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RESUMO

A esquistossomose mansoni é causada pelo Schistosoma mansoni e sua quimioterapia ha mais de
40 anos é realizada pelo Praziquantel (PZQ). Embora seu uso esteja estabelecido pela Organizagdo
Mundial da Saude, o farmaco continua a ser investigado na tentativa de compreender melhor e
preencher lacunas sobre seus modos de agdo no parasito e efeitos na resposta imune dos
hospedeiros. Esta tese possui como objetivo compilar mecanismos de acdo de PZQ em Schistosoma
ja descritos e novas perspectivas terapéuticas, além de investigar os efeitos na resposta imune ap6s
tratamento com o farmaco, durante as fases aguda e crénica da doenca. No capitulo I, foi realizada
uma revisdo narrativa de literatura, na qual abordamos os mecanismos de acéo ja descritos, onde
reforcamos que ainda ndo ha uma justificativa consolidada para a eficacia reduzida de PZQ em
estagios imaturos do verme. Além disso, apresentamos um compilado de novas perspectivas
terapéuticas em relacdo ao uso de PZQ, como adjuvante na fabricacdo de vacinas, potencializando
a resposta imune. O capitulo 11 foi construido a partir de experimentagdo in vitro e in vivo em
relacdo ao PZQ e S. mansoni. Os ensaios in vitro foram realizados com vermes adultos submetidos
a diferentes concentrac6es de PZQ (0,1; 1 e 10 pg/mL) para avaliar sua mobilidade e mortalidade.
Todas as concentracdes analisadas apresentaram acdo na mortalidade dos vermes, entretanto a
medida que a concentracdo diminuia, o tempo de sobrevivéncia dos vermes aumentava no
experimento. Para obtencdo dos dados in vivo, camundongos machos foram infectados
experimentalmente por cercarias de S. mansoni e tratados com PZQ, durante sete dias consecutivos
(dos dias 45° ao 51°, apo6s a infecgdo). A eutanasia dos animais foi dividida em dois intervalos da
progressao da doenca: uma parte dos animais com 60 dias de infecgédo (fase aguda) e os demais
com 90 dias (fase crbnica), para realizacdo das analises parasitologicas, histopatolégicas e
imunoldgicas. Para os dois periodos da doenca foi observado que PZQ reduziu o nimero de ovos
tanto no figado quanto nas fezes, assim como reduziu também o nimero de granulomas no figado.
Ja para o intestino, foi observada reducdo em relacdo a presenca de granulomas apenas para a fase
crbnica. Essas reducdes de carga parasitaria e na presenca de granulomas foram acompanhadas
também pela reducdo do infiltrado celular, lesdo tecidual no figado e intestino e diminuigdo de
eosinofilos e aumento de linfécitos. Em relacdo ao perfil de resposta gerado durante a infeccdo, foi
observado que PZQ afetou a producdo de citocinas dos perfis Thl, Th2 e Treg. Para ambos os
periodos analisados (aguda e cronica), foi observada a diminui¢do nas concentraces de TNF-a,
IL-6 e IL-10. Assim, podemos concluir que além do seu reconhecido papel antiparasitario, o
farmaco também atua com agente anti-inflamatorio em ambas as fases, modula a resposta imune,
podendo estar associado a reducédo da patologia tecidual.

Palavras-chave: esquistossomose, quimioterapia, praziquantel, alvos moleculares, resposta imune



ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni is caused by Schistosoma mansoni and chemotherapy has been carried
out with praziquantel (PZQ) for more than 40 years. Although the World Health Organization
prescribes the use of praziquantel, the drug continues to be researched to better understand its mode
of action on the parasite and its effects on the host immune response and to fill gaps. The aim of
this thesis is to compile previously described mechanisms of action of PZQ in Schistosoma and
new therapeutic perspectives, as well as to investigate the effects on the immune response
following treatment with the drug in the acute and chronic phases of the disease. In Chapter I, we
conducted a narrative literature review in which we addressed the previously described
mechanisms of action, reiterating that there is still no consolidated rationale for the lower efficacy
of PZQ in immature stages of the worm. In addition, we present a compilation of new therapeutic
perspectives regarding the use of PZQ as an adjuvant in the production of vaccines to enhance the
immune response. Chapter Il was prepared from in vitro and in vivo experiments related to PZQ
and S. mansoni. In vitro experiments were performed with adult worms exposed to different
concentrations of PZQ (0.1, 1 and 10 pg/mL) to evaluate their mobility and mortality. All
concentrations analyzed showed an effect on worm mortality. However, the survival time of the
worms in the experiment increased with decreasing concentration. To obtain in vivo data, male
mice were experimentally infected with S. mansoni cercariae and treated with PZQ for seven
consecutive days (from day 45 to 51 post-infection). The euthanasia of the animals was divided
into two intervals of disease progression: part of the animals at 60 days of infection (acute phase)
and the rest at 90 days (chronic phase) to perform parasitologic, histopathologic and immunologic
analyzes. For both phases of the disease, PZQ was found to reduce the number of eggs in the liver
and feces as well as the number of granulomas in the liver. In the intestine, a reduction in
granulomas was only observed in the chronic phase. This reduction in the parasite load and the
presence of granulomas was also accompanied by a reduction in the cellular infiltrate, tissue
damage in the liver and intestine as well as a decrease in eosinophils and an increase in
lymphocytes. Regarding the response profile generated during infection, it was observed that PZQ
affected the production of cytokines from the Thl, Th2 and Treg profiles. For both periods
analyzed (acute and chronic), a decrease in the concentrations of TNF-a, IL-6 and IL-10 was
observed. From this we can conclude that, in addition to its recognized antiparasitic role, the drug
also acts as an anti-inflammatory agent in both phases, modulating the immune response and
possibly associated with a reduction in tissue pathology.

Keywords: schistosomiasis, chemotherapy, praziquantel, molecular targets, immune response
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose mansoni é uma parasitose causada pelo helminto Schistosoma mansoni
(BERGQUIST et al., 2017). Esta doenca possui como caracteristica uma resposta inflamatéria
granulomatosa e deposicao de tecido fibroso em torno dos ovos do parasito que sdo retidos em
orgdos, como o figado, quando nédo excretados nas fezes (MCMANUS et al., 2018).

O tratamento da esquistossomose baseia-se hd mais de 40 anos no uso do medicamento
Praziquantel® (PZQ) (CIOLI; PICAMATTOCCIA, 2003; BERGQUIST etal., 2017). A facilidade
de administracdo, o custo baixo e a eficdcia contra as trés principais espécies de Schistosoma
tornaram o PZQ a droga de escolha para o tratamento da esquistossomose (CIOLI et al., 2003;
DOENHOFF et al., 2008).

O PZQ reduz a carga parasitaria do hospedeiro definitivo, como uma forma de prevenir a
transmisséo da doenca, e impede a evolucdo da doenga para as formas graves (PORDEUS et al.,
2008; BRASIL, 2014). Essa reducdo na morbidade da doenga, e consequente boa resposta
terapéutica, é fortemente associada ao tratamento durante a fase postural da doenca (UTZINGER
et al., 2003; VIMIEIRO, 2009), na qual os vermes ja amadureceram sexualmente, acasalaram e
iniciaram a oviposicdo (ANDERSON; ENABULELE, 2021). O PZQ possui agdo direta sob o
verme adulto, causando paralisia da musculatura, vacuolizagdo do tegumento e exposicdo de
antigenos da superficie, o que facilita o reconhecimento para o sistema imunolédgico do hospedeiro
definitivo (CIOLI, 1998; CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 2003; JIRAUNKOORSKUL et al., 2005;
XIAO et al., 2018). Entretanto, na fase pré-postural da doenca, periodo em que sdo encontrados 0s
vermes imaturos, PZQ ndo demonstra eficacia (UTZINGER et al., 2003; VIMIEIRO, 2009), que
gera grande curiosidade e possibilidades de investigacao.

Apesar de ser preconizado para o tratamento da esquistossomose ao longo de décadas, ainda
existem questionamentos sobre o papel do PZQ na inducédo da resposta imune durante a infeccao,
principalmente sobre sua atividade nos estagios iniciais da infecgdo (CHAN et al., 2013; CIOLI et
al., 2014). A partir das discussGes sobre a eficadcia ou ndo de PZQ em diferentes fases de
desenvolvimento do parasito e da doenca, esta pesquisa buscou compreender melhor os
mecanismos imunologicos envolvidos na eficacia de Praziquantel em dois tempos diferentes da

infeccdo: fase aguda (60 dias) e fase cronica (90 dias).
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A tese foi dividida em dois capitulos, no capitulo | é apresentado um artigo de revisao,
intitulado “Praziquantel: An update on the mechanism of its action against schistosomiasis and new
therapeutic perspectives”, publicado na Revista Molecular & Biochemical Parasitology, qualis A4
e fator de impacto: 1.759, que retine achados sobre os mecanismos de acdo de PZQ ja descritos,
para o tratamento da esquistossomose, incluindo atualiza¢des dos dados e destaca possiveis outras
formas de uso do farmaco, que ndo sejam de cunho parasitologico. No capitulo 1l foi realizada a
caracterizacdo e comparacdo da acdo de PZQ na resposta imune de camundongos infectados

experimentalmente por S. mansoni, apds 60 e 90 dias pos-infec¢ao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose é uma doenca infecciosa parasitaria causada por helmintos do género
Schistosoma Weiland 1858 (GRYSEELS, 2012). Estes vermes pertencem ao filo Platyhelminthes
Gegenbauer 1859, classe Trematoda Rudolphi 1808 e familia Schistosomatidae Stiles & Hassal
1898 (GRYSEELS et al., 2006). O género Schistosoma possui 23 espécies descritas (REY et al.,
2021), das quais seis destacam-se por serem agentes etioldgicos da esquistossomose ou bilharziase
em humanos: Schistosoma haematobium Bilhartz, 1852, Schistosoma japonicum Katsurada, 1904,
Schistosoma mansoni Sambon, 1907, Schistosoma intercalatum Fischer, 1934, Schistosoma
mekongi Voge, Brickner e Bruce 1978 e Schistosoma guineenses Pages, Jourdane, Southgate e
Tchuem, 2003 (McMANUS et al., 2020).

Em relacdo a distribuicdo das principais espéecies causadoras da esquistossomose, S.
haematobium (esquistossomose urogenital) é endémica na Africa e Oriente Médio (WEBSTER et
al., 2012; BOISSIER et al., 2016; PONPETCH et al., 2021) (Figura 1). Quanto a distribuicao das
espécies responsaveis pela esquistossomose intestinal, S. intercalatum e S. guineenses possuem
ocorréncia em Camar@es, Guiné Equatorial, Gabdo, Nigéria e Republica Democréatica do Congo
(JOURDANE et al., 2001; TCHUEM TCHUENTE et al., 2003). Ja a espécie S. mekongi possui
registros em Camboja e na Republica Democratica Popular do Laos (Asia) (MUTH et al., 2010)
(Figura 1). A espécie S. japonicum costumava ser endémica no Japao, mas os esforcos de controle
extensivos levaram a sua eliminacdo no final da década de 1970 (ROLLISON et al., 2013).
Atualmente, S. japonicum possui ocorréncia na China, Filipinas e Indonésia (COLLEY etal., 2014;
LI-JUAN et al., 2016). Em relacdo ao S. mansoni sua ocorréncia é registrada na Africa, Oriente
Médio, Brasil, Caribe, Porto Rico, Suriname e Venezuela (GRYSEELS, 2012; SCHOLTE et al.,
2014; PONPETCH et al., 2021, WHO, 2022). As espécies S. mansoni, S. japonicum e S.
haematobium sdo as trés principais espécies de maior importancia clinica e socioeconémica
(CHUAH et al., 2019).
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m S. haematobium
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Figura 1. Distribuicdo mundial das espécies de Schistosoma de importancia médica. A espécie S. mansoni é
registrada na Africa e é o Unico esquistossomo no hemisfério ocidental (em partes da América do Sul e do Caribe). Ja
S. japonicum e S.mekongi ocorrem na Asia. Em relagdo ao S. intercalatum sua ocorréncia é relatada na Africa Central
e Ocidental e S. haematobium é amplamente distribuida pelo continente africano e com ocorréncia em regides do
Oriente Médio, da Turquia e da India. Fonte: Weerakoon et al. (2015)

A esquistossomose € uma doenca negligenciada, que ocorre principalmente em &reas
tropicais e subtropicais (QUANSAH et al., 2016; DEOL et al., 2019), possui morbidade grave,
principalmente em infecgdes com carga parasitaria alta (MCMANUS et al., 2018). Quanto ao
numero de casos de esquistossomose no mundo € dificil mensurar, por isto estima-se que a doenga
afete mais de 250 milhdes de pessoas, com cerca de 280.000 mortes todos os anos (LO VERDE,
2019; LO et al., 2022).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou que dentre suas estimativas de pessoas
infectadas, que pelo menos 251,4 milhdes de pessoas necessitaram de tratamento preventivo em
2021. Este tratamento possui como objetivo reduzir e prevenir a morbilidade, mas para isso deve
ser repetido ao longo de varios anos (WHO, 2023). Apesar da transmissao da esquistossomose ser
relatada em 78 paises (COLLEY et al., 2014), a quimioterapia preventiva é realizada apenas em 51
paises endémicos (transmissdo moderada a elevada) (KOKALIARIS et al., 2022; WHO, 2023).
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A esquistossomose € uma doenca fortemente associada a pobreza e localidades de
caracteristicas epidemioldgicas semelhantes: falta ou dificuldade de acesso a agua potavel, falta de
saneamento basico e higiene em atividades que envolvam contato com &gua, sejam domeésticas ou
profissionais (GRIMES et al., 2014). Além da quimioterapia realizada em populagdes afetadas,
melhorias no acesso a &gua potavel, nas condi¢fes sanitarias e no controle de caramujos
transmissores contribuiriam fortemente na reducdo dos casos de esquistossomose, e
consequentemente na interrup¢do do ciclo de transmissdo da doenca (CHITSULO et al., 2000;
GRYSEELS et al., 2006; COLLEY et al., 2014, NELWAN, 2019).

2.2 CICLO BIOLOGICO DE Schistosoma mansoni E SINAIS CLINICOS

O ciclo de S. mansoni (Figura 2) é do tipo heteroxeno, composto por hospedeiro
intermediario (caramujos do género Biomphalaria) e hospedeiros vertebrados (humanos e
roedores) (ROSS et al., 2002; MIRANDA et al., 2022). O ciclo bioldgico compreende a realizagdo
de uma etapa de reproducdo sexuada (vermes adultos dioicos), com producdo de ovos no
hospedeiro vertebrado, outra de reproducdo assexuada (esporocistos) nos hospedeiros
intermediarios e fases de vida livre (miracidios e cercarias) (SILVA et al., 2008).
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Figura 2. Ciclo bioldgico de Schistosoma mansoni. Ovos vidveis do parasito sdo eliminados pelas fezes do
hospedeiro definitivo (1), que liberam as larvas miracidios quando em contato com agua (2). Os miracidios infectam
os caramujos (Biomphalaria spp.) (3). Dentro dos caramujos, os miracidios transformam-se em esporocistos I, que por
poliembrionia produzem esporocistos Il. Apés, aproximadamente, 30 dias os esporocistos Il produzem cercérias, que
sdo liberados pelos caramujos, por estimulagdo luminosa e térmica (4). A cercéria possui cauda bifurcada e nada
ativamente para infectar o hospedeiro vertebrado, penetrando pela pele e mucosas, e posteriormente transforma-se em
esquistossdbmulos (5). O esquistossdmulo atinge a corrente sanguinea, é conduzido passivamente para 0 coracdo e
depois para os pulmdes. Depois, 0s vermes migram para o sistema porta hepatico e tornam-se adultos (6). Os vermes
adultos acasalam e migram para o intestino, onde pdem ovos que podem ser excretados nas fezes, completando o ciclo
de vida do parasita (7). No entanto, a maioria dos ovos podem ficar retidos no tecido intestinal e/ou transportados para
outros drgédos, como figado e baco, induzindo uma intensa resposta inflamatoria, , 0 que constitui a principal patologia
da esquistossomose intestinal. Fonte: Lira et al. (2023)

O ciclo de vida de S. mansoni inicia quando os ovos do parasito séo eliminados nas fezes
do hospedeiro vertebrado (COELHO, 1970). Em ambiente limnico, estes ovos liberam larvas
ciliadas, denominadas miracidios (ROLLINSON; SIMPSON, 1987; JENKINS-HOLICK; KAUL,
2013), que medem em torno de 150 a 170pum de comprimento por 60 a 70um de largura, com
formato oval e sdo revestidos por placas epidérmicas ciliadas (KATZ & ALMEIDA, 2003; SILVA
et al., 2008). Ap0s a eclosdo do ovo, o miracidio nada de forma ativa a procura de um hospedeiro
planorbideo especifico/compativel (HAAS et al., 1995; SALADIN et al., 1979). O encontro do
miracidio ao caramujo Biomphalaria esta ligado a presenca de quimiorreceptores, que sdo capazes
de perceber substéncias existentes no muco produzido pelo molusco (HAAS, 1995; SILVA et al.,

2008). O miracidio, ao entrar em contato com Biomphalaria, adere-se e penetra-o em qualquer
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parte mole de seu tegumento, atraves de secre¢Oes glandulares e movimentos rotatorios (SILVA et
al., 2008). No interior do hospedeiro intermediario, o miracidio sofre modificacdes fisioldgicas,
transformando-se nas fases seguintes de desenvolvimento — os esporocistos | e Il. Os esporocistos
passam por ciclos de reproducdo assexuada, originando as formas larvérias infectantes para o
hospedeiro vertebrado — cercarias (McMANUS et al., 2018).

As cercarias de S. mansoni possuem 500um de comprimento total, com uma ventosa ventral
e outra oral, possuem um corpo alongado, cilindrico e com presenca de uma cauda curta e
bifurcada, fundamental para seu deslocamento no ambiente (KATZ & ALMEIDA, 2003; NEVES
et al., 2016). As cercarias sdo larvas eliminadas pelos caramujos Biomphalaria, por estimulacéo
térmica e luminosa (THERON, 1984; BOGEA et al., 1996). Esta fase larvaria é o estagio de
desenvolvimento infeccioso para os hospedeiros definitivos, sua penetracao ocorre de forma ativa
na pele ou mucosa, frequentemente, nos pés e pernas, por serem areas do corpo mais expostas em
areas contaminadas (McMANUS et al., 2020). A partir do contato com o hospedeiro, a cercaria
fixa-se, invade e migra para a pele do hospedeiro, em uma série de modificagbes estruturais,
fisioldgicas e bioguimicas, originando o esquistossdmulo de pele (McKERROW; SALTER, 2002;
CURWEN; WILSON 2003; WHITFIELD et al., 2003).

Apos a invasdo da pele e transformacdo em esquistossdbmulo, o parasito desloca-se da
epiderme em direcdo a derme (SILVA et al., 2008). Na derme, os esquistossdmulos invadem o
sistema circulatorio (vasos venosos ou linfaticos) e sdo carregados passivamente para o0 coracao, e
posteriormente para 0os pulmfes (LENZI et al.,, 2008). Neste processo de migracdo, 0S
esquistossomulos ficam temporariamente retidos nos pulmdes, sendo denominados de
esquistossdmulos pulmonares (HOCKLEY, MCLAREN, 1973; LENZI et al., 2008). Ao sairem
dos pulmdes, pelo fluxo sanguineo, retornam ao coracdo e sdo bombeados para a circulacdo
sistémica, por varios dias antes de ficarem retidos nos sinusoides hepaticos, local que irdo se
desenvolver e amadurecer sexualmente (WEERAKOON et al., 2015).

O verme adulto de S. mansoni apresenta dimorfismo sexual, caracteristica Unica dos
esquistossomos, visto que os demais trematddeos sdo hermafroditas (PARAENSE et al., 1949;
SILVA et al., 2008). Os vermes adultos possuem tempo médio de vida entre 3 e 10 anos nos
hospedeiros humanos e vivem grande parte desse tempo em cépula (WARREN et al., 1974). O

macho possui cor esbranquigada, medindo cerca de 1cm, possui canal ginecoforo, no qual pode ser
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encontrada a fémea (COLLEY etal., 2014) medindo entre 1,2 e 1,6 cm de comprimento e coloracao
mais escura (KATZ; ALMEIDA, 2003; SOUZA et al., 2011). No sistema porta-hepatico intestinal,
as fémeas maduras passam a liberar ovos, ainda imaturos, que necessitam desenvolver-se nos
tecidos do hospedeiro vertebrado, para entdo serem eliminados através das fezes, dando
continuidade ao ciclo bioldgico (LENZI et al., 2008).

Em média, apds 4-8 semanas apds 0 contato com as cercarias ocorre o inicio da oviposi¢ao
(MARTINEZ et al., 2003; COLLEY; SECOR et al., 2014). Os ovos de S. mansoni apresentam um
espiculo lateral, membrana dupla, que em seu interior contém o embrido, medem cerca de 150um
de comprimento por 60um de largura (KATZ; ALMEIDA, 2003; NEVES et al., 2016). Cada fémea
pde cerca de 400 ovos por dia na parede dos capilares e vénulas (LENZI et al., 2008), esses ovos
podem ser excretados nas fezes ou ficarem retidos nos tecidos, ocasionando uma reposta
inflamatoria granulomatosa e deposicéao de tecido fibroso em volta destes ovos (SOHBY, 2018).

A esquistossomose apresenta-se clinicamente em doencga aguda e formas cronicas, e em
todas o figado esta sempre lesado (ANDRADE, 2008). Dentre as manifestagdes clinicas da forma
aguda estdo a sindrome toxémica, com sintomas inespecificos, e a eosinofilia, que podem surgir
alguns dias apds a exposicdo cercariana, ou entre 4-8 semanas, coincidindo com o comeco da
eliminacdo de ovos nas fezes, 0 que pode provocar dores abdominais e diarreia acompanhada de
muco e sangue (LAMBERTUCCI, 1993; ANDRADE, 2008). Desta maneira, a forma aguda pode
ocorrer tanto no periodo pré quanto no pos-postural (HIATT et al., 1979). As formas crdnicas
podem ser divididas em: intestinal, hepatointestinal ou hepatoesplénica (DE JESUS et al., 2002).
As formas mais graves ou avancadas da esquistossomose sdo caracterizadas pela fibrose hepética
periportal, resultado da deposicdo de numerosos ovos de S. mansoni, com consequente reacdo
inflamatoria crénica granulomatosa e destrui¢do vascular (ANDRADE, 2008). A gravidade da
doencga, a intensidade da infeccdo e o tipo de resposta imune produzida pelo hospedeiro estdo
correlacionadas no desenvolver da doenca e suas manifestacBes clinicas (LENZI et al., 1997;
HIATT etal., 1979).
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2.3 IMUNOPATOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

O sistema imunologico dos hospedeiros definitivos depara-se com varios estagios do ciclo
de vida do parasito (cercérias, esquistossomulos, vermes adultos e ovos), sendo todos estes estagios
responsaveis pela expressdo e liberacdo de varias porcdes antigénicas, estimulando respostas
imunes humorais e celulares (COLLEY; SECOR et al., 2014) (Figura 3). Ao longo da infeccdo
essas respostas continuam a aumentar de acordo com a cronicidade da doencga e outras sdo
reguladas (FITZSIMMONS et al., 2012).
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Figura 3. Diferentes perfis de resposta imune durante infecgcdo por S. mansoni. Ao penetrar na pele do hospedeiro,
as cercarias provocam aumento de células apresentadoras de antigenos no sistema imune inato (células de Langerhans
e células dendriticas), que contribuem para uma resposta imune celular tipo 1 (Thl). Apds penetrar na pele do
hospedeiro, as cercarias sofrem alteracdes morfoldgicas e bioquimicas, transformando-se em formas juvenis,
conhecidas como esquistossdmulos, que atingem 0s vasos sanguineos. Na corrente sanguinea, o esquistossémulo é
transportado passivamente para os pulmdes e coracdo até finalmente atingir o sistema porta hepatico, onde se
desenvolve em vermes adultos machos ou fémeas. Nestes estagios de desenvolvimento anteriores a oviposi¢do, o
hospedeiro vertebrado produz uma resposta imune predominantemente do tipo 1. Essa resposta é caracterizada pela
producdo de citocinas pro-inflamatéria. Ap6s a oviposicdo, ocorre uma alteracdo no perfil dos mediadores
imunolégicos produzidos pelo hospedeiro vertebrado e a resposta imune torna-se predominantemente do tipo Th2, que
é associada ao aumento na produgdo de IL-4, IL- 5, IL-9 e IL-13. Essas alteracdes sao respostas aos antigenos sollveis
de ovo (SEAS). Os ovos do parasito que ndo sdo excretados, sdo retidos em érgdos e induzem uma resposta imune
granulomatosa do hospedeiro, caracterizando um estagio cronico da doenga. Em torno de nove semnas pés-infeccao,
ocorre a novamente uma imunomodulacdo da resposta imune do hospedeiro vertebrado, impulsionada pela IL-10 e
TGF-B, induzindo células T reguladoras (Tregs). Essa modulacdo da resposta imune é essencial para promogdo da
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sobrevivéncia do hospedeiro definitivo durante a infeccdo por Schistosoma, pois reduz a resposta inflamatéria, o
tamanho do granuloma e a formagdao da fibrose. Fonte: Lica et al. (2023)

Durante as primeiras semanas de infeccdo, 0s hospedeiros definitivos exibem,
predominantemente, uma resposta imune do tipo T helper 1 (Thl) aos antigenos do parasito
(COLLEY; SECOR, 2014). A resposta de perfil Thl é caracterizada pela producéo de citocinas
pro-inflamatorias como interferon gama (IFN-v), interleucinas (IL-1; IL-2, IL-12, IL-6), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e promove a imunidade mediada por células (BURKE et al., 2009;
PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004). A medida que os parasitos amadurecem,
acasalam e iniciam a oviposicao (fase aguda-postural), ocorre a mudanga no tipo de resposta imune,
0s componentes Thl diminuem e ha o surgimento de uma forte resposta do tipo T helper 2 (Th2)
(ANDERSON; ENABULELE, 2021). A resposta de perfil Th2 na infeccdo por Schistosoma é
induzida, principalmente, por antigenos secretados pelo ovo (WEERAKOON et al., 2015). Essa
resposta é caracterizada pela presenca de linfocitos T CD4+, aumento de interleucinas (IL-4, IL-5,
IL-10, 1L-13), eosindfilos, producdo de IgE e polarizacdo de macrofagos para o fenétipo M2
(FAIRFAX et al., 2012; McMANUS et al., 2020).

Os ovos de Schistosoma que ndo séo excretados, sdo retidos em orgdos e induzem uma
resposta imune granulomatosa do hospedeiro (SCHWARTZ; FALLON, 2018). O granuloma
consiste em uma lesdo inflamatoria, com células imunes organizadas, e é frequentemente produzido
em reposta a um agente infeccioso ou substancia estranha (CHUAH et al., 2014), sendo os
granulomas gastrointestinais e hepaticos as apresenta¢des clinicas mais comuns durante a infecgdo
por S. mansoni (ALMADI et al., 2011). Além do figado e intestino, lesGes granulomatosas
induzidas pelos ovos de Schistosoma também sdo relatadas no pulmao, cérebro, bexiga, pele,
glandulas adrenais, bago, rim e estbmago (CHEN, 1993; ROSS et al., 2002).

Na infeccédo por S. mansoni o principal local de formacéo do granuloma é ao redor dos ovos
retidos nas vénulas capilares pré-sinuisoides do figado (GRYSSEELS et al., 2006; ROSS et al.,
2002). Embora parte dos ovos depositados no intestino sejam liberados para o lumen intestinal,
estes também podem ficar retidos e induzir a formacao de granulomas (HAMS et al., 2013). Os
granulomas hepaticos e intestinais, ainda que parecam semelhantes, possuem diferencas no
tamanho, composicao celular e na deposicdo de matriz extracelular (SCHWARTZ; FALLON,
2018; COSTAIN et al., 2018) (Figura 4). No que tange a composic¢ao celular, os granulomas
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hepaticos possuem mais eosindfilos e células T e B do que os granulomas intestinais, que possuem
mais macrdfagos na fase aguda da doenca. Ja na fase cronica, os granulomas assemelham-se em
critérios de forma e conteudo de colageno (SCHWARTZ; FALLON, 2018).
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Figura 4. Diferengas na composicdo do granuloma hepatico e intestinal. Composicédo do granuloma celular no
figado (esquerda) e no intestino (direita). Embora os granulomas iniciais (metade superior) possam parecer
semelhantes, os granulomas intestinais abrigam menos eosindfilos, células T e células B do que os granulomas
hepaticos, e mais macréfagos estdo presentes. Apenas alguns neutréfilos e basofilos podem ser observados em ambos
os locais. Durante os estagios posteriores (metade inferior), os ovos no figado ficam presos e a fibrose se desenvolve.
Em contraste, 0s ovos depositados no intestino devem ser liberados para o limen intestinal por mecanismos ainda nao
definidos. No entanto, eles também podem ficar presos e assemelhar-se a granulomas hepaticos crénicos em forma e
conteudo de colageno. Autor: SCHWARTZ; FALLON, 2018.

O granuloma possui um comportamento duplo: a0 mesmo tempo que é nocivo, pela inducéo
da intensa reacdo celular, também é benéfico, pois desempenha um importante papel de protecdo
do hospedeiro (PEARCE; MacDONALD, 2002; SCHWARTZ; FALLON, 2018). Os ovos liberam
secrecBes antigénicas com agentes citotoxicos potentes, logo precisam ser contidas e neutralizadas,
sendo assim, diretamente o granuloma restringe esses produtos citotoxicos naquele local e impede
0 dano a outras células adjacentes (BOROS et al., 1989). Entretanto, caso o granuloma néo seja

bem modulado pela resposta imune do hospedeiro, podera evoluir para depdsitos de fibrose
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(LENZI et al. 1998; SCHWARTZ; FALLON, 2018). A fibrose consiste na deposic¢ao excessiva de
tecido fibroso para substituicdo do tecido lesado, interrompendo o fluxo sanguineo e ocasionando
a hipertenséo portal (CHUAH et al., 2014). Os sintomas clinicos da esquistossomose durante a fase
cronica sdo atribuidos a fibrose relacionada a intensidade da resposta inflamatdria granulomatosa
induzida por substancias liberadas pelos ovos do parasito (LENZI et al., 1998).

Em relacdo ao papel das citocinas no desenvolvimento da infeccdo, a IL-4 é responsavel
por determinar o tamanho do granuloma, induzindo a proliferacdo de linfocitos produtores de
citocinas Th2, e aumenta os efeitos da IL-13 (FALLON et al., 2000). Tanto a IL-4 e IL-13
desempenham um papel importante na formagao do granuloma ao redor do ovo (DE JESUS et al.,
2004), estimulando os fibroblastos na producéo de colageno (FAIRFAX et al., 2012). No entanto,
a IL-13 ¢é relacionada fortemente a fibrose hepética e consequentemente a hepatoesplenomegalia
(FALLON et al., 2000; CHIARAMONTE et al., 2001; JESUS et al., 2004). Na auséncia de 1L-13,
ou quando a capacidade de I1L-13 de se ligar ao seu receptor associado a célula é bloqueada, a
fibrose hepatica é significativamente reduzida (FAIRFAX et al., 2012).

A medida que a infeccdo progride para um estagio mais crénico, ocorre a imunomodulac&o
da resposta Th2, que é impulsionada pela IL-10 e TGF-B, que induzem células T reguladoras
(Tregs), realizarem um equilibrio das respostas Th1/Th2 (PEARCE; MacDONALD, 2002; WYNN
et al., 2004). Essa modulacdo da resposta imune é essencial para promocao da sobrevivéncia do
hospedeiro definitivo durante a infeccdo por Schistosoma, pois reduz a resposta inflamatoria, o

tamanho do granuloma e a formacéo da fibrose (CHUAH et al., 2014).

2.4 TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE

Uma das formas de controle da esquistossomose consiste na quimioterapia preventiva de
pacientes infectados (NEWLMAN, 2019). No entanto, essa quimioterapia preventiva, onde
pessoas e comunidades sdo alvo de tratamento em larga escala, é realizada somente em 51 paises
endémicos, com transmissdo moderada a alta (WHO, 2022).

O tratamento de pacientes com esquistossomose reduz a carga parasitaria do hospedeiro,
como uma forma de prevenir a transmisséo da doenca, e impede a evolucao para um estagio crénico
(PORDEUS et al.,, 2008; BRASIL, 2014). Entre as drogas existentes com acgdes anti-
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esquistossomoticas, duas sdo bastante associadas ao tratamento da doenga: Oxamniquina (OX) e
Praziquantel (PZQ) (BONESSO-SABADINI et al., 2002; ARAUJO et al., 2008). Na década de
1970, a Oxamniquina foi bastante utilizada no tratamento individual e em massa da
esquistossomose mansoni, apresentando resultados satisfatérios quanto a eficacia (KATZ, 1980,
SILVEIRA et a., 1989). Em 1977, Praziquantel foi descrito como um farmaco de amplo espectro
anti-helmintico, com boa atividade terapéutica e poucos efeitos colaterais (GONNERT;
ANDREWS, 1977; DOENHOFF et al. 2002).

O PZQ tornou-se o principal medicamento utilizado no tratamento da esquistossomose,
indicado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), por sua eficiéncia contra as trés principais
espécies de Schistosoma que parasitam humanos e custo significativamente mais baixo (SILVA et
al., 2017; NEWLMAN, 2019). A Oxamniquina possui eficacia apenas contra infec¢bes por S.
mansoni (PICA-MATTOCCIA; CIOLI et al., 1997; CHEVALIER et al., 2019) e exige grandes
tanques de fermentacdo para a sintese bioldgica em seu processo de fabricacgdo, resultando em um
custo elevado, quando comparado ao PZQ (ARAUJO et al., 2008).

A preparacdo comercial de PZQ consiste em uma mistura racémica, constituida de dois
enantiomeros: R (—) levo-praziquantel e do isémero S (+) dextro-praziquantel (Figura 5) (CIOLI
etal., 2014; OLLIARO etal., 2014). A maioria dos estudos avaliam a droga racémica, no entanto,
guando avaliados separadamente existe uma grande discussdo a respeito do papel de cada
enantiomero (WU et al., 1991; MEYER et al., 2009; MEISTER et al., 2014; KOVAC et al., 2017).
De maneira geral, o enantidmero R (-) exibe maior atividade anti-esquistossomaticas, tanto em in
vivo e in vitro (ANDREWS et al.,1983; LIU et al., 1986; XIAO et al., 1989; WU et al., 1991;
KOVAC et al., 2017).
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Figura 5. Formulas estruturais de R-PZQ e S-PZQ.
Fonte: Olliaro; Delgado-Romero; Keiser, 2014).

De acordo com a nomenclatura ITUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), o nome quimico do PZQ é (RS)-2-(cyclohexylcarbonyl)-1,2,3,6,7,11b-hexahydro-4H-
pyrazino (2,1-a) isoquinolin-4-one, uma substancia sélida, existindo como um pa cristalino branco,
com ponto de fusdo entre 136 e 140 °C, estavel em condi¢cBes normais, insollvel em &gua e
moderadamente solGvel em etanol e solventes organicos, como cloroférmio e dimetilsulféxido
(CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 2003). O PZQ é apresentado em formato de comprimido, com
administracdo via oral, com dose variavel entre 40 e 60 mg/kg (CIOLI et al., 2014). O indice de
cura da esquistossomose com o uso do praziquantel variam de 60% a 90%, associada a substancial
reducéo da carga parasitaria (GONNERT; ANDREWS, 1977; PELLEGRINO et al., 1977).

Os mecanismos de acdo de PZQ sobre os vermes adultos podem ser definidos em trés: (i)
influxo de célcio, (ii) contracdo muscular e (iii) modificacdes na superficie do parasito (CIOLI et
al., 2014). A hipdtese para a ocorréncia desses mecanismos ¢ que o influxo de calcio € o “evento-

chave”, que por sua vez provocara as contragdes musculares e alteracdes tegumentares do parasito
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(ANDREW, 1985; GREENBERG, 2005). O Praziquantel atua na permeabilidade de célcio nos
canais idnicos na membrana do tegumento e células musculares do helminto (KOHN et al., 2001,
DOENHOFF et al., 2008), aumentando a concentracdo desse ion nos vermes provocando a
vacuolizacdo, o0 que ocasiona a destruicdo tegumentar (LAMBERTUCCI et al., 1982).
Concentra¢Ges minimas (0,1 pg/mL) de PZQ em estudos in vitro demonstram que sdo suficientes
para iniciar a contracdo imediata da musculatura do verme, constatada pela cessacdo dos
movimentos espontaneos e reducdo do comprimento (PICA-MATTOCCIA; CIOLI, 2004).

Outro efeito observado consiste em altera¢cdes morfoldgicas observadas microscopicamente
no tegumento do verme, representadas pela vacuolizacdo do tegumento, desintegracédo superficial
(BECKER et al., 1980; MEHLHORN et al., 1981; ANDREWS et al., 1983; CHAN et al., 2013);
perda de tubérculos; e alteracdes no intestino (ALVES et al., 2020). Estudos in vivo utilizando 200
mg/kg de PZQ, via subcuténea, demonstraram que PZQ pode causar alteracOes estruturais em
vermes maduros de Schistosoma, apds 15 minutos de tratamento (SHAW; ERASMUS, 1983). As
alteracGes morfoldgicas ocasionadas por PZQ em Schistosoma sdo acompanhadas por uma
exposi¢do aumentada de antigenos do parasito na superficie do verme, tornando-o mais suscetivel
a acao do sistema imunoldgico de hospedeiro (HARNETT; KUSEL, 1986; TRAINOR-MOSS;
MUTAPI, 2016).

J& em relacgdo aos efeitos bioquimicos do PZQ em Schistosoma estdo a redugéo do nivel de
glutationa (GSH) (RIBEIRO et al., 1998);inibicdo do sistema excretor do verme
macho (OLIVEIRA et al., 2006); inibicdo da captacdo de nucleosideos (ANGELUCCI et al.,
2007); e aumento na atividade de transportadores que podem mediar a resisténcia a multiplas
drogas (MDR) (MERSELLI et al., 2009; KASINATHAN et al., 2011). Entretanto, a descri¢éo
completa dos modos de acdo de PZQ ainda nédo estdo esclarecidas (DOENHOFF et al., 2008;
GREENBERG, 2005).

O PZQ tem acéo esquistossomicida contra ambos os sexos de S. mansoni (GONNERT;
ANDREWS, 1977; PICA-MATTOCCIA; CIOLI, 2004), mas ao comparar o dano tegumentar
induzido pelo farmaco entre os sexos, aparentemente, o dano é maior em vermes machos do que
em fémeas (SHAW; ERASMUS et al., 1983; COELI et al., 2013). Dados como a reducdo no
numero de vermes machos de Schistosoma (COELI et al., 2013; LAMBERTON et al., 2017;
ABOU-EL-NAGA et al., 2019) e maior dano tegumentar em machos, apos o tratamento com PZQ
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em relagdo as fémeas, podem ser justificados devido a localizacdo das fémeas (COELI et al., 2013).
As fémeas de S. mansoni quando acasaladas, costumam viver no canal ginecéforo do macho,
localizacdo que pode conferir protecéo fisica contra as atividades de PZQ (COLLEY et al., 2014).

O tratamento com PZQ também ¢é associado a redugdo da fecundidade em vermes adultos
(SHAW; ERASMUS et al., 1988; LAMBERTON et al., 2017; ABOU-EL-NAGA et al., 2019).
Embora ndo haja pleno conhecimento se esta reducdo € temporaria ou permanente, esse resultado
traz implicacdes importantes: (I) Em relacdo a morbidade, visto que uma das caracteristicas da
doenca é a formacdo de granulomas, uma reagdo inflamatdria ao redor dos ovos, que ficam retidos
em oOrgdos do hospedeiro vertebrado (SCHWARTZ; FALLON, 2018), portanto este efeito é
desejavel que seja permanente, pois quanto menor a producdo de ovos, menor a morbidade e
transmissdo associada (BOROS, 1989); (Il) Para os programas de controle e monitoramento da
eficacia do tratamento da esquistossomose, visto que o diagnostico € baseado, principalmente, na
contagem dos ovos, portanto se esta reducdo na producdo de ovos for temporaria, podera
influenciar nos resultados dos diagndsticos de determinada area/paciente (LAMBERTON et al.,
2017).

Apesar de PZQ ser indicado e utilizado ha mais de 40 anos pelos programas de controle da
esquistossomose no mundo, pela sua seguranca, eficacia, custo e facilidade de distribuicdo, ainda
possui algumas limitagdes em seu uso (CIOLI et al., 2014): (i) PZQ é licenciado apenas para
maiores de 4 anos de idade, sabor extremamente amargo e comprimido grande (FAUST et al.,
2020); (ii) PZQ néo possui eficacia contra as formas jovens do parasito, um fendmeno que ainda
ndo e totalmente esclarecido (CIOLI et al., 2014; CUPIT; CUNNINGHAM, 2015).

Por ser o Unico farmaco utilizado em massa e em tratamentos recorrentes levanta discussoes
sobre o surgimento de cepas menos sensiveis ao PZQ (ARAUJO et al., 2008; LIANG et al., 2008;
ABOU-EL-NAGA et al., 2019; ABOU-EL-NAGA, 2020; CHEVALIER et al., 2023), levando
muitas pesquisas a investigarem novas possibilidades de formulacdes, novas drogas eficazes,
associacdes ao farmaco ja utilizado e até mesmo vacinas (CIOLI, 2000; ARAUJO et al., 2008a;
ARAUJO et al; 2008b; TRAINOR-MOSS; MUTAP, 2016; MOLEHIN, 2020). Logo, para que
questionamentos ainda em aberto sobre a acdo de PZQ e atualizagbes no tratamento sejam
realizados, sé@o necessarios estudos para compreender o papel do Praziquantel na resposte imune

dos hospedeiros infectados por Schistosoma.
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2.5 IMUNOPATOLOGIA DO TRATAMENTO COM PRAZIQUANTEL EM HOSPEDEIROS
VERTEBRADOS INFECTADOS POR Schistosoma

Além do efeito anti-esquistossomotico apresentado por PZQ, pesquisas sugerem também
propriedades anti-inflamatdrias (ZHANG, 1993; HE et al., 2005; RIBEIRO-DOS-SANTOS et al.,
2006; HUANG et a., 2011; EL-LAKKANY et al., 2012). Sua administracdo tem a capacidade de
reduzir a area dos granulomas, o numero de fibroblastos e de células inflamatdrias dentro dos
granulomas (neutrofilos, eosinéfilos e macréfagos) (BOTROS et al., 1984; YANG et al., 1984;
HUANG et al., 2011; CHUAH et al., 2016).

Na fase aguda da doenca, 0 aumento na contagem de eosinéfilos circulantes ocorre entre 3-
8 semanas pdés-infeccdo, concomitante as migracdes do esquistossdmulo, amadurecimento do
verme, inicio da oviposicdo e o aparecimento destas células no granuloma (WARREN et al., 1967).
Os eosinofilos possuem a capacidade de matar o esquistossdmulo e de participar como células
efetoras contra os ovos do parasito (BUTTERWORTH et al.,1974; JAMES; COLLEY, 1976). Nos
achados de Rabello et al. (1977) foi observada reducéo significativa na contagem destas células em
pacientes infectados por S. mansoni (esquistossomose aguda), apds 2 meses do tratamento com
PZQ. Além da diminuicdo dos eosinofilos, também foi observada a diminuicdo na quantidade de
anticorpos IgM para antigeno soltvel de verme adulto (SWAP) e 1gG e IgA para SEA (RABELLO
et al., 1977). Na esquistossomose aguda causada por S. japonicum esses mesmos resultados
também foram encontrados, entretanto seis meses ap6s o tratamento (YUESHENG et al., 1994).

Em relagdo aos macrofagos, estes sdo os principais mediadores da resposta imune durante
infeccOes (BRENDOLAN et al., 2007) e podem ser classificados em dois principais grupos: (i):
macréfagos ativados classicamente (macréfagos M1), que exibem funcdes pro-inflamatorias e
microbicidas e; (ii): macrdéfagos ativados alternativamente (macrofagos M2), que tém funcgdes
imunorreguladoras e reparadoras de tecidos (BENOIT et al., 2008). Nos estagios iniciais da
infeccdo por Schistosoma, os macrofagos hepaticos e peritoneais sao do tipo M1. Com a mudanga
da resposta Th1l para Th2, os macréfagos polarizam-se para o tipo M2 (BARRON; WYNN, 2011;
LICA et al., 2023). Nos estudos de Kong et al. (2017), o tratamento com PZQ (300 mg/kg), apos
12 semanas de infeccdo por S. japonicum, reduziu o nimero de macrofagos (M1), na atividade

fagocitica e melhora na funcéo fisioldgica do bago em camundongos BABL/c.
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Os macrofagos M1 podem promover inflamacdo, por meio da regulacéo do inflamassoma
(NLRP3) na fase cronica da infeccdo por S. japonicum (KONG et al., 2020). Este inflamassoma ¢
um complexo multiprotéico formado no citoplasma (FRANCHI et al., 2010), que desempenha um
papel importante na imunidade inata, pois ativa a caspase-1 e a producdo de IL-1p ¢ IL-18
(LAMKANFI; DIXIT, 2014). Ao realizar o pré-tratamento com diferentes concentrac@es de PZQ,
Kong et al. (2020) observaram que PZQ suprimiu a expresséo de IL-1 e NLRP3 em macrofagos
M1. Neste mesmo estudo também foi observado, que na presenca de PZQ, a expressdo de miR-21
foi consideravelmente diminuida em macrofagos M1 RAW 264.7. MicroRNAs (miRs) sdo
pequenos RNAs enddgenos, de fita simples e ndo codificantes, com a funcdo principal de inibir a
expressao génica no nivel transcricional (BARTEL, 2009). O miR-21 estd relacionado com a
ocorréncia e progressdo da inflamacdo hepatica e fibrose (ZHANG et al., 2013; HE et al., 2015).
Desta forma, os achados de Kong et al. (2020) indicam que PZQ pode regular a resposta
inflamatoria inibindo a expressdo do miR-21, o que possivelmente promoveria uma melhora no
quadro clinico da esquistossomose.

Durante a fase crénica da esquistossomose intestinal, granulomas se desenvolvem ao redor
dos ovos retidos em 6rgéos, induzindo o reparo tecidual excessivo, levando a fibrose hepatica
(SHAKER et al., 2014). Liu et al. (2019) demonstraram que PZQ foi capaz de reduzir a fibrose
hepética induzida por tetracloreto de carbono (CCl4) em camundongos. Essa reducdo na fibrose
ocorreu a partir da expressao de Smad7, em células estreladas hepaticas (HSCs), induzida por PZQ.
Smad7 é um antagonista intracelular da sinalizacdo do TGF-p, que é um mecanismo subjacente da
protecdo mediada por praziquantel contra a fibrose hepatica (LIU et al., 2019). As HSCs sédo as
principais células produtoras de coladgeno durante a fibrose hepéatica (FRIEDMAN, 2008), logo
quando Smad7 ndo é expresso, ha ativacdo de HSC, e consequentemente a fibrose hepética
(DOOLEY et al., 2003; DOOLEY et al., 2008; FENG et al., 2015). Apesar do foco deste trabalho
ser a esquistossomose, estudos como o de Liang et al. (2011) e Liu et al. (2019) além de
demonstrarem alvos e mecanismos de acdo de PZQ na fibrose hepatica ocasionada por
Schistosoma, também apontam uma perspectiva clinica do uso do farmaco no tratamento de outras
doencgas fibrdticas no figado (LIANG et al., 2011; LIU et al., 2019).

Nos estudos de Brindley e Sher (1987) a eficacia de PZQ foi comparada entre camundongos

infectados por S. mansoni, com deplecdo de células B e imunologicamente intactos. Os resultados
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observados demonstraram que os camundongos com deplecdo de células B possuiam a acéo
esquistossomicida reduzida. Apds realizada a transferéncia de soro imune de camundongos
doadores infectados por S. mansoni na fase aguda, a eficacia de PZQ foi restaurada (BRINDLEY;
SHER, 1987). Dessa forma, observa-se que PZQ possui acao sinérgica com a resposta imune do
hospedeiro (BRINDLEY; SHER, 1987; ZOU et al., 2010).

Na infeccdo experimental murina por Schistosoma, as células T reguladoras (T regs) estdo
associadas a mecanismos imunorreguladoras, controlando as respostas Thl e Th2, e a morbidade
da infeccdo (BAUMGART et al., 2006; TAYLOR et al., 2006). Estudos desenvolvidos com
humanos infectados por S. mansoni (WATANABE et al., 2007) e S. haematobium (LABUDA et
al., 2020) demonstraram que ap6s o tratamento com PZQ, as proporcdes de células Treg diminuem,
possivelmente devido a remocdo da exposi¢do constante aos antigenos dos vermes.

Ap06s 40 anos de uso de PZQ como medida de controle e tratamento da esquistossomose, 0
medicamento continua a ser objeto de estudo de diversas pesquisas. Pesquisas voltadas para as
lacunas em seus mecanismos de agdo e consequentemente aumento da eficacia do tratamento, em
associacdo a outras substancias, desenvolvimento de vacinas entre outras perspectivas. Entretanto,
nota-se que as pesquisas voltadas para os efeitos de PZQ no tratamento da esquistossomose causada
por S. mansoni, Unica espécie encontrada na Ameérica do Sul, sdo mais antigas e ainda carecem de
estudos a respeito de seu efeito na resposta imune. Baseado na necessidade de entender um pouco
mais sobre o efeito de PZQ na resposta imune, este trabalho avaliou o efeito do tratamento em
camundongos, infectados experimentalmente por S. mansoni, em dois tempos da infec¢do — fase

aguda (60 dias) e fase crénica (90 dias).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Revisar os efeitos e modos de agdo de Praziquantel em Schistosoma e investigar o efeito
deste farmaco na resposta imune induzida durante as fases aguda e cronica da infeccdo

experimental por S. mansoni.

3.2 ESPECIFICOS

= Revisar 0s principais mecanismos de acdo de Praziquantel e novas perspectivas terapéuticas
ja descritos.

= Comparar os efeitos na resposta imune do Praziquantel em animais infectados por S.
mansoni durante 60 e 90 dias.

= Caracterizar o perfil de citocinas dos padrdes Thl, Th2 e Treg nas culturas de células do
baco de camundongos infectados por S. mansoni e tratados com Praziquantel.

= Caracterizar o perfil imunofenotipico de células de baco de camundongos infectados por S.
mansoni e tratados com Praziquantel.

= Analisar as alteracdes histopatologicas nos tecidos hepatico e intestinal de camundongos

infectados por S. mansoni e tratados com Praziquantel.
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4 RESULTADOS

4.1 CAPITULO I: PRAZIQUANTEL: AN UPDATE ON THE MECHANISM OF ITS ACTION
AGAINST SCHISTOSOMIASIS AND NEW THERAPEUTIC PERSPECTIVES

= Artigo de Revisdo produzido na disciplina de Seminarios Il
= Revista Molecular & Biochemical Parasitology

= Qualis CAPES (2017-2020): A4

= Fator de impacto: 1.759.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Praziquantel (PZQ) is the drug of choice for the treatment of all forms of schistosomiasis, although its mecha-
Praziquantel nisms of action are not completely understood. PZQ acts largely on adult worms. This narrative literature review
Mechanisms

describes what is known about the mechanisms of action of PZQ against schistosomes from in vitro and in vivo
studies and highlights the molecular targets in parasites and immune responses induced in definitive hosts by this
drug. Moreover, new therapeutic uses of PZQ are discussed. Studies have demonstrated that in addition to
impacting voltage-operated Ca2 + channels, PZQ may interact with other schistosome molecules, such as myosin
regulatory light chain, glutathione S-transferase, and transient receptor potential channels. Following PZQ
administration, increased T regulatory type 1 (Trl) cell differentiation and decreased inflammation were
observed, indicating that PZQ promotes immunoregulatory pathways. Although PZQ is widely used in mass drug
administration schemes, the existence of resistant parasites has not been proven; however, it is a concern that
should be constantly investigated in human populations. In addition, we discuss studies that evaluate health
applications of PZQ (other than helminth infection), such as its effect in cancer therapy and its adjuvant action in
vaccines against viruses.

Molecular targets
Future prospects

1. Introduction

Praziquantel (PZQ) is a pyrazino-isoquinolein derivative from the
thioxantonic group with a broad anthelmintic spectrum [1] and has
been used successfully in most treatments of humans infected with
trematodes and cestodes (e.g., schistosomiasis, taeniasis, cysticercosis).
However, infections such as fasciolosis (Fasciola hepatica and Fasciola
gigantica) are refractory to PZQ, and Echinococcosis (Echinococcus
granulosus and Echinococcus multilocularis) and sparganosis (Spirometra
erinacei) are not successfully treated with PZQ [2,3].

PZQ has been strongly associated with the treatment of schistoso-
miasis since 1970, resulting in significant progress in the control of
parasitosis [4-7]. Although it is the only drug used on a large scale by

schistosomiasis control programs worldwide (owing to its effectiveness,
low cost, and ease of single-dose administration [8]), the immuno-
pharmacological mechanisms of PZQ remain poorly understood [9].

PZQ is commercially prepared as a racemic mixture of equal parts of
the R () isomer levo-PZQ and the S (+) isomer dextro-PZQ [10]. TheR
(—) enantiomer exhibits antischistosomal activity in vivo and in vitro
[11-14]. The S (+) isomer is responsible for side effects and bitter taste
[13,15], and its schistosomicidal action is controversial, exhibiting little
or no activity [2,12,16-18].

However, the mechanisms involved in the action of PZQ are not fully
understood. This review aims to highlight PZQ targets in Schistosoma,
the mechanisms of action in the adult worm, the characterization of its
immunological activity in humans, and possible new therapeutic uses of
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PZQ.
2. Methods and criteria for literature selection

This narrative literature review was performed using recognized
databases, including PubMed, SciELO, LILACs, and MEDLINE, and
covered original and review articles published between 1977 and 2022.
Articles involving in vitro and/or in vivo experiments were included to
address the mechanisms of action of PZQ in the treatment of schisto-
somiasis and to highlight other possible applications of the drug.

To search for these articles, we used the following descriptors:
“Praziquantel synergic,” “Praziquantel adjuvant use,” “Immunology
praziquantel Schistosoma,” and “Immunology praziquantel action
Schistosoma.” This study did not review the research involving coin-
fections, strict epidemiological studies, or diagnostic methods for
schistosomiasis.

3. Molecular targets of praziquantel and mechanisms of action
in Schistosoma

The molecular targets and modes of action of PZQ remain unclear.
However, the most accepted hypothesis is that it disrupts calcium ho-
meostasis in adult worms by interacting with and modulating voltage-
operated Ca?" channels (VOOC) [19-22]. In Table 1, we present
studies on schistosome macromolecules that interact with PZQ, such as
myosin regulatory light chain [23], glutathione S-transferase [24-26],
adenosine receptor [27], G-protein-coupled receptor ligand [28], tran-
sient receptor potential (TRP) channels [3,29], and tryparedoxin
peroxidase (C1LV40) [26].

Chienwichai et al. [26] revealed new mechanisms of PZQ related to

Table 1
Molecular targets of praziquantel in Schistosoma.
Molecular Target Species Type PZQ Authors
of Concentration
study
Calcium channel S. japonicum In 3, 6, 15 and Pica-
S. mansoni vitro 120 uM Mattoccia
In vivo etal. [21]
Calcium influx/ S. mansoni In 6 uM Pica-
efflux vitro Mattoccia
etal. [22]
Ca®* channel Kohn etal.
subunit of S. japonicum  In 100 uM [20]
S. japonicum S. mansoni vitro
(SjCavp) and
S. mansoni
(SmCayPA).
Glutathione S- S. japonicum  In 13 uM McTigue
transferase vitro etal. [24]
Glutathione S- S. mansoni Invivo 60 mg/kg Sheweita et al.
transferase [25]
G-protein-coupled S. mansoni In 100 uM Chan etal.
receptor ligand silico [28]
In
vitro
In vivo
Kinases S. mekongi In 40 pg/mL Chienwichai
vitro etal. [26]
Nucleoside S. mansoni In Lower Angelucci
(adenosine and vitro concentrations etal. [27]
uridine) than the LC50
(2.4 uM)
Regulatory myosin S. mansoni Invivo 1,5,10,and20  Gnanasekar
Light Chain In pg/mL etal. [23]
vitro
Transient receptor S. mansoni In < 1,1, 10 and Park et al. [3]
potential silico > 10 pM
melastatin ion In
channel (Sm. vitro

TRPMpzq)
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protein folding and proteolysis via degradation pathways associated
with the endoplasmic reticulum in their research on Schistosoma
mekongi. This may represent a novel parasiticidal mechanism.

When analyzing possible molecular targets, Chan et al. [28] observed
that PZQ and R (-) isomer affect the serotoninergic G-protein-coupled
receptor (GPCR) ligand and micromolar low-affinity partial agonist of
5-HT2B receptors in humans, respectively. Thus, activity at both para-
site and host receptors, with GPCRs as potential targets, likely contrib-
utes to the clinical effectiveness of PZQ by favoring a deleterious
paralytic effect on the parasite and facilitating its elimination. Thus,
although VOOC is the leading target of PZQ, other targets may also be
involved in its mechanism of action [30].

As per the World Health Organization (WHO), several factors make
PZQ the treatment of choice-action against the three main species
causing schistosomiasis, use in large-scale treatments, effectiveness
(even with low activity against the immature stages of the parasite and
without full knowledge of its mechanisms of action), low cost, and ease
of distribution [8].

The efficacy of PZQ varies according to the developmental stages of
Schistosoma. Although there is unanimity about PZQ sensitivity being
more significant in adult (mature) worms, the same in juvenile stages is
not clear yet. The 21-day worms are always identified as the period with
the lowest sensitivity to PZQ [31-35]. Some studies have reported that
juvenile schistosomes (3-14 days) have a lower sensitivity to PZQ [ 31,
32, 33, 35]. Other studies have pointed to this reduced effectiveness of
PZQ up to the 7th day of development [34,36-38] or 28 days of
development [19,28].

The efficacy of PZQ is related to the time of infection, sex of worms,
and pairing status. A possible reason for the low sensitivity of unpaired
worms to PZQ is that they cannot migrate to the mesenteric veins and
liver, which could hypothetically protect them from the effects of drugs
[39,40]. PZQ exhibits schistosomicidal action against both sexes; how-
ever, it is less effective against unpaired females and, therefore, juve-
niles but fully effective against individual male worms [1]. Mature male
and female worms of S. mansoni in bisexual infections are more sensitive
to the effects of PZQ than males and females in unisexual infections (in
vitro/in vivo) [39].

Three effects of PZQ on S. japonicum and S. mansoni have been
highlighted in the literature: stimulation of the worm’s motor activity,
muscle contraction, and vesicle formation in integuments [41,42]. After
exposure to the drug, the initial effects of PZQ on Schistosoma include
involuntary rapid contractions and paralysis due to membrane depo-
larization accompanied by a rapid influx of Ca®" inside the parasite [41,
43,44]. Consequently, the worms lose muscle tension. They are released
from the mesentery and transported via the hepatic portal circulation to
the liver [39]. In vitro, the exposure of mature worm cultures of
S. mansoni to 0.1 pg/mL PZQ induces an almost immediate contraction
of the worm musculature, as ascertained by the cessation of spontaneous
movements reduced in worm length [39]. This effect is strongly related
to ion channels highlighted as molecular targets in Table 1.

Another observed effect consists of microscopically observed
morphological changes in the integument of the worm, represented by
vacuolization of the integument, vesicle formation, surface disintegra-
tion [9,37,45,46], loss of tubercles, and changes in the intestine [47].
Shaw and Erasmus [48] conducted in vivo studies using a subcutaneously
administered dose (200 mg/kg) and demonstrated that PZQ caused
structural changes in both male and female worms after 15 min of
treatment.

In female worms, the main structural change is often extensive
vacuolization of the subtegumental tissues, followed by varying degrees
of structural disruption of the subtegumental and gastrodermal muscles
[48]. In contrast, in male worms, the initial effects were vacuolization of
parts of the dorsal tegument and loss of integument cytoplasm due to
pinching of the external surface evaginations [48].

Female worms were significantly more resistant to incubation with
PZQ than male worms. After incubation with PZQ, male worms exhibit
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muscle shrinkage with generalized vacuolization, in addition to integ-
ument and sub-integument degeneration [49]. The integument in-
terferes with the interaction of the host’s immune system molecules with
antigens, allowing the helminth to go undetected and be destroyed by
the immune system [44]. Damage to the integument renders the parasite
vulnerable to the host immune system. Minimum effective concentra-
tions of PZQ for increasing motor activity and initiating contraction of
the development stages in S. mansoni and S. japonicum in vitro are
similar, 0.005-0.1 pg/mL and 0.005-0.05 pg /mL, respectively [42]. In
S. mekongi, 40 pg/mL PZQ eliminated 46.7% of adult worms, which was
defined as the IC50 [26].

Invivo studies in mice demonstrated the effects of PZQ on fertility in
adult worms; survivors of PZQ treatment exhibited a significant reduc-
tion in oviposition [50]. Inhibition of oviposition is of great interest
because one of the characteristics of the disease is granuloma formation,
an inflammatory reaction around eggs that are retained in organs such
as the liver and intestine of the vertebrate host [51]. However, it remains
unclear whether the reduction in fertility is permanent. From the
perspective of virulence, a permanent effect is desirable: the lower the
egg production, the lower the morbidity and associated transmission
[52]. However, if this reduction in egg production is temporary, it may
increase concerns regarding possible drug resistance and will influence
the results of diagnostic methods based on the presence of eggs, such as
Kato-Katz [49].

4. Praziquantel and immune response

The chronic phase of schistosomiasis is characterized by the devel-
opment of granulomas around the eggs retained in the liver, which in-
duces excessive tissue repair [53], leading to liver fibrosis and
splenomegaly, which cannot be reversed [54].

Macrophages are essential components of immunity in the spleen
[55,56], and the reduction in the number of classically activated mac-
rophages (M1) after 4 weeks of treatment with PZQ demonstrates an
anti-inflammatory effect and the improvement of splenic function in
mice infected with S. japonicum. Long-term treatment, but not the
routine dosage of PZQ, can effectively improve splenic complications

[53].
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The anti-inflammatory action of PZQ was also investigated by Kong
[54], who demonstrated that this drug suppresses the expression of
interleukin (IL) 1 beta (IL-1p) and the NLRP3 inflammasome in M1
macrophages (Table 2). The NLRP3 inflammasome plays a key role in
modulating liver inflammation and fibrosis, and its activation is linked
to the pro-inflammatory cytokine IL-1p produced by M1 macrophages,
which are involved in infectious diseases [57-59].

Cytokines are essential regulators of immune-inflammatory re-
sponses and play an important role in the development of infections
[60]. In the granulomatous phase of the infection, increased levels of
interferon-gamma (IFN-y) and IL-17 are observed [61.62], which are
pro-inflammatory cytokines that play key roles in the development of
hepatic fibrosis [62-66]. Studies by Femoe et al. [61], Okonjo and Ogoyi
[671, and Martins-Leite [32] showed a reduction in the levels of these
cytokines after treatment with PZQ. Martins-Leite [63] reported a
decrease in IFN-y after treatment, mainly in groups with fibrosis, indi-
cating that the regulatory mechanism of this cytokine is active and that
the effectiveness of PZQ in reducing the parasite load is important for
altering the immune response.

The efficacy of PZQ against S. mansoni is markedly reduced in
immunosuppressed mice by T cell deprivation and B cell depletion [32],
which indicates a possible association between PZQ and the immune
response. Brindley and Sher [69] used two groups of infected C3H/HeN
mice: immunologically competent (naive) and B cell depleted. PZQ
failed to significantly reduce the adult burden in immunosuppressed
mice. However, the regular action of the compound could be restored by
passive transfer of immune serum from infected donor mice for 6 weeks
and partially restored with purified IgG from the same serum [69]
(Table 2), indicating that the efficacy of PZQ is dependent on the host
antibody response.

In a study by Brindley and Sher [69], IgG and IgM antibodies were
detected by immunofluorescence on the surface of adult worms recov-
ered from naive mice after 1 h of PZQ administration in vivo. Thus, an-
tibodies bind to the surfaces of worms in immunologically competent
mice immediately after treatment with PZQ [69], which exposes the
antigens present on the worm surface to the host immune system, thus
inducing parasite-specific immune responses [44,46,70].

The immune response against Schistosoma is also associated with the

Table 2
Immune response observed after praziquantel treatment.
Immune response Species Assay  Experimental model PZQ Infection Number of Author
concentration time cercariae
P B cell depletion and T cell S. mansoni In Mice 250mg/kg (3 x) 4 weeks 200 Sabah et al.
R immunosuppression affects PZQ efficacy vivo [32]
E T cell activation and Tr1 differentiation - In Human peripheral 1 pg/mL - - Eyoh et al.
- vitro blood mononuclear [44]
C cell
L Interior of worms destroyed by eosinophils S. mansoni In Mice 40 mg/kg - - Mehlhorn etal.
i (host) vivo [46]
N In
I vitro
C  Formation of the NLRP3 inflammasome S. japonicum In Mice 250 mg/kg 12 weeks 142 Kong et al.
S inhibited and phagocytic activity attenuated vivo [53]
in M1 macrophages
miR-21 was involved in the inhibitory effectof ~ S. japonicum Mice
PZQ on activation of NLRP3 inflammasome In 30, 60, and 120 12 weeks 14 =2 Kong et al.
vivo nmol/L [54]
Immunosuppression did not reduce the S. mansoni In Mice - - - Brindley and
parasite burden vivo Sher [69]
Expression of Th1, Th2, and Th17 cytokines S. mansoni In Baboons 60 mg/kg 5 weeks 200 Melkus et al.
was significantly increased vivo (3 %) [71]
C Decrease in cell frequencies of T CD4", S. haematobium  In Human 40 mg/kg - - Labudaetal.
L CD25", FOXP3" cells vivo [741
1 Decrease in Treg frequency S. haematobium  In Human 40 mg/kg (2 x) - - Schmiedel
N vivo etal. [75]
1 Reduction in percentages of CD1d™ B cells S. haematobum  In Mice/Human 40 mg/kg (3 x) 14 weeks 40 van der Vlugt
Cc vitro etal. [80]
S
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activation of different T cell profiles. Melkus et al. [71] demonstrated
that S. mansoni-infected baboons showed a decrease in the percentage of
natural killer T cells after treatment with three doses of PZQ (60 mg/kg).
In the same study, a significant expansion of CD8 + over CD4 + T cell
populations was observed during the chronic stage of infection, which
returned to baseline levels after PZQ therapy [71]. The increase in CD8
+ T cells responds to egg antigens during this stage of infection [72], and
its decrease after treatment with PZQ indicates the deactivation of the
system due to fewer parasites and less inflammation.

Eyoh et al. [44] showed that PZQ promoted a significant increase in
both the percentage and proliferation index of activated human CD4" T
cells co-stimulated by anti-CD3/CD28, thus confirming its impact on
CD4 + T cells. Furthermore, PZQ induced a moderate increase in IL-10
production in T cells co-stimulated with anti-CD46 (after 5 days), sug-
gesting a possible immunomodulatory role for PZQ [44].

Regulatory cells play a crucial role in the modulation of inflamma-
tory responses, tissue damage, and granuloma formation during Schis-
tosoma infection [73]. When analyzing the results of PZQ treatment
against S. haematobium infection in children, Labuda et al. [74] and
Schmiedel et al. [75] observed a decrease in the frequency of CD4 + ,
CD25 + , and FOXP3 -+ regulatory T cells after intervention with PZQ.
However, these same studies demonstrated an increase in IL-10 levels
(regulatory profile), suggesting that PZQ promotes immunoregulation
by other cells. Eyoh et al. [44] showed that PZQ increases the percentage
of type 1 regulatory T cells (Trl cells) in vitro. Tr1 cells are a class of
regulatory T cells that predominantly produce IL-10 and are primarily
associated with the suppression of tissue inflammation [76].

Tr1 cells are crucial for maintaining immunological homeostasis and
preventing T-cell-mediated diseases [77]. This decrease in inflammation
may also be facilitated by PZQ, directly promoting immune regulatory
pathways [78,79]. Despite these studies, many immunological mecha-
nisms that could be stimulated by PZQ remain unknown and constitute
promising new strategies for the use of this drug [44].

5. Schistosoma resistance to praziquantel

Over the past 40 years, PZQ has been the only drug recommended by
the WHO for the treatment of all types of human schistosomiasis.
Despite its previously reported efficacy against adult Schistosoma worms,
its prolonged, repeated, and mass use as “preventive chemotherapy” in
endemic areas increases concerns regarding the development of drug
resistance in the parasite [22,81,52]. Therefore, alternative medicines
for repeated use are increasingly being explored for conditions in which
the effectiveness of PZQ against Schistosoma is reduced.

Some studies have suggested that S. mansoni and S. japonicum strains
are resistant or insensitive to PZQ because of their low cure rates [81,
83-85]. It has been emphasized that low efficacy is not a sign of resis-
tance. Additionally, S. mansoni strains with reduced susceptibility have
been identified [86-88]. For S. haematobium, there are no studies on the
possible development of resistance to PZQ; however, repeated standard
treatment with PZQ has been reported to be ineffective in eliminating
infection by S. haematobium [89].

Another perspective on the emergence of resistance is related to the
parasite’s genetic code. Some studies have reported that resistance to
PZQ in S. mansoni pertains to the inheritance and divergence of the
dominant or recessive type [90-92]. Through mathematical models, the
resistance of genetic origin is found to be more significant with greater
impact. Because of inheritance, possible resistance genes can be passed
more frequently to the next generation, which may cause greater diffi-
culties in controlling schistosomiasis by chemotherapy in specific
geographical locations [83].

Berg et al. [93] examined the genomic impact of repeated mass drug
administration on S. mansoni populations and documented reduced PZQ
efficacy. The authors identified genomic regions with selection signals,
indicating gradual adaptation to long-term exposure to PZQ or other
selection pressures [93].
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A comparison between pre- and post-treatment populations showed
that PZQ did not substantially reduce genomic diversity in a single
treatment round, thus demonstrating a panmictic and highly diverse
population in this study [93]. Nonetheless, further research is being
promoted for PZQ derivative identification, new drug discovery, and
vaccine development before PZQ becomes ineffective.

6. Praziquantel and other parasites

Since PZQ was considered a broad-spectrum anthelmintic in 1975,
several studies have reported its successful use in the treatment of most
diseases caused by trematodes and cestodes that affect humans and farm
animals [2,94,95]. These infections include schistosomiasis, clonorch-
iasis, opisthorchiasis, paragonimiasis, heterofidiasis, echinostoisasis,
fasciolopsiasis, neodiplostomiasis, gymnophaloidiasis, taeniasis, diphy-
lobotriasis, hyponolepiasis, and cyanolepiasis [2].

Infections caused by Fasciola hepatica, Fasciola gigantica, and larval
cestodes, particularly hydatid disease and sparganosis, are not success-
fully handled by PZQ and require the use of alternative drugs. [2].
Becker et al. [45] demonstrated that vacuolization occurred in the
tegument of S. mansoni and D. dendriticum; F. hepatica did not show any
change in response to PZQ treatment (0, 1, 10, and 100 pg/mL). It is
possible that F. hepatica has an exceptionally thick outer integumental
layer (up to 20 pm) with a greater number of mitochondria than that of
other trematodes, and its surface is much less elaborate, with only small
superficial cavities [45].

The evaluation of the mechanisms of action of PZQ in flatworms
showed that the insensitivity of F. hepatica to the drug is related to the
transient receptor potential melastatin ion channel (TRPMp), which is
one of the targets of Schistosoma. A single amino acid change in
F. hepatica TRPMpzq binding to mimic the TRPM of Schistosoma rendered
F. hepatica sensitive to PZQ [3]. Studies of this type have demonstrated
that single-point mutations can eliminate or initiate a response to PZQ.
This study demonstrated the natural occurrence of a channel insensitive
to PZQ [45], thus aiding studies investigating the effectiveness of drugs.

7. Other uses for the antiparasitic drug praziquantel

The investigation of new possible uses for "old" drugs has become a
trend known as “drug repurposing,” as it is an efficient approach to
rediscovering unique benefits for existing drugs with known pharma-
cokinetic profiles while reducing the time and cost of developing new
drugs [96]. PZQ has been used in studies on cancer therapy and the
manufacture of vaccines, which is unusual because it is a well-known
antiparasitic. Table 3 summarizes these studies.

Cancer therapy has numerous challenges, including drug resistance
and side effects. With the opening of this line of investigation to new
possibilities for the use of known drugs, Wu et al. [97] analyzed the
efficacy of PZQ in combination with paclitaxel (PTX). A xenograft model
of athymic nude mice (BALB/c) was used with PTX-resistant DLD-1 cells
(a human colon cancer cell line). Preclinical data demonstrated that
co-treatment with PZQ and PTX suppressed tumor growth compared to
treatment with only PTX or PZQ. This combination resulted ina > 50%
reduction in tumor weight compared to that in the control group.

This test also demonstrated that PZQ significantly induced mitotic
arrest in the G2 phase caused by PTX and apoptosis in DLD-1 and H1299
cells (non-small cell lung carcinoma cells). A possible mechanism of this
synergistic efficacy is the marked decrease in the expression of the X-
linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP), an anti-apoptotic protein
[97]. The inhibition of XIAP may reduce tumorigenicity and increase the
therapeutic sensitivity of cancer cells, making it a target for tumor
treatment [98,99]. Briefly, the combination of these drugs resulted in a
more pronounced inhibition of tumor growth than that of other drugs
alone, demonstrating that they represent a possible anticancer strategy
and are effective, particularly for PTX-resistant tumors [97] (Table 3).

For the vaccine manufacturing process, PZQ as an adjuvant in
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Table 3
Possible other uses of the anthelmintic praziquantel (PZQ).

Objective Used dose Results Author

To analyze the effect ~ PZQ (100 mg/kg) Co-treatment of PZQ Wu
of PZQ in and PTX (30 mg/ and PTX suppressed et al.
association with kg). tumor growth. 971
paclitaxel (PTX) in
cancer therapy (in
vivo).

PZQ may be used as Initially dissolved in ~ PZQ can possibly Zou
an adjuvant for a ethanol vehicles and h h I and et al.
hepatitis B surfaice  subsequently cellular responses to [100]
antigen (HBsAg) diluted to 1.0%, HBsAg DNA vaccination
DNA vaccine (pcD-  0.5% and 0.25% through inhibition of
S2). with the saline TGF-beta/Smad2, — 3

solution. signaling.

PZQ could act as an Initially dissolved in ~ PZQ may be an effective ~ Zou
adjuvant to ethanol vehiclesand  adjuvant to facilitate et al.
overcome the lack  subsequently Tecl and Tcl7 responses  [101]
of potent CTL diluted to 1.0%, to HBV DNA
responses by HBV 0.5% and 0.25% vaccination, inducing
DNA vaccination with the saline broad CD8 (+) T cell-
in mice. solution. based immunotherapy

that breaks tolerance to
HBsAg.

Combination of PZQ 0.5 pg PZQ/0.1 pg Reduced viral loads in Zou
with vaccine antigen lung tissues and et al.
against avian prolonged survival. [102]
influenza (H5N1).

Synergistic use of 0,5% CIM + 0.25; The antigen-specific Xie
PZQ and 0.5; 1% PZQ CTL response was et al.
cimetidine (CIM) significantly elevated, [103]
in the manufacture which is crucial for
of vaccines against eradication of HBV-
hepatitis virus infected cells.

(HBV).

Test PZQ to treat PZQ 30 mg/kg; 100  Suggest that PZQ Hao

psoriasis. mg/kg alleviates symptoms in et al.
mice by inhibiting [104]
STAT3
phosphorylation,
thereby suppressing
Th17 immune
responses.

vaccines against the hepatitis B virus and influenza A subtype H5N1
[100-103] has been studied. The synergistic effects of PZQ and cimet-
idine (CIM) demonstrated an increase in T cell proliferation (CD4" and
CD8" T cells) and a specific response to hepatitis B virus surface antigen
(HBsAg), resulting in a higher ratio of IgG2a/IgG1 and higher produc-
tion of IFN-y, IL-17A, and TNF-« in C57/BL6 mice. In an HBsAg trans-
genic mouse model, the expression of HBsAg in liver cells was
significantly reduced after immunization with DNA vaccines from VHB
(pCD-S2) in the presence of 0.5% CIM and 0.25% PZQ [103].

When used with a vaccine against avian influenza (H5N1), PZQ
demonstrated broad eytotoxic T lymphocyte activity (CD8" T cells) and
1L-17 production (Tc17), resulting in better control of viral infection. In
a single immunization of C57/BL6 female mice using a vaccine from the
killed virus with PZQ, antigen-specific Tc17 cells and IFN-y secretion
were induced [102] (Table 3). This cell induction was impaired in CD8'
knockout (KO) or IFN-y KO mice and was even lower in IL-17 KO mice.
Zou et al. [102] observed a significant reduction in viral loads in lung
tissues and prolonged survival, indicating that PZQ is a promising
chemical adjuvant for vaccines when there is a strong need for CD8" T
cell production.

8. Conclusions

PZQ has been the only treatment for a neglected and prevalent dis-
ease for a few decades, even without full knowledge of its mechanisms of
action. Questions and concerns have arisen over the years, including the
low efficacy of PZQ in juvenile states, the inability to reverse tissue
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damage, and the possible existence of resistant strains. In search for
these answers, new possibilities have emerged, such as using PZQ as a
prophylactic agent. Until the development of an alternative treatment
for schistosomiasis that is as effective as PZQ, new findings are expected
to fill these gaps in the knowledge regarding the mechanisms of action of
PZQ. By elucidating new mechanisms, it's repositioning in the phar-
maceutical industry could be investigated.
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42 CAPITULO II: EFEITO DE PRAZIQUANTEL NA REPOSTA IMUNE DE
CAMUNDONGOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE POR Schistosoma mansoni
DURANTE AS FASES AGUDA E CRONICA

= Colaboradores: M.G.S. LIRA; I.C. L LICA; G.C.C. G FRAZAO; V. A. F DOS SANTOS;
ARAUJO-GUIMARAES, S. J; J.G.M. RODRIGUES; G.S. MIRANDA; R.N.M
GUERRA; L.A SILVA; R.C CAVALHO; F.R.F NASCIMENTO

RESUMO

A esquistossomose mansoni € uma parasitose causada por Schistosoma mansoni. O tratamento de
paciente infectados é realizado pelo Praziquantel (PZQ), ha mais de quatro décadas. Embora o uso
do PZQ esteja consolidado como estratégia quimioterapica, seus modos de acdo no parasito,
principalmente em estagios imaturos e juvenis continuam a ser objetos de investigacdo, juntamente
com seus efeitos na resposta imune do hospedeiro vertebrado. Dessa forma, este estudo investiga
os efeitos na resposta imune de camundongos infectados experimentalmente por S. mansoni e
tratados com PZQ, em diferentes fases da doenca — aguda (60 dias) e cronica (90 dias). Para o
ensaio in vitro, todas as concentracbes de PZQ apresentaram atividade esquistossomicida,
evidentemente a maior concentracao (10pg/mL) apresentou melhor eficdcia em menor tempo. Em
relacdo aos dados in vivo, PZQ reduziu a carga parasitaria em ambos os grupos infectados e tratados
de 60 e 90 dias. O tratamento com PZQ reduziu o namero de eosindfilos nos camundongos
infectados por 60 dias, e induziu aumento de linfocitos para os animais infectados de 90 dias. Em
relacdo as citocinas, notou-se que 0s grupos tratados com PZQ apresentaram reducdo em TNF-a e
IL-6. Associada a redugdo das concentragdes destas citocinas, observamos também reducées das
inflamacdes e lesGes teciduais no figado (fase aguda e crbnica) e no intestino (fase cronica),
demonstrando uma acgdo anti-inflamatdria e reducéo da patologia. Por fim, este trabalho demonstra
que PZQ deve continuar a ser investigado no que diz respeito ao seu papel na resposta imune dos
seus efeitos ao longo e apos o tratamento, para melhor compreenséo.

Palavras-chave: imunoparasitologia, resposta imunoldgica, perfil de citocinas, quimioterapia

ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni is a parasite caused by Schistosoma mansoni. Infected patients have been
treated with praziquantel (PZQ) for more than four decades. Although the use of PZQ has been
consolidated as a chemotherapeutic strategy, its non-parasitic modes of action, particularly in the
immature and juvenile stages, and its effects on the immune response of the vertebrate host are
increasingly being investigated. This study therefore examines the effects on the immune response
of mice experimentally infected with S. mansoni and treated with PZQ at different stages of the
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disease — acute (60 days) and chronic (90 days). In the in vitro test, all concentrations of PZQ
showed schistosomicidal activity, with the highest concentration (10pg/mL) apparently showing
better efficacy in a shorter time. As for the in vivo data, PZQ impaired parasite burden in both
infected and treated groups over 60 and 90 days. Treatment with PZQ decreased the number of
eosinophils in mice infected for 60 days and caused an increase in lymphocytes in animals infected
for 90 days. In terms of cytokines, it was found that the PZQ-treated groups had a reduction in
TNF-o and IL-6. In conjunction with the reduction in the levels of these cytokines, we also
observed a reduction in inflammation and tissue damage in the liver (acute and chronic phase) and
intestine (chronic phase), indicating an anti-inflammatory effect and a reduction in pathology.
Finally, this work shows that PZQ should be further investigated in terms of its role in the immune
response and its effects during and after treatment in order to gain a better understanding.

Keywords: immunoparasitology, immunological response, cytokine profile, chemotherapy

1 INTRODUCAO

A esquistossomose mansoni é uma doenca inflamatdria e cronica, causada por helmintos
da espécie Schistosoma mansoni (BERGQUIST et al., 2017). Esta doenca afeta mais de 250
milhdes de pessoas, com cerca de 280.000 mortes/ano (LO et al., 2022). O ciclo de vida do parasito
é do tipo heterdxeno, composto caramujos do género Biomphalaria e hospedeiros definitivos
(humanos e roedores) (ROSS et al., 2002; MIRANDA et al., 2022). Durante as etapas do ciclo
evolutivo de S. mansoni nos diferentes tecidos, o helminto passa por alteracfes morfoldgicas e
bioquimicas que servem como “mecanismo de fuga” do sistema imunologico dos hospedeiros,
sendo cada etapa desse processo responsavel pela ativacdo de mecanismos imunolégicos (SOUZA
etal., 2011).

A resposta imunoldgica do hospedeiro definitivo no decorrer da infeccdo por S. mansoni
ocorre desde a penetragdo das cercarias até a maturacdo dos vermes adultos, caracterizando a fase
aguda pré-postural, onde o hospedeiro produz uma predominante do perfil Th1 (PEARCE et al.,
1991). Com o inicio da ovipostura (fase aguda postural), os antigenos secretados pelos ovos do
parasito induzem uma mudanca no perfil dos mediadores imunologicos produzidos pelo
hospedeiro, e a resposta imune torna-se predominantemente Th2 (CHEEVER et al., 2000; BURKE
et al., 2009). Essa resposta Th2 alcanca seu pico em torno da 8 semana apos o inicio da infeccdo,
e ¢ modulada com a progressdo da infeccdo para a fase cronica. Este processo de modulacao ocorre

principalmente via IL-10 e TGF-B, que regulam o balango da resposta Th1/Th2 pela ativacdo de
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células T regulatorias (Treg), atingindo seu pico apds 11-12 semanas de infeccdo (ARAUJO et al.,
1996; WYNN et al., 2004).

A principal estratégia de controle da esquistossomose consiste na abordagem
quimioterapica com Praziquantel (PZQ) (ARULEBA et al., 2019), que reduz a carga parasitaria e
impede a evolugédo da doenca para formas graves (SILVA et al., 2017). O uso deste medicamento
por longos anos baseia-se na sua eficacia contra as trés principais espécies causadoras da doenca,
seu baixo custo, baixa frequéncia de efeitos colaterais e facilidade de administracdo (DOENHOFF
et al., 2008; CIOLI et al., 2014). Em vermes maduros de Schistosoma (fase aguda p6s-postural)
(XIAO et al., 1985), PZQ provoca paralisia da musculatura, vacuolizacdo do tegumento e
exposicdo de antigenos da superficie, tornando-o alvo para o sistema imunologico do hospedeiro
vertebrado (ANDREW, 1985; DOENHOFF, 2008; XIAO et al., 2018;). Entretanto, estagios
imaturos do parasito (fase aguda pré-postural), ainda ndo ha total esclarecimento sobre a baixa
eficicia (UTZINGER et al., 2003; VIMIEIRO, 2009; ARULEBA et al., 2019).

No ambito imunoldgico da infecgdo, estudos realizados com S. japonicum demonstraram
correlacdo entre o uso do PZQ e acdo inibitoria direta em macrofagos do tipo M1, culminando em
melhora da esplenomegalia a partir da reducdo da sua capacidade fagocitaria e inflamatéria (KONG
et al., 2017). Em relacdo as células T, o tratamento com PZQ aumenta a frequéncia de células T
efetoras e diminui na frequéncia de células T regulatorias (CD4+ CD25+ FOXP3+) na infeccdo
por S. haematobium (SCHMIEDEL et al., 2015; LABUDA et al., 2020). Outros estudos apontam
que o tratamento com PZQ estimula mudanca no perfil de algumas citocinas, induzindo a expressdo
significativamente mais elevada de IFN-vy, IL-1,-2,-12, -4,-10, -13 e -17 (SCHMIEDEL et al., 2015;
MELKUS et al., 2020). Embora existam dados sobre a eficicia de PZQ, estes ainda continuam
controversos em relacdo a sua acdo no sistema imune do hospedeiro durante a infec¢do por S.
mansoni. Além disso, diversos estudos optam por utilizar o medicamento como forme de controle,
devido sua conhecida acéo parasitologica, mas pouca se explora sobre seu papel na resposta imune.
Dessa forma, é preciso melhor compreender as respostas provocadas por este farmaco, com a
finalidade de propor novas abordagens terapéuticas. Assim, este estudo avalia e compara o efeito
de PZQ em camundongos experimentalmente infectados por S. mansoni durante fases aguda e

crénica da infeccéo, sob as perspectivas parasitologica, imunologica e patoldgica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caramujos Biomphalaria

Os caramujos infectados por S. mansoni (Cepa LE de Belo Horizonte — MG) foram
acondicionados individualmente em recipientes de vidro com agua desclorada, expostos a
iluminacdo artificial (lampadas incandescentes de 60W) por 4 horas, para estimular a eliminacao
das cercarias. As cercarias de S. mansoni obtidas foram analisadas quanto a sua viabilidade,
concentradas e contadas com o auxilio de um microscopio estereomicroscépio (SMITHERS;
TERRY, 1965).

2.2 Camundongos

Foram utilizados 36 camundongos Swiss machos, entre 3 e 4 meses de idade, fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Estes animais foram
divididos em seis grupos com seis animais (n=6), de acordo com o quadro abaixo (Quadro 1).

Quadro 1. Caracterizacdo dos grupos experimentais utilizados para avaliacdo de Praziquantel na resposta imune de
camundongos infectados com S. mansoni.

GRUPOS / CARACTERISTICAS

CS60: Controle sadio de 60 dias (animais nédo infectados por S. mansoni e ndo tratados, utilizados

como parametro fisioldgico, e eutanasiados no 60° dia do experimento).

CS90: Controle sadio de 90 dias: (animais ndo infectados por S. mansoni e ndo tratados,

utilizados como parametro fisiologico, e eutanasiados no 90° dia do experimento).

INF60: Infectado por S. mansoni durante 60 dias e ndo tratado (animais infectados e sem

tratamento, eutanasiados no 60° dia do experimento).

INF90: Infectado por S. mansoni durante 90 dias e nédo tratado (animais infectados e sem

tratamento, eutanasiados no 90° dia do experimento).
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INF+PZQ60: Infectados por S. mansoni durante 60 dias e tratados com Praziquantel (animais
infectados, tratados no 45° dia de infeccdo com PZQ, durante sete dias seguidos, e eutanasiados no

60° dia apds a infecgéo).

INF+PZQ90: Infectados por S. mansoni durante 90 dias e tratados com Praziquantel (animais
infectados, tratados no 45° dia de infeccdo com PZQ, durante sete dias seguidos, e eutanasiados no

90° dia apds a infecgéo).

Os grupos infectados por S. mansoni (INF60, INF90, INF+PZQ60 e INF+PZQ90)
receberam por via percutanea 50 cercarias viaveis, obtidas de exemplares de B. glabrata. Os grupos
tratados por PZQ receberam a dose de 50mg/Kg, por via oral (RODRIGUES et al., 2021) (Figura
6). Para a eutanasia, 0s animais receberam uma superdosagem anestésica para a realizacdo dos
ensaios parasitoldgicos, imunolégicos, histopatoldgicos e imunohistoquimicos. Este experimento
foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da UFMA, sob o n°
23115.002254/2020-18 (Anexo A).

\ ; Vermes maduros

Dias | r : ' o 0
0 45° 51° 60 90
pa -, o
Tratamento com PZQ,
INF60 INF+PZQ60 N .
INFgo INF:mo | Eutanasia I | | Eutanasia IT
INF+PZQ60
INF+PZQ90 C560 CS90
INF60 INFgo
INF+PZ060 INF+PZQg0

Figura 6. Delineamento experimental utilizado para avaliagdo de PZQ na resposta imune de camundongos
infectados por S. mansoni. No dia 0, cada animal dos grupos infectados sem tratamento (INF60 e INF90) e infectados
e tratados (INF+PZQ60 e INF+PZQ90) receberam 50 cercarias de S. mansoni. No 45° dia pds-infec¢cdo, cada animal
dos grupos INF+PZQ60 e INF+PZQ90 recebera a dose de 50mg/Kg, por via oral de PZQ. Apos 60 dias infeccéo, todos
0s animais do periodo de 60 dias foram eutanasiados (CS60, INF60 e INF+PZQ60). Passados 90 dias do inicio do
experimento, todos os animais do grupo de 90 dias foram eutanasiados.
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2.3 In vitro: atividade esquistossomicida de PZQ

Durante a eutanasia | (Figura 7), nos animais infectados de 60 dias foi realizada a perfuséo
do sistema portal e veias mesentéricas com solucéo salina estéril (NaCl a 0,9% w/v) (SMITHERS;
TERRY, 1965) para obtencdo dos vermes adultos. Apos obtencdo dos vermes, as fémeas foram
desprezadas e os machos imediatamente transferidos para meio RPMI 1640 suplementado
(100pg/mL de penicilina, 100pg/mL de estreptomicina e 10% de soro bovino fetal) e lavados duas
vezes com este meio. Os vermes machos foram distribuidos em placas de cultura com 24 pocos,
contendo meio suplementado (2mL/poco) e as culturas incubadas a 37°C, em estufa de CO. Duas
horas apds incubacdo, para permitir a adaptacdo dos vermes ao meio de cultura, o PZQ foi
adicionado nas concentragdes 10pg/mL (utilizado como dose controle em estudos experimentais),
Ipg/mL e 0,1pug/mL. Vermes incubados em meio RPMI suplementado e sem adi¢do de PZQ
serviram como grupo controle negativo.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata para cada grupo. Um microscépio
invertido foi utilizado para avaliar as condi¢Ges gerais dos vermes, incluindo a motilidade,
alteragcdes no tegumento e sobrevivéncia, nos tempos de 3, 6, 12, 18, 24 e 48 horas de cultura. Os
procedimentos citados basearam-se no protocolo de Soares et al. (2017). O tratamento foi
considerado letal quando os vermes ndo exibirem nenhum tipo de movimento apds 2 minutos de
observacdo. A motilidade dos vermes foi pontuada ap6s o tratamento com PZQ de acordo com 0s

critérios de viabilidade marcados numa escala de 0-3 proposto por Horiuchi et al. (2005).

2.4 Avaliacédo parasitoldgica

Para quantificar a presenca de ovos eliminados nas fezes foi utilizada a técnica de ovos por
grama de fezes a partir do protocolo padronizado por Negréo-Corréa et al. (2004). As amostras de
fezes foram coletadas, do reto dos animais eutanasiados, pesadas e diluidas em 2mL de solucao
salina (0,87% NaCl). Apds homogeneizacao, a amostra foi completada com 10mL de solucdo
formol tamponado a 10%, e posteriormente submetidas a contagem.

Para a quantificacdo, a solugéo fecal foi homogeneizada, e foram preparadas trés laminas

com aliquotas de 100uL de cada amostra e examinadas ao microscopio Optico. Posteriormente,
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transformou-se o valor obtido para ovos por grama de fezes acordo com a férmula abaixo, onde:
1- Somatorio de ovos encontrados em todas as laminas analisadas; 2- Numero de laminas

analisadas; 3- Volume final resultante da solucéo fecal; 4- Peso do material (fezes).

Z Ovos (laminas) @

x V (mL)x 10

N° de laminas

E—» Peso (Fezes)

Para quantificar o nimero de ovos de S. mansoni retidos no figado, durante a eutanasia, o
lobo direito de todos os animais foi separado, pesado e digerido, individualmente, em solucdo de
hidroxido de potassio (KOH) 5% a 37°C por 4 h, ou até que ndo fosse mais possivel observar a
presenca de fragmentos de tecidos (CHEEVER,1968). O material resultante da digestdo tecidual
foi transferido para tubos de 15mL e centrifugados por 1 min/200G. O sobrenadante foi desprezado,
cuidadosamente, e foram adicionados mais 14mL de solucéo salina (0,87% NaCl). O procedimento
de lavagem foi repetido cinco vezes. Ao final das lavagens, o material foi ressuspendido em 10mL

de solucdo salina e armazenado a 4°C até a contagem dos ovos.

Z Ovos (laminas) @

x V(mL)x10

N° de laminas

E—» Peso (Orgio)

2.5 Avaliacéo histopatologica do figado e intestino

Amostras de figado (parte central do lobo lateral esquerdo) e do intestino delgado dos
camundongos foram retiradas e fixadas em formol a 10% por 48 horas. ApGs este periodo, o
material foi imerso em sequéncia de alcool a 70%, 80%, 95%, absoluto 1 e 2, e posteriormente em
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xilol 1 e 2 para clarificacdo e finalmente, embebido em parafina histoldgica para inclusdo. Apds a
inclusdo em parafina os blocos foram seccionados em micrétomo na espessura de Sum e os cortes
corados com hematoxilina-eosina (LUNA, 1968).

A andlise histopatoldgica foi realizada por microscopia 6ptica de luz comum, avaliando-se
parametros patologicos (infiltrado inflamatorio, lesdo tecidual, necrose e presenca de granulomas),
através do sistema de escore que determina (0) ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) intenso
(LIBERIO et al., 2011).

2.6 Andlise histomorfométrica do figado

A analise histomorfométrica do figado foi realizada por software ImageJ, em imagens de 6
campos aleatorios por amostra histoldgica para a contagem do nimero e mensuracao da area dos
granulomas. As imagens foram feitas usando um microscopio éptico invertido (NIKON®, modelo
eclipse Ti-U) acoplado a uma camera digital e sistema de computador (NIS-Elements advanced

research). Todas as avaliagdes foram realizadas por observadores “duplo-cegos”.

2.7 Invivo: Avaliagdo Imunoldgica

2.7.1 Andlise leucométrica

Apbs a anestesia dos animais, o0 sangue foi obtido do plexo retro orbital, colocado em tubo
conico (2mL). Para a contagem diferencial dos leucdcitos, foram utilizados 10uL de sangue para a
confeccdo do esfregaco sanguineo, corado com o kit pandtico rapido. Em seguida, 20uL. foram
diluidos em 400uL da Solugéo de Turk, para contagem dos leucécitos totais (MACIEL et al., 2014).
Apos cinco minutos de descanso a temperatura ambiente, o tubo com o sangue foi acondicionado
em caixa com gelo, até a formacdo do codgulo. Apos centrifugacdo (290 G /4°C/10 minutos), o
soro foi coletado e congelado.

A contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada em microscopio optico de luz comum,
sob aumento de 100x, sendo estabelecida a quantidade de cada tipo de célula encontrada ao final
da contagem de 100 leucdcitos. A contagem global de leucdécitos foi realizada em cémara
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Neubauer, com auxilio de microscépio Optico de luz comum, sob aumento de 40x. Ao total de
células contadas (N), foi aplicada a férmula: Leucécitos/mm3 = N x 50 (MACIEL et al., 2014).

2.7.2 Dosagem de IgE total

A concentracdo de IgE total no soro foi realizada pelo kit IgE Mouse Uncoated ELISA
(invitrogen/ ThermoFisher), seguindo-se as instru¢des do fabricante. Inicialmente, os pocos da
placa de ELISA foram revestidos com 100pL de tampé&o de revestimento (PBS 10x). A placa foi
selada e incubada overnight a 4°C. Posterior a este passo, 0s po¢os foram lavados 2x com 400uL
com solucdo de lavagem (1x PBS, 0.05% Tween), blogueados com 250ul do tampéo de bloqueio
(1:10 tampéo de ensaio A (20X) em agua deionizada) e incubados por 2 horas. Apos este periodo,
0s pogos foram lavados (2x).

Foram adicionados 100pL do tampé&o de ensaio A (PBS com 1% Tween™-20 e 10% BSA)
em todos 0s pogos da curva padrdo. Nos pogos Al e A2 foram colocados 100uL do padrdo
reconstituido (250ng/mL) fornecido pelo fabricante. Destes pocos (Al e A2) foram transferidos
100puL para os pocos Bl e B2, sendo uma curva padrdo construida com 250, 125, 62.5, 31.25,
15.62, 7.8 e 3.9ng/mL. Nos pogos em branco foram adicionados 100uL do tampéo de ensaio.

Foram adicionados 50pL do tampdo de ensaio A nos pogos de amostra e 50uL das amostras
de soro, pré-diluidas também no tampéo de ensaio A. A placa foi coberta e incubada em ambiente
por 2 horas, com auxilio de um agitador de microplacas ajustado para 400rpm. Apds isso, a placa
foi lavada (4x). Foram adicionados 100uL/pogo do anticorpo de detecgdo (1:250) e a placa foi
incubada por uma hora. Posