo exdcrina. Em 1972, Mott ef al., relataram
as mudancas histopatologicas no pancreas exdcrino em 20 pacientes com a
forma hepatoesplénica da esquistossomose mansénica com hipertenséo portal:
granulomas, fibrose intersticial, desarranjamento do tecido acinar, atrofia
acinar, distorgdo e dilatagdo dos dutos exoretorios, edema intersticial,
infiltrado inflamatério e infiltragdo de gordura em pacientes idosos e obesos,
sendo que os testes da fungfo pancreatica também se mostraram alterados na
esquistossomose.

O acometimento do péncreas em camundongos infectados pelo S.
mansoni foi evidenciado observando comprometimento de ilhotas e acinos
associado a carcinoma pancredtico de ducto na fase cronica da infeccdo
(Zanottt et al., 1982a ; Zanotti & Magalhies, 1983).

Lenzi ef al. (1989) reportaram freqiiente envolvimento do pancreas
na esquistossomose murina, a partir de 50 dias da infecgdo, variando desde o
pancreas aparentemente normal, até a pancreatite severa entre 90 e 100 dias
apos a infeccdo. Trata-se, portanto, de um modelo para o estudo da
pancreatite induzida pela infecglo esquistossomética. O  infiltrado
inflamatério no decorrer da infecgdo no pancreas mostrou ser rico em
eosinofilos, neutrofilos, macrdfagos, linfocitos, célujas plasmaticas e
mastocitos. A producdo de granulomas exsudativos-produtivos, predominou
em todas as fases da infecgdo com 70 cercérias, sendo que a pancreatite foi
observada somente de 90 a 100 dias apés a infeccdo, A patogénese no
pancreas parece depender principalmente da obstrugdo das vénulas lobulares
pancreaticas pelos ovos, e consequente reagdo granulomatosa.

O aparecimento de ovos no péncreas coincide com o aumento
progressivo no didmetro dos vasos intra e extra-hepaticos, facilitando assim a
mugragdo dos ovos (McHugh er al., 1987).
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3.4.5.Esquistossomose e diabetes

Camundongos induzidos quimicamente ao diabetes pelo aloxano e
infectados pelo S. mansoni foram estudados por Robinson (1959). O autor
mostrou uma recuperagdo menor de vermes, de ambos 0s sexos, em
camundongos aloxanizados, causando severa hiperglicemia em relagdo aos
controles.

Estudos realizados por Mahmoud et al. (1975a) em camundongos
Swiss, induzidos quimicamente ao diabetes mellitus por inje¢des intravenosas
de streptozotocina, evidenciaram penetragdo similar de cerciria, nos
diabéticos ¢ controles, bem como na maturagdo e oviposicdo dos vermes
adultos. Foi observado, durante a fase aguda da infecgdo, apds 8 semanas,
acentuada supressdo da resposta granulomatosa mediada por células aos ovos
do parasita retidos no figado do animal infectado com S. mansoni. Entretanto
nesta ocasifo, ndo houve diferengas em relagdo aos controles quanto ao
comprimento dos vermes machos ¢ fémeos. O volume do granuloma de
camundongos diabéticos foi um quarto em relagdo aos controles normais,
sendo a fibrose também menos acentuada nos animais diabéticos.

Estudos posteriores de Mahmoud et al. (1976) verificaram a
reducdo nas areas de inflamagdo ao redor dos ovos de S. mansoni, nos
pulmdes, tanto em camundongos tratados pelo aloxano, quanto pela
streptozotocina, induzindo o diabetes mellitus, quanto camundongos
geneticamente predispostos ao diabetes como os db/db. O tratamento com
insulina, nos animais severamente diabéticos e infectados promoveu o retorno
ao normal da resposta granulomatosa revertendo a supressio ou inibicdo da
formagdo do granuloma em ambos animais diabéticos induzidos por aloxano
e streptozocina. Este achado sugere que a deficiéncia na resposta mediada por
células pode ter uma base metabdlica reversivel. Este autor associou o grau de
diabete ou hiperglicemia, com maior ou menor redu¢do no tamanho do
granuloma do pulmfo. Moderada hiperglicemia, medida em concentragido de
glicose no sangue (ao redor de 160 mg/dL) foi associada com 20% de
reducdo no tamanho do granuloma e um valor de glicose no sangue de 225
mg/dL ou superior, severamente hiperglicémicos, resultou na significativa
diminui¢do da inflamacgdo em 68% dos animais tratados com streptozotocina,
em relagdo aos controles heterozigotos Swiss. Nos animais tratados com
aloxano, a supressdo do granuloma foi altamente significativa. Nos animais
geneticamente diabéticos (db/db), a drea do granuloma foi 77% menor que
nos controles (db/+). Os resultados destes dois experimentos de Mahmoud
estio de acordo com o tamanho das lesdes acentuadamente suprimidas nos
animais tratados com drogas imunossupressoras, observadas por Domuingo et
al. (1967).
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Magalhdes er al. (1978), estudando o efeito do diabetes induzido
pelo aloxano em camundongos Swiss infectados com S mansoni
demonstraram a diminui¢do no ndmero de granulomas hepaticos, observando
um elevado numero de esquistossomos ndo desenvolvidos ou atrofiados.

Mahmoud (1979), constatou um desequilibrio na imunidade
mediada por células, demonstrado pelo decréscimo nas consequéncias
patolégicas em camundongos diabéticos db/db, provocado pela supressdo
granulomatosa, e que pode ser comparada a resposta modulada em animais
com esquistossomose cromica. O autor verificou menor didmetro do
granuloma em diabéticos homozigéticos db/db, em relagio aos
heterozigotos(db/+), ndo havendo estatisticamente, diferenca significativa nos
pesos dos figados dos animais diabéticos apds 8 semanas da infecgdo. Os
camundongos geneticamente predispostos ao diabetes tiveram o granuloma no
figado significativamente reduzido (P<0,001), mostrando, a0 exame
histolégico, menor infiltracdo eosinofilica . O estudo da esquistossomose em
hospedeiro imunosuprimido foi associado com a menor patologia, quase um
terco do tamanho dos granulomas em relagdo aos seus controles, e efeito
obstrutivo do fluxo portal muito menor, ndo desenvolvendo hipertensdo portal
ou varizes esofagianas. A composi¢do celular qualitativamente, foi similar a
composi¢do dos controles, no entanto, eosinéfilos apareceram menos
freqiientemente. A incapacidade do camundongo db/db em produzir a
estimulacdo de eosindfilos, pode explicar o decréscimo de eosindfilos nos
granulomas. A diminuicgo do tamanho dos granulomas provocada por
deple¢do de eosindfilos pelo uso de soro anti-eosinéfilos foi demonstrada por
Mahmoud ez al. (1975¢).

A esquistossomose mansdnica como doen¢a crémica do figado
no homem, tem associagdo com varios distirbios de metabolismo de
carboidratos, investigado por vérios autores. Sukkar ef al. (1974), testando a
fun¢do do figado em pacientes esquistossométicos, sem diabetes, revelou
varios graus de diminui¢dio da fungdo hepdtica, dependendo da severidade e
do envolvimento do mesmo. O teste intravenoso de tolerincia a glicose
mostrou graus baixos de “clearance” da glicose em todos os pacientes,
confirmando resultados de Ghanem er al. (1971) que acharam intolerdncia a
glicose intravenosa especialmente em pacientes com esquistossomose
hepatica com casos avangados de ascite e resposta diabética, demonstrando
umn desequilibrio na utilizagdo da glicose na esquistossomose hepatica. Estes
achados foram interpretados como  quantidade diminuida de insulina
disponivel no pancreas, decréscimo na sua liberagdo, a presenga de resisténcia
endégena a insulina e a possibilidade de um desequilibric na retengo da
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glicose pelo figado. Apesar das alteragSes no metabolismo de carboidratos
serem demonstradas, o diabetes, como doenga manifesta é extremamente raro.

A associagdo entre diabetes e esquistossomose tem poucos relatos
clinicos, mesmo em regides onde é endémica. Alguns achados de autdpsias
(Saleh et al, 1967) ndo mostraram lesGes pancreaticas em 04 pacientes
sofrendo de diabetes e esquistossomose hepatoesplénica. A tolerdncia
intravenosa a glicose, testes de sensibilidade a insulina, tolerdncia intravenosa
a glicodiazina para o diagndstico do diabetes e testes de glucagon
intravenosos realizados em pacientes com esquistossomose €  cirrose
hepatica, evidenciaram que o grau de “clearance” foi significativamente
menor nos casos de esquistossomose hepatica, especialmente nos casos
avangados, com ascite. Os achados demonstram o desequilibrio na utiliza¢io
de glicose na esquistossomose hepatica.

Soliman et al. (1996) investigou a prevaléncia de anticorpos anti-
célula da ilbota (ICA), direcionados contra antigenos citoplasmaticos, como
indicador da destruigdo da célula da ilhota, em criangas com esquistossomose,
em criangas diabéticas e em criangas nio diabéticas mas gémeas de diabéticas.
Os testes mdicaram que a liberagdo inicial de insulina apds injecdo intra-
venosa de excesso de glicose, ou teste de tolerAncia a glicose, foi
significativamente menor em criangas com esquistossomose quando
comparadas aos diabéticos e ndo diabéticos. A prevaléncia de ICA foi de 50%
em criangas com IDDM (diabetes tipo 1), 25% em criangas com
esquistossomose ¢ 13% no grupo de gémeos de diabéticos. A alta prevaléncia
de ICA nas criangas esquistossomoticas, contribuiu na patogénese da doenga
pancredtica destes pacientes, e poderia significar um risco, a longo prazo, para
o desenvolvimento da intolerancia a glicose e diabetes.

O avango tecnoldgico na area da Ciéncia em Animais de laboratorio
disponibiliza modelos animais interessantes para a pesquisa biomédica. Neste
estudo ha interesse na associacdo da esquistossomose mansbnica ao diabetes
mellitus adotando o camundongo da linhagem NOD (non-obese diabetic) para
o estudo da evolugdo gradativa e concomitante das duas doengas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1.Moluscos

Foram utilizados exemplares de Biomphalaria glabrata, albina,
descendentes de uma populagdo coletada em Belo Horizonte (MG), mantida
ha mais de 30 anos no Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia
da Unicamp .

Os moluscos foram alimentados com alface fresca ¢ mantidos em
aquarios de wvidro, com 4gua declorada em ambiente sob temperatura
controlada de 25°C.

4.2.Schistosoma mansoni

Foi adotada a linhagem BH de S. mansoni, proveniente de Belo
Horizonte, mantida em camundongos heterogenéticos da linhagem Swiss/Uni,
categoria SPF (Specific Pathogen Free), no Departamento de Parasitologia da
Unicamp.

Para a manutencdo da linhagem de S. mansoni em camundongos
fémeos com 30 dias de idade, foi realizada a infecgfio individual pela cauda
dos animais, com uma suspensdo contendo 100 cercarias, mediante exposi¢do
dos camundongos a luz e calor por duas horas, conforme a técnica de
Magalhdes (1969).

4.3.Infeccdo do molusco Biomphalaria glabrata

Moluscos selecionados com didmetro de 5 a 8 mm foram expostos
mdividualmente a 10 miracidios, obtidos de fezes recém eliminadas de
camundongos infectados com cercarias da linhagem BH. As fezes, diluidas
em agua declorada, foram filtradas em gaze e deixadas em repouso em calice
de sedimentagfio na geladeira por 2 horas. Apés a retirada do sobrenadante e
lavagem do sedimento, o mesmo foi  depositado em uma placa de petri e
exposto a luz e calor. A infec¢do dos moluscos obedeceu a técnica
preconizada por Standen (1951).

Decorridos 30 dias da exposi¢cdo aos miracidios, os planorbideos
foram avaliados semanalmente para verificagio da eliminacdo de cercarias,
mediante exposicdo dos moluscos 4 luz de ldmpada incandescente durante
duas horas.

4.4.Camundongoes NOD/Uni

Para os grupos experimentais foi adotada a linhagem NOD/Uni, de
camundongos diabéticos, proveniente da colonia de fundagdio mantida no
CEMIB em isoladores em PVC flexivel com pressdo positiva. Esta colfnia
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foi importada do Hospital Necker de Paris (Franga) em 1994. A manifestagéo
do diabetes ¢ acompanhada até 36 semanas de idade. O aparecimento do
diabetes nas fémeas ocorre entre a 11* ¢ 29° semana, enquanto que nos
machos manifesta-se entre 13° ¢ 30* semana de idade.

A idade dos animais foi varidvel, em fungdo da expressdo do
diabetes e da disponibilidade de fornecimento pelo Centro Multidiscipinar
para Investiga¢do Biologica (CEMIB).

