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Onde vocé vé um obstaculo,
alguém vé o término da viagem
e o outro vé€ uma chance de crescer.

Onde vocé vé um motivo pra se irritar,
Alguém vé a tragédia total
E o outro vé uma prova para sua paciéncia.

Onde vocé vé a morte,
Alguém vé o fim
E o outro v€ o comeg¢o de uma nova etapa...

Onde vocé vé a fortuna,
Alguém vé a riqueza material
E o outro pode encontrar por trds de tudo, a dor e a miséria total.

Onde vocé vé a teimosia,

Alguém vé€ a ignorancia,

Um outro compreende as limitagdes do companheiro,
percebendo que cada qual caminha em seu préprio passo.

E que ¢ intil querer apressar o passo do outro,
a ndo ser que ele deseje isso.

Cada qual vé o que quer, pode ou consegue enxergar.

"Porque eu sou do tamanho do que vejo.
E ndo do tamanho da minha altura.”

Fernando Pessoa
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RESUMO

Os hormonios sexuais, em especial a testosterona, sdo implicados como um dos fatores que
controlam o estabelecimento e patogé€nese da esquistossomose, seja modulando a resposta
imune protetora, ou regulando a infec¢do por Schistosoma, afetando a maturag@o e oviposicao
do parasita. Além disso, o praziquantel (PZQ) farmaco de escolha para esquistossomose, tem
pouca eficédcia contra as formas imaturas do parasito, havendo excelentes resultados quando
associado a esterdides. Este estudo tem como objetivo avaliar a associa¢do de testosterona e
praziquantel no tratamento da esquistossomose mansoni experimental. Camundongos
infectados com S. mansoni (cepa BH) foram divididos em grupos tratados com PZQ,
PZQ+testosterona, testosterona, e grupo controle infectado. A testosterona foi administrada
nas doses 350 e 700ug/camundongo, por via intraperitoneal, duas vezes por semana,
comecando 10 dias antes da infeccdo até 1 semana antes da eutandsia. O PZQ foi
administrado nas doses 250 e 83mg/kg, que correspondem a 50 e 16% da dose efetiva
respectivamente, por via oral, durante trés dias consecutivos apds 50 dias de infec¢do. A
avaliacdo foi feita quanto a carga parasitaria, producdo e viabilidade dos ovos, e alteracdes
histopatoldgicas. O tratamento com testosterona na dose 350ug/camundongo foi ineficaz em
reduzir a carga parasitdria, porém sua associacdo com PZQ (250mg/kg) reduziu em 93,65%,
um aumento de 13% na eficdcia do tdltimo (80,3%). Na dose de 700ug/camundongo, a
testosterona sozinha reduziu o nimero de vermes em 25,90%, o PZQ (250mg/kg) em 73,05%,
e a associagdo de ambos em 95,80%, quando comparados ao controle ndo tratado. O
tratamento dos camundongos apenas com a testosterona aumentou o nuimero de ovos
invidveis em relagdo ao controle infectado. A associa¢do de PZQ e testosterona induziu uma
maior reducdo no ndmero de ovos nas fezes. O tratamento com PZQ promoveu uma maior
preservacdo dos tecidos hepdtico e intestinal, ndo havendo uma potenciagdo desse efeito
protetor pela testosterona. Os resultados sugerem que a testosterona apresenta um efeito

benéfico no tratamento da esquistossomose mansoni, aumentando a eficdcia do praziquantel.

Palavras-chave: esquistossomose; praziquantel; testosterona



ABSTRACT

Sexual hormones, especially testosterone, are some of the factors that can control the
establishment and pathogenesis of schistosomiasis, either modulating the protective immune
response, or regulating the infection for Schistosoma, affecting the maturation and oviposition
of the parasite. Moreover, praziquantel (PZQ) drug of choice for schistosomiasis, has little
effectiveness against the immature worms, and the use of steroids simultaneously with
schistosomicides has given excellents results. This work aims to evaluate association of
testosterone and praziquantel in the treatment of experimental schistosomiasis mansoni. Mice
were infectaded with Schistosoma mansoni (strain BH) and divided in groups treated with
PZQ, PZQ+testosterone, testosterone, and group untreated control. Mice in the testosterone-
treated groups received intraperitoneal injections of 350 and 700pg, twice a week beginning 1
week prior to infection and continuing until the mice were sacrificed. PZQ was given orally
(250 and 83mg/kg body weight), for five days consecutives after 50 days of infection. Worm
burden, production and viability of eggs, and histopathological alterations had been the
parameters for evaluation. Testosterone (350pg/mouse) was ineffective in reduce the worms
burden, but the association with PZQ (250mg/kg) reduced 93,65%, an increase of 13% the
effectiveness of this dose (80,3%). Testosterone (700ug/mouse) reduced the number of
worms in 25,90%, PZQ (250mg/kg) in 73,05% and the association of both in 95,80%, when
compared with the untreated control. The treatment of the mice with testosterone alone
increased the inviable eggs number in relation to the untreated control. The association of the
PZQ and testosterone induced a better in the egg number in faeces. The treatment with PZQ
promoted a bigger preservation of hepatic and intestine tissue, there isn’t involution of this
protective effect for the testosterone. Results suggest that testosterone presents a beneficial
effect in the treatment of schistosomiasis mansoni, increasing the effectiveness of

praziquantel.

Keywords: schistosomiasis; praziquantel; testosterone
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca causada por helmintos do género Schistosoma, que
afeta aproximadamente 200 milhdes de pessoas em todo o mundo (WHO, 2006). Estudos
epidemioldgicos em diferentes regides endémicas demonstram que os padrdes de infec¢do por
este género sdo similares (FALLON et al, 1998), havendo uma maior prevaléncia em
criangas e homens (KLEIN, 2004).

O pico de infeccdo para a doenca ocorre entre os 10 e 14 anos, seguido por um
declinio dristico, o qual se inicia no periodo da puberdade. Esta importante relacdo entre
idade e sexo, indica que pode haver uma intensa interacdo entre os sistemas neuroenddcrino e
imunolégico, influenciando o crescimento e reproducdo do verme, e dessa forma, as
conseqiiéncias patoldgicas da infeccao (MORALES-MONTOR et al., 2001).

Apesar de os machos serem mais susceptiveis a infec¢do do que as fémeas, existem
espécies nas quais ocorre o oposto. E o caso de camundongos da espécie Mus musculus, onde
os machos sdo mais resistentes a infeccio por Schistosoma mansoni, e as fémeas apresentam
uma maior resposta pré-inflamatéria, desenvolvendo a forma mais grave da doenca (ELOI-
SANTOS et al., 1992).

A testosterona € um hormodnio sexual, cuja presenga no hospedeiro pode estar
relacionada a menor carga parasitaria e a maior longevidade para o mesmo, durante infec¢io
experimental por S. mansoni. Estudos experimentais demonstram que, em hamsters e ratos, a
esquistossomose estd associada a diminui¢des dos niveis soroldgicos de testosterona, e de
gonadrotopinas (LH e FSH) (LANSOUD-SOUKATE et al., 1991), e em razdo deste
decréscimo, pode prejudicar a fungdo reprodutora do hospedeiro (KASILIMA et al., 2004).
Camundongos machos castrados exibem um nivel de infeccao semelhante a fémeas normais, e
em contraste, fémeas tratadas com testosterona exdgena tém uma diminuicdo de carga
parasitiria comparada a machos intactos (NAKASAWA et al., 1997). A citotoxidade da
testosterona para S. mansoni também foi evidenciada em experimentos in vitro, e também foi
estagio-especifica (FANTAPPIE et al., 1999), sendo consistente com as observacdes prévias
in vivo de Nakasawa e colaboradores (1997). Portanto, uma explicacdo atribuida para esses
resultados € a de que a testosterona pode interagir com o verme de uma forma que interrompa
o desenvolvimento do esquistssomulo, o qual é o estdgio imaturo do verme, ndo sendo ativo
contra os vermes adultos.

A principal estratégia para o controle da esquistossomose estd no tratamento dos

individuos infectados, o qual consiste na utilizagdo do praziquantel (PZQ). Este é o farmaco
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de escolha, por ser efetivo contra todas as espécies de interesse médico do género
Schistosoma, porém sua eficicia é dependente da idade de infec¢do, pois vermes imaturos sao
pouco sensiveis a dose padrdo do mesmo (PICA-MATTOCCIA e CIOLI, 2004). Além disso,
o0 aparecimento de cepas resistentes ao praziquantel tem preocupado as organizagdes mundiais
de saude publica. Como exemplo, hd uma comunidade no Senegal que apresentou uma baixa
média de cura para a dose terapéutica de praziquantel (STELMA et al., 1995).

O fato do praziquantel ndo apresentar atividade sobre as fases imaturas do
Schistosoma, tem sérias implicacdes no tratamento da esquistossomose aguda toxémica, a
qual ainda n3o tem uma abordagem terapéutica consolidada. Procurando resolver este
problema, o uso de esquistossomicidas associados a esterdides tem sido pesquisado
experimentalmente em camundongos, com resultados satisfatérios, como os encontrados com
glicocorticéides como dexametasona (PYRRHO et al., 2002); cortisona (HARRISON e
DOENHOFF, 1983); prednisolona (LAMBERTUCCI et al., 1989); e dehidroepiandrosterona
(FALLON et al., 1998).

Em virtude destes fatos e das evidéncias de que a testosterona possui efeito citotéxico
nas formas imaturas do Schistosoma (FANTAPPIE et al., 1999), é de interesse cientifico
estudar a associacdo entre testosterona e praziquantel, para avaliar um provavel efeito
benéfico no tratamento da esquistossomose mansoni, especialmente se esta acdo produzir uma
reducdo na dose terapéutica do praziquantel, formaco recomendado pela Organizacdo Mundial

de Saudde.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

e Avaliar a associagdo testosterona e praziquantel no tratamento da esquistossomose

mansoni experimental.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se a testosterona potencia a eficicia do praziquantel no tratamento da
esquistossomose mansoni, quanto a carga parasitdria, contagem e viabilidade dos ovos
do parasito;

e Analisar as caracteristicas histopatoldgicas de tecido hepdtico e intestinal de animais

infectados com S. mansoni, e tratados com praziquantel e/ou testosterona.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

A esquistossomose permanece como um grave problema de saide publica mundial,
sendo reconhecida como a segunda doenca parasitiria mais prevalente, em virtude de sua
ampla 4rea endémica e nimero de individuos infectados. Estima-se que aproximadamente 200
milhdes de pessoas estejam infectadas, e outras 600 milhdes encontrem-se em situacdo de
risco (CHITSULO et al., 2000).

Sua origem remonta a antiguidade, existindo relatos do encontro de ovos do agente
etiol6gico em mumias egipcias e chinesas de cerca de dois mil anos (RUFFER, 1910). No
Egito, o parasito tornou-se conhecido em 1852, com a descri¢do de Theodor Bilharz, daf a
denominacdo bilharziose usada em alguns paises. Quarenta anos mais tarde, Patrick Manson
levantou a hipdtese da existéncia de duas espécies de Schistosoma parasitas do homem
(KATZ e DIAS, 1999).

A espécie existente no Brasil foi descrita, em 1907, pelo inglés Sambon, que a nomeou
Schistosoma mansoni, em homenagem a Manson. No mesmo ano, o brasileiro Piraja da Silva
estudou uma espécie encontrada na Bahia e a chamou de Schistosoma americanum. Devido a
pequena quantidade de amostras estudadas, os resultados de Sambom ndo foram bem aceitos.
E, somente com as cuidadosas observacdes de Piraja da Silva as incertezas taxonOmicas
foram suprimidas, porém a denominacdo da espécie coube a Sambon (KATZ e ALMEIDA,
2003).

O agente etiolégico da esquistossomose pertence ao filo plathelminthes e classe
trematoda, os quais englobam vermes achatados de simetria bilateral e aspecto alongado,
apresentando acentuado dimorfismo sexual. Existem cinco espécies do género Schistosoma
respondendo pelos problemas de satide publica causados a humanidade: S. mansoni, S.
haematobium, S. japonicum, S. mekongi e S. intercalatum (REY, 2001). Elas diferenciam-se
por sua morfologia, forma de diagndstico, géneros do hospedeiro intermedidrio e zonas
epidemioldgicas (TABELA 1).

O S. mansoni é o agente da esquistossomose intestinal, tinica espécie que acomete as
Américas Central e do Sul, além da Africa e Asia. No Brasil, a doenca também ¢é
popularmente conhecida por xistosa, barriga d’dgua ou mal do caramujo, afetando milhares de
pessoas que vivem nas dreas endémicas do pais. As espécies do género Schistosoma

provavelmente chegaram as Américas com o trifico de escravos africanos e com a imigracao
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asidtica, porém apenas o S. mansoni adaptou-se a regido, devido ao encontro de bons
hospedeiros intermediarios e condicdes ambientais semelhantes a sua origem (KATZ e

ALMEIDA, 2003).

TABELA 1: Caracteristicas morfoldgicas, malacoldgicas, clinicas e
epidemioldgicas das espécies de Schistosoma de interesse médico

Espécie Morfologia Hospedeiro Distribuicao Localizacao
Intermediario Geografica
S. haematobium Ovos com espiculo Bulinus sp Africa/ Plexo Urindrio
terminal Oriente Médio
S. intercalatum Ovos elipsdides com Bulinus sp Africa Central Mesentéricas/

espordo terminal

Plexo Urindrio

S. japonicum Ovos com espiculo Oncomelania sp China, Japao, Veia Porta/
lateral Filipinas Mesentéricas

S. mekongi Ovos com rudimento Neotricula aperta Sudeste Veia Porta/
de espiculo lateral Asidtico Mesentéricas

S. mansoni Ovos com espiculo Género Biomphalaria  Africa, Antilhas, Veia Porta/
Lateral (B.glabrata, América do Sul e Mesentéricas

B.straminea) Central

3.1.1. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E EPIDEMIOLOGIA

A esquistossomose € uma doenca endémica, amplamente distribuida em paises dos
continentes Asiatico, Africano e Americano, incluindo neste o Brasil, sendo reconhecida
como a segunda mais importante dentre as doengas parasitarias (FIGURA 1) (TDR, 2004).
Dados da literatura relatam que, entre as 200 milhdes de pessoas atualmente infectadas, 120
milhdes sdo sintomaticas e entre essas, 20 milhdes desenvolvem a forma grave da doenca.
Estimam-se que, a nivel mundial, 500-600 milhdes de pessoas ainda estejam em 4dreas de risco
de infeccdo (KATZ e PEIXOTO, 2000; WHO, 2006).

Schistosoma mansoni é a espécie responsavel pela esquistossomose intestinal e
hepética, possuindo como hospedeiro intermedidrio caramujos do género Biomphalaria, e
tendo como principal hospedeiro definitivo o homem, além de roedores e primatas. Acomete
paises da Africa, Oriente Médio, Américas do Sul e América Central (GRYSSELS et al.,
2006).

Na Africa, hd baixos indices de esquistossomose mansoni na por¢cao Norte, porém 0s

maiores focos sdo encontrados na regido do delta do Nilo e no sul do Saara, onde existem
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85% de todos os casos de esquistossomose no mundo (WHO, 2006). Na Asia apenas ocorrem
focos na Arabia Saudita, Iémen e Oman. Na América Central e América do Sul, os locais de
infeccdo estdo em vdrios estados do Brasil, Venezuela, Suriname, Porto Rico, Republica

Dominicana e Antilhas (ROSS et al., 2002).

Smansoni

S haematobium
Bl Sintercalatum

S japonicum
B 5mekongi

Mixed 5 hadematobium/S mansoni
[ Great rivers and lakes

FIGURA 1: Distribui¢ao Mundial da Esquistossomose
(GRYSSELS et al., 2006)

No Brasil, a doenca afeta 19 estados desde o Maranhdo até Minas Gerais,
concentrando-se na Regido Nordeste, especialmente nos estados de Pernambuco, Alagoas e
Sergipe (FIGURA 2). Focos isolados t€ém ocorrido no Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Goids e
Distrito Federal, porém o nimero de casos vem aumentando na Regido Sul do pais (Parani,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul) devido a maior mobilidade populacional (REY, 2001).
Estimativas indicam que no Brasil existam 25 milhdes de pessoas em situacdo de risco de
adquirir a doenga, e entre cinco e seis milhdes de individuos infectados (KATZ e PEIXOTO,
2000; REY, 2001).

Barbosa e colaboradores (2006), utilizando dados da Fundacdo Nacional de Satde,
constataram que Pernambuco estd entre os estados que exibem prevaléncia média mais
elevada (20,5%) de pessoas infectadas pelo S. mansoni, apresentando taxas de infeccio
humana crescentes, havendo localidades na regido da Zona da Mata, que atingem 80% de

individuos parasitados com prevaléncia cronica. Historicamente considerada como uma
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doenca endémica rural, principalmente nas regides canavieiras do estado, a esquistossomose
estd gradualmente expandindo-se, devido ao €xodo de trabalhadores rurais para as regides
costeiras do Estado, sendo facilmente encontrada na Regido Metropolitana do Recife, além de
novos sitios de transmissao detectados em regides de turismo e férias de verdo, como Porto de

Galinhas (BARBOSA et al., 2001).

\/% ‘ L—| area indene

Fonte: GT ESQUISTOSSOMOSE/CCDTV/DEOPE/FNS @ foco

FIGURA 2: Distribui¢do da esquistossomose mansoni no Brasil
(BRASIL, 1998)

Devido aos esfor¢os da Fundagdo Nacional de Saide, ocorreu uma reducio da taxa de
mortalidade em Pernambuco de 3,75, em 1979, para 2,04 por cem mil habitantes, em 1996, e
queda das internagcdes por esquistossomose de 6,07, em 1984, para 4,51, em 1998 (CARMO,
1999). Entretanto, a prevaléncia por esquistossomose, no periodo de 1983 a 1995, foi superior
a 30,0% em alguns municipios do Estado de Pernambuco (FIGURA 3) (RESENDES,
SANTOS e BARBOSA, 2005).
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Zema da Maka

from 10% to 50% (moderate prevalence)
B < 10% {low prevalence)

FIGURA 3: Prevaléncia de esquistossomose mansoni nos municipios da
Zona da Mata de Pernambuco, de acordo com estudo feito em escolares.
(BARBOSA et al., 2006)

3.1.2. MORFOLOGIA

A morfologia do S. mansoni é analisada de acordo com seus vdrios estdgios do ciclo
biolégico. O ovo dessa espécie mede em média 150 pm de comprimento por 65 um de
largura, apresentando um polo anterior mais delgado que o posterior, e este possui um
espiculo lateral agudo e voltado para trds (FIGURA 4). Sua expectativa de vida é de
aproximadamente 20 dias ap6s oviposi¢do, porém no meio externo os ovos mantém-se vivos

de 2 a 5 dias em fezes sdlidas, e por apenas um dia em fezes liquidas (REY, 2001).
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O miracidio apresenta forma cilindrica, com média de 180 um de comprimento por 64
pum de largura. Sua superficie estd revestida por células epidérmicas e ciliadas, as quais
permitem seu movimento em meio aquatico (FIGURA 4). Em sua porcio anterior encontra-se
uma papila apical que se assemelha a uma ventosa, e nela estdo as terminacdes das glandulas
adesivas de penetracdo (NEVES et al., 2005).

Os esporocistos s@o formados pela descamacdo do epitélio ciliado do miracidio,
durante penetragdo no molusco, transformando-se em um saco alongado constituido por uma
parede sincicial de fibras musculares, com aglomerados de células germinativas em seu
interior (REY, 2001).

As cercdrias apresentam corpo ovéide e achatado com uma cauda bifurcada, cujo
comprimento total equivale a 500 pm (FIGURA 4). Seu corpo cercariano é formado por duas
ventosas, uma oral e outra ventral, um primérdio de sistema digestivo, sistema nervoso e
glandulas de penetragdo, medindo de 70 a 190 um; sua cauda bifurcada mede de 50 a 230 pum,
e apenas tem funcdo de movimentacdo da larva em meio aquitico, perdendo-a durante
penetracdo através da pele do hospedeiro definitivo (OLDS e DASARATHY, 2000).

O esquistossdmulo representa a fase juvenil do verme adulto, originado durante
penetracdo da cercdria na pele do hospedeiro definitivo, com perda de sua cauda e sua
reorganizacdo fisioldgica, pois a larva perde o glicocdlix, alonga-se e adquire o aspecto
vermiforme. Ele alcancard seu desenvolvimento completo quando encontrar um meio
adequado para seu total amadurecimento, transformando-se em verme adulto (REY, 2001).

O verme adulto macho mede, em média, 10 mm de comprimento por 1,1 mm de
diametro. Apresenta cor esbranquigcada e seu tegumento € grosseiro, recoberto por mindsculas
projecdes ou tubérculos (FIGURA 4). Em sua porcdo anterior hd uma ventosa oral e uma
segunda ventosa, a ventral ou acetdbulo. Sua porcdo posterior possui uma fenda longitudinal,
chamada canal ginec6foro, onde a fémea aloja-se para fecundacdo. Seu aparelho genital
possui de 6 a 9 massas testiculares as quais abrem-se diretamente no canal ginecéforo,
fazendo os espermatozéides alcangarem a fémea (GRYSEELS et al., 2006).

O verme adulto fémea mede aproximadamente 14 mm de comprimento por 0,16 mm
de diametro, sendo entdo mais longa e delgada que o macho (FIGURA 4). Aparenta uma
coloracdo mais escura e acinzentada, por possuir o tegumento mais liso, dando-lhe o aspecto
transparente, permitindo a melhor visualizagdo da hemozoina, pigmento derivado da digestao
do sangue em seu aparelho digestivo. Em sua porcdo anterior encontra-se a ventosa oral e
acetabulo, semelhante ao macho, seguindo-se da vulva, ttero (com um ou dois ovos) e ovario;

e em sua por¢do posterior hd as glandulas vitelogénicas e o ceco (ROSS et al., 2002). Os
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esquistossomos alimentam-se de sangue e globulinas por glicélise anaerébica. Os restos sdo

regurgitados para o sangue do hospedeiro (GRYSSELS et al., 2006).

FIGURA 4: Formas evolutivas do S. mansoni. A) ovo; B) miracidio;
C) cercaria; D) vermes adultos macho e fémea
(SCIENCE PHOTO LIBRARY, 2007)

3.1.3. CICLO BIOLOGICO

O S. mansoni possui um complexo ciclo de vida, no qual interage extremamente com
seus respectivos hospedeiros, definitivos e intermedidrios, € com o meio ambiente em que
vive. Os vermes adultos habitam preferencialmente as vénulas do plexo hemorroidério
inferior e as ramificacdes das veias mesentéricas do hospedeiro vertebrado, especialmente a
mesentérica inferior, onde migram para submucosa intestinal, e as fémeas fazem a oviposigao.
Cada fémea pde, em média, 400 ovos/dia, os quais levam cinco dias para amadurecer
(NEVES et al., 2005). Da submucosa eles atingem a luz intestinal, em um periodo de 6 dias,
onde sdo eliminados para o meio externo junto com o bolo fecal. Ao encontrar um adequado
meio aqudtico, e sob influéncia de luminosidade, temperatura e oxigenacao, os ovos liberam
seus miracidios, os quais nadam durante algumas horas, até entrar em contato com moluscos
aquaticos do género Biomphalaria, e penetrar por seus tecidos moles. Apds esta agdo, 0s

miracidios transformam-se em esporocistos (FIGURA 5), que por poliembrionia geram
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esporocistos-filhos, e estes tém a capacidade de gerar cercdrias e outros esporocistos-filhos
(REY, 2001). Um unico miracidio pode formar de 100 a 300 mil cercérias, com sexo
determinado (OLDS e DASARATHY, 2000).

Os caramujos comegam a liberar cercdrias 4-6 semanas ap6s infecgdo, pela a formagio
de vesiculas em seu epitélio, e elas em meio aquitico nadam através de movimentos
vibratérios e circulares até encontrar um hospedeiro vertebrado, e penetrar ativamente por sua
pele, onde perdem a cauda e transformam-se em esquistossomulos (FIGURA 5). Aqueles que
nio sdo destruidos pelo sistema imunoldgico do hospedeiro, seguem através da corrente
sanguinea, passando pelo coracdo, pulmdes e figado. Nos vasos do sistema porta-hepatico,
eles alcangam a fase adulta, acasalam-se e migram para as vénulas da parede intestinal, onde o
ciclo comeca novamente (ROSS et al., 2002). Um verme adulto vive, em média, 3-5 anos,
mas pode alcancar 30 anos. O potencial tedrico de reproducdo de um par de vermes é de

aproximadamente 600 bilhdes de esquistossomos (GRYSSELS et al., 2006).

3.1.4. MANIFESTACOES CLINICAS

A sintomatologia da esquistossomose ¢ influenciada por fatores como cepa do
parasito, carga parasitdria, idade, estado nutricional e resposta imune do paciente (NEVES et
al., 2005). De acordo com estes, os individuos parasitados podem permanecer assintoméaticos
ou apresentar sintomas mais graves, os quais podem acarretar suas mortes.

Logo ap6s o contato infectante, alguns individuos se queixam de manifestacdes
pruriginosas na pele, chamada de dermatite cercariana. Ela é decorrente da morte na pele de
até metade das cercdrias que penetram, e pode durar de 24-72 h pds-infecgdo, podendo
estender-se por 15 dias. Caracteriza-se por micropdpulas eritematosas e pruriginosas,
semelhantes a picadas de inseto ou eczema de contato, sendo muitas vezes nao reconhecidas
em 4areas endémicas (BOTTIEAU et al., 2006).

Ap6s 40 dias pode desenvolver-se a fase aguda da doenca, a qual muitas vezes é
assintomadtica, porém alguns individuos apresentam sintomas leves como febre, prostracio,
dores musculares, cefaléia, diarréia, tosse seca e sudorese. A maioria dos pacientes recupera-
se apds 2-10 semanas, mas alguns desenvolvem uma forma persistente com toxemia,
hepatoesplenomegalia, e leucocitose com eosinofilia. A fase aguda raramente é vista em
populacdes expostas cronicamente, ela € mais comum em turistas, viajantes e outras pessoas

expostas acidentalmente a transmissdo (HATZ, 2005; JELINEK et al., 1996).
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A fase cronica ndo ocorre devido aos vermes adultos, mas sim aos ovos que prendem-
se aos tecidos durante migragdo peri-intestinal ou apds embolizagdo do figado, bago, pulmdes
e sistema cérebro-espinhal, provocando inflamag@o eosinofilica e reacdo granulomatosa, que
gradativamente d4 lugar a depésitos fibréticos (CHEEVER et al., 2000). A doenca resulta de
deposicdo maciga de coldgeno nos espagos periportais, induzindo a Fibrose de Symmers. Esta
fibrose produz uma oclusdo progressiva da veia porta, hipertensdo portal, esplenomegalia,
circulacdo venosa colateral e varizes esofagianas. Em infec¢des por S. mansoni, este processo

fibrético pode levar de 5-15 anos (DESSEIN et al., 1999).

FIGURA 5: Ciclo Biolégico do Schistosoma
(GRYSSELS et al., 2006)
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A doenga ainda pode acarretar lesdes cardiopulmonares como arteriolite obstrutiva,
insuficiéncia pulmonar direita e hipertensdo pulmonar provocada por obstrugdo vascular
induzida por ovos, vermes mortos ou imunocomplexos Ag-Ac. O depdsito de complexos
imune nas dreas mesangiais também pode levar a glomerulonefrite (BARSOUM et al., 2004).
Lesdes no aparelho reprodutor de homens e mulheres também ocorrem em dreas endémicas,
facilitando a transmissdo sexual de outras doengas, e podendo induzir infertilidade
(POGGENSEE e FELDMEIER, 2001). E, lesdes do sistema nervoso central decorrentes de
inflamacdo ao redor de vermes ou ovos localizados ectopicamente, podem envolver danos

fibroticos irreversiveis se nao forem tratados (FERRARI, 2004).

3.1.5. IMUNOPATOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

A esquistossomose mansoni produz uma dicotomia da resposta imune, onde nos
primeiros dias de infeccdo, antes da oviposicdo, ocorre uma resposta Thl (WYNN et al.,
1993), seguida, apds a deposicdo de ovos no figado do hospedeiro, por um aumento drastico
das citocinas Th2 (GRYZCH et al., 1991).

Na fase inicial da doenga observa-se edema e infiltracdo de neutrdfilos e linfécitos,
além de uma tardia invasdo de eosindfilos no local onde ocorreu a penetracio da cercaria no
hospedeiro, causando um eritema papular pruriginoso (COURA, 2005). Também existem
evidéncias de que macréfagos ativados por IFN-y destroem cercdrias ao penetrar na pele, e
esquistossomulos no pulmio, demonstrando assim uma resposta Thl (SMYTHIES et al.,
1996).

Essa resposta Thl, considerada pré-inflamatdria, apresenta niveis elevados de IL-1,
IL-6, TNF-a (RIBEIRO DE JESUS, 2002), IFN-y e IL-2, e tem inicio através da producdo
precoce de IL-12 pelas células acessodrias. Inicia-se desde a infec¢do até cerca de cinco
semanas apoés a infec¢do, quando tem inicio a inflamagdo granulomatosa causada pelos ovos
depostos (STADECKER e HERNANDEZ, 1998).

Na fase cronica da esquistossomose, existe uma melhora no quadro clinico do
hospedeiro, devido a diminui¢do da resposta Thl, pela baixa produ¢do de IFN-y, e aumento
dos niveis de citocinas Th2, como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (ARAUJO et al., 1996). Uma
funcdo importante do perfil de resposta Th2 durante a infec¢do € prevenir, através das
citocinas produzidas, a producdo ou os efeitos de mediadores inflamatérios potenciais

(PEARCE e MACDONALD, 2002).
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Esta auséncia de IFN-y deve-se principalmente a modulagdo efetuada pela IL-10
(ARAUJO et al., 1996). A IL-10 foi identificada como o principal fator responsavel pela
inibi¢do da sintese de citocinas pelas células Th1 (MOSMANN et al., 1990), e sua producio
tem inicio a partir da deposicdo dos ovos pelos vermes adultos fémeas, continuando com
niveis elevados nos estdgios cronicos posteriores (SHER et al., 1991). Portanto, concluiu-se
que a IL-10 diminui a quantidade das populagdes de células Thl inflamatdrias, ou torna-as
anérgicas, levando ao desenvolvimento de uma resposta Th2 estdvel (FLORES-
VILLANUEVA et al., 1996).

A resposta imunolégica aos ovos de Schistosoma, em consequéncia a producdo de
citocinas Th2, produz uma reagdo granulomatosa composta por agregados de leucdcitos
inflamatorios, como linfécitos, macrdéfagos e eosinéfilos, colocados numa matriz extracelular
fibrosa (STADECKER et al., 2004), a partir dos ovos depostos pelo verme adulto fémea na
veia mesentérica que sdo carregados até o figado, e dele ndo conseguem sair (PEARCE e
MACDONALD, 2002).

A resposta Th2 leva a formacgdo de lesdes fibrosas periportais no figado e intestino,
geralmente encontradas perto ou dentro dos granulomas, e o desenvolvimento dessas lesdes ¢é
atribuido as atividades da IL-4, IL-13 e TGF- (HOFFMANN, WYNN e DUNNE, 2002).
Porém, estudos posteriores demonstraram que a IL-13 € a citocina mais importante no

processo de formagdo de tecido fibroso (CHIARAMONTE et al., 1999).

3.1.6. DIAGNOSTICO

O diagnéstico laboratorial da esquistossomose faz-se pelo encontro de ovos do
parasito (padrdao ouro), ou por deteccdo de anticorpos em testes imunolégicos (FELDMEIER
e POGGENSEE, 1993).

A demonstragcdo da presenca de ovos do parasito € feita através de técnicas as quais
podem utilizar a sedimentacio espontianea dos ovos, Método de Lutz ou Método de Hoffman,
Pons e Janer; ou pela avaliacdo quantitativa da carga parasitaria, Método de Kato-Katz, que se
baseia na clarificacdo da amostra fecal por glicerina e dgua, facilitando a visualiza¢do dos
ovos. Este dltimo é um método comumente utilizado em campo, pois permite a quantificacio
da infecg¢do pela contagem dos ovos, usualmente expressas por gramas de fezes (ENGELS et
al., 1996). Existe uma técnica, chamada oograma, usada para contagem de ovos, de acordo
com seu estddio evolutivo. Quando as fémeas realizam a oviposicdo, estes ovos estdo

imaturos, e amadurem ao longo de seis dias, passando por estadios (1° a 4° imaturos) até
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alcancar estddio maduro e ser eliminado junto com as fezes. Se eles ndo chegam as fezes,
morrem em 12 dias apds maturagdo, e tornam invidveis. Portanto, o oograma é muito utilizado
para avaliacdo de novas drogas, pois assim sua atividade pode ser avaliada em poucos dias
apos tratamento (SARVEL et al., 2006).

Os métodos imunoldgicos sdo utilizados para demonstrar a resposta do organismo do
hospedeiro a presenca de antigenos do parasito, devido a existéncia de anticorpos ou reacdes
alérgicas. Estes ensaios sdo sensiveis, porém ndo distinguem histdria de exposi¢ao de infeccao
ativa, além disso pode haver reacdo cruzada com outros helmintos, e eles ndo sdo facilmente
aplicaveis em campo (GRYSSELS et al., 2006). As técnicas mais utilizadas sio: reacdo de
fixagdo do complemento, reacdo periovular, reagdo cercariana, imunofluorescéncia indireta,

ELISA e reagdo intradérmica (teste alérgico) (NEVES et al., 2005; REY, 2001).
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3.2. TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

A principal ferramenta para o controle da esquistossomose estd no tratamento dos
individuos infectados. A procura por drogas quimioterdapicas comegou por volta de 1920, e até
1984 a estratégia para o controle da doenga estava centrada na elimina¢do dos moluscos. A
partir de entdo, a WHO recomendou uma mudanga na quimioterapia, resolucéo esta motivada
pelo aumento da disponibilidade do farmaco antiparasitirio, praziquantel (SANTOS,
ALMEIDA e LEITE, 2006). O desenvolvimento deste farmaco, em 1970, e seu amplo uso
nos anos subseqiientes foi essencial para a reducdo significante na mortalidade e morbidade
causada pela esquistossomose (BERGQUIST, 2002).

O praziquantel (PZQ) é uma pirazino-isoquinolina com um centro assimétrico
(FIGURA 6). Suas preparacdes comerciais sdo compostas de propor¢des iguais dos isomeros
opticos ativo levo (-), e do inativo dextro (+). A atividade esquistossomicida do levogiro tem
sido estabelecida por experimentos in vivo (ANDREWS et al., 1983; LIU et al., 1986;
TANAKA et al., 1989; WU et al., 1991; XIAO et al., 1999) e in vitro (STAUDT et al., 1992;
XIAO e CATTO, 1989).

Z
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FIGURA 6: Praziquantel
(2ciclo-hexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazino[2,1 -aJisoquinolin-4-ona)

Virias razdes fazem do praziquantel o principal agente esquistossomicida disponivel
comercialmente, entre outras: 1) alta eficdcia contra todas as espécies de Schistosoma e
cestodas; 2) minimos efeitos colaterais; 3) administragdo sob a forma de dose unica oral; e, 4)
baixo preco (CIOLI et al., 1995; FENWICK et al., 2003; HAGAN et al., 2004).

O praziquantel vem sendo comercializado sob o nome de Biltricide®, como tabletes
de 600mg (GRYSSELS et al., 2006). O tratamento ¢ feito por dose unica oral de 60 mg/kg de
peso corporal, para criancas com até 15 anos, e 50 mg/kg de peso corporal, para adultos

(BRASIL, 2007). Porém, em infestagdes pesadas recomenda-se administrar duas doses de 25
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ou 30 mg/kg, separadas por um intervalo de quatro horas (REY, 2001). Seus efeitos adversos
incluem nduseas, vOomitos e dor abdominal. Em infec¢des graves, pode ocorrer cdlica aguda
com diarréia sanguinolenta apds tratamento, provavelmente provocada pela massiva
destruicdo dos vermes e liberacdo de antigenos (STELMA et al., 1995).

Apesar do amplo uso do praziquantel e trés décadas de pesquisa, seu exato mecanismo
de acdo ainda é desconhecido (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2004). Sabe-se que o
praziquantel interfere com a homeostase do cilcio (GREENBERG, 2005) promovendo uma
contragdo muscular sustentada (FETTERER et al., 1980), e ruptura do tegumento que leva a
exposicdo de antigeno na superficie do verme (MEHLHORN et al.,1981). Um possivel alvo
que acarreta os eventos dependentes de Ca™ na presenca de praziquantel foi descrito por
Kohn e colaboradores (2001, 2003). Os autores clonaram subunidades B dos canais de Ca™
das bibliotecas de cDNA de S. mansoni e S. japonicum, e detectaram que elas apresentam
duas substituicdes de aminodcidos no consensus de fosforilagdo da proteina Kinase C. A
expressdo funcional dessa subunidade [ junto a uma subunidade o; humana, leva a uma
dréstica redugdo na amplitude da corrente elétrica. Este efeito ndo usual foi revertido na
presenca de praziquantel. Entdo, parece que a ausé€ncia de sitios de fosforilagdo na subunidade
B dos canais de Ca®* regulados por voltagem, do parasito, estd diretamente ligada a
sensibilidade ao praziquantel desta, antes insensivel, subunidade a; (KOHN et al., 2001,
2003).

Apesar de todas as vantagens do praziquantel, existem algumas ameagas ao seu uso
como terapia unica. Uma dessas ameacas é o aumento da manifestacdo aguda da doenga, na
qual o praziquantel ndo € efetivo. A fase aguda, conforme descrito anteriormente, € comum
em individuos que ndo tém contato prévio com antigenos do parasito, e eventualmente
infectam-se em dreas endémicas (ROCA et al., 2002). Essa preocupacio confirma-se através
de estudos onde parasitas imaturos mostraram-se praticamente insensiveis ao praziquantel em
sua dose padrao (PICA-MATTOCCIA e CIOLI, 2004).

O desenvolvimento de resisténcia ao fairmaco ndao é um problema de satde publica
hoje, porém € preocupante para um futuro préximo. Alguns relatérios tém modificado as
perspectivas com relagc@o a este assunto. Fallon e Doenhoff (1994) produziram uma cepa de
Schistosoma em laboratdrio pela mistura de quatro diferentes isolados geograficos, e apds sete
tratamentos com doses orais subcurativas de praziquantel, 93% dos vermes sobreviveram a 3
doses de 300 mg/kg, tratamento que deixou apenas 10% de sobreviventes na cepa original nio
selecionada. Em 1991, uma populacdo do Senegal tratada com a dose padrio de 40mg/kg,

apresentou uma baixa taxa de cura de 18% (STELMA et al., 1995). Essa mesma populacio
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tratada com a mesma dose de PZQ, e re-avaliada apds 6 semanas, novamente mostrou baixa
média de cura (GRYSSELS et al., 1994). Fallon e colaboradores (1997) testaram a
susceptibilidade de esquistossomos oriundos de moluscos do Senegal, e demonstraram que
estes vermes foram menos sensiveis ao praziquantel do que aqueles mantidos em laboratério.
O monitoramento de alguns trabalhadores tem sido feito no Egito, onde, em 1992, alguns
individuos néo apresentaram cura para esquistossomose, € alguns isolados resistentes tém sido
identificados e mantidos (ISMAIL et al., 1999).

Em contraste, a associagdo de esquistossomicidas e esteréides tem dado resultados
excelentes, principalmente para tratamento da esquistossomose aguda, cuja abordagem
terapéutica ainda é desconhecida (GELFAND et al., 1981; FARID et al., 1987). Coker (1957)
e Harrison e Doenhoff (1983) relataram varios experimentos em que a administracdo de
cortisona aumentou a resisténcia natural de camundongos a infec¢do por S. mansoni.
Trabalhos com dexametasona in vivo tém demonstrado atividade esquistossomicida efetiva
(LAGRANGE, 1963; NEWSOME, 1963) concluindo que este ester6ide induz mudangas que
levam a estabilizacdo da fung@o hepdtica e inibicdo da fibrogénese (WEINER, 1987).
Lambertucci e colaboradores (1989) trataram camundongos infectados com
esquistossomicidas associados aos esterdides dexametasona e prednisolona, demonstrando
acentuada reducdo na contagem de ovos liberados nas fezes, e no intestino e figado.

Apesar destes fatos, o praziquantel ainda se mantém como o principal firmaco contra
esquistossomose, € nao seria justificado interromper seu uso em muitas dreas onde ele ainda é
um beneficio para a populagcdo. Provavelmente serd necessirio modificar as estratégias de
quimioterapia em dreas como as apresentadas acima, onde ha perigo de selecdo de cepas
resistentes (CIOLI et al., 1995). Além disso, deve-se implementar programas para detec¢do
dos primeiros sinais de desenvolvimento de resisténcia, e restringir a quimioterapia em massa

para grupos de risco como mulheres, trabalhadores e escolares (FENWICK et al., 2003).
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3.3. TESTOSTERONA

Em 1930, a testosterona foi pela primeira vez caracterizada como um horménio sexual
masculino. Produzido principalmente pelos testiculos, e em propor¢des menores pelas
adrenais, ovario e placenta, este andrégeno € responsivel pela estimulagdo e controle do
desenvolvimento e manutencdo das caracteristicas masculinas, em vertebrados
(HANDELSMAN e LIU, 2005).

Por fazer parte do grupo de hormonios esterdides, sua estrutura quimica € derivada do
ciclo pentanoperidrofenantreno, um composto que consiste de quatro anéis ndo planares
fusionados (A, B, C e D). Sua molécula contém 19 dtomos de carbono, além de dois radicais
metilas, nas posicdes C10 e C13, um grupo cetdnico na posicdo C3, e uma hidroxila na

posicdo C17 (FIGURA 7).

FIGURA 7: Testosterona
(17b-hidréxi-4-androsten-3-um)

3.2.1. BIOSSINTESE

As células produtoras de hormonios esterdides utilizam como precursor o colesterol, o
qual pode ser obtido por: 1) meio de sua sintese dentro da célula, a partir do acetato; 2)
através de sua mobilizacdo das reservas depositadas em goticulas intracelulares, sob a forma
de ésteres de colesterol; e, 3) a partir das lipoproteinas plasmaticas, seja de baixa densidade
(LDL), ou de alta densidade (HDL) (DORNAS et al., 2006). Para que uma célula possa
captar colesterol circulante, ela deve apresentar um receptor de membrana capaz de se ligar a
uma lipoproteina especifica. As células produtoras de hormdnios esteroidais apresentam estes
receptores. Apds a ligacdo com seus receptores, as LDLs e HDLs internalizam-se por
endocitose, e os componentes protéicos sdo hidrolisados, liberando-se o colesterol nao-
esterificado. Este pode ser imediatamente utilizado na biossintese dos esterdides, ou ser
reesterificado e armazenado em vactolos lipidicos, para posterior utilizacio (RODRIGUES e

FAVARETTO, 1999).
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A primeira etapa de sintese consiste da clivagem de parte da cadeia lateral da molécula
de colesterol, originando a delta-5-pregnenolona. Esta reacdo € catalisada por uma forma de
citocromo P-450 existente no interior das mitocondrias (CHUNG et al., 1986). Em seguida a
pregnenolona é langada para o reticulo endoplasmatico, onde é processado de acordo com o
tipo celular e tipo de hormdnio. Nas células adrenais, responsdveis pela sintese dos
glicocorticéides, ela é hidroxilada nas posi¢des 17 e 21 e desidrogenada na posicdo 3-beta. Na
zona glomerulosa do cértex adrenal, apds a 11-beta-hidroxilagdo que origina corticosterona,
ocorre uma nova hidroxila¢io para a formacgao da aldosterona (STOCCO, 2001).

Nas células de Leydig do testisculo, a partir da pregnenolona, a sintese de testosterona
pode processar-se por duas vias principais: A4 € As. Na via A4, a dupla ligagdo estd no anel A,
entre o C4 e C5, e é derivada da progesterona. A pregnenolona é convertida em progesterona
pela 3pB-hidroxiesterdide-desidrogenase; a 170-hidroxilase e 17,20-desmolase ativam a
transformacdo da progesterona em 17c0-hidroxiprogesterona e androstenodiona,
respectivamente; e a 17B-OH-esterdide-desidrogenase catalisa a transformacdo da
androstenodiona em testosterona (FIGURA 8) (KRETSER, 2007).

Na via As, onde a dupla ligagéo estd no anel B, a pregnenolona é convertida pela agio
da 170-hidroxilase, em 17-OH-pregnenolona. Esta sob acdo da 17,20-desmolase, origina a
desidroepiandrosterona (DHEA), que se transforma em androstenodiol, pela acdo da enzima
17B-OH-ester6ide-desidrogenase. O androstenodiol converte-se em testosterona pela acdo da
3B-hidroxiesterdide-desidrogenase (FIGURA 8) (POLLACK et al., 1997).

Outros produtos de menor atividade androgénicas também sdo secretados pelas
gonadas: a androstenediona, dehidroepiandrosterona (DHEA), androstenodiol e
diidrotestosterona. Além disso, os androgenos sdo os precursores obrigatdrios dos estrogenos,
especialmente androstenodiona e testosterona, que sdo chamados andrégenos aromatizaveis, e
nas células da granulosa nos ovdrios em presenca de 17B-hidrogenase, sofrem aromatizagao
do anel A e desmetilagio do C10, originando estrona e estradiol (RODRIGUES e
FAVARETTO, 1999).

O LH e o FSH sdo os reguladores hipofisdrios coordenados da fungdo gonadal.
Através de retroalimentag@o negativa, sua sintese e secre¢do sdo aumentadas por diminui¢des
nos esterdides gonadais. As células de Leydig, estimuladas pelo LH, secretam testosterona, e
este por sua vez inibe a secrecdo de LH, agindo tanto ao nivel do hipotdlamo, inibindo a
secrecdo de GnRH (horménio liberador de gonadotrofinas), como da hipéfise, bloqueando o

efeito estimulante do GnRH (BERNE et al., 2004).
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FIGURA 8: Vias de Sintese dos Andrégenos
1) 20,22-desmolase; 2) 17a-desmolase; 3) 17,20-desmolase; 4) 17B-OHester6ide-desidrogenase;
5) 3p-OHesterdide-desidrogenase; 6) Sa-redutase; 7) 3a-redutase; 8) 17B-hidrogenase

A concentracdo plasmatica de testosterona durante os 10 primeiros anos de vida é
baixa (5-10ng/dL). No decorrer da puberdade ocorre um aumento constante, dos 10 anos aos
16-18 anos, estabilizando-se nos adultos (500-800ng/dL). A secrecdo deste andrégeno é

pulsatil, obedecendo ao ritmo de secre¢do do hormdnio luteinizante (LH) (ROY et al., 1999).
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Um grande pico de concentragcdes das gonadotropinas (LH e FSH) ocorre no plasma fetal no
meio da gestacdo; antes do nascimento estas diminuem, e aumentam novamente aos 2 meses
de idade, porém diminuem e sdo secretadas em niveis muito baixos durante toda a infancia
(FIGURA 9). O amadurecimento dos neurdnios hipotaldmicos durante a puberdade leva a
uma maior sintese e liberacdo de GnRH; aumentando também a producio e armazenamento
de LH pela hipdfise, e elevando rapidamente os niveis de testosterona em homens. Conforme
os niveis de testosterona aumentam durante a puberdade, eles agem elevando os niveis do
hormoénio do crescimento, e agindo em sinergismo eles produzem um aumento de massa
6ssea e muscular (HULL e HARVEY, 2002).

A testosterona pode ter os seguintes destinos na sua agdo sobre os tecidos dependentes
de andrégenos: 1) como testosterona livre, entra por difusdo simples ou facilitada na célula-
alvo, liga-se ao receptor nuclear especifico, e desencadeia os processos fisiologicos e
bioquimicos caracteristicos; 2) dentro da célula-alvo de véarios tecidos podem sofrer a
transformag@o em diidrotestosterona (DHT); 3) em tecidos como o hipotdlamo, hipdfise e
tecido adiposo, sob a acdo de enzimas aromatizantes, transformam-se em 17-estradiol; e 4)
ser metabolizada e transformada em compostos de baixa atividade androgénica (17-

cetosterodides, didis e tridis) (ROY et al., 1999).

3.2.2. FUNCOES DOS ANDROGENOS

Durante a vida intra-uterina, os andrégenos sdo os responsdveis pela diferenciacio
sexual do hipotilamo e pela virilizacdo da genitidlia interna e externa, sendo a
diidrotestosterona (DHT) a principal responsdvel nesta fase. Quando se inicia 0 processo
puberal, verificam-se as modificacdes sobre os Orgdos sexuais secunddrios e caracteres
sexuais secunddrios, com o aparecimento dos primeiros sinais de atividade testicular,
alteracdes morfoldgicas do escroto, aumento do tamanho testicular e, em seguida do pénis,
aparecimento dos pélos, modificagdes da distribuicdo de gordura no tecido subcutineo,
aumento do crescimento linear, da massa muscular e esquelética, alteragdes no timbre da voz
e desenvolvimento das glandulas sebdceas. A testosterona é o principal hormdnio necessario
para o inicio e manutencdo da espermatogénese, além disso, os andrégenos também

prolongam a vida do espermatozoéide epididimal (WILSON, 2001).
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FIGURA 9: Padrdo de secre¢do de gonadotropinas
ao longo da vida (BERNE et al., 2004)

Os andrégenos possuem intensa acdo sobre o metabolismo protéico, glicidico e
lipidico. Causam retengdo de nitrogénio, sédio, potassio, cloretos e fésforo inorganico. O
metabolismo basal aumenta de 5 a 15% durante tratamento androgénico. A testosterona
aumenta os niveis circulantes de colesterol ligado as lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
e reduz os niveis de colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade (HDL). Também
favorece o acimulo de gordura na regido abdominal e visceral. Estes efeitos sdo associados ao
maior risco de doenca cardiovascular em homens do que em mulheres (BERNE et al., 2004).

A testosterona ainda apresenta atividade sobre o estimulo da sintese de eritropoetina e
amadurecimento de precursores eritrdides; o nimero de glébulos vermelhos e o hematdcrito
sdo mais elevados em individuos do sexo masculino, diferenca esta que desaparece com a
castracdo; supressdo da sintese hepatica de globulina ligadora de cortisol e de eritropoetina;
supressdo do crescimento da glandula mamadria; inicio do impulso sexual; e estimulo do

comportamento agressivo (RODRIGUES e FAVARETTO, 1999).

3.2.3. DIFERENCAS IMUNOLOGICAS ENTRE OS SEXOS

As diferengas sexuais na funcdo imune s@o bem estabelecidas em vertebrados, fato

comprovado pela maior prevaléncia de infeccdes parasitdrias em machos do que em fémeas,
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sejam humanos ou ndo (ROBERTS et al., 2001). Esta diferenca na intensidade de infeccdo
poderia ser explicada por diferencas de exposicdo e fatores comportamentais entre os sexos,
que aumentariam a probabilidade de contato com os parasitas, jd que machos sdo mais
agressivos e maiores em compleigdo fisica do que as fémeas da mesma espécie (MOORE e
WILSON, 2002). Entretanto, varios estudos referem a existéncia de diferencas imunoldgicas
entre 0s sexos, € que estas podem aumentar o parasitismo em machos. Por exemplo, machos
geralmente exibem menores respostas imunes do que fémeas, as quais apresentam resposta
inata, resposta mediada por anticorpos e resposta celular maior do que machos (SCHUURS e
VERHEUL, 1990).

A primeira linha de defesa contra parasitas € a imunidade inata, a qual € imediata e ndo
requer exposi¢do prévia. Machos e fémeas diferem em intensidade de resposta inflamatoria,
onde fémeas respondem mais do que machos, teoria que poderia explicar porque mulheres
desenvolvem mais resposta auto-imune do que homens (DA SILVA, 1995). A atividade
fagocitica de neutrdfilos e macréfagos, e a produgdo e liberacdo de prostaglandinas E,,
tromboxano B, e 6xido nitrico apés estimulagc@o antigénica, também € maior em fémeas do
que em machos (SPITZER, 1999; MONDAI e RAI 1999; Du et al., 1984). As células
apresentadoras de antigenos (APC) (WEINSTEIN et al., 1984), e a expressao de moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe II em astrécitos, células
endoteliais e microglia sdo mais eficientes em fémeas do que de machos (BARNA et al.,
1996). Por outro lado, as concentracdes plasmaticas de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6
e TNF-a, sdo maiores em machos apds trauma (DIODATO et al., 2001). Com relagdo a
atividade de células natural killers (NK), alguns estudos ilustram que mulheres t€m menor
atividade NK do que homens (YOVEL et al., 2001), enquanto em outros estudos, a exposicio
de células in vitro ao estradiol aumenta a atividade NK (SORACHI et al., 1993).

A resposta humoral, a qual se baseia na producdo de anticorpos pelas células B, é
tipicamente maior em fémeas. A resposta imune mediada por células também difere entre os
sexos, havendo heterogeneidade funcional e fenotipica. Dependendo da infecgdo, fémeas
exibem preferencialmente um perfil de resposta Th2, com produgdo elevada de IL-4, IL-5, IL-
6 e IL-10 (BIJLSMA et al.,1999), porém hd relatos de que fémeas tem um maior perfil Thl,
com maiores concentracdes de [FN-y (BARRAT et al., 1997).

A hipétese prevalente para as diferencas imunoldgicas entre os sexos € aquela em que
os hormonios sexuais podem influenciar o sistema imune. A localizacdo de receptores para

estes hormonios, em especial testosterona estradiol e progesterona, em linfécitos, macréfagos,
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granuldcitos e mastdcitos, indicam que existam conexdes diretas entre sistema enddcrino e
imune (KLEIN, 2004).

Receptores para andrégenos, diidrotestosterona e testosterona, tém sido identificados
no timo, medula 6ssea e baco de roedores, e também em cultura de macréfagos
(WUNDERLICH et al., 2002). Exposi¢do a testosterona in vivo reduz a atividade de células
NK em camundongos (KLEIN, 2004). O estimulo de cultura de macrofagos in vitro com
testosterona reduz a sintese de produtos pré-inflamatérios (TNF-a e 6xido nitrico sintase),
assim como também aumenta a sintese de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 (TABELA
2) (D’AGOSTINO et al., 1999). Esses efeitos imunossupressores da testosterona devem
acontecer devido aos efeitos inibitérios em fatores transcricionais (NF-kB) que medeiam a
produgdo de citocinas pré-inflamatérias (MCKAY e CIDLOWSKI, 1999). Além disso, os
andrégenos suprimem a resposta imune por aumentar a expressdo de proteinas de estresse,
como as proteinas de choque térmico, e fatores de apoptose (JONES et al., 2000).

Os estrogenos modulam a fungdo imune em fémeas e contribuem para resisténcia
contra infeccdo, por afetar a imunidade inata e adquirida. Exposi¢do de células NK humanas a
estradiol in vitro melhora sua atividade citotoxica (SORACHI et al., 1993). Os estrogenos
também estimulam a sintese de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a
(TABELA 2) (MULLER e HUNT, 1996). Eles também podem aumentar a fungdo imune em
fémeas por proteger as células imunolégicas contra apoptose (VEGETO et al., 1999). A
progesterona pode estimular ou inibir a resposta imune, mas € tipicamente imunossupressora.
Ela suprime a resposta inata, incluindo atividade dos macréfagos e das células NK, assim
como o sinal de transducdo do NF-«xB e a producdo de nitrato e 6xido nitrico (TABELA 2).
Por isso, a progesterona € considerada um hormonio anti-inflamatério (SAVITA e RAI, 1998;
MULLER e HUNT, 1998).

Os glicocorticoides suprimem a resposta inata, humoral e celular, por diminuir a
sintese de citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, TNF-a e
INF-y, e pela producéo de citocinas anti-inflamatdrias como IL-4 e IL-10 (TABELA 2) (DEL
REY et al., 1984). Eles também alteram a produgdo de prostaglandinas e 6xido nitrico. E
como a testosterona, seus efeitos imunossupressores sdo explicados pelo antagonismo a

resposta mediada por NF-kB (MCKAY e CIDLOWSKI, 1999).
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TABELA 2: Efeitos dos esteroides sexuais na resposta imune

(KLEIN, 2004)

Hormonio

Resultados imunolégicos

Testosterona

| ndmeros de M®

| Producdo de Nitrito por M®

| iNOS mRNA

1 Producio de I1-10, IL-4, IL-5, IL-13
| Producdo de INFy mRNA

| Produgdo de TNFa

| Producio de Anticorpos

| Células T CD4+ e CD8+

Estradiol

| Producgio de Nitrato por MO

1 Fagocitose por M®

1 Degranulacao de Eosindfilo

1 Atividade NK

1 Producio de IL-1, IL-6 e TNFa

1 Apoptose por células T

1 Producao de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13
1 Atividade de células B

1 Producdo de Anticorpos?t

Progesterona

| Producao de Nitrato por MO
| Producdo de NO por M®

| Atividade NK

| Produgdo de TNFa

1 Produgao de IL-4, IL-5

| Produgdode Ig GeIg A

Glicocorticoides

| Atividade NOS

| iNOS mRNA

| Atividade NK

| Atividade de NF-«B

| Producdo de IL-1, IL-6 e TNFa
| Atividade IL-2

| Produgdo de INFy e TNFf

1 Producio de IL-4 e IL-10

| Produgio de anticorpos

| Células T CD8+
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3.4. MODULACAO DA ESQUISTOSSOMOSE PELA TESTOSTERONA

Populacdes de caramujos, densidade cercariana e padrdes de contato humano com
dgua contaminada mostram a forte variacdo temporal e espacial da esquistossomose,
resultando em uma distribuicdo focal da infeccdo dentro de paises, regides e cidades.
Tipicamente, a intensidade de pessoas infectadas aumenta de acordo com a idade, a partir da
infancia, com um pico em torno de 8-15 anos de idade, e diminuindo em adultos (GRYSSELS
et al., 1996). Estas caracteristicas t€m sido atribuidas a freqiiéncia de contato com &dgua
contaminada e a imunidade inata e adquirida. Entretanto, o padrdao de infec¢do também pode
estar relacionado ao sexo, a fatores ambientais, profissionais, culturais e religiosos
(GRYSSELS et al., 2006).

As razdes para o declinio da prevaléncia e intensidade de infeccdo por Schistosoma
humano a partir da segunda década de vida ainda ndo estdo bem entendidas. O sistema
enddcrino regula uma variedade de fungdes celulares e fisioldgicas dos organismos como
crescimento, reproducdo e diferenciacdo. Ele pode influenciar o curso da infec¢@o parasitaria
por modular o sistema imune, mas também pode ser explorado pelo parasita, para manter sua
sobrevivéncia (ESCOBEDO et al.,, 2005). Em virtude destes fatos, a habilidade dos
hormdnios de afetar o sistema imune dirigido contra agentes patogénicos tem recebido maior
atencao.

Os esterdides sdo implicados como um dos fatores que controlam o estabelecimento e
patogénese da esquistossomose. Um recente estudo feito em babuinos e camundongos sugere
o papel de hormodnios do eixo hipotdlamo-pituitdria-adrenal (HPA) no controle da
esquistossomose, especialmente regulando o estabelecimento, maturacdo e oviposi¢do do
Schistosoma, e entre estes hormonios estd a dehidroepiandrosterona (DHEA) (MORALES-
MONTOR et al.,, 2001). DHEA é um hormoénio esterdide adrenocortical, comumente
encontrado em sua forma sulfatada (DHEAS), e que sofre metabolizagcdo a testosterona no
organismo. Ele € secretado antes do nascimento e a partir da puberdade, com pico entre os 20-
29 anos (ABEBE et al., 2003), porém suas concentragdes declinam apds a terceira década de
vida. DHEA possui uma atividade imunomodulatdria, a qual ja foi associada ao aumento da
resposta imune a vacina contra Influenza (DANENBERG et al., 1997), no tratamento da
criptosporidiose (RASMUSSEN et al., 1995), e em infec¢des por S. mansoni (FALLON et al.,
1998). Estudos comprovam que os niveis sorolégicos de DHEA aumentam substancialmente
em adolescentes com idade entre 15-19 anos, periodo que coincide com o inicio do declinio

na intensidade de pessoas infectadas, e o pico do nivel de DHEA entre 20 e 29 anos, € a fase

42



CESAR, FERNANDA A.
Associagdo de testosterona e praziquantel no tratamento da esquistossomose mansoni experiemntal

onde ha menor intensidade de infec¢do populacional (ABEBE et al., 2003). Além disso,
cortisol e DHEAS, nas concentragdes 60 mg/kg e 4,5ug/mL respectivamente, inibem a
oviposicdo do S. mansoni in vitro; e DHEA, na concentragdo de 4,5ug/mL, tem forte
atividade cercaricida, esquistossomulicida e esquistossomicida in vitro (MORALES-
MONTOR et al., 2001).

Remoue e colaboradores (2002) verificaram que a testosterona tem a habilidade
funcional de inibir a atividade enzimética da Sh28GST, enzima da familia das glutationas-S-
transferases essencial para a vida do parasito no hospedeiro por influenciar transporte,
metabolismo e acdo dos esterdides. Essa enzima foi identificada no tegumento, parénquima e
orgaos germinais do Schistosoma (LIU et al., 1996), e tem sido uma candidata a vacina, pois a
imunizacdo com um recombinante da mesma reduziu a fecundidade de S. haematobium em
macacos infectados experimentalmente (BOULANGER et al., 1999). A inibicao da atividade
enzimdtica da Sh28GST ocorreu devido ao reconhecimento da enzima por anticorpos
especificos.

Alteracdes nas funcdes reprodutoras de mamiferos, portadores de esquistossomose,
provocadas por diminui¢cdes nos niveis soroldgicos de gonadotropinas (FSH e LH) e
testosterona tém despertado a atencdo da comunidade cientifica. Experimentos com ratos e
hamsters (LANSOUD-SOUTAKE et al., 1991), e com coelhos (KASILIMA et al., 2004),
mostraram que a infec¢do por S. mansoni pode prejudicar a funcdo reprodutora por diminuir
as concentragdes plasmdticas de LH e testosterona. Em humanos, alguns estudos
demonstraram que esquistossomose pode causar anomalias anatomicas dos Orgdos genitais e
efeitos adversos no sistema endécrino (SAAD et al., 1999), podendo haver diminui¢do na
contagem de esperma (MOMEN et al.,, 1987), além disso esses achados podem estar
associados a um aumento dos niveis soroldgicos de estradiol e uma diminuicdo na
testosterona (SAAD et al., 1999).

Entre criancas e adultos, a intensidade e prevaléncia das infec¢des causadas por
Schistosoma em areas endémicas sao maiores em homens do que em mulheres (DEGU et al.,
2002). Essas diferencas poderiam ser atribuidas a varios fatores, incluindo comportamento,
habitat, maior contato com dgua contaminada, maior exposi¢do aos moluscos, e diferengas na
pele que poderiam facilitar a penetracdo da cercdria (SHIFF et al.,, 1972). Entretanto,
conforme citado no pardgrafo anterior, a infeccio por S. mansoni diminui as concentragdes
plasmaticas de LH e testosterona, fazendo com que os homens apresentem elevada resposta
pré-inflamatéria, resposta humoral, perfil Thl e Th2 (TABELA 3) (NAUS et al., 2003;
ABEBE et al., 2001, REMOUE et al., 2001). Consequentemente, estes individuos apresentam
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uma maior resposta inflamatdria contra S. mansoni, desenvolvendo a forma mais grave da
doenca, com sintomas como hepatoesplenomegalia (MWATHA et al., 1998). Em contraste,
uma resposta regulatdria, incluindo sintese de IL-10 e TGF-B, que limitam e regulam as
respostas inflamatérias, encontra-se maior em fémeas (TABELA 3). A produgio de Ig A, a
qual protege contra re-infeccdo por Schistosoma, também € maior em fémeas do que em

machos (REMOUE et al., 2001).

TABELA 3: Diferencas imunoldgicas entre os sexos em resposta a
infeccdo por Schistosoma (KLEIN, 2004)

Parasita Hospedeiro Resposta em machos Resposta em Fémeas
Schistosoma mansoni/ Humanos 11g G TIg A
haematobium 11g Gl 1IL-10
1 1g G2a 1 TGFp
11g G4 1 Morte Celular de
T1IgE PBMC
1 INFy
1 TNFa

1 Proliferacdo de PBMC

Apesar de os machos serem mais susceptiveis do que as fémeas a muitos parasitas,
existem excecdes onde eles sdo mais resistentes. E o caso de camundondos Mus musculus
machos que sdo menos susceptiveis do que as fémeas a infec¢do por S. mansoni (ELOI-
SANTOS et al.,, 1992), enquanto as fémeas desenvolvem maior resposta imune pro-
inflamatéria (BOISSIER et al., 2003). Além disso, a administracdo de testosterona protege
contra infec¢do, enquanto a castragdo exacerba a carga parasitiria e mortalidade apds
inoculacdo com S. mansoni (NAKASAWA et al., 1997). Estes efeitos sdo melhor observados
quando a testosterona ¢ administrada durante o desenvolvimento das formas imaturas do
parasita.

A testosterona é usada clinicamente de duas formas, como terapia de reposicdo
androgénica e terapia farmacoldgica. Na terapia de reposicdo androgénica o objetivo principal
é recompor a exposi¢do de andrégeno para todos os tecidos usando doses de testosterona

exdgena, e tem como principal indicacdo clinica a deficiéncia de andrégenos, devido a

desordens do hipotdlamo, pituitiria e testiculos de etiologia genética ou adquirida
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(HANDELSMANN, 2005). A terapia farmacoldgica utiliza andrégenos objetivando encontrar
efeitos benéficos em homens com doengas cronicas. Como terapia adjuvante, seus objetivos
sdo melhorar a qualidade de vida e a morbidade de doencgas fatais, como: anemia por
insuficiéncia renal ou medular; insuficiéncia cardiaca ou respiratdria cronica; doenga auto-
imune dependente de esterdide; AIDS, para ganho muscular; prevencdo de ataques de
angioedema hereditario; e, paliativo no cancer de mama terminal (HANDELSMANN, 2006).

Virios estudos demonstram que a dexametasona apresenta efeitos anti-inflamatério e
antifibrético, os quais podem ter importantes implicacdes no tratamento da esquistossomose,
principalmente quando associados a esquistossomicidas, como o praziquantel. Esses
resultados foram encontrados quando a administracdo dos esterdides iniciou-se duas semanas
antes da infeccio (HERMETO et al., 1994). Porém, sua administragdo cronica comecando
junto com a infec¢do também reduziu o nimero de ovos hepdticos, retardou a maturagio e
diminuiu o tamanho do granuloma, e reduziu a quantidade de fibrose, produzindo niveis
sorologicos elevados de IL-10, e diminui¢do de INF-y e IL-4 (PYRRHO et al., 2002). Este
perfil sorolégico estd associado a prevencao da hiperpolarizagdo para a resposta Th1l ou Th2,
evitando aumento na média de mortalidade e morbidade (HOFFMAN et al., 2000).

Em virtude destes fatos, varios estudos foram realizados com o objetivo de confirmar
dados da literatura, os quais mostram que o tratamento com testosterona durante infeccdo por
Schistosoma estd associada a menor carga parasitiria, com alteracdes na contagem e
viabilidade dos ovos, e histopatoldgicas do hospedeiro. Estes resultados podem ter
implicagdes importantes no tratamento de portadores de esquistossomose, especialmente se a
dose terapéutica do praziquantel necessdaria para a cura puder ser reduzida, devido ao

tratamento combinado com a testosterona.
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4. ANIMAIS, MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

4.1.1. Camundongos

Camundongos albinos suicos Mus musculus, fémeas adultas, 30-40g, foram mantidos
no Biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) - UFPE, sob iluminacio
e temperatura controlados, com ragdo e dgua ad libitum.

4.1.2. Caramujos

Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata foram mantidos pelo Moluscédrio da

Disciplina de Parasitologia, do Departamento de Medicina Tropical, da UFPE.
4.1.3. Schistosoma mansoni

Todas as formas evolutivas do parasito, necessarias para este estudo, foram oriundas
da cepa BH (Belo Horizonte), mantida pelo Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA).
4.2. MATERIAL

4.2.1. Praziquantel

O praziquantel (2-(cyclohexylcarbonyl)-1,2,3,6,7-11b-hexahydro-4H-pyrazino(2,1a)
isoquinolin-4-one) foi adquirida da SIGMA ALDRICH CORPORATION (Lote 122K 1443).

4.2.2. Testosterona

A terapia hormonal foi feita com Testosterone propionate (4-androstin-17f3-ol-3-one),

adquirida da SIGMA ALDRICH CORPORATION (Lote 11H0995).
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4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Infeccio de caramujos do género Biomphalaria glabrata com miracidio de

Schistosoma mansoni

Fezes de camundongos infectados hd cerca de sete semanas (45 a 50 dias) foram
coletadas e tratadas de acordo com a técnica de sedimentacdo espontinea, pelo Método de
Hoffman, Pons e Janer, ou de Lutz. Apds este procedimento, o sedimento foi distribuido em
placas de Petri e exposto a iluminagéo e a temperatura de 28°C, até eclosdo dos ovos de S.
mansoni € visualizacdo dos miracidios em lupa. Grupos de dez miracidios foram pescados
com a ajuda de pipetas de Pasteur, e colocados em placas separadamente. Um caramujo
medindo cerca de 10 mm de didmetro foi colocado em contato com cada grupo de miracidios,
permanecendo exposto a luz e ao calor por mais duas horas. Apds infec¢do, os moluscos
foram postos em aqudrios com dgua desclorada, em ambiente protegido de luz. Todos esses

procedimentos foram realizados segundo Standen (1952).

4.3.2. Infeccao de camundongos Mus musculus com cercarias de S. mansoni

Os moluscos da espécie B. glabrata, em meio aquatico e sob exposicdo a luz, t€m a
capacidade de eliminar cercdrias através de seus tecidos moles. Apds a obtencdo de uma
suspensdo cercariana, os camundongos tiveram suas caudas emersas em uma fracdo desta
suspensao, a qual continha, em média, 80 cercérias. Este procedimento estd de acordo com a
Técnica de Imersdao Caudal (OLIVIER e STIREWALT, 1952). Os animais permaneceram
nesta posi¢do por duas horas, a 28°C e sob forte luminosidade, para facilitar a penetracdo das
cercdrias através da pele. Em seguida, os camundongos foram retirados e postos em suas

respectivas gaiolas.

4.3.3. Tratamento

Todos os animais foram infectados com 80 cercéarias de S. mansoni (cepa BH), e
divididos em grupos tratados com praziquantel (PZQ), praziquantel + testosterona (PZQ + T),
testosterona (T) e controle infectado, segundo protocolo realizado por Lambertucci e
colaboradores (1989). A testosterona foi administrada em doses fisiologicas de 350 e 700

pg/camundongo (ZARROW, YOCHIM & MCCARTHY, 1964), via intraperitoneal em 0,1
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mL de 6leo de milho, duas vezes por semana, comecando 10 dias antes da infeccio até uma
semana antes da leitura dos resultados, o qual ocorreu aos 70 dias pds-infeccdo
(NAKASAWA et al., 1997). O praziquantel foi dissolvido em tween e dgua destilada, e
administrado por via oral nas doses 250 e 83mg/kg, as quais representam 50 e 16,6% da dose
maxima respectivamente, durante trés dias consecutivos ap6s 50 dias de infec¢do. Os grupos
onde ndo houve administracio de testosterona, receberam o mesmo volume de 6leo de milho,
e os grupos que ndo foram tratados com praziquantel receberam dgua potavel. A avaliacdo foi
feita quanto a carga parasitdria, producdo e viabilidade dos ovos, e histopatologia de tecido
hepdtico e intestinal. A distribuicdo dos grupos experimentais de camundongos estd

representada na tabela 4.

TABELA 4: Distribuicdo dos grupos experimentais de camundongos,
de acordo com doses de praziquantel e testosterona

GRUPO TRATAMENTO

PZQ 1 Praziquantel (250mg/kg)

PZQ1+T Praziquantel (250mg/kg) + Testosterona (350pg/camundongo)
P7ZQ 2 Praziquantel (83mg/kg)

PZQ2+T Praziquantel (83mg/kg) + Testosterona (350pug/camundongo)
PZQ3 Praziquantel (250mg/kg)

PZQ3+TM Praziquantel (250mg/kg) + Testosterona (700pg/camundongo)
T Testosterona (350pg/camundongo)

™™ Testosterona (700pg/camundongo)

CONTROLE Nio tratado

4.3.4. Contagem de ovos

Os camundongos foram analisados quanto a eliminag@o de ovos nas fezes, aos 49 dias
de infec¢do, o que correspondeu a andlise antes do tratamento com PZQ; aos 55 dias de
infec¢do, periodo imediatamente apds o término do tratamento com PZQ; e aos 64 dias de

N

infeccdo, dia anterior a realizacdo da perfusdo do sistema porta. O método de Kato-Katz

(KATZ et al., 1972) foi utilizado para analisar as amostras.
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4.3.5. Contagem de carga parasitaria

Todos os animais foram eutanasiados 15 dias apds o término do tratamento. Os
animais foram mortos por deslocamento cervical e submetidos a perfusdo do sistema porta
hepético, para retirada dos vermes, os quais foram separados em placas de Petri contendo
salina a 0,85% , em seguida contados e classificados, de acordo com o sexo e vitalidade
(DUVAL e DEWITT, 1967). Posteriormente foram retirados trés fragmentos da porcdo distal
do intestino delgado, para andlise do oograma, e o figado e uma por¢do do intestino, para

andlise histopatoldgica.

4.3.6. Viabilidade dos ovos

Trés fragmentos retirados da porg¢do distal do intestino foram lavados em solucdo salina
e ligeiramente secados em papel absorvente. Posteriormente, os mesmos foram comprimidos
entre lamina e laminula para realizagdo da leitura (PELLEGRINO e FARIA, 1965). Os
fragmentos foram microscopicamente analisados e 300 ovos, por camundongos, contados e
classificados de acordo com os seus estddios de desenvolvimento. Os ovos foram
classificados em: (i) ovos imaturos vidveis (de 1° a 4° estadio); (ii) ovos maduros vidveis; e,
(iii) ovos invidveis (calcificados, com miracidio retraido, semi-transparentes) (PELLEGRINO

e KATZ, 1969).

4.3.7. Histopatologia

O figado e intestino dos animais, retirados para processamento histopatoldgico,
foram fixados com formol tamponado a 10% e em seguida colocados em dlcool a 70%.
Apo6s a fixacdo, foram desidratados em uma bateria crescente de dlcoois (80 a 100%),
diafanizados em Xilol e incluidos em parafina; posteriormente foram realizados os cortes
histologicos com espessura de Sum (MICHALANY, 1980). Os cortes foram corados pela
técnica de rotina com Hematoxilina & Eosina (HE) e Tricromico de Masson (TM), sendo
em seguida montados entre lamina e laminula com resina sintética (Entellan®, Merck).
Apds a montagem, a captura das imagens foi feita através de microscépio 6ptico (LEICA),
com camara digital acoplada a um computador com programa especifico para andlise de
imagem, e os cortes representativos foram escolhidos de acordo com a melhor visualizacio

das alteragdes histopatoldgicas nos tecidos do hospedeiro.
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4.3.8. Analise dos Dados

A anélise estatistica foi realizada pelo Software Prism GraphPad, versdo 3.00 para
Windows. O Teste de Dunnett foi usado para comparagdo entre o grupo controle e os

multiplos grupos experimentais. As diferencas foram consideradas significantes em P<0,05.

4.3. CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo faz parte do projeto de pesquisa intitulado “Desenvolvimento e
avaliag¢@o farmacoldgica e clinica de novos fairmacos para esquistossomose” MCT/FINEP/CT
SAUDE Edital 01/2003, referéncia 1455/03, o qual possui autorizacio da Comissio de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE, Oficio n® 11/2004, para manipula¢do de

camundongos em laboratério (ANEXO).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A associacio da testosterona com o praziquantel (PZQ) no tratamento de
camundongos albinos suicos infectados com Schistosoma mansoni revelou-se eficaz,
melhorando a resposta terapéutica do praziquantel quando utilizado isoladamente. O
praziquantel, na dose de 250 mg/kg, mostrou-se eficaz em reduzir a carga parasitdria em
80,3% (TABELA 5). Sua associacdo com a testosterona, na dose 350ug/camundongo,
aumentou em 13 % a eficicia dessa dose de praziquantel. O praziquantel, na dose de 83

mg/kg, foi ineficaz, como também o foi a testosterona sozinha (TABELA 5).

Tabela S: Atividade esquistossomicida de diferentes doses do Praziquantel, associado ou ndo a
testosterona, contra S. mansoni (cepa BH) em camundongos ap6s 15 dias do término do tratamento.

Grupo Numero de vermes recuperados
Experimental Machos Fémeas Total Média DP Eficacia (%)
Controle 44 22 66 6,6 4,5 -
Testosterona (T ) 39 24 63 7 2.4 -
PZQ 1 13 0 13 1,6 2,6 80,3
PZQ2 44 26 70 7 1,8 -
PZQ1+T 3 1 4 0,5 0,7 93,65
PZQ2+T 52 29 81 8,1 3,7 -

Com relagdo a viabilidade dos ovos (FIGURA 10), observou-se auséncia de estadio
evolutivo apés tratamento com as duas doses de praziquantel. No entanto, com a dose menor
de praziquantel foram observados estddios jovens, indicando a recuperagdo de fémeas, o que
ndo foi visto com a dose maior, levando-nos a inferir uma cura parasitoldgica com esta ultima.
A associagdo com testosterona ndo modificou esses resultados. Com relagdo aos ovos
invidveis observou-se que o tratamento dos camundongos com a testosterona sozinha, como
também com PZQ nas duas doses, aumentou o ndimero de ovos invidveis em relacdo ao
controle infectado. A associagdo do PZQ, em suas duas doses, com a testosterona aumentou o
nimero de ovos invidveis quando comparado ao controle infectado, porém em comparagao ao

tratamento com PZQ, as alteracdes foram insignificantes (FIGURA 10).
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Figura 10: Oograma de camundongos eutanasiados apds 15 dias do término do tratamento
com Praziquantel (250 ou 83mg/kg) e/ou Testosterona (350pg/camundongo)
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Figura 11: Média do nimero de ovos por grama de fezes de camundongos, nos grupos controle
e tratados com Praziquantel (250 ou 83mg/kg) e/ou Testosterona (350pug/camundongo)

52



CESAR, FERNANDA A.
Associagdo de testosterona e praziquantel no tratamento da esquistossomose mansoni experiemntal

No que se refere a contagem de ovos nas fezes, o praziquantel nas duas doses
utilizadas reduziu o seu ndmero, em relagdo ao controle infectado. A associagdo com
testosterona ndo alterou estes resultados. A testosterona sozinha ndo modificou o nimero de
ovos em relagdo ao controle infectado, porém houve um acentuado decréscimo na contagem
de ovos entre os dias 6 e 14 dias pds-tratamento, fato que ndo aconteceu no grupo controle
(FIGURA 11).

O efeito da testosterona, sozinha ou em associagdo com o praziquantel, em aumentar o
nimero de ovos invidveis no intestino, e o efeito da associacio com as duas doses do
praziquantel em reduzir o nimero de ovos nas fezes, sugere que de alguma forma a
testosterona foi eficaz como ovicida. Para magnificar o sinergismo da associacdo do
praziquantel com a testosterona, a dose desse hormonio foi duplicada (700pg/camundongo), e
este tratamento foi associado com praziquantel na dose de 250mg/kg.

Neste experimento, o tratamento utilizando apenas testosterona promoveu uma
reducdo de 25,90% na carga parasitiria (TABELA 6). O praziquantel sozinho reduziu o
ndmero de vermes em 73,05%, porém associagdo com testosterona aumentou esta reducdo em
22,75%, perfazendo uma diminui¢do total de 95,80% no numero de vermes. O grifico de

reducgdo no nimero de vermes estd representado na figura 12.

Tabela 6: Atividade esquistossomicida de Testosterona
(700pg/camundongo) e/ou PZQ (250pg/kg)

Grupo Numero de vermes recuperados
Experimental Machos Fémeas Total Média DP Eficacia (%)
Controle 167 26 193 38,60 5,03 -
Testosterona (T M) 112 31 143 28,60 5,595 25,90*
PZQ3 43 9 52 10,40 3,43 73,05
PZQ 3 +TM 8 5 13 1,625 1,685 95.80°

*P<0,001, comparado com o grupo controle

Esses resultados coincidem com os de outros autores, que observaram que a média de
ndmero de vermes recuperados de camundongos com altos niveis de testosterona, devido a
administracdo exdgena do hormdnio, também foi significativamente menor, em relacdo aos
animais com baixos niveis de testosterona devido a castracdo (Nakasawa et al,1997). Neste

mesmo estudo, os autores deduzem que a testosterona atua no inicio da infec¢éo, pois quando
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sua administracdo iniciou-se apds 10 ou mais dias de infec¢do, a carga parasitdria foi
semelhante a fémeas normais, e machos castrados.

Fallon e colaboradores (1998), também obtiveram uma menor carga parasitdria apds
tratamento com DHEA, hormoénio esterdide que sofre metabolizacdo a testosterona, e este
efeito foi mais pronunciado em animais cujo tratamento comecou duas semanas antes da
infeccdo. Estes resultados indicam que o efeito protetor da testosterona parece ocorrer em

resposta ao estagio migratorio do parasita (esquistossdémulo), e ndo ao verme adulto.
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FIGURA 12: Redugdo da carga parasitdria apds tratamento com Testosterona
(700pg/camundongo) e/ou PZQ (250ug/kg). (P<0,001)

Lambertucci e colaboradores (1989), estudando o sinergismo entre PZQ e os
esterdides dexametasona e prednisolona, deduziram que estes podem bloquear ou atrasar o
desenvolvimento de vermes afetados pelo esquistossomicida. Assim, uma explicacdo
alternativa para o efeito da testosterona sobre a diminuicdo de carga parasitiria obtida no
presente experimento poderia ser semelhante, na qual a testosterona interaje com o
Schistosoma, e afeta o desenvolvimento do esquistossémulo, seja interrompendo o ciclo
bioldgico do parasita ou facilitando a agdo do esquistossomicida sobre 0 mesmo.

Apesar do tratamento com uma dose maior de testosterona, a viabilidade dos ovos nio
apresentou alteracdes, sendo encontrado todos os estadios de evolu¢do. Porém, a
administracdo de testosterona associada ao praziquantel promoveu um aumento no nimero de
ovos inviaveis (P<0,001), com redug@o dos ovos maduros, quando comparados aos resultados
do controle ndo tratado (FIGURA 13). O aumento do nimero de ovos invidveis no grupo
tratado com a associagdo foi insignificante quando comparado ao grupo tratado apenas com

praziquantel. Estadios jovens de evolugdo dos ovos (1° € 2°) também foram observados nos
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grupos tratados com a associagdo de praziquantel e testosterona, ou apenas com O

esquistossomicida, sem diferencas significativas entre eles, indicando recuperacdo das

fémeas.

75 ,
. mmm 10 Estadio
£ 20 Estadio
©
‘g, 504 mmm 30 Estadio
< 40 Estadio
§ Maduro
g 25 = Inviavel
T
°\° IJ_IJJ

0_

Controle ™ PZQ 3 PZQ3+TM

FIGURA 13: Oograma de camundongos infectados por S. mansoni, e
tratados com Testosterona (700pug/camundongo) e/ou PZQ (250ng/kg)

A testosterona parece ndo afetar a fertilidade, e dessa forma a oviposi¢do, das fémeas
de S. mansoni. Estudo realizado com tratamento exdgeno de testosterona em camundongos
fémeas e machos castrados, também nao apresentou diferencas significativas no nimero de
ovos hepdticos entre os grupos experimentais e o controle (NAKASAWA et al, 1997). O
tratamento com DHEA também néo afetou a fecundidade das fémeas (FALLON et al, 1998).

Estudos realizados com administragdo de dexametasona em camundongos infectados
por S. mansoni, também ndo apresentaram alteracdes na cinética de oviposicdo do parasita,
encontrando quantidades similares de ovos imaturos e maduros nos fragmentos intestinais
(HERMETO et al, 1994), comparando-se animais tratados e controle. Todavia, este quadro
acarreta um aciimulo de ovos nos tecidos, refletindo reducdo em sua eliminagdo, ficando os
mesmos retidos no intestino como proposto por Lenzi e colaboradores (1989). Eles
relacionaram este fato a acdo indireta dos glicocorticéides sobre os eosindfilos, células que
favorecem a passagem dos ovos pelo intestino, bloqueando sua eliminagdo pelas fezes.

Doenhoff e colaboradores (1978) também observaram um bloqueio parcial na
excrecdo de ovos, onde o niimero de ovos produzidos pelos vermes continua o mesmo, porém

ocorrem alteragdes na eliminagdo dos mesmos junto com as fezes, quando estudaram o
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desenvolvimento da infec¢do por S. mansoni em animais imunossuprimidos, por tratamento
com esterdides.

Com relagdo ao nimero de ovos liberados junto com as fezes, o tratamento com
testosterona nao modificou esta caracteristica. A média de ovos por grama de fezes diminuiu
consideravelmente nos dois grupos tratados com praziquantel, inclusive no grupo onde houve
associacdo com testosterona, e no mesmo nio foram encontrados ovos apds 14 dias de

tratamento com o esquistossomicida (P<0,05).
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FIGURA 14: Média do niimero de ovos por grama de fezes de camundongos infectados
por S. mansoni e tratados com Testosterona (700ug/camundongo) e/ou PZO (250ug/kg)

5.1. Resultados Histopatolégicos

A inflamag¢@o granulomatosa em esquistossomose € uma reagdo de hipersensibilidade
mediada por células a antigenos de ovos do parasita, que estdo alojados no tecido hepatico
(REY et al, 2001). Os granulomas sdo compostos por uma area de necrose envolta por
macrdfagos, eosinéfilos e linfocitos, havendo com o tempo, o aparecimento de uma area de
cura com depdsito de fibras de coldgeno, um processo que leva a fibrose tecidual (LENZI et
al, 1999). Na fase cronica da infeccdo, o alto nimero de granulomas e sua confluéncia pode
induzir a hipertensdo portal, sangramento gastrointestinal, e eventualmente, a morte

(CHEEVER e YAP, 1997).
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Os animais pertencentes ao grupo controle apresentaram reacdo inflamatdria
granulomatosa tipica da patogenia da esquistossomose, com granulomas dispersos pelo
parénquima hepético e mucosa intestinal, envoltos por fibras de colageno (FIGURA 15). Os
resultados  histopatolégicos dos animais tratados com testosterona, na dose
350ug/camundongo, nao apresentaram diferencas morfolégicas nos tecidos estudados (figado
e intestino) quando comparados aos resultados do controle (FIGURA 16). O tratamento com

testosterona também nio modificou o aspecto dos granulomas.

FIGURA 15: Fotomicrografias de granulomas esquistossomoticos em camundongos controle:
A) granulomas dispersos no parénquima hepdtico em torno de resto de ovo («), envolto por
intenso emaranhado de fibras coldgenas: T.M. (100X), B) Intensa reacdo linfocitdria préximo a
granuloma na lamina prépria da mucosa intestinal e presenga de granuloma («), também, na
regido da camada muscular externa: T.M. (100X).

FIGURA 16: Fotomicrografias de granulomas esquistossométicos em camundongos tratados
com testosterona (T). A) granulomas hepdticos em torno de resto de ovo («—), envolto por intenso
emaranhado de fibras coldgenas: T.M. (100X), B) Intensa reacdo granulomatosa na lamina
prépria da mucosa intestinal e na regido da camada serosa («—): T.M. (100X).
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O tratamento com o praziquantel, nas duas doses, foi eficiente com relagdo aquele
instituido para os animais controle, uma vez que foi observada nitida preservacdo da mucosa
intestinal desses animais. Contudo, a reacdo granulomatosa ainda se fez presente nos figados

dos mesmos, embora um pouco atenuada (FIGURA 17).

FIGURA 17: Fotomicrografias de figado e intestino de camundongos tratados com praziquantel (250 ou
83mg/kg): A e B (PZQ 1); C e D (PZQ 2). A) granuloma hepdtico («) circunscrito préximo a veia
centroloburar (V): H.E. (100X), B) Mucosa intestinal preservada: H.E. (100X). C) granulomas ativados
(«-) préximos as veias centroloburares (V) no parénquima hepatico: H.E. (100X), D) Mucosa intestinal
preservada: H.E. (100X).
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A associacdo do praziquantel com testosterona foi condizente com os resultados ja
mencionados para o tratamento com praziquantel, especialmente com relacdo ao grupo PZQ 1
+ T. No entanto, ndo podemos inferir uma potenciacdo da resposta medicamentosa pela
associagdo da testosterona, devido a observacdo de reacdo granulomatosa em tecido hepatico
de animais pertencentes ao grupo PZQ 1 + T, e em regido de mucosa intestinal do grupo PZQ

2 + T (FIGURA 18).

FIGURA 18: Fotomicrografias de figado e intestino de camundongos tratados com praziquantel (250
ou 83ug/kg) e/ou testosterona (350pug/camundongo): A e B (PZQ 1+ T); C e D (PZQ 2 + T). A)
Granuloma em fase de resoluc@o (¥) a esquerda, e granuloma («) ativado a direita: H.E. (100X). B)
Mucosa intestinal preservada: H.E. (100X). C) Parénquima hepdtico aparentemente preservado. D)
reacdo granulomatosa em torno de restos de ovos («—) restritos a ldmina prépria da mucosa intestinal:
H.E. (100X).
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No segundo experimento, os animais pertencentes ao grupo controle também
apresentaram reacdo inflamatéria granulomatosa tipica da patogenia da esquistossomose, com
granulomas dispersos pelo parénquima hepético e mucosa intestinal, envoltos por fibras de
coldgeno (FIGURA 19). O tratamento com testosterona, na dose 700 pug/camundongo, nio
alterou os resultados histopatologicos, nio havendo diferencas morfolégicas nos tecidos
estudados (figado e intestino), ou diferencas no aspecto dos granulomas quando comparados

ao controle (FIGURA 20).

FIGURA 19: Fotomicrografias de granulomas esquistossométicos em camundongos controle:
A) granulomas dispersos no parénquima hepético em torno de resto de ovo («+), envolto por
intenso emaranhado de fibras coldgenas: T.M. (100X), B) Reacdo granulomatosa («+—), também, na
regido da camada muscular externa: T.M. (100X).

FIGURA 20: Fotomicrografias de granulomas esquistossomdticos em camundongos tratados
com testosterona - 700pg/camundongo (TM). A) granulomas hepéticos em torno de resto de ovo,
envolto por intenso emaranhado de fibras coldgenas: H.E. (100X), B) Intensa reagdo
granulomatosa na ldmina prépria da mucosa intestinal e na regido da camada serosa: H.E. (100X).
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Com relagdo aos animais do grupo controle, o tratamento com o praziquantel foi
eficiente, apresentando uma nitida preservacdo da mucosa intestinal desses animais, e
granulomas em fase de resolugdo no tecido hepatico, os quais representam um estiagio de

involug@o do granuloma com alta densidade de colageno (FIGURA 21).

FIGURA 21: Fotomicrografias de figado e intestino de camundongos tratados com praziquantel - 250
mg/kg (PZQ 3). A) Granulomas hepdticos em fase de resolucdo (*): T.M. (100X), B) Mucosa intestinal
preservada: T.M. (100X).
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Conforme os resultados do primeiro experimento, os resultados histopatolégicos da
associacdo do praziquantel com testosterona foi semelhante aos do tratamento com
praziquantel. No tecido hepitico de animais do grupo PZQ 3 + TM foram observados
granuloma hepéticos ao redor de ovos e granulomas em fase de resolucdo, porém a mucosa
intestinal se encontroava preservada (FIGURA 22). Esses resultados ndo podem indicar

potenciacao do efeito protetor do praziquantel pela testosterona.

FIGURA 22: Fotomicrografias de figado e intestino de camundongos tratados com praziquantel - 250
mg/kg e testosterona - 350ug/camundongo (PZQ 3 + TM). A) Granuloma hepatico ao redor de ovo («)
e granuloma em fase de resolug@o (*): T.M. (100X). B) Mucosa intestinal preservada: H.E. (100X).
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Conforme citado anteriormente, a testosterona parece ndo afetar a oviposicdo das
fémeas de S. mansoni, pois camundongos infectados e tratados com esse hormoénio nio
apresentaram alteracdes no numero de ovos hepdticos, quando comparados ao controle
(NAKASAWA et al, 1997). O mesmo foi observado apés tratamento com DHEA (FALLON
et al, 1998) e dexametasona (HERMETO et al,1994; PYRRHO et al, 2002).

Portanto, os resultados descritos neste estudo concluiram que o tratamento com
testosterona reduz a carga parasitaria, confirmando os dados da literatura, porém nao altera a
viabilidade de ovos, a contagem de ovos nas fezes e os aspectos histopatolégicos nos tecidos
hepdtico e intestinal dos hospedeiros. A associagdo entre testosterona e praziquantel aumenta
a acdo esquistossomicida do dltimo, indicando que o tratamento combinado com testosterona

pode melhorar a eficicia do praziquantel.
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Os hormonios sexuais, especialmente a testosterona, estio implicados como fatores que
controlam o estabelecimento e patog€nese da esquistossomose, seja modulando a resposta
imune protetora e regulando a infec¢do por Schistosoma, seja afetando a maturacido e
oviposicdo do parasita. Com o objetivo de demonstrar que a presenca de testosterona no
hospedeiro durante infec¢do por Schistosoma esta relacionada a menor carga parasitiria e
alteracdes patoldgicas do hospedeiro, o estudo descrito no presente trabalho avaliou os efeitos
desse hormdnio, associado ou ndo ao praziquantel no tratamento da esquistossomose
experimental. A testosterona promoveu diminui¢do de carga parasitiria e alteracdes na
viabilidade de ovos em tecido intestinal de camundongos suicos fémeas infectados com S.
mansoni. No que concerne ao numero de ovos liberados nas fezes, o tratamento com
testosterona parece ndo modificar esta fungdo. O tratamento com PZQ promoveu uma maior
preservacdo dos tecidos hepdtico e intestinal, ndo havendo uma potenciagdo desse efeito
protetor pela testosterona. Entdo, os resultados aqui apresentados sugerem que a testosterona
apresenta um efeito benéfico no tratamento da esquistossomose mansoni, aumentando a
eficicia do praziquantel, firmaco de primeira escolha recomendado pela Organizacio

Mundial de Saude.

Indice de palavras-chave e abreviaturas: Schistosoma mansoni; Esquistossomose;
Trematoda; Biomphalaria glabrata; Testosterona; Mus musculus; Praziquantel (PZQ);
Miligrama por Kilograma de peso corporal (mg/kg); Micrograma por camundongo

(ug/camundongo); Hematoxilina & Eosina (HE); Tricromico de Masson (TM).
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INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca causada por helmintos do género Schistosoma, que
afeta aproximadamente 200 milhdes de pessoas em todo o mundo (WHO, 2006). Estudos
epidemioldgicos em diferentes regides endémicas demonstram que os padrdes de infec¢do por
este género sdo similares (FALLON et al, 1998), havendo uma maior prevaléncia em criangas
(KLEIN, 2004), com um pico de infec¢do entre os 10 e 14 anos, seguido por um declinio
dréstico, o qual se inicia no periodo da puberdade (MORALES-MONTOR et al, 2001).

Os hormonios sexuais, em especial a testosterona, t€m sido apontados como um dos
fatores que podem influenciar os niveis da infec¢@o parasitdria, modulando a resposta imune,
e diminuindo a susceptibilidade a infeccdo com a idade (FULFORD et al, 1998, SKELLY et
al, 1994). Existem espécies nas quais as fémeas sdo mais susceptiveis a infec¢do por S.
mansoni, é o caso de camundongos da espécie Mus musculus, onde os machos sio resistentes,
e as fémeas apresentam uma maior resposta pré-inflamatéria, desenvolvendo a forma mais
grave da doenga (ELOI-SANTOS et al, 1992). Em adi¢do, camundongos machos castrados
exibem um maior nivel de infec¢do, enquanto fémeas tratadas com testosterona exdgena tém
uma diminui¢do de carga parasitiria NAKASAWA et al, 1997).

A principal estratégia atual para o controle da esquistossomose estd no tratamento dos
individuos infectados, o qual consiste na utilizacdo do praziquantel (PZQ) como farmaco de
escolha, por ser efetivo contra todas as espécies de interesse médico do gé€nero Schistosoma.
Porém sua pouca eficicia sobre as formas imaturas (PICA-MATTOCCIA e CIOLI, 2004) do
parasita tem sérias implicagdes no tratamento da esquistossomose aguda, a qual ainda ndo
possui uma abordagem terapéutica consolidada. Procurando contribuir na resolugdo desse
problema, o uso de esquistossomicidas associados a esterdides tem sido pesquisado
experimentalmente, e obtendo resultados satisfatérios, como os encontrados com
dexametasona (PYRRHO et al, 2002); cortisona (HARRISON e DOENHOFF, 1983);
prednisolona (LAMBERTUCCI et al, 1989); e de-hidroepiandrosterona (FALLON et al,
1998).

Em virtude destes fatos, com o objetivo de demonstrar que a presenca de testosterona
no hospedeiro durante infeccio por Schistosoma esta relacionada a menor carga parasitaria, e
pode ter importantes implicacdes no tratamento da esquistossomose, ndés promovemos a
administracdo de testosterona exdgena em camundongos Mus musculus fémeas infectados por

S. mansoni, associada ou ndo ao praziquantel.
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MATERIAL E METODOS

Parasitas e Hospedeiros

Neste estudo foi utilizada a cepa Belo Horizonte (BH) de Schistosoma mansoni,
mantida pelo Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE). Caramujos
Biomphalaria glabrata foram usados como hospedeiros intermedidrios, e camundongos
albinos suicos fémeas Mus musculus como definitivos. A manutencdo dos hospedeiros foi

realizada no LIKA/UFPE.

Testosterona e Praziquantel

O PZQ foi adquirido pela SIGMA ALDRICH CORPORATION (Lote 122K1443). A
terapia hormonal foi feita com Testosterone propionate, adquirida pela SIGMA ALDRICH
CORPORATION (Lote 11H0995).

Tratamento

Camundongos fémeas adultas, 30-40g, foram mantidos em Biotério com iluminacéo e
temperatura controladas, e racdo e dgua ad libitum. Todos os animais foram infectados por
imersdo caudal com 80 cercérias de S. mansoni (cepa BH), e divididos em grupos: Controle -
grupo infectado nido tratado, G1 - tratado com Testosterona, G2 — tratado com PZQ , G3 -
tratado com PZQ + Testosterona, segundo protocolo realizado por Lambertucci e
colaboradores (1989). A testosterona foi administrada em doses fisioldgicas de 350 e 700
lg/camundongo, via intraperitoneal em 0,1 mL de 6leo de milho, duas vezes por semana,
comecando 10 dias antes da infeccdo até uma semana antes da leitura dos resultados, o qual
ocorreu aos 70 dias pos-infeccio (NAKASAWA et al, 1997). O praziquantel foi administrado
por via oral nas doses 250 e 83mg/kg, durante trés dias consecutivos ap6s 50 dias de infecgdo.
Os grupos, onde nao houve administracdo de testosterona, receberam o mesmo volume de
6leo de milho, e os grupos que ndo foram tratados com praziquantel receberam agua potavel.
A avaliacdo foi feita quanto & carga parasitdria, contagem de ovos nas fezes, viabilidade de

ovos em tecido intestinal e altera¢des histopatoldgicas.
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Kato-Katz

Os camundongos foram analisados quanto a eliminacdo de ovos nas fezes, aos 49 dias
de infeccdo, o que correspondeu a andlise antes do tratamento; aos 55 dias de infeccdo,
periodo imediatamente apds o término do tratamento; e aos 64 dias de infec¢ao, dia anterior a
realizacdo da perfusdo do sistema porta. O método de Kato-Katz (KATZ et al, 1972) foi
utilizado para analisar as amostras, ele baseia-se na clarificacdo da amostra fecal por glicerina
e dgua, facilitando a visualizacdo dos ovos, e permite a quantificagdo da infec¢do pela

contagem dos ovos, usualmente expressas por gramas de fezes (ENGELS et al, 1996).

Carga Parasitaria

Todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e submetidos a
perfusdo do sistema porta hepatico para retirada, contagem e classificacdo dos vermes, de
acordo com o sexo e vitalidade, apds 15 dias do término do tratamento (DUVAL e DEWITT,
1967). Posteriormente foram retirados trés fragmentos da por¢do distal do intestino delgado,

para andlise do oograma, e o figado e uma porcdo do intestino, para andlise histopatoldgica.

Oograma

Trés fragmentos retirados da porcdo distal do intestino foram lavados em solugdo
salina e ligeiramente secados em papel absorvente. Posteriormente, os mesmos foram
comprimidos entre lamina e laminula para realizagdo da leitura (PELLEGRINO e FARIA,
1965). Os fragmentos foram microscopicamente analisados e 300 ovos, por camundongos,
contados e classificados de acordo com os seus estddios de desenvolvimento. Os ovos foram
classificados em: (i) ovos imaturos vidveis (de 1° a 4° estadio); (ii) ovos maduros vidveis; e,
(iii) ovos invidveis (calcificados, com miracidio retraido, semi-transparentes) (PELLEGRINO

e KATZ, 1969).

Analise Histopatolégica

O figado e intestino dos animais, retirados para processamento histopatoldgico, foram

fixados com formol tamponado a 10% e em seguida colocados em dlcool a 70%. Apés a

fixacdo, foram desidratados em uma bateria crescente de dlcoois (80 a 100%), diafanizados
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em Xilol e incluidos em parafina; posteriormente foram realizados os cortes histolégicos com
espessura de Sum (MICHALANY, 1980). Os cortes foram corados pela técnica de rotina com
Hematoxilina & Eosina (HE) e Tricromico de Masson (TM), sendo em seguida montados
entre lamina e laminula com resina sintética (Entellan®, Merck). Apdés a montagem, as
preparagdes foram avaliadas com relag@o a escolha dos cortes representativos para a captura
das imagens através de microscopio 6ptico (LEICA), com camara digital acoplada a um

computador com programa especifico para analise de imagem.

Analise dos dados

A anélise estatistica foi realizada pelo Software Prism GraphPad, versdo 3.00 para
Windows. O Teste de Dunnett foi usado para comparagdo entre o grupo controle e os

multiplos grupos experimentais. As diferencas foram consideradas significantes em P<0,05.

RESULTADOS

A associagdo da testosterona com PZQ no tratamento de camundongos albinos suicos
infectados com Schistosoma mansoni revelou-se benéfica, melhorando a resposta terapéutica
do praziquantel quando utilizado isoladamente. O tratamento com testosterona (G2)
promoveu uma redugéo de 25,90% na carga parasitaria (TABELA 1). O praziquantel sozinho
(G3) reduziu o nimero de vermes em 73,05%, porém o sinergismo com a testosterona (G4)
aumentou esta reducdo em 22,75%, perfazendo uma diminuicdo total de 95,80% no niimero

de vermes.

TABELA 1

O tratamento utilizando apenas testosterona (G2) ndo alterou a viabilidade dos ovos,
sendo encontrado todos os estddios de evolucdo. Porém, a administracdo de testosterona
associada ao praziquantel (G4) promoveu um aumento no ndmero de ovos invidveis
(P<0,001), com reducdo dos ovos maduros, quando comparados aos resultados do controle
ndo tratado (FIGURA 1). Estddios jovens de evolugdo dos ovos (1° e 2°) também foram
observados nos grupos tratados com a associagdo de praziquantel e testosterona (G4), ou
apenas com o esquistossomicida (G3), sem diferengas significativas entre eles, indicando

recuperagdo das fémeas.
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FIGURA 1

Com relagdo ao nimero de ovos liberados junto com as fezes, o tratamento com
testosterona parece ndo modificar esta caracteristica. Apenas houve uma diminui¢do da
quantidade dos ovos (sem significancia) apds quatorze dias de tratamento, quando
comparados ao controle ndo tratado (FIGURA 2). A média de ovos por grama de fezes
diminuiu consideravelmente nos dois grupos tratados com praziquantel (G3 e G4), porém no
G4 ndo foram encontrados ovos apds 14 dias de tratamento com o esquistossomicida

(P<0,05).

FIGURA 2

Os animais pertencentes ao G1 apresentaram reacio inflamatdria granulomatosa tipica
da patogenia da esquistossomose, com granulomas dispersos pelo parénquima hepatico e
mucosa intestinal, envoltos por fibras de coligeno (FIGURA 3). O tratamento com
testosterona, na dose 700 pg/camundongo (G2), ndo alterou os resultados histopatolégicos,
ndo havendo diferencas morfoldgicas nos tecidos estudados (figado e intestino), ou diferencas

no aspecto dos granulomas quando comparados ao controle (FIGURA 4).

FIGURA 3

FIGURA 4

Com relag@o aos animais do grupo controle, o tratamento com o praziquantel (G3) foi
eficiente, apresentando uma nitida preservacdo da mucosa intestinal desses animais, e
granulomas em fase de resolug¢do no tecido hepdtico, os quais representam um estigio de

involugdo do granuloma com alta densidade de colageno (FIGURA 5).

FIGURA 5

Os resultados histopatoldgicos da associagdo do praziquantel com testosterona (G4)
foi semelhante aos do tratamento com praziquantel (G3). No tecido hepatico de animais do

grupo G4 foram observados granuloma hepdticos ao redor de ovos e granulomas em fase de
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resolucdo, porém a mucosa intestinal se encontroava preservada (FIGURA 6). Esses

resultados ndo podem indicar potenciacdo do efeito protetor do praziquantel pela testosterona.

FIGURA 6

DISCUSSAO

No estudo aqui descrito nés usamos o modelo experimental para investigar um possivel
sinergismo entre testosterona e praziquantel no tratamento da esquistossomose mansoni. Nossos
resultados apresentaram alteragdes de carga parasitdria e viabilidade dos ovos, onde a testosterona
reduziu o nimero de vermes ndo apenas quando aplicada junto com a testosterona, como também
sozinha, e promoveu um aumento do nimero de ovos invidveis com decréscimo de ovos maduros no
grupo tratado com testosterona e praziquantel.

Esses resultados coincidem com os de outros autores, que observaram que a média de nimero
de vermes recuperados de camundongos com altos niveis de testosterona, devido a administracdo
exdgena do hormdnio, também foi significativamente menor, em relagdo aos animais com baixos
niveis de testosterona devido a castracio (NAKASAWA et al,1997). Neste mesmo estudo, os autores
deduzem que a testosterona atua no inicio da infeccdo, pois quando sua administragio iniciou-se apds
10 ou mais dias de infec¢@o, a carga parasitdria foi semelhante a fémeas normais, e machos castrados.

Fallon e colaboradores (1998), também obtiveram uma menor carga parasitria apos
tratamento com DHEA, hormdnio esteréide que sofre metabolizacdo a testosterona, e este efeito foi
mais pronunciado em animais cujo tratamento comecou duas semanas antes da infec¢do. Estes
resultados indicam que o efeito protetor da testosterona parece ocorrer em resposta ao estigio
migratério do parasita (esquistossomulo), e ndo ao verme adulto.

A testosterona parece nao afetar a fertilidade, e dessa forma a oviposicao, das fémeas
de S. mansoni. Estudo realizado com tratamento exdgeno de testosterona em camundongos
fémeas e machos castrados, também nao apresentou diferencas significativas no ndmero de
ovos hepdticos entre os grupos experimentais e o controle (NAKASAWA et al, 1997). O
tratamento com DHEA também néo afetou a fecundidade das fémeas (FALLON et al, 1998).

Estudos realizados com administragdo de dexametasona em camundongos infectados
por S. mansoni, também ndo apresentaram alteracdes na cinética de oviposicdo do parasita,
encontrando quantidades similares de ovos imaturos e maduros nos fragmentos intestinais
(HERMETO et al, 1994), comparando-se animais tratados e controle. Todavia, este quadro
acarreta um acimulo de ovos nos tecidos, refletindo reducdo em sua eliminagéo, ficando os

mesmos retidos no intestino como proposto por Lenzi e colaboradores (1989). Eles

88



CESAR, FERNANDA A.
Associagdo de testosterona e praziquantel no tratamento da esquistossomose mansoni experiemntal

relacionaram este fato a acdo indireta dos glicocorticéides sobre os eosindfilos, células que
favorecem a passagem dos ovos pelo intestino, bloqueando sua eliminagao pelas fezes.

Doenhoff e colaboradores (1978) também observaram um bloqueio parcial na
excrecdo de ovos, onde o niimero de ovos produzidos pelos vermes continua o0 mesmo, porém
ocorrem alteragdes na elimina¢do dos mesmos junto com as fezes, quando estudaram o
desenvolvimento da infec¢do por S. mansoni em animais imunossuprimidos, por tratamento
com esteroides.

A inflamag¢@o granulomatosa em esquistossomose ¢ uma reacdo de hipersensibilidade
mediada por células a antigenos de ovos do parasita, que estdo alojados no tecido hepatico
(REY et al, 2001). Os granulomas sdo compostos por uma drea de necrose envolta por
macrdfagos, eosinéfilos e linfocitos, havendo com o tempo, o aparecimento de uma area de
cura com depdsito de fibras de coldgeno, um processo que leva a fibrose tecidual (LENZI et
al, 1999). Na fase cronica da infeccdo, o alto nimero de granulomas e sua confluéncia pode
induzir a hipertensdo portal, sangramento gastrointestinal, e eventualmente, a morte
(CHEEVER e YAP, 1997).

O aparecimento de granulomas nos 6rgios de camundongos tratados com praziquantel
e/ou testosterona, estd de acordo com os resultados do oograma, onde nio houve alteragdo na
fecundidade dos vermes, sendo observados todos os estadios de evolucdo dos ovos apds
tratamento. A explicacdo pode estar no fato do tratamento alterar a distribui¢do dos ovos nos
tecidos, reduzindo a excre¢do dos mesmos pelas fezes, e favorecendo a deposicdo dos
mesmos no intestino ao invés do figado (PYRRHO et al, 2002).

Conforme citado anteriormente, a testosterona parece nao afetar a oviposicdo das
fémeas de S. mansoni, pois camundongos infectados e tratados com esse hormoénio nio
apresentaram alteracdes no numero de ovos hepdticos, quando comparados ao controle
(NAKASAWA et al, 1997). O mesmo foi observado apds tratamento com DHEA (FALLON
et al, 1998) e dexametasona (HERMETO et al,1994; PYRRHO et al, 2002).

O tratamento de camundongos com glicocorticdides mostrou significante reducdo no
tamanho e 4rea dos granulomas (PYRRHO et al, 2002). Essa redu¢do nas medidas dos
granulomas hepéticos poderia ser benéfica para o hospedeiro, conforme relato de Fanning e
colaboradores (1981), onde camundongos infectados com S. mansoni apresentaram uma
diminui¢do em tamanho do granuloma diretamente proporcional as redu¢des na média de
hipertensao portal e morbidade.

Os resultados apresentados neste trabalho concluem que a testosterona foi eficaz no

tratamento da esquistossomose mansoni, melhorando a agdo esquistossomicida do
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praziquantel, por reduzir a carga parasitaria e aumentar a inviabilidade dos ovos de S.
mansoni, independente de estar associado ao praziquantel. Entretanto, a liberacao de ovos nas
fezes e os achados histopatolégicos ndo foram alterados pela terapia hormonal. O mecanismo

pelo qual a testosterona age ainda ndo estd definido.
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Tabela 1: Atividade esquistossomicida de Testosterona
(700pg/camundongo) e/ou PZQ (250png/kg)

Grupo Nimero de vermes recuperados
Experimental Machos ~ Fémeas Total Média DP Eficécia (%)
Controle 167 26 193 38,60 5,03 -
Testosterona (G1) 112 31 143 28,60 5,595 25,90"
PZQ (G2) 43 9 52 10,40 3,43 73,05
PZQ + testosterona 8 5 13 1,625 1,685 95.80°

(G3)

*P<0,001, comparado com o grupo controle
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FIGURA 1: Oograma de camundongos infectados por S. mansoni, e tratados

com Testosterona (700pug/camundongo) e/ou PZQ (250ug/kg)
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FIGURA 2: Média de ovos por grama de fezes de camundongos infectados por S.
mansoni e tratados com Testosterona (700pg/camundongo) e/ou PZQ (250ng/kg)
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FIGURA 3: Fotomicrografias de granulomas esquistossométicos em camundongos Controle: A)
granulomas dispersos no parénquima hepdtico em torno de resto de ovo («—), envolto por intenso
emaranhado de fibras coldgenas: T.M. (100X), B) Reacdo granulomatosa («+—), também, na regidao

da camada muscular externa: T.M. (100X).

97



CESAR, FERNANDA A.
Associacéo de testosterona e praziquantel no tratamento da esquistossomose mansoni experiemntal

ol

FIGURA 4: Fotomicrografias de granulomas esquistossométicos em camundongos tratados com
testosterona - 700ug/camundongo (G1). A) granulomas hepdticos em torno de resto de ovo,
envolto por intenso emaranhado de fibras coldgenas: H.E. (100X), B) Intensa reacdo
granulomatosa na lamina prépria da mucosa intestinal e na regido da camada serosa: H.E. (100X).
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FIGURA 5: Fotomicrografias de figado e intestino de camundongos tratados com praziquantel - 250
mg/kg (G2). A) Granulomas hepdticos em fase de resolucdo (¥*): T.M. (100X), B) Mucosa intestinal
preservada: T.M. (100X).
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FIGURA 6: Fotomicrografias de figado e intestino de camundongos tratados com praziquantel - 250
mg/kg e testosterona - 350pg/camundongo (G3). A) Granuloma hepético ao redor de ovo («) e
granuloma em fase de resolucdo (*): T.M. (100X). B) Mucosa intestinal preservada: H.E. (100X).
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8. CONCLUSOES GERAIS

A testosterona apresenta-se eficaz no tratamento da esquistossomose mansoni,

melhorando a a¢do esquistossomicida do praziquantel.

Os beneficios da associacdo de testosterona e praziquantel demonstraram ser

dependentes da dose administrada.

Na dose 350ug/camundongo a testosterona reduziu a carga parasitiria € aumentou a

inviabilidade dos ovos de S. mansoni quando associada ao praziquantel.

Quando administrada na dose de 700ug/camundongo, a redu¢do de carga parasitéria e
aumento da inviabilidade dos ovos também foram observados no grupo experimental

onde houve apenas administracio de testosterona.
Com relacdo a quantidade de ovos liberados nas fezes, ndo houve alteragcdes desse
parimetro nos grupos tratados com testosterona em relagdo ao grupo controle,

independente de estar associada ou ndo ao agente esquistossomicida.

O tratamento com PZQ promoveu uma maior preservacdo dos tecidos hepdtico e

intestinal, ndo havendo uma potenciagdo desse efeito protetor pela testosterona.

O mecanismo pelo qual a testosterona age, produzindo reducdo de carga parasitiria e

inviabilidade dos ovos de parasita, ainda nio est4 definido.
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COMISSAO DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL
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CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Oficio n" 11/2004 Recite, 19 de maio de 2004

Da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para Gloria Isolina Pinto Duarte
Departamenté de Fisiologia CCB/UFPE

| .
. | Os membros da Comissdo de Elica em Experimentagdo Animal do Centro de
Ciéncias Bloxoglcas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a
resposta de V. Sa. referenle ao parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado
sDesenvolvimento e Avaliagio Farmacolégica e Clinica de Novos Medicamentos para
Esquistossomose”, processo N° 003870/2004-94

Concluimos que os procedimentos descritos para a ulilizagdo experimental dos animais
encontiam-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboralory Animals as quais sdo adotadas como crilérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — art. 32 e
Decreto 3.1'/9-3{1 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos, ressaltamos ainda que o sacrificio dos animais experimentais, realizado no presente
trabalho, jusfifica-se pelo fato de ndo existirem recursos allernativos para a realizagdo do
procedimento cientifico. Dianle do exposto, emilimos um parecer favoravel aos protocolos
experimentais realizados.

Atenciosamente,

N f| DS €& o . .
Profa. Silene Carmneiro do N1scnmonto
Presidente da Comissdo de Elica em Experimentagao Animal

%ELQ_&LS’J@&
Profa. Belmfra Lara da S. Andrade da Costa

Vice-Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagéo Animal
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