4.5.Determinacio da glicosuria

Os camundongos NOD foram monitorados nas cimaras de criagdo
semanalmente apds a 11° semana de idade, e no momento do sacrificio, para a
determinacdo da glicosiria. O método colorimétrico € semi-quantitativo
utilizado foi baseado na leitura visual de fitas Self-Stik (Chungdo Pharm.
Co., Ltd. - Korea). A escolha da presente metodologia para a monitora¢do da
glicostiria é a mesma adotada na colSnia, nfio gerando stress nos animais por
ndo ser mvasiva.

O resultado do teste, especifico para a glicose, € obtido apds 30 a
60 segundos do contato da fita com a urina recém-coletada. A glicosuria ¢
expressa em concentragdes, de 100, 250, 500, 1000 e 2000 mg glicose/dL
urina. A coloragdio azul da fita ,apos o contato com a urina recém colhida ,
indica resultado negativo, ou seja, abaixo de 100 mg glicose/dL urina. As
coloracdes sucessivas, com o aumento da quantidade de glicose na urina,
variam do azul ao verde claro e verde amarronzado e do marrom ao marrom
escuro e sio comparadas com a escala cromatica que representa diferentes
variagdes de concentragdes, impressas no rotulo.

Foi determinada também na coldnia de fundacfio, a glicosuria de
fémeas diabéticas durante a prenhez.

Os resultados da glicostria determinaram as seguintes categorias do

diabetes:
diabetes inicial + 100 mg glicose/dL urina
diabetes leve + 250 mg glicose/dL urina
diabetes moderada + + 500 mg glicose/dL. urina
diabetes severa +++ 2= 1000 mg glicose/dL urina

diabetes grave ++++ 2000 mg glicose/dL. urina
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4.6.Grupos Experimentais

Composi¢ao: Foram constituidos 10 grupos de camundongos NOD, totalizando
274 anmimais, conforme as categorias abaixo:

GRUPO | COMPOSICAO NCanimais | Idade média
{semanas)*
MNDNI | Machos Néo Diabéticos Nio Infectados 05 16,0
MNDI | Machos Nio Diabéticos Infectados 66 17.0
FNDNI | Fémeas Nio Diabéticas Nio Infectadas 05 15,0
FNDI | Fémeas Nio Diabéticas Infectadas 41 15,0
MDNI | Machos Diabéticos Nio Infectados 24 23,2
MDI | Machos Diabéticos Infectados 10 26,0
FDNI | Fémeas Diabéticas N3o Infectadas 57 17,7
FDI Fémeas Diabéticas Infectadas 32 21.0
FDPNI | Fémeas Diabéticas Prenhes Nao Infectadas 10 19.0
FDPI | Fémeas Diabéticas Prenhes Infectadas 04 22,6

* ao final do experimento
Abreviaturas : M - Macho; F -~ Fémea; D- Diabético; N - Nao; P- Prenhe; I - Infectado

4.7.Manutencdo dos animais em isoladores

Os camundongos NOD/Uni, pertencentes aos grupos de infectados,
foram mantidos em unidades isoladoras de plastico flexivel (LNF- Ind. &
Com. Ltda.), com pressio positiva e com 16 a 18 trocas de ar por hora. A
uridade isoladora foi dotada de filtro absoluto com eficiéncia de 99.99% na
retengdo de particulas de 0,3 micron. A manutengio dos animais sob
experimentacdo em unidades isoladoras teve o intuito de manter um ambiente
livre de contaminagfo e assegurar o padrio sanitario SPF dos animais sob
experimentagdo..

O material necessario para a manutengio dos animais como gaiolas,
tampas, ra¢do, agua, maravalha, bebedouros, pincas, foi  devidamente
submetido a processos de esterilizagdo em autoclave, conforme normas de
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procedimentos adotados pelo CEMIB. A troca das gaiolas, reposigido hidrica e
de ragdo foi realizada em média, 2 vezes por semana nos animais nio
diabéticos, ¢ com maior freqiiéncia, em amimais diabéticos.

A entrada de materiais no isolador foi sempre precedida pela
nebulizagdo, sob pressdo, com Acido peracético diluido 1:3, no porto de
passagem, submetendo o material a esta atmosfera durante 30 a 40 minutos.
Da mesma forma, ap6s a retirada de qualquer insumo ou animal do interior
do isolador, era feita a desinfec¢do do porto de passagem. O isolador foi
preparado para o recebimento dos animais, sincronizando o final da
desinfec¢fo com a chegada dos amimais na sala de isoladores.

O ftransporte dos anmmais retirados do CEMIB foi realizado
embalando-se cada gaiola com saco plastico autoclavavel. O tempo maximo
de permanéncia dos animais durante o transporte foi de 1 hora.

Os ammais recém-chegados eram alojados no porto de passagem
dentro das respectivas gaiolas embaladas em saco plastico autoclavavel,
previamente borrifadas com uma mistura de Améneo Quaternario, 0,5% e
alcool 70%. Os animais ingressaram com as respectivas gaiolas, rag¢do e
bebedouros no interior do isolador. Apds aproximadamente 10 minutos da
exposi¢cdo ao vapor de acido peracético, as gaiolas foram alojadas no corpo
do 1solador. Para a remocfo rapida do vapor de acido peracético do interior do
isolador, era  necessario aumentar a velocidade do ar mediante o controle
manual das valvulas de entrada e saida do ar do isolador. Os sacos plasticos
eram entdo removidos pelo porto de passagem.

Animais destinados a infec¢io pelo S. mansorni, foram retirados do
1solador durante o tempo de infec¢do, por aproximadamente 2 horas.

Animais nfo infectados ndo foram  mantidos em isolador pois
foram sacrificados logo apods a sua chegada ou no dia seguinte. Estes animais
foram alojados na sala do isolador.

4.8.Infeccao de camundongos NOD/Uni

Os camundongos machos ou fémeos, diabéticos ou ndo, foram
infectados individualmente com 10, 25 ou 50 cercarias, pela cauda, segundo o
método de Magalhdes (1969). A mortalidade foi monitorada e os animais
submetidos & necropsia, ao final da sétima semana de infecco .

4.9.Sobrevida dos camundongos

Foi avaliada a sobrevida dos anmimais de todos os grupos. Este
pardmetro compreende o tempo decorrido entre a data da constatacdo da
glicostiria positiva, até a morte natural, para os camundongos ndo infectados.
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Em se tratando de camundongos infectados, a sobrevida compreende o
periodo entre a data da infecgio até o sacrificio ao final de 7 semanas ou a
morte natural antes deste tempo, independente do estado diabético na data da
infecgo.

O percentual de sobrevida refere-se ao indice de animais
sobreviventes até o final da sétima semana da infecgdo pelo S. mansoni ou
apos a constatagio da glicosuria positiva para os camundongos ndo infectados.
Considerou-se o numero total de fémeas e machos diabéticos infectados e ndo
infectados para o calculo de sobrevida em periodos criticos de ocorréncia de
morte.

4.10.Perfusio dos camundongos infectados

No momento do sacrificio, determinou-se a glicostria, assim como
0 peso corporal de cada animal. Os animais foram anestesiados com éter
imediatamente antes da eutandsia por deslocamento cervical, para a extragiio
e coleta de drgos. O éter foi necessario porque no momento do sacrificio,
propicia a migra¢lo dos vermes das veias mesentéricas para a veia porta,
permitindo 100% da recuperagdo dos vermes.

Na sétima semana de infecgfio, a perfusio do sistema porta-
hepatico com solugdo de NaCl 0,15 M foi feita segundo a técnica de
Yolles et al. (1947). Os vermes adultos de S. mansoni foram coletados no
sistema porta e vasos mesentéricos, € observada a presenca ou nio de
granulomas. Foram  extraidos o figado ¢ o péncreas para pesagem.
Fragmentos destes 6rgdos foram imediatamente fixados em solugdio de Bouin
aquoso ou formol 10% para processamento histopatologico .

Os vermes foram fixados em Railliet-Henry para montagem em
laminas de microscopia, com glicerina-Jelly .

4.11.Preparacdes histologicas

O material fixado em Bouin aquoso foi  submetido a lavagem
exaustiva com 4gua corrente ¢ devidamente desidratado para inclusdo em
parafina. Os cortes histolgicos com 5 micra de espessura foram obtidos, em
micrétomo rotativo Histocut da Reichert-Jung.

Para cortes histologicos do figado e pancreas de animais infectados
, foram  aproveitados cortes com intervalo minimo de 250 micra. As
preparacdes foram coradas pela Hematoxilina-cosina, montadas em
Balsamo do Canadd e observadas em microscépio éptico comum. O processo
de coloragdo e montagem das liminas foi executado em capela de exaustio.

4.12.Determinaciao do comprimento dos vermes
A determinagdo do comprimento dos vermes foi realizada com



auxilio de um curvimetro, sob proje¢io em Visopan da Reichert, tomando-se
ldmina micrométrica como padrio. Foram tomadas 3 medidas de cada verme,
considerando a média aritmética como medida final de cada verme. O
resultado foi expresso em milimetros.

4.13.Fotografias

As ldminas coradas foram examinadas sob microscopia comum e
fotografadas em Microscopio Zeiss AXIOPLAN, acoplado ao
microcomputador com software AXIOPHOTO 2. Os filmes usados foram
KODAK Gold 100 e Ektachrome.

4.14.Monitoramento Sanitirio dos animais

A colbnia de animais NOD/Uni foi monitorada sob o ponto de vista
parasitologico, virolégico e bacteriologico durante todo o tempo do
experimento, por intermédio do exame de amostras randémicas dos animais
da criacdo, a cada 2 meses, junto a Sec¢fo de Controle de Qualidade Sanitaria
do CEMIB/UNICAMP. (Gilioli et al., 1996; Gilioli et al., 2000)

A lista de patogenos investigada para camundongos foi a mesma
adotada pelo CEMIB, com os respectivos métodos de diagndstico, para
assegurar a manutengdo da condigfio sanitaria livre de patégenos especificos,
na categoria de camundongos livres de anticorpos para virus (VAF).

4.15.Medidas de granulomas hepaticos

A histometria dos granulomas foi realizada adotando uma ldmina
micrométrica como padric de medida em mm. Foram determinadas as
medidas de dois didmetros em angulo reto, perpendiculares ao centro do
granuloma contendo um Gnico ovo (Boros & Warren, 1970) em animais com
7 semanas de infeccéo.

As medidas foram realizadas em camara clara, utilizando-se
microscopio Zeiss acoplado & cémara clara e microcomputador, com
programa concebido para este fim pelo Instituto de Matematica, Estatistica e
Ciéncias da Computagdo da Unicamp.

O resultado expresso em mm foi convertido em micras,
utilizando-se o fator obtido da Jdmina micrométrica padrio da Zeiss. Os
dados foram tabulados em planilhas Excel 97 para anslise estatistica da drea
de granulomas no programa Stat 35,0.

Para a determinaggo da drea de granuloma tomou-se a drea da elipse
como padrio (A= = x largura x comprimento), sendo os resultados €Xpressos
em 1x10° pm?.



24

4.16.Analise estatistica

Os resultados experimentais obtidos das medidas de comprimento
dos vermes e tamanho dos granulomas foram submetidos 2 analise de
variancia para avaliar os efeitos do nivel de glicostria e comparar os diversos
grupos experimentais. As analises complementares com teste de Tukey foram
aplicadas para comparagdes pareadas das médias, entre os grupos, a fim de se
verificar quais grupos diferiram entre si. O teste de Tukey, sendo um teste de
comparagbes multiplas, associado & andlise de varidncia, permitiu a
determinag¢o do valor da diferenca minima entre as varigveis, que era
estatisticamente significativo. O nivel de significancia utilizado nos testes foi
de 5%. O programa adotado foi STATISTICA, versio 5.0 (Montgomery,
1984).
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S.RESULTADOS

5.1.Prevaléncia do diabetes em camundongos NOD/Uni

A prevaléncia do diabetes nas trés familias da coldnia de fundagfo
de camundongos NOD/Uni oscilou de acordo com o ano do experimento
apresentando os seguintes valores até 36 semanas de idade: 52,6 a 81% nas
fémeas e 24 a 26,7 % nos machos.

5.2.Idade média da expressdo do diabetes nos camundongos NOD/Uni

A evolucdo do diabetes em fungdo do sexo e idade dos
camundongos NOD/Uni encontra-se expressa nas Figuras 1 e 2. Os
resultados foram considerados em dois anos de experimento tomando-se uma
amostra anual.

O aparecimento do diabetes em camundongos fémeos ocorreu em
média com 17,7 semanas de idade, enquanto que este pardmetro nos machos
foi de 23,2 semanas. As fémeas foram capazes de expressar o diabetes
precocemente, a partir da 10°* semana de idade (Figura 1). A idade minima de
expressdo do diabetes em machos foi de 13 semanas. E possivel observar que
os machos apresentaram um atraso na expressfo do diabetes, quando
comparados com as fémeas ¢ justificou o uso de camundongos machos mais
velhos no grupo experimental.

5.3.Qualidade sanitaria de camundongos SPF

Amostras randdmicas de camundongos NOD/Uni foram coletadas a
cada dois meses da colonia SPF para andlise na Sec¢io de Controle de
Qualidade Sanitdria do CEMIB que certifica a qualidade sanitdria dos
animais. Néo foi detectada qualquer infecgdo nos camundongos, na pesquisa
de parasitas, virus, bactérias ou fungos. E importante destacar que todos os
animais se mostraram livres do virus da hepatite murina, MHV-3 (Mouse
Hepatitis Virus, tipo 3 ), virus freqliente nas colénias de camundongos em
Biotérios nacionais (Gilioli et al.,, 1996; Gilioli ef al., 2000).
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S.4.Constatacio da infeccdo pelo S. mansoni

Os animais foram infectados com sucesso como indicado pela
presenga de vermes adultos, por ocasido da perfusdo e pela presenca de ovos e
granulomas no figado. Animais nos quais néo foi possivel verificar infecgéo
por estes parametros, foram excluidos dos resultados.

3.5.Avaliacdo da sobrevida de camundongos NOD/Uni

Para a determinacio da sobrevida dos animais diabéticos, foram
infectados machos e f@meas com 10, 25 ou 50 cercarias de S. mansoni. O
melhor resultado obtido com os animais diabéticos mostrou que © grupo
infectado com 10 cercérias apresentou animais vivos 49 dias ap6s a infecgio.
Os resultados indicaram que animais n&o diabéticos suportaram a fase aguda
da esquistossomose e sobreviveram mais do que 8 semanas com qualquer
nimero de cercarias.

Para o estudo da influéncia do S. mansoni nos grupos diabéticos
infectados, foi estabelecido o tempo minimo de 49 dias de sobrevida
esperada, resultando em uma infecgfio bem sucedida com o S. mansoni.

Os resultados da sobrevida obtidos em cada grupo experimental
encontram-se dispostos na Tabela 10, considerando a infeccio com 10, 25 e
50 cercarias . No grupo de fémeas diabéticas prenhes houve infecgfio apenas
com 10 cercarias.

Para melhor compreensio da sobrevida de animais diabéticos sem
infecgéo foi preciso o acompanhamento e observagio do tempo da sobrevida
de fémeas (Figura 3) ¢ machos (Figura 4) apés a constatagdo do diabetes.

Néo houve morte de animais dos grupos de camundongos machos
ou fémeos ndo diabéticos, infectados com 10 cercarias de S mansoni (FNDI,
MNDI), até o final do experimento, com duracio de 7 semanas.

As Figuras 5 e 6 ilustram a sobrevida de acordo com o curso da
infec¢do em intervalos criticos de picos de ocorréncias de morte natural, para
animais infectados, ou no caso dos nio infectados, a sobrevida baseia-se no
tempo apos a constatago da glicostiria.

5.6.Grupo FDNI

A sobrevivéncia de fémeas diabéticas apds a primeira glicostiria
positiva € de no maximo 4 semanas. Portanto, considerando o tempo desejado
de infecgdo pelo S. mansoni, este grupo ndo alcangaria o final da infeccdo.
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Somente 21% dos animais sobreviveram até 49 dias apds a expressdo do
diabetes, isto é, 78,9% dos animais morreriam antes do final da infeccéo,

(Figura 3).
5.7.Grupo FDI

Todas as fémeas com diabetes grave apresentaram caquexia,
atingindo peso de aproximadamente 12 g, por ocasifo da morte.

A influéncia da infeccBo na sobrevida durante a fase inicial da
esquistossomose estd ilustrada na Figura 5.

A sobrevida 49 dias ap6s a infecgfio € similar & observada no grupo
FDNL E possivel constatar que a sobrevida do grupo FDI aumenta &
medida que a infecgdo se desenvolve para a formag¢do do granuloma,
a partir de 42 dias.

TABELA 1
SOBREVIDA DE CAMUNDONGOS NOD/Uni DIABETICOS E
NAO DIABETICOS, INFECTADOS OU NAO PELO S. mansoni,
com 10, 25 ou 50 cercarias

Grupos Numero de | *Numero de | Sobreviventes | Sobrevida
experimentais animais animais meédia
Testados | sobreviventes (%) (dias)
FDNI 57 12 21,0 30,6
FDI 52 13 25,0 30,3
MDNI 24 10 41,6 37,1
MDI 10 07 70,0 473
FDPI 04 04 100 >49
FDPNI 10 10 100 >49
MNDI 66 66 100 >49
FNDI 41 41 100 >49
*até 49 dias de infec¢fio ou da constata¢@io da glicostria positiva para os animais nio
infectados

Abreviaturas: M - Macho; F- Fémea; D - Diabético; N - N#io; P- Prenhe; I - Infectado
5.8.Grupo MDNI

Este grupo mostra que somente 41,6% dos animais (Figura 6)
suportariam 49 dias de infecgfio pelo S mansoni, isto é, aproximadamente
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metade desta populag@io morreria se estivesse infectada. E alta a estimativa de
morte (58%), antes de 49 dias (Figura 4).

5.9.Grupo MDI

A infec¢do nos machos diabéticos (Figura 6) resultou maior
sobrevida (70%) quando comparada com o mesmo grupo de fémeas - FDI
(25%) e machos n#o infectados MDNI (41,6%).

5.10. ASSOCIACAO DO DIABETES COM PRENHEZ E
ESQUISTOSSOMOSE

5.10.1.Grupo de diabéticas prenhes nio infectadas - FDPNI

Semanalmente foi avaliada a evolugio do diabetes nas fémeas
diabéticas prenhes determinando-se os niveis de glicostria. As fémeas
NOD/Uni diabéticas prenhes exibiram decréscimo no nivel de glicose na urina
durante a prenhez. Apés o parto, durante o aleitamento, houve persisténcia na
oscilagdo da glicostria por alguns dias (6-10 dias) quando entfio o diabetes
progrediu até a morte da fémea, antes do desmame.

Apos a prenhez, o nivel de glicostria variou entre 1000 e 2000 mg
glicose/dL urina. Quando a expressdo do diabetes ocorreu ao final da prenhez,
0 tempo de sobrevivéncia foi 0 mesmo observado nas fémeas diabéticas ndo
prenhes, ao redor de 3-4 semanas. Quando a expressdo do diabetes ocorreu no
inicio da prenhez ou alguns dias antes, o tempo de sobrevivéncia foi ampliado
pelo mesmo periodo de 4 semanas do grupo diabético ndio prenhe, acrescido
do tempo da prenhez. O aumento da sobrevivéncia em fémeas diabéticas no
inicio da prenhez foi observado em 100% dos casos (10 animais).

3.10.2.Grupo de diabéticas prenhes infectadas - FDPI

A deteccio da prenhez nio programada, em quatro animais,
viabilizou o estudo da associagdo da prenhez com diabetes e esquistossomose.
Este grupo foi infectado com 10 cercdrias. Todas as femeas alcancaram o
final da infec¢@o e apresentavam 6timo aspecto de satde por ocasifio do parto,
sem sinais tipicos de doenga manifesta, comparando-se ao grupo de f8meas
ndo diabéticas. Ao final da infecgdo as fémeas exibiram altos niveis de glicose
na urina: > 1000 mg glicose/dL urina. A sobrevivéncia alcancada por este
grupo foi de 100%.

Para a melhor compreensio de como este grupo possuia melhor
prognoéstico na evolugdio do diabetes e da esquistossomose, infectado ou ndo
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pelo S. mansoni, foi avaliado o tamanho dos granulomas e peso do pancreas
ao final da infecgfio e comparado ao grupo diabético infectado sem prenhez
(FDI).

5.11. PANCREAS

A evolucio do peso do péncreas no decorrer da infec¢io pelo S.
mansoni foi avaliada em fémeas e machos dos grupos diabéticos e ndo
diabéticos. A reducdo do peso do pancreas foi observada em f{E€meas
diabéticas a partir de 100 mg glicose/dL urina e em machos diabéticos a partir
de 250 mg glicose/dL urina. O animal macho com diabetes grave tem maior
perda de massa do pancreas (3,25x) comparado com as fémeas (2,23x). No
caso das fémeas prenhes fol possivel constatar a boa preservacio do péncreas,
apesar da alta glicostria, mantendo valores compativeis ao peso do pancreas
de fémeas diabéticas infectadas com glicostria 500 mg glicose/dL. urina
(Tabela 2).

A Figura 7 ilustra a redugfo do peso do péancreas em machos e
fémeas diabéticos infectados, em funcio da glicostria.

A analise histopatologica do pancreas de animal controle ndo
diabético encontra-se descrita na Fotomicrografia M1, onde esta ilustrada
uma ilhota de Langerhans de uma f8mea normoglicémica NOD/Uni, com 8
semanas de idade.

A Fotomicrografia M2 ilustra a insulite presente no pancreas de
uma fémea diabética com 18 semanas de idade, apresentando diabetes inicial,
com glicostiria de 100 mg glicose /dL urina. Podemos observar nas seqiiéncias
das Fotomicrografias M3 a M6 a evolugdo da pancreatite em fémeas
infectadas comparadas ao controle nfo infectado.

Houve a constatacdo de pancreatite somente em fémeas NOD/Uni
diabéticas infectadas com 10 cercarias, estando bem caracterizadas nas
Fotomicrografias M3 e M6. Em relacio aos machos, mesmo animais
infectados com 25 ou 50 cercérias, ndo ocorreu o desenvolvimento da
pancreatite na totalidade dos animais examinados.

Foi constatada a auséncia das ilhotas de Langerhans no pancreas de
muitas fémeas ao final do diabetes, ap6s 7 semanas da infecgdo pelo S.
mansoni. Nestes animais, também nfo foram formados granulomas ao redor
dos ovos do trematédeo, quando presentes no parénquima hepético.

A presenca de vermes adultos no pancreas foi detectada no grupo de
machos ndo diabéticos infectados com 50 cercérias (Fotomicrografia M7).
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Reag¢des granulomatosas no péncreas foram detectadas no grupo de
camundongos fémeos ndo diabéticos infectados com 50 cercarias
(Fotomicrografia M8).

Na Fotomicrografia M9 é possivel observar a reacdio celular em
torno do ovo do trematédeo no pancreas de um camundongo macho no inicio
do diabetes.

TABELA 2
PESO MEDIO DE PANCREAS (g) NOS ANIMAIS INFECTADOS POR
S. mansoni, DE ACORDO COM A GLICOSURIA AOS 49 DIAS DE
INFECCAO

GLICOSURIAS
GRUPOS 0 100 250 500 1000 2000
peso médiodo plncreas (g)
FNDI1 0,266 - - - - -
FDI1 - 0,212 0,283 0,181 0,154 0,119
FDPI - ND ND ND 0,200 0,181
MNDI 0,325 - - - - -
MDI - 0,351 0,178 0,147 0,154 0,100

ND — Néo Determinado
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5.12. HEPATOMEGALIA

Para avaliar a hepatomegalia decorrente da infeccio pelo
trematodeo, foi determinada a percentagem da relagdo entre o peso do
figado (Pf) e peso corporal (Pc). Os resultados das médias dos valores
percentuais da relacdo Pf/Pc para machos e fémeas, diabéticos ou ndo, sem
infecgdio ou com infec¢do por 10, 25 e 50 cercarias foram categorizados de
acordo com a categoria do diabetes: inicial, leve, moderada a severa e grave.
Na Tabela 3 ¢ Figuras 8 e 9 constam os resultados de cada grupo, exceto o
de f€mea prenhe.

E possivel observar que todos os grupos infectados apresentaram
hepatomegalia porque os valores correspondentes da relagio % P{/Pc dos
grupos controles (FNDNI e MNDNI) foram, respectivamente, 5,53 e 5,98. Os
maiores indices referem-se ao grupo infectado com 50 cercérias.
Aparentemente nfo hd diferenca na hepatomegalia decorrente da infeccio
com 10 e 25 cercérias. No grupo infectado por 50 cercarias, houve
hepatomegalia maxima para FDI, no estagio inicial de diabetes, em valor
superior ao apresentado pelo grupo de fémea nfo diabética (FND) (Figura 9).

Fémeas diabéticas infectadas com 50 cercdrias, em glicosuria inicial,
nfo apresentaram diferenca de hepatomegalia quando comparadas ao grupo
de fémeas nfo diabéticas (Tabela 3).

As menores hepatomegalias ocorreram em machos e fémeas
diabéticos com diabetes grave. O grupo MDI, com diabetes grave foi o que
apresentou a relagdo % P{/Pc de 5,36, abaixo do grupo macho controle ndo
diabético (Tabela 3).
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TABELA3

Hepatomegalia média nos grupos experimentais de camundongos Nod/Uni
em funcdo do numero de cercarias de S. mansoni e da categoria
do diabetes.

GRUPO MEDIA DA |NUMERO DE | CATEGORIA

% Pf/Pc |CERCARIAS DO
DIABETES

FNDI 9,52 50 ND

FNDI 8,17 10 ND

MNDI 9.90 50 ND

MNDI 7.86 10 ND

MNDI 7,08 25 ND

MDI 5,36 50 GRAVE

MDI 7,51 10 INICIAL

MDI 9,04 50 INICIAL

MDI 7,17 25 INICIAL

MDI 6,64 10 MODERADA

FDI 8,01 10 INICIAL

FDI 10,87 50 INICIAL

FDI - 8,15 25 LEVE

FDI 7.64 10 SEVERA

FDI 5,86 50 GRAVE

FDI 6,43 10 GRAVE

CONTROLES

ENDNI 5,53 0 ND

MNDNI 5,98 0 ND

Abreviaturas : N- ndo; F- fémea; M- macho; D- diabético, I- infectado
Pf = Peso do figado; Pc = Peso corporal
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5.13.Histopatologia dos granulomas hepiticos

Foi avaliado o padrio principal da reacfo aos ovos de S. mansoni no
figado de camundongos fémeos e machos, nfo diabéticos e diabéticos, em

diferentes graus do diabetes, na 7° semana de infecgdo pelo S. mansoni.

Nas Fotomicrografias M10 a M18 encontram-se descritos 0s
principais padrdes de granuloma hepatico encontrados em ndo diabéticos, ¢
diabéticos com diabetes inicial, leve, moderada, severa e grave.

Granulomas tipicos foram observados no grupo de camundongos
machos ¢ fémeos controle (nfo diabéticos). Houve tendéncia dos granulomas
se tomarem difusos quando o grau de glicostria ultrapassou 250 mg
glicose/dL. urina em fémeas diabéticas (Fotomicrografia M12) e 500 mg
glicose/dL. urina em machos diabéticos (Fotomicrografia M15). A forma
irregular da reagio granulomatosa também propiciou maior dispersio dos
resultados obtidos da medida da area dos granulomas principalmente nos
grupos com diabetes leve e moderada.

De acordo com o aumento do nivel de glicostiria, existiu a tendéncia
dos granulomas hepaticos tornarem-se menores. No diabetes grave, a
formacgdo da reagdo granulomatosa ficou prejudicada, caracterizada pelo
infiltrado linfocitario pouco denso ao redor dos ovos.

5.14.AREA DE GRANULOMAS HEPATICOS

A determinacdo da area da elipse foi considerada como pardmetro
para expressar o tamanho dos granulomas hepaticos apds sete semanas da
infecgdo pelo S. mansoni. Desta forma, foram tomadas as medidas de uma
amostra de granulomas no figado de camundongos NOD/Uni fémeos e
machos diabéticos com vérios graus de glicosuria, além dos animais ndo
diabéticos e das fémeas diabéticas prenhes ou ndo. Os resultados da analise
estatistica encontram-se dispostos nas Figuras 10 a Figura 13 e detalhados no
‘apéndice A.

5.14.1.EM CAMUNDONGOS FEMEOS

A andlise da 4rea de granulomas hepéticos em camundongos fémeos
evidencia 0 mesmo fendmeno observado em camundongos machos. Na
Figura 11 observa-se a dinimica da 4rea dos granulomas em animais do
grupo controle e com glicostria 100, <250 e 250 mg glicose/dL urina. As

observacGes histopatolégicas de figado de fémeas NOD/Uni infectadas
encontram-se nas Fotomicrografias M10 a M13.
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5.14.2.EM CAMUNDONGOS MACHOS

Em se tratando de camundongos machos, os granulomas hepéticos
medidos foram provenientes de animais com os seguintes graus de glicosuria
ao final da infecgfo: 100, 500, 1000 e 2000 mg glicose/dL urina. A F igura 10
expressa a area do granuloma de camundongos NOD machos diabéticos e nio
diabéticos, em fungfio da glicostria. Observa-se que a 4rea dos granulomas
tende a diminuir em fun¢do da glicostiria nos machos diabéticos, ocasionando
a redugfo em até 70% na drea do granuloma no caso de diabetes grave, com
glicosuria de 2000 mg glicose/dL urina.

As observacles histopatologicas de figados de camundongos
NOD/Uni machos infectados encontram-se nas Fotomicrografias M14 a
M18.

Observa-se maior area do granuloma hepédtico na vigéncia da
glicostria de 500 mg glicose/dL. urina, porque a reacfio granulomatosa
mostrou-se por vezes difusa e irregular, conforme ilustrado na
Fotomicrofotografia M15. Por outro lado, em animais com diabetes
moderada, a evolugio do S. mansoni ocorreu em microambiente de diabetes
inicial, ou na fase pré-diabética.

A organizagdio concéntrica da resposta granulomatosa, tipica de
animais do grupo controle estd evidenciada na Figura 10, onde pode ser
constatada menor variabilidade da drea do granuloma. E importante destacar
que a forma do granuloma passa a ser atipica em camundongos com
glicosiria acima de 100 mg glicose/dL urina, com tendéncia a perder o limite
concéntrico entre 0 ovo e o parénquima hepético, observado no granuloma do
grupo controle ( Fotomicrografia M 14).

3.14.3.Efeito da Prenhez em camundongo NOD/Uni diabético

O grupo que apresentou a maior 4rea da reacfio granulomatosa foi o
grupo das fémeas ndo diabéticas (Figura 11). Nio houve diferenca nas
medidas de granulomas em animais com diabetes inicial e moderada (entre
100 e 250 mg glicose/dL urina).

A Figura 12 ilustra a medida da 4rea de granulomas em fun¢io da
glicostria (100 e 1000 mg glicose/dL urina) para f8mea diabética prenhe em
relagdo 4 drea de granulomas observada em fémeas nio diabéticas.

Na Figura 12 ¢ possivel verificar que o grau de glicosuria também
interferiu na 4rea dos granulomas, sugerindo que no caso de diabetes severa

(21000 mg glicose/dL urina) os granulomas apresentaram maior variabilidade
e tornaram-se menores.
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A Figura 13 ilustra a comparagio da drea do granuloma hepético
entre f8meas diabéticas prenhes e fémeas diabéticas sem prenhez. Nesta
andlise, convém ressaltar que foi determinada a diferenca da drea
granulomatosa incluindo apenas fémeas com glicostirias similares. Observa-se
que apesar do grau de diabetes ser equivalente, houve maior variabilidade em
granulomas nas fémeas diabéticas prenhes. A 4rea do granuloma no grupo
diabética prenhe apresentou valores superiores quando comparado ao grupo
sem prenhez.

Em f&mea prenhe infectada pelo S. mansoni apés a expressio do
diabetes, foi observada formacdo de granulomas equivalente 4 f8mea nio
diabética ndo prenhe (Figuras 12 e 13).
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LEGENDAS das Fotomicrografias

M1- Fotomicrografia de corte de pancreas de camundongo NOD/Uni fémea
ndo infectada e ndo diabética, normoglicémica, com 8 semanas de idade.
Observar uma ilhota de Langerhans normal e tipica, sem mfiltragdo
linfocitaria. Coloragdo Hematoxilina-eosina (40x)

M2- Fotomicrografia de corte de pancreas com insulite invasiva em
camundongo NOD/Uni fémea diabética, nfio infectada, com 18 semanas de
idade e glicosaria 100 mg glicose/dL urina. Observar infiltragfo linfocitaria na
ithota de Langerhans. Coloragdo Hematoxilina-eosina (40x%)
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M3- Fotomicrografia de corte de pancreas de camundongo NOD/Uni fémea
diabética, glicostiria 2000 mg glicose/dL. urina, ndo infectada. Ndo ha
infiltrado inflamatério no tecido exdcrino, ocorrendo a infiltragdo tipica da
insulite, junto 4 ilhota e arteriola. Coloragdo Hematoxilina-eosina (20x)

M4- Fotomicrografia de corte de pancreas de camundongo NOD/Um fémea
diabética, glicostiria 250 mg glicose/dL urina, infectada com 10 cercarias de
S. mansoni, na sétima semana de infec¢do. Observar inicio de infiltragdo
linfocitaria no tecido exdcrino. Coloragdo Hematoxilina-eosina (20x)
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M35- Fotomicrografia de corte de pancreas de camundongo NOD/Uni fémea
diabética, glicostria 2000 mg glicose/dL urina, infectada com 10 cercérias de
S.mansoni, a morte, com 42 dias de infecgdo. Observar severa pancreatite.
Coloragdo Hematoxilina-eosina (20x)

M6- Fotomicrografia de corte de pancreas de camundongo NOD/Uni fémea
diabética, glicostiria 2000 mg glicose/dL urina, infectada com 10 cercérias de
S.mansoni, a morte, aos 42 dias de infecgdo. Observar ampla destrui¢do do
parénquima pancreatico. Coloragdo Hematoxilina-eosina (20x)
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M5
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M7- Fotomicrografia de corte de pancreas de camundongo macho NOD/Uni
nio diabético infectado com 50 cercarias de S. mansoni. Observar a presenga
de vermes (3 casais ¢ um macho) adultos, sem reagdo inflamatéria, na
sétima semana de infecgdo. Coloragdo Hematoxilina-eosina (10x)

M8 -Fotomicrografia de corte de pancreas de camundongo NOD/Uni fémea
ndo diabética infectada com 50 cercarias de S. mansoni, na sétima semana de
infeccdo. Observar intensa reagdo granulomatosa concéntrica, ao redor de
varios ovos. Coloragdo Hematoxilina-eosina (10x)
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M9- Fotomicrografia de corte de pancreas de camundongo NOD/Uni macho
diabético, glicostria 100 mg glicose/dL urina, infectado com 50 cercérias de
S. mansoni, com 7 semanas de infecgdo. Observar extensiva reagdo celular ao
ovo, invadindo os 4cinos a esquerda. Coloragdo Hematoxilina-eosina (20x)

M10- Fotomicrografia de corte de figado de camundongo NOD/Uni fémea
ndo diabética, infectada com 50 cercarias de S. manmsoni, na sétima semana
de infecgdo. Observar o granuloma e a presenca de hepatdcitos integros
adjacentes a reagfo granulomatosa. Coloragio Hematoxilina-eosina (40x)
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M11- Fotomicrografia de corte de figado de camundongo NOD/Uni fémea
com glicosuria 100 mg glicose/dL urina, infectada com 50 cercarias de S.
mansoni, na sétima semana de infecgo. Observar disposigdo concéntrica da
reagio granulomatosa ¢ a camada externa do granuloma constituida por
hepatocitos degenerados, adjacente aos hepatocitos integros. Coloragdo
Hematoxilina-eosina (40x)

M12- Fotomicrografia de corte de figado de camundongo NOD/Uni fémea
com glicostria 250 mg glicose/dL urina, infectada com 10 cercarias de S.
mansoni, com sete semanas de infecgdo. Observar reagdo granulomatosa

difusa envolvida por infiltrado eosinofilico. Coloragio Hematoxilina-eosina
(20x)
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M13- Fotomicrografia de corte de figado de camundongo NOD/Uni fémea
diabética, glicosuria 2000 mg glicose/dL urina, infectada com 10 cercérias de
S. mansoni, com 43 dias de infecgdo, a morte. Observar a presencga de intenso
infiltrado inflamatério. ColoracdoHematoxilina-eosina (20x)

M14- Fotomicrografia de corte de figado de camundongo NOD/Uni macho
ndo diabético, infectado com 10 cercarias de S. mansoni, na sétima semana de
infecgdo. Observar tipica formacdo concéntrica de granuloma. Coloragdo
Hematoxilina-eosina (20x)
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M15- Fotomicrografia de corte de figado de camundongo NOD/Uni macho
diabético, glicostiria 500 mg glicose/dL urina, infectado com 10 cercérias de
S. mansoni, com 7 semanas de infec¢do. Notar o padrdo difuso do infiltrado
linfocitario ao redor do ovo. Coloragdo Hematoxilina-eosina (20x)

M16- Fotomicrografia de corte de figado de camundongo NOD/Uni macho
diabético, glicostria 1000 mg glicose/dL. urina, a morte, infectado com 50
cercarias de S. mansoni, com 7 semanas de infec¢do. Observar baixa
infiltragdo linfocitaria ao redor do ovo. Coloragdo Hematoxilina-eosina (40x)
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M17- Fotomicrografia de corte de figado de camundongo NOD/Uni macho
diabético, glicostria 1000 mg glicose/dL. urina, infectado com 50 cercarias de
S. mansoni, com 7 semanas de infecgdo. Observar baixa infiltragdo linfocitaria
ao redor do ovo e a presenga de um ovo sem infiltragdo linfocitaria. Coloragdo
Hematoxilina-eosina (10x)

M18- Fotomicrografia de corte de figado de camundongo NOD/Uni macho
diabético, glicostiria 2000mg glicose/dL urina, infectado com 10 cercarias de
S. mansoni, com 7 semanas de infecgdo. Observar reduzida resposta celular
com poucas células inflamatorias ao redor do ovo. H-E (40x)
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5.15.COMPRIMENTO DE VERMES ADULTOS DE S. mansoni
5.15.1.AVALIACAO NO GRUPO CONTROLE FND E MND

Observando os comprimento de vermes machos e fémeas
distribuidos na Tabela 4 para os grupos de animais ndo diabéticos, podemos
inferir que o desenvolvimento de vermes fémeos (6,45 mm) atinge maior
tamanho em camundongo fémeo do que em macho (5,18mm). Este fato ndo
ocorreu para vermes machos.

5.15.2.VERMES FEMEOS

Foi realizada a andlise estatistica pelo teste de Tukey dos
comprimentos dos vermes fémeos adultos do S. mansoni considerando grupos
de camundongos machos e fémeas diabéticos e ndo diabéticos e fémeas
diabéticas prenhas. Todos os resultados de comprimento dos vermes fémeas
estio ilustrados na Figura 14 para cada grupo de camundongo. A aplicag¢do
do teste de Tukey mostrou a diferenga entre os grupos. Os resultados
ilustrados no apéndice B indicam que houve influéncia do diabetes sobre o
comprimento dos vermes fémeos, assim como o sexo do hospedeiro.

Os grupos de camundongos FND X FD diferiram, estatisticamente,
o que evidencia a importincia do diabetes. Da mesma forma, mostraram-se
significativamente diferentes os comprimentos dos vermes desenvolvidos em
camundongos fémeos ndo diabéticos e machos ndo diabéticos, evidenciando a
importincia do sexo do hospedetro.

Os vermes fémeos coletados de camundongos fémeos ndo diabéticos
e de machos diabéticos ndo sdo comparaveis, fisiologicamente, portanto, o
resultado da andlise estatistica foi excluido.

Os grupos de animais diabéticos MD e FD apresentaram redugdo no
comprimento de vermes fémeos.

Os vermes fémeos coletados em camundongos machos diabéticos e
fémeos diabéticos ndo diferiram significativamente em comprimento em
funcdio do baixo mimero de vermes fémeos em hospedeiro com glicosuria
moderada a alta. Desta forma, ficou prejudicada a andlise estatistica para
analise do efeito da glicosiiria sobre o comprimento dos vermes fémeos em
camundongos machos diabéticos. No entanto, foi possivel verificar que os
hospedeiros machos com diabetes severa e grave, apresentaram expressiva
reducdo no comprimento dos vermes fémeos (30,5%) e reciprocamente,
menor reducdo de tamanho foi encontrada em animais com glicostria baixa
(5,58%) (Figura 18).
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No caso das fémeas diabéticas prenhas, foi possivel observar que
ndo houve redugdo significativa no desenvolvimento somatico dos vermes
fémeos (Figura 18).

Em relagdo ao efeito da prenhez em fémeas diabéticas sobre os
helmintos fémeos, observou-se maior variabilidade nas medidas dos vermes
fémeos em relagdo aos outros grupos, situando-se aproximadamente 50% das
medidas, acima da mediana, equivalendo ao tamanho dos vermes fmeos no
grupo FND (Figura 14). O teste de Tukey ndo demonstrou diferenca
significativa entre as medidas dos vermes fémeos entre os grupos de FND e
FDP, apesar da maior variabilidade das medidas, devido ao estado diabético e
a prenhez.

Na Tabela 4 estdo detalhados os resultados relativos aos
comprimentos dos vermes fémeos e machos  nos diversos grupos
experimentais segundo a glicostiria encontrada ao final da infecgéo (49 dias) e
em fun¢do do nitimero de cercérias.

N&o foi possivel avaliar estatisticamente o efeito da glicosuria sobre
os vermes fémeos em fungdo do baixo niimero de vermes fémeos obtidos em
cada grupo experimental. De maneira geral, ficou constatado nitida tendéncia
de reducdo de tamanho dos vermes fémeos em funcdo do aumento da
glicosuria (Tabela 5). '

Vermes fémeos sofreram redugdo do comprimento desde o inicio do
diabetes, fato que ndo ocorreu em vermes machos (% reducdo igual a zero)
(Figura 18).

5.15.3.VERMES MACHOS

Da mesma forma, foi realizada a analise estatistica pelo teste de
Tukey dos comprimentos dos vermes machos adultos do S mansoni
considerando grupos de camundongos machos e fémeos diabéticos e ndo
diabéticos, conforme ilustra a Figura 15 e detalhados no apéndice B.

O estado diabético revelou-se importante porque foi significativa a
diferenga entre os resultados dos grupos FND x FD e MND x MD. O sexo do
hospedeiro foi relevante nos resultados significativos entre os grupos
pareados FND x MD e FD x MND.

Nio foi considerado comparavel o resultado dos grupos FND x MD
porque os hospedeiros sdo fisiologicamente distintos e o resultado
significativo deste grupo foi excluido. O mesmo ocorreu com os resultados
significativos entre MND x FD.

O resultado indica que, em relagdo ao diabetes, vermes machos
diferiram no seu desenvolvimento, em ambos os sexos de hospedeiros:
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FND x FD ¢ MND x MD. Houve influéncia do diabetes sobre o comprimento
dos vermes machos, ndo importando o sexo do hospedeiro, com reducdo do
respectivo tamanho nos grupos MD e FD.

O efeito da Prenhez em fémeas diabéticas sobre o desenvolvimento
dos vermes machos: os resultados sugerem que neste grupo foram mantidas as
medidas dos vermes machos em patamares similares aos da FND, sugerindo
que durante a prenhez, o diabetes ndo afetou o desenvolvimento dos vermes
machos, assim como o de vermes fémeos, ao contrario do que ocorreu nos
grupos diabéticos, onde houve redu¢do dos comprimentos dos helmintos.
Entretanto, houve grande dispersdo nas medidas de vermes machos e fémeos
encontrados em hospedeiro FDP (Figuras 14 e 15).

5.15.4.EFEITO DA GLICOSURIA SOBRE O
COMPRIMENTO DE VERMES MACHOS

Outra andlise que foi possivel estabelecer estatisticamente foi o
efeito do grau de glicosuria do hospedeiro sobre o tamanho de vermes
machos. Os resultados mostrados na Figura 16 ilustram o comprimento dos
vermes machos em fémeos diabéticos, segundo as glicosurias de 100, 250 e
1000 mg glicose/dL urina. Houve redug¢do no comprimento dos vermes
segundo a glicostria, sendo que a variabilidade das medidas decresceu em
glicostiria mais alta. Os valores de comprimento de VM em FD para glicostria
100 mg glicose/dL urina mostraram que nesta faixa de diabete inicial, os
vermes machos se comportaram como se estivessem num ambiente ndo
diabético, sendo portanto medidas comparaveis 3 fémea nfo diabética. A
redugdo no comprimento ji se acentuou a partir de glicostria de 250 mg
glicose/dL urina.

Podemos observar que houve redugido de tamanho dos vermes,
diretamente proporcional ao aumento da glicosuria. Desta forma, com
glicostria 1000 mg glicose/dL urina, a redugdo no comprimento de vermes

machos em fémeas diabéticas chegou a 24% (Figura 16) enquanto que nio
existiu redugio de tamanho quando o diabetes estava no inicio (Figura 18).

Em relagdo ao hospedeiro macho diabético com 2000 mg glicose/dL
urina, a redugdo no tamanho dos vermes chegou a 10,5% (Figura 17 e 18),
sendo portanto inferior a redugfo na fémea diabética com glicostiria de 1000
mg glicose/dL urina (Figura 16).

A Figura 17 ilustra os comprimentos dos vermes machos em
machos diabéticos, segundo a glicostria 100 e 2000 mg glicose/dL urina, ou
seja, glicostrias minima e méaxima. Os resultados mostraram que o
comprimento dos VM em MD foram superiores aos comprimentos dos VM
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em FD, em diabetes inicial e diabetes grave. As Figuras 16 e 17 também nos
mostram que, comparativamente aos VM em FD, os comprimentos dos
vermes em MD a glicosuria 2000 mg glicose/dL urina, foram superiores aos
comprimentos em fémeas diabéticas, a glicosuria menor, como mostrado em
1000 mg glicose/dL urina.

E importante ressaltar que vermes machos apresentaram maior
redugdo de tamanho quando se desenvolveram em hospedeiro fémeo diabético
(Figura 18 e Tabela 5).
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Figura 10
Diagrama de caixa (Box-Plot) da drea dos granulomas hepaticos em
camundongos NOD/Uni machos diabéticos e ndo diabéticos, em
funcfo da glicosdiria .
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Figura 11
Diagrama de caixa (Box-Plot) da drea dos granulomas hepdticos em
camundongos NOD/Uni fémeos diabéticos e nfio diabétices, em
funcie da glicosuria .
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Diagrama de caixa (Box P!e ) da drea dos granulomas hepaiticos em
camundonges NOD/Uni fém diabéticos e fémeos diabétices
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RESULTADO DA ANALISE ESTATISTICA DE COMPRIMENTO DE VERMES

Figura 14

Diagrama de caixa (Box-plot) para comprimento (mm) de vermes fémeos do

S. mansoni em camundongos NOD/Uni fémeos e machos diabéticos e nfo diabéticos ¢
fémeas diabéticas prenhes.
Abrevitaturas : F-Fémea; M- Macho; N- Nio; D- Diabético; P- Prenhe
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Diagrama de caixa (Box-plot) para comprimento

S. mansoni em camundongos NOD/Uni fémeos diabéticos com

glicostria de 100, 250 e 1000 mg glicose/dL..
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6. DISCUSSAO
6.1. Aspectos do hospedeiro

No presente estudo, a expressdo do diabetes na coldoma de
camundongo NOD/Uni ocorreu entre 11 e 29 semanas para fémeas e entre 13
e 30 semanas para machos. Este resultado estd de acordo com Leiter ef al.
(1987).

O ambiente controlado onde sdo criados os animais SPF (Specific
Pathogen Free) possibilitou a prote¢io da coldnia no que diz respeito a
incidéncia do diabetes. Segundo Oldstone (1988), a incidéncia do diabetes
aumenta em animais criados e mantidos em condi¢bes “germ-free”. Infecgdes
virais estdio associadas ao decréscimo na incidéncia de diabetes. Os animais
sob experimentagfo mostraram-se livres de patogenos especificos, certificados
pelos resultados do monitoramento da Segdo de controle de qualidade
sanitaria do CEMIB. A realizagdo dos experimentos em ambiente protegido,
adotando-se isoladores, foi imprescindivel para garantir a auséncia de
infec¢des concomitantes.

Recentes observagdes revelam a influéncia de agentes microbianos
protetores contra o desenvolvimento do diabetes, tais como, o MHV-3
(Wilberz et al., 1991), virus da encefalomiocardite (Hermitte et al., 1990),
virus da lactato desidrogenase (Takei et al, 1992) e outros agentes
microbianos que também atuam de forma protetora contra o desenvolvimento
do diabetes no camundongo NOD como o extrato de Streptococcus (Toyota et
al., 1986) preparagdes de Mycobacterium tuberculosis (Qin et al., 1993) e o
BCG (Harada et al., 1990).

Camundongos infectados com S.mansoni e co-infectados com o
virus da hepatite murina, MHV-3, apresentaram destrui¢do do parénquima
hepatico e alta mortalidade (Warren et al., 1969). No Brasil, um levantamento
sorolégico em vdrias Instituicdes de ensino e pesquisa demonstrou que o
MHV-3 foi o virus mais freqiientemente detectado nas  coldnias de
camundongos investigadas (Gilioli et al., 1996) que, no entanto, ndo esta
presente nas coldnias do CEMIB.

E esperado que a esquistossomose induza severa pancreatite em
camundongos Swiss machos e fémeos apos 90 a 100 dias da infecgdo com 70
cercarias (Lenzi ef al., 1989). Nossos resultados revelaram que as fémeas
NOD/Uni infectadas com 10 cercarias de S. mansoni desenvolveram
pancreatite severa aos 42 dias de infecgdo. A pancreatite ndo foi constatada
em machos diabéticos infectados com 10, 25 ou 50 cercarias, mesmo na
vigéncia do diabetes grave, até 49 dias de infecgdo. Entretanto, houve o
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acompanhamento de um tnico camundongo macho com diabetes inicial
(+ 100 mg/dL glicose na urina), que desenvolveu pancreatite , aos 56 dias de
infec¢do por 50 cercarias, porém com quadro mais brando do que o da
pancreatite observada em fémeas diabéticas aos 42 dias de infecgdo. Este fato
sugere que a associagdo da esquistossomose e o diabetes no modelo NOD
fémea agrava o comprometimento pancrestico e indica que a pancreatite
ocorre precocemente na fémea infectada. E  importante relatar que foi
constatada auséncia de pancreatite na totalidade dos camundongos nio
infectados, de ambos os sexos, diabéticos e nio diabéticos.

InfecgOes parasitdrias humanas classicas que podem induzir a
pancreatite sdo a ascaridiase e clonorquiase.

A pancreatite pode ter sido a causa principal da mortalidade nas
fémeas diabéticas, o que viabilizou apenas os resultados do grupo de fémeas
diabéticas infectadas com 10 cercérias. As fémeas diabéticas submetidas a 25
ou 50 cercarias apresentaram alta mortalidade principalmente na 6* semana de
infec¢do, 0 que reforga a hipétese da indugdo da pancreatite apos o inicio da
oviposigdo do S. mansoni.

Em 1993, Leiter descreveu que em condigdes SPF os camundongos
sobrevivem 3 a 4 semanas depois da primeira detecgio da glicosuria.

De modo geral, nas infecgdes causadas por helmintos, a
patogenicidade estd diretamente relacionada com a carga parasitaria e sexo do
hospedeiro. Contrariando o que acontece na maioria das combinagdes
hospedeiro-parasita, na infeccdo pelo S. mansoni, a exposi¢do de varias
linhagens de camundongos machos e f8meos ao mesmo niimero de cercaras,
resulta em maior recuperagdo de vermes, um quadro clinico mais grave e
maior mortalidade em fémeas do que em machos (Eloi-Santos ef al., 1992).
Estes autores analisando a mortalidade de camundongos CBA/J machos e
fémeos infectados com 45 cercarias de S. mansomi constataram maior
mortalidade em camundongos fémeos (80%) comparada aos machos (20%),
com 12 semanas de infec¢do. Nossos resultados sdo concordantes porque a
sobrevida das fémeas diabéticas infectadas pelo S. mansoni foi menor do que a
de machos diabéticos (Figuras 5 e 6). A carga parasitiria teve importancia
principalmente em relagdo a sobrevida, em fémeas diabéticas porque este
grupo suportou a infecgdo com apenas 10 cercarias.

A sobrevida dos animais nfo diabéticos foi considerada
independentemente do numero de cercarias adotadas porque a experiéncia de
laboratério com a linhagem BH do S. mansoni comprova que nenhum animal
infectado com 100 cercarias morre até a 7¢ semana de infecgdo. O inicio da
mortalidade ocorre apos 56 dias de infecgfio (Guaraldo, 1987).
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Em relagdo a valores bioquimicos que diferem machos de f€meas
NOD, ressalta-se que a cetomiria ocorre somente em camundongos NOD
fémeos diabéticos (Makino et al,, 1980). Sendo a cetoacidose ausente em
machos diabéticos, em qualquer idade, estes ficam protegidos da gravidade da
doenga, o que pode explicar a alta sobrevida dos machos diabéticos mfectados
(Figura 6), aliada ao efeito protetor dos hormdnios masculinos (Makino ef al.,
1981) e a auséncia de pancreatite, aos 49 dias de infecgdo.

Co-infecgdo associada ao S. mansoni foi avahada por Sabin ef al.
(1996), em que individuos infectados pelo parasita e vacinados com toxoide
tetAnico montaram uma resposta imune alterada, de Thl para Th2, mostrando
que a infecgio helmintica pode afetar a resposta imune a antigenos de vacina
ou organismos coinfectados.

Outro exemplo de resposta alterada na producéo de citocinas Th2 no
organismo coinfectado foi relatada em pacientes com esquistossomose (Th2) e
coinfectados com o virus da imunodeficiéncia HIV-1 (Thi). Os individuos
com infec¢dio concomitante apresentaram menores niveis de citocinas tipo 2,
comparativamente aos que apresentavam apenas a esquistossomose ( Mwinzi
etal., 2001).

Em estudo experimental, (Yoshida ef al., 2000), constataram que
camundongos infectados com maldria e coinfectados pelo S, mansoni,
escaparam da morte, pelo desenvolvimento de resposta imune alterada , de
Th2 para Thl.

Camundongos infectados pelo S. mansoni e Trichuris muris,
adquiriram a habilidade de expelir completamente o vermes de 7. muris
gerando respostas imunes protetoras e subregulando as respostas nio
protetoras Th-1 (Curry et al., 1995), influenciando o desenvolvimento de uma
mfecgdo parasitaria concorrente. Outras respostas alteradas durante a infecgéo
pelo S. mansoni e infecgdo viral pelo virus da vaccinia atestam atraso na
eliminacdo do virus (Actor et al ., 1993).

Camundongos CBA/Ca tratados pela ciclofosfamida e submetidos
a timectomia antes de receber inje¢do de ovos de S. mansoni  exibiram
severa mortalidade na fase aguda da infec¢do, que foi associada as elevadas
quantidades de citocinas tipo 1 e diminuicdo de citocinas tipo 2, com prejuizo
para o hospederro (Fallon & Dunne, 1999). Alta mortalidade em
camundongos 1munizados com SEA (antigeno solivel do ovo) em adjuvante
completo de Freund foi observada por Rutitzky er al. (2001), descrevendo
aumento da patologia e correlacionando-a a uma tendéncia na producfo de
citocnas do tipo Thl.

Entretanto em estudos envolvendo camundongos diabéticos, a
interpretagdo da patologia tem enfoque distinto dos aufores acima. Segundo
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Pakala et al. (1997), lesbes provocadas no pancreas de animais NOD
diabéticos, possivelmente fémeas, sdo distintas quando provocadas por células
Thl ou Th2. As lesdes Thl mostram padrio de peri-insulite que € o estagio
inicial da insulite e € caracterizada pelo actmulo de células mononucleares na
periferia ou ao redor das ilhotas ainda intactas, e a insulite com pouca
inflamag¢do exécrina e dano, enquanto que a lesdo tipo Th2 mostra pancreatite
com grande numero de células do infiltrado inflamatério e infiltragdo tanto do
tecido enddcerino quanto do tecido exdcerino.

A luz destas evidéncias podemos interpretar que as
Fotomicrografias M4 a M6 representam a evolucdo da pancreatite em
camundongos fémeos diabéticos infectados. Nio foi observada qualquer ilhota
integra ou semi-destruida nesta etapa da infecgfio (42 dias) pelo S. mansoni. O
padrdo destrutivo que culminou em pancreatite, constatada nas
Fotomicrografias M5 e M6, sugere que a resposta Th2 devido a presenca de
ovos do S. mansoni é parcialmente responsavel por este processo. Acrescente-
se a isto, o fato de que em nenhuma literatura consultada houve a constatagio
de tal destruicio do parénquima pancreitico em animais diabéticos nio
infectados. A pancreatite, ou destruigdo do péncreas exécrino, é resultante de
processos auto-digestivos, pela ativagdo intra-acinar de enzimas. Estas
enzimas rompem membranas celulares e determinam edema pancredtico. Um
dos principais fatores que podem induzir esta patologia é a obstrucdo do ducto
pancreatico pelos ovos de S. mansoni, causando emboliza¢do do pancreas. As
células envolvidas na pancreatite sdo os neutréfilos, basofilos, eosinofilos e
mastocitos.

Em relagdo a leséo do tipo Thl do diabetes em animal ndo infectado,
a Fotomicrografia M2 exibe a infiltracdo tipica e confinada ou focal da
ilhota, na qual o tecido exdcrino adjacente ndo é afetado. Este padrio de
nsulite, sem a evolugdo da pancreatite, repetiu-se em todos os machos
infectados, mesmo em glicosirias graves. A insulite em modelo NOD é
caracterizada pela infiltragdo linfocitaria, primeiramente com o actmulo de
células mononucleares ao redor das ilhotas intactas, formando agrupamentos
de células T, células B, macrofagos e células dendriticas. Posteriormente 2
infiltragdo evolui para o interior da ilhota, culminando no estigio final com a
massiva infiltragdo linfocitaria e extensivo dano & célula beta, provocando
destruig@o das células beta e decréscimo dos niveis de insulina.

Em relacdo as caracteristicas da insulite, também ocorre diferenga
entre os sexos, sendo que as fémeas exibem maior porcentagem de ilhotas de
Langerhans com lesGes destrutivas.

Cooke et al. (1999) consideraram que a infecgio com S. mansoni
reduziu significativamente a incidéncia espontinea do diabetes tipo 1 (IDDM)
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sendo possivel prevenir o diabetes tipo 1 apenas pela injecdo de ovos. A
mesma prote¢do foi verificada por Maron e al. (1998) em camundongos NOD
tratados com insulina, com aumento de resposta do tipo Th2. No presente
estudo a mesma protegdo ao desenvolvimento do diabetes promovida pela
infecgdo com o S. manseni ndo foi observada, pois seguidamente, durante o
experimento, houve casos de animais de ambos 0s sexos, expressando o
diabetes durante a infec¢fio, ou ao final do experimento, sem a detecgfio
prévia de glicosuria positiva. Conseqiientemente, muitos dos nossos animais
diabéticos, ao final da infecgdo, foram infectados 7 semanas antes, no estagio
de pré-diabetes.

O indicativo de diabetes, glicose no sangue acima de 12 mmol/L
(218 mg/dL glicose) utilizado pelos autores, ndo foi o mesmo critério
estabelecido no presente experimento. Neste caso, a expressio do diabetes é
marcada pelo aparecimento de uma glicostria inicial, ou seja, a primeira
leitura da fita colorimétrica, = 100 mg glicose/dL na urina. Segundo Leiter
(1993) a expressdo do diabetes em camundongos NOD ¢ marcada pelo
aparecimento de glicosuria inicial, a primeira leitura positiva no teste da fita, e
pela glicose no plasma maior que 250 m/dL glicose. Indiscutivelmente, em
100% dos casos, os animais evoluiram rapidamente para leituras superiores, a
partir da primeira constatag@o de glicostiria positiva, confirmando, portanto, a
expressdo do diabetes, o mesmo acontecendo no manejo da coldnia de
fundacdo.

A indugdo da resposta efetora de Th2, como a que ocorre
predominantemente na esquistossomose murina , pode piorar a autoimunidade
mediada por Thl. Um dos exemplos deste fato esta no modelo experimental
de encefalomielite  auto-imune, em primata-nio bumano, no qual a
imuniza¢do com mielina induz uma conversdo em diregdo a uma resposta
Th2, atenuando a resposta aguda, mas resulta em expressio tardia de uma
desordem desmielinizante letal (Genain ef al., 1996).

De manerra similar, nos camundongos NOD inoculados com
bacilos inativados de Calmette-Guérin (BCG), que induzem forte resposta
com componente Th2, ha o bloqueio da destrui¢io pancreatica em células beta
mediada por Thl, porém desencadeia uma sindrome mediada por Th2, similar
ao lapus eritematoso (SLE) (Baxter et al., 1994).

Células Thl e Th2 podem mediar o dano tecidual , por meio de
reagOes inflamatorias e quando atuam em conjunto, fregilentemente causam
exacerbagdo da inflamagdo (Hernandez-Pando & Rook (1994); Lawrence et
al., 1998). Sugerimos que a exacerbagdo da autoimunidade mediada por Thl e
Th2, seja 0 mecanismo envolvido na pancreatite de f8meas em estado
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avangado de diabetes, infectadas (Fotomicrografias M5 e M6), mas sem a
reagdo granulomatosa.

As respostas tipo 1 na infeccdio pelo S. mansoni ocorrem
precocemente, durante as 4-5 primeiras semanas de infeccfo estimuladas
pelos estagios larvais com a produgio de citocinas IFN-y e IL-2 (Grzych et
al., 1991;Pearce ef al., 1991). Estas respostas sdo substituidas posteriormente
por respostas do tipo 2, coincidente com a producio de ovos (Grzych et al.,
1991). A resposta de citocinas tipo Th2 atinge um pico em 8 semanas apds a
infec¢do e subregula a secregdo de citocinas tipo Thl que alcangou o pico
poucas semanas antes.

A cmética na producdo de citocinas pela infecgdo esquistossomoética
foi avaliada por Fallon ef al. (1998) e Hassan et al. (2000). Segundo Fallon ez
al. 1998 no inicio do estagio pré-patente da infecgdo, aos 28 dias, somente
houve a produgdo de citocinas tipo 1 (IFN-y ¢ IL-2). No segundo estagio, aos
49 dias pos infecgéio, houve elevada produgio de citocinas tipo 2 comparada
ao dia 28, mais precisamente, [I.-4 ¢ IL-5 e diminui¢do de IFN-y e
particularmente, de IL-2. Segundo Hassan et al, (2000), os niveis de citocinas
em ensaio de ELISA mostraram que a mudan¢a na producio de citocinas de
Th1 para Th2 ocorreu 6 semanas apds a infecgio.

O desenvolvimento de diferentes respostas polarizadas pode, a
depender das circunstincias, conduzir a um aumento de sobrevida nos
animais diabéticos, como ocorren com os machos diabéticos infectados. Foi
possivel observar o efeito protetor da esquistossomose a partir da oviposigio
(42 dias) e aumento da sobrevida nestes animais (Figuras 5 e 6).

O desenvolvimento de fendtipos de produgdo de citocinas extremos,
Thl, Th2 ou ambos (Th1/Th2), ¢ altamente prejudicial na infec¢do
esquistossomotica podendo contribuir para a morbidade durante a infecco.
Em camundongos, estudos mostram que a extrema polarizagdo imune tanto
para Thl quanto para Th2 é potencialmente prejudicial ( Fallon er al., 2000;
Hoffman et al., 2000). O uso de camundongos deficientes em IL-4, IL-13 ou
ambas foi determinante para Fallon et al. decifrarem os efeitos das respectivas
citocinas na oitava semana de infeccdo com 100 cercarias. Houve a
comprovagdo da necessidade de IL-4 e IL-13 para desenvolver forte reagdo
Th2. Animais deficientes em IL-13 tiveram maior sobrevida, relacionada com
reduzida fibrose hepatica . O aumento da mortalidade em camundongos
deficientes em IL-4 ou IL-4/13 foi correlacionado com patologia intestinal e
dano em hepatdcitos. A citocina protetora II.-4 beneficia a sobrevida do
animal € em sua auséncia, a resposta de citocinas é convertida para o fen6tipo
do tipo 1, o que acarreta o dano hepatico, fibrose , endotoxemia e patologia
mtestinal por falha na excregdo dos ovos. Hoffmann ef al. (2000) mostraram
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que camundongos deficientes em IL-10/IL-12, com respostas polarizadas para
Th1 e infectados pelo S. mansoni, tiveram 100% de mortalidade em 9 semanas
de mmfeccdo.

No presente estudo verificamos que a maioria das mortes em
fmeas diabéticas infectadas com 10 cercarias com glicosuria > 1000 mg
glicose/dL. urina ocorreu entre 42 e 47 dias apds a infeccdo (Figura 5),
apresentando o quadro de pancreatite. Segundo a cinética da producio de
citocinas verificada por Pearce et al. (1991), € alta a produgfio de citocinas do
tipo 1 entre os dias 28 e 35. Uma semana depois, aos 42 dias, ja ha a producéo
de citocinas do tipo 2, culminando aos 49 dias. Nossos resultados em relagdo
as mortes de fé€meas diabéticas com glicosturias elevadas ao redor de 42 dias
apos a infecgdo sugere-nos que o quadro de pancreatite, a perda progressiva de
peso, a resposta inflamaténa generalizada no péncreas pela pancreatite e
insulite, a hipofungdo do 6rgdo aliada a infecgdo esquistossomotica e ao
diabetes, resultam do desequilibrio no balango Th1/Th2.

O aumento de citocinas Thl no periodo inicial da
esquistossomose,  acrescido do efeito da resposta Thl provocada pelo
diabetes, acentuada nos animais com diabetes avangada, ou em curso
adiantado do diabetes, pode promover um aumento de mortalidade nos
animais infectados.Deste modo, fémeas infectadas ja diabéticas e em estagio
avangado do diabetes, aproximadamente na sexta semana de infecgfio, nido
tiveram a sobrevida aumentada. Em fémeas diabéticas infectadas, a sobrevida
alcangada ¢ surpreendente quando analisado o nimero de animais nio
infectados que ultrapassam 30 dias apds a expressdo do diabetes, ilustrado na
Figura 3.

Nossos resultados evidenciam que o tamanho do granuloma estd
relacionado com o grau de glicostria. Animais no inicio do diabetes e
normoglicémicos apresentam o mesmo padrio de formagdo do granuloma
(Fotomicrografias M10 e M11). Fémeas diabéticas prenhes desenvolvem
granulomas hepéticos comparaveis ao controle ndo diabético. A area do
granuloma em fémeas diabéticas prenhes, glicosaria 1000 mg glicose/dL
urina, foi a mesma da fémea com diabetes leve ou 250 mg glicose/dL urina
(Figura 11 e 12, Apéndice A). Na vigéncia do diabetes no animal infectado,
polarizado para respostas tipo Th2, os resultados do padrio de granuloma
hepatico expressam maior desorganizagdo celular, caracteristica do padrio
difuso em fémeas ¢ machos diabéticos (Fotomicrografias M12 e M15). Por
outro lado, a resposta celular no péncreas de camundongo com
esquistossomose evidencia uma infiltragdo generalizada, principalmente em
fémeas com diabetes grave (Fotomicrografias MS e M6). Foi observado o
desenvolvimento de um quadro de pancreatite, com infiltragdo do tecido
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endocrino € exocrino, em fémeas com diabetes grave, infectadas pelo S
mansoni, mesmo com 10 cercarias.

Provavelmente, em ambos os sexos, a mortalidade esta associada a
evolugdo irreversivel do diabetes.

No caso de fémeas diabéticas prenhes, a auséncia de mortalidade foi
associada & resposta imune humoral, um fenémeno do tipo Th2 na prenhez,
(Wegmann et al., 1993; Lin et al., 1993), com o redirecionamento da
imunidade da fémea prenhe se distanciando da imunidade mediada por células
e aumentando a resposta humoral além do aumento na resposta secretoria de
insulina e crescimento da célula beta (Hellman, 1960; Hellerstrom,
1963;Green & Taylor, 1972;Van Assche, 1974;Sorenson & Parsons,
1985;Parsons et al., 1992) associado com o desenvolvimento de respostas do
tipo 2 durante a esquistossomose € a oscilagdo da glicosiria, na prenhez.

Para a compreensdo do efeito da prenhez na vigéncia do diabetes
temos que levar em conta que para acomodar 0 aumento na demanda de
insulina que ocorre durante a prenhez, € necessario que as ilhotas de
Langerhans sofram mudancas estruturais e funcionais. A incapacidade das
ilhotas maternais em responderem ao aumento da demanda de insulina pode
permitir o desenvolvimento do diabetes gestacional. A prenhez pode ser o
estimulo para a sintese de DNA nas células das ilhotas (Green &Taylor, 1972)
e podem aumentar a freqiiéncia mitotica nas ithotas de camundongos e ratos
{Helman, 1960;Hellerstrom, 1963). As mudangas adaptativas que ocorrem na
prenhez normal incluem: aumento da sintese de insulina, hiperinsulinismo
(Bone & Taylor, 1976;Green et al., 1973), correspondendo a uma hipertrofia
de células beta, devido principalmente a mitose (Hellman, 1960;Van Assche
et al., 1979), aumento na proliferacdo celular e volume da ilhota (Hellman,
1960;Van Assche, 1974;Aerts & Van Assche, 1975), hiperatividade das
ilhotas na prenhez (Green & Taylor, 1972) tanto quanto uma elevagio da
sensibilidade do tecido 4 insulina ou das células beta a glicose. A capacidade
secretéria das ilhotas na prenhez de ratas € tal que podem secretar dez vezes
mais insulina, na concentragdo normal de agucar no sangue. O perfil de
secrecdo da insulina € revertido aos nivels normais, na fase final da lactacdo,
suportando a hipotese de que os horménios lactogénicos sdo potente
reguladores da massa da ilhota (Sorenson & Parsons, 1985; Parsons ef al.,
1992).

Em se tratando do peso pancreatico durante o desenvolvimento do
diabetes insulino dependente, o péncreas freqilientemente é muito menor do
que o normal (Gepts & Lecompte, 1981). A manuten¢do do peso do pincreas
em fémeas diabéticas prenhes mesmo infectadas pelo S. mansoni (Tabela 2)
aliada ac 6timo aspecto de saiude, mesmo em condi¢des de diabetes avangada,
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juntamente com o fato de exibirem boa formagdo de granuloma, com melhor
performance do que o grupo diabético nfo prenhe sugere a protecdo do
microambiente de prenhez, com minima interferéncia do diabetes para o
sucesso da infecgdo pelo S. mansoni.

Em machos diabéticos, a redugdo do peso do péncreas estd
diretamente relacionada ao aumento da glicostiria, 0 mesmo ocorrendo com as
fémeas diabéticas no decorrer da infecgio (Figura 6). No entanto, apesar de
machos diabéticos apresentarem pesos de pancreas maiores quando
comparados com as fémeas no inicio do diabetes, com a progressdo do
diabetes e a evolugdo da infecgdo esquistossomotica, o decréscimo no peso do
pancreas foi mais acentuado nos machos diabéticos (Figura 7).

Foi possivel observar que a hepatomegalia em camundongos
diabéticos decresce em fungdo da glicostria e as fémeas, independentemente
do grau de glicostria, apresentaram maior hepatomegalia do que os machos
(Figuras 8 e 9). A auséncia de hepatomegalia em camundongos com diabetes
grave, possivelmente devido ao menor tamanho dos vermes pode nfo alterar a
dindmica da circulagdo hepatica, ndo produzindo hipertensdo portal. Levando-
s¢ em conta que o diabetes também pode afetar a oviposigiio dos vermes, a
chance de aumentar a celularidade no parénquima hepético é menor.

Néo foi observado carcinoma pancreatico ao final da mfecgdo (49
dias) como descrito por Zanotti ez al. (1982a).

O camundongo NOD ¢ um modelo 1util no estudo de mecanismos
patogénicos durante o diabetes tipo 1.

Apesar da proposta deste estudo ndo prever a quantificagdo das
citocinas envolvidas, ¢ importante destacar o papel regulatorio no efeito
sinérgico ou antagbnico da esquistossomose na vigéncia do diabetes.

6.2. Aspectos do desenvolvimento dos vermes

O ambiente adverso para o desenvolvimento do S.mansoni pode
induzir alteragdes somdticas, tais como as encontradas em dieta hipoproteica
(Akpom, 1982; Magalhdes er al., 1986; Guaraldo, 1987), hipotireoidismo
(Wahab ef al., 1971), horménios do hospedeiro (Mendonga et al., 2000). Em
infec¢Bes unissexuais produzidas experimentalmente em camundongos
(Zanotti et al, 1982b) foi observada deficiéncia no desenvolvimento,
refletido pelo menor comprimento dos vermes, principalmente de fémeas.

Ha relatos de que o padrfio de citocinas do hospedeiro influencia a
oviposi¢do (Doenhoff et al, 1978) e os vermes requerem TNF-alfa para
OVIpOT.
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Magalhaes er al. (1978) estudando o efeito do diabetes induzido pelo
aloxano em camundongos observou elevado ntmero de vermes nio
desenvolvidos ou atrofiados.

O uso de camundongo knockout deficiente em Interleucina 7 por
Wolowczuk ef al. (1999), onde hé predominio da resposta Thl, evidenciou o
desenvolvimento de parasitas atrofiados, considerados andes e com reducdo
do ntmero de ovos, induzindo baixa patologia no figado. Na patologia do
diabetes onde ha predominio da resposta Thl, nossos dados sdo concordantes.

Resultados similares de redu¢do do comprimento de vermes machos
e f€meos foram encontrados por Guaraldo (1987) e Magalhdes et al. (1986) no
estudo do efeito da subnutrigdo experimental. A imunossupressio ocorre
tanto na subnutricdo como em diabetes, o que nos levou a comparar o efeito
destas patologias sobre desenvolvimento dos vermes. E notavel que ambas as
patologias afetaram mais o trematodeo do sexo feminino. Considerando que o
experimento de subnutrigdo foi conduzido apenas em fémeas da linhagem
Swiss, foi comparado o comprimento de vermes em fémeas, levando-se em
conta as glicosirias encontradas no hospedeiro diabético. Foi possivel
constatar que houve redugéo de 18,3% no comprimento de vermes machos em
animais subnutridos enquanto que o diabetes induziu uma redugio na ordem
de 22,5 % em hospedeiro com diabetes moderada (Figura 18) . A comparagio
analoga para vermes fémeos indicou que a subnutrigio foi capaz de reduzir
224% o comprimento de vermes fémeos, idéntico valor encontrado para
fémeas com diabetes moderada (Figura 18). Entretanto, os vermes fémeos em
hospedeiro macho com diabetes grave alcangaram a reducio maxima de
tamanho (30,5%) dentre todos os grupos . Os valores maximos de reducdo do
comprimento de vermes machos encontrados para fémeas com diabetes severa
foi de 23,9%.

A prenhez atuou como um microambiente enddcrino propicio ao
desenvolvimento dos vermes (Figura 18), pois fémeas diabéticas prenhes ndo
apresentaram decréscimo no tamanho de vermes machos, mesmo em
condi¢bes de diabetes severa. Neste caso, houve redugio de apenas 8,06%
sobre o tamanho de vermes fémeos.

A fase pré-diabética ¢ importante para vermes fémeos porque ja no
inicio da doenga hé redugfio de tamanho dos vermes, independentemente do
sexo do hospedeiro.

Considerando que hda necessidade de integridade no
desenvolvimento do verme macho para a fecundacdo das fémeas, sendo que os
vermes fémeos sofrem danos maiores com maior reducdo de comprimento e
sendo que o verme fémeo ¢ a unica fonte de ovos do parasita, pode-se
presumir que mesmo que o comprimento de vermes machos nfo tenha sido
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afetado de forma tdo expressiva na vigéncia do diabetes, ndo ha como
garantir que houve producdo normal de ovos, em quantidade e qualidade,
pardmetro ndo avaliado neste estudo. A qualidade dos ovos produzidos nesta
condicdo e sua capacidade de induzir a formagfio do granuloma com a
conseqiiente resposta Th2, merece mvestigacao.

Apesar do excesso de glicose estar presente no sangue de animais
diabéticos ¢ sendo esta a fonte de energia vital para o desenvolvimento do
verme, 0s mesmos apresentaram redugdo de tamanho com o aumento da
glicostria. Além dos elegantes resultados de Wolowczuk e al (1999),
enfatizando a importdncia do microambiente endocrmo propicio a Thl,
sugerimos outros mecanismos pelos quais o parasita sofre com o ambiente
endocrino alterado. As hipdteses aventadas estdo relacionadas a atividades
bioldgicas alteradas, tais como o consumo de oxigénio, vital para o inicio do
desenvolvimento do verme, a incorporagdo da glicose e a presenca de
produtos metabdlicos toxicos em contato direto com o parasita, decorrente de
alteracGes metabolicas provocadas pelo diabetes, como ocorre na cetontria.
Convém lembrar que a cetonuria ocorre apenas em fémeas diabéticas, fato que
pode ter colaborado nfo s6 para o agravamento do diabetes nas fémeas mas
possivelmente alterando o metabolismo do trematédeo, com matores danos
em vermes fémeos.
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7. CONCLUSOES
Em relacao ao hospedeiro:

A esquistossomose exerceu funcgio protetora no
diabetes principalmente em machos NOD/Uni diabéticos,
evidenciado pelo aumento da sobrevida (70%) quando comparados
com o grupo néo infectado de machos diabéticos (41,6%). Em
fémeas diabéticas infectadas, a sobrevida também foi maior
(25%) quando comparada com o grupo sem infecgéio (21%).

A associagio do diabetes, esquistossomose e prenhez
diminuiu a patologia do diabetes e da esquistossomose, expressa
pelo aumento de sobrevida do hospedeiro e a resposta
granulomatosa, compativel com a do hospedeiro nio diabético.

A esquistossomose induziu pancreatite severa aos 42
dias de infecc3o com 10 cercarias em camundongos fémeos
diabéticos. Em machos diabéticos infectados, o0 quadro de
pancreatite foi brando aos 56 dias de infec¢édo por 50 cercarias
de S. mansoni.

A fémea diabética da linhagem NOD/Uni infectada com
10 cercarias de S.mansoni revelou ser excelente modelo para
estudo de pancreatite.

As reacdes granulomatosas no figado de camundonygos
diabéticos sofreram redugido de area em funcio do aumento da
glicosdria.

A hepatomegalia em camundongos diabéticos
infectados pelo S. mansoni diminuiu em funcdo do aumento da
glicosdria, sendo mais evidente em machos diabéticos .

A massa do pancreas em ambos os sexos de
camundongos diabéticos diminui em funcio do aumento da
glicosdria. Este fato nio ocorreu em fémeas diabéticas prenhes.
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Em relacao ao desenvolvimento do Schistosoma mansoni

O diabetes interferiu no desenvolvimento de vermes
machos e fémeos independente do sexo do hospedeiro.

Na vigéncia de diabetes severa, a reducdo do
comprimento de vermes machos de S. mansoni atinge 24% em
camundongos fémeos diabéticos.

Os vermes fémeos sofreram reducido de tamanho
desde o inicio do diabetes, fato que nao ocorreu em vermes
machos.

Os vermes fémeos sofreram maior redugao de
comprimento (30,5%) em hospedeiro macho com diabetes grave.

Vermes adultos de S. mansoni que se desenvolvem em
microambiente do diabetes concomitante & prenhez, ndo sofreram
reducao de tamanho pelo diabetes.
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APENDICE A
Analise Estatistica da drea dos granulomas hepaticos em camundongos NOD/Uni

Figura 10

ANALISE DAS MEDIDAS DOS GRANULOMAS NO GRUPO DOS ANIMAIS
MACHOS DIABETICOS E NAO DIABETICOS

Summary of all Effects: design: (finalmd sta)
I-GLICOSURIA

af MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 4 43426258 288 [6898576 2569818 006000
£4 E3
Categorized Plot for Variable: AREA
5 585
4.5a5 ER————
3.5e5t. .. I . i
EIE .
;; 255} oty i EE:E e——
50000 : : %
R ' T 4Std. Dev.
-SOGEJGl . : 3 *Std, Eor.
0 160 500 100G 2000 8 Mean
Means (finalmd.sta)
I Dependent Variable
AREA Valid N
G 1.0 2317278 133
G 2:100 3028055 68
G 3:300 2362751 22
G 4:1000 132911.7 25
G 35:2000 081594 43
All Groups 2163140 293
Standard Deviations {(finalmd sta)
I Dependent Variable
AREA Valid N
G%I:O 1450867 133
G_Z: 100 142441 5 68
G 3:500 1218303 22
Gﬂft: 1000 126902 2 23

G _5:2000 26360.6 45
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ANALISE DAS MEDIDAS DOS GRANULOMAS DO GRUPO DAS FEMFEAS
NAO DIABETICAS E FEMFEAS DIABETICAS

Figura 11

Summary of all Effects; design: {macdia~2.sta)

df
Effect
1 3

3.de

1-GLICOSURIA
MS df
Effect Error
12027608 552
E4 88

Categorized Plot for Variable: AREA

MS
Error
29127290

288 . .l

AREA

1 .68l

40000

STy T 1 s
EU = N

G 1.0
G 2:100

G 3:5250
G_4:230

G 10
G 2:100
G_3: <250

G 4:250

Glicosuria

macdia~2 .sta)
! Dependent Variable

AREA
192576.7
1428176
135539.1
148348.1

Standard Deviations {macdia~2.sta}
1 Dependent Variable

AREA
119086.0
597227
57322.2
88836.1

13.49486

F p-level
000000

i x5t Dev

£ wStd. B

= Mean

Valid N
261
170
73
50

Valid N
261
170
75
50
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ANALISE DAS MEDIDAS DOS GMEOMAS DO GRUPOQ DAS FEMEAS
NAO DIABETICAS E FEMEAS DIABETICAS PRENHES
Figura 12

Summary of all Effects; design:
I-GLICOSURIA

df M5 df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 2 40996401 361 13313613 3.079284 047202
E3 E3

Categorized Plat for Varable: AREA

2.des -
L 18e5 {“:: gﬁ: b
® =]
i1Zes .. T
50006 T
[PV S AT xstd, Dev.
a . {777 «Std. Err.
s} 100 1000 = Mean
Cicostria
Means
1 Dependent Variable
AREA Valid N
G 10 192576.7 261
G 2:100 2029323 62
G _3:1000 1486733 41
Standard Deviations
1 Dependent Variable
AREA Valid N
G 1.0 119086.0 261
G 2:100 101492 .6 62

G 3:1000 110756.9 41
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ANALISE DAS MEDIDAS DOS GRANULOMAS DAS FEMEAS DIABETICAS E
DAS FEMEAS DIABETICAS PRENHES

F p-level
36,29623 .G00000

Figura 13
Summary of all Effects; design: (fdpvsfd.sta)
1-PRENHEZ
df MS df MS
Effect Effect Error Error
1 i 19081021 355 52570250
E4 24

Categorzed Plot for Variable: AREA
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G 10 14190645
21 2029323
Standard Deviations (fdpvsfd sta)
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T xSt Dev.

.1 +Std. Eer.
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APENDICE B
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ANALISE ESTATISTICA DO EFEITO DO DIABETES SOBRE O
COMPRIMENTO DE VERMES ADULTOS DE Schistosoma mansoni

Figura 14

RESULTADOS PARA VERMES FEMEOS

Diagrama de caixa (Box-plot) para comprimento de vermes fémeas do

S. mansoni em camundongos NOD/Uai fémeas e machos diabéticos

e nio diabéticos ¢ fémeas diabéticas prenhas. Fémea nido diabética (FND},
Fémea diabética (FD), Machoe n&o diabético (MND), Macho diabético (MD) ¢
fémea diabética prenha (FDP).

COMPRIMENTO

FND

F0 MND MDD Foe
GRUPOS

+5td. Dav.
T +Std. Err.

T Mean

Teste de Tukey para a média de comprimento dos vermes fémeos nos grupos

experimentais infectados
Means {vf.sta)
I Dependent Variable

GRUPOS COMPRIMENTO  (mm) N
FND (1) 679 a 36
FD (D) 5390 11
MND (3) 573 b 46
MD (4 4.81b 17
FDP (3) £.51ab 3
Todos 05 grupos 5,92 115

Obs. Letras iguais ndo diferem significativamente, letras diferentes diferem
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Standard Deviations (vfsta)
1 Dependent Variable

GRUPCS COMPRIMENTO Valid N
FND 1489180 36
FD 1.266060 11
MND 1.3798%0 46
MD 1.174139 i7
FDP 1714841 3
All Groups 1,532371% 113
Tukey HSD test; variable COMPRI (vf.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests
MAIN EFFECT: DIABETE
i} 12} 135 {4} 33
MEDIAS 6.790000 5.390909 5.734783 4811765 6.514000
FND {1} 134348 S0811d RELHRY) 993737
FD {23 034145 947665 818949 567437
MND {3} 008118 947663 1413524 757838
MD {4} 000152 .818949 141324 122129
FDP {3} 993737 567437 757858 (122129
Nameros em negrito indicam que as médias diferem para um nivel de 3% de significincia
RESULTADOS PARA VERMES MACHGS
Figura 15
Summary of all Effects; design: (vm.sta)
I-DIABETE
df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 4 5362305 497 1.093294 49047272 000693
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™ +8td. Dev.
] £5td. Bt

o Mean

Teste de Tukey para a média de comprimento dos vermes machos nos grupos

experimentais infectados

Means (vin.sta)
I Dependent Variable

GRUPCS COMPRI Valid N
FND (1) 5.18a 127
FD () 4643 38
MDD (3) 483 49
MND (4) 5.31ac 274
FDP (5} 324 ab 9
All Groups 4.96 497

Obs. Letras iguais ndo diferem significativamente, letras diferentes diferem

Standard Deviations {vin.sta)
| Dependent Variable

GRUPQOS COMPRI Valid N
FND 1.185 127
o 1.370 38
MD 9128 49
MND 913 274
FDP 1.731 Q
All Groups 1.062 497
Tukey HSD test; variable COMPRI (vin.sta)
Probahilities for Post Hoc Tests
MAIN EFFECT: DIABETE
{13 {2} 131 {4} 3}
MEDIAS 5175591 4 642105 4825912 5312245 5.240000
FND 11t 45832 18797 8937272 999773
FD {23 043832 848364 0287214 534687
MD {3} 013797 848364 RIS RS 769127
MND {4} 937272 023214 022753 999707
FOP {3} 999773 534687 769127 999707

Nameros em negrito indicam que as médias diferem para um nivel de 3% de significincia
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ANALISE DOS COMPRIMENTOS DOS VERMES MACHOS EM FEMEAS
DIABETICAS (niio prenhes), EM FUNCAO DA GLICOSURIA

F p-level
3.842355 032303

7 25td. Dev.
7 £Std Err.
Z Mean

Valid N
19
5
10
34

Figura 16
Summary of all Effects; design: (vermxglic sta)
1-GLICOSURIA
df MS df
Effect Effect Error Error
1 2 163.6467 31 42.59021
Categorized Plot for Variable: Vi_FD
C
o 64 R
M
P 5.6
RO I N
M ' |
E 4,0 I =] - ,_.,_ ]
N 32 !
T
s 2.4 B
100 260 1000
Glicosaria
Means (vermxglic.sta)
1 Dependent Variable
VM_FD
G _1:100 521
G_2:250 4,00
G_3:1000 3.94
All Groups 4.63
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Standard Deviations (vermxglic.sta)
1 Dependent Variable

VM_FD Valid N
G_1:100 1,501057 19
G _2:250 1,309121 5
G _3:1000 0,774565 10
All Groups 1,413180 34

ANALISE DOS COMPRIMENTOS DOS VERMES MACHOS EM MACHOS

DIABETICOS, EM FUNCAO DA GLICOSURIA

Figura 17
Summary of all Effects; design: (vermxglic.sta)
1-GLICOSURIA
df MS df
Effect Effect Error F p-level
1 1 146.3021 38 16.57504 B.826649 005124
Means (vermxlic.sta)
1 Dependent Variabie
VM MD Valid N
G_1:100 5,63 30
G_2:2000 4,75 10
All Groups 5.41 40
Standard Deviations (vermxglic.sta}
1 Dependent Variable
VM _MD Valid N
G 1:100 0,903042 30
G _2:2000 0,414326 10
All Groups 0,892219 40
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Categorized Plotfor Variable: VV_MD
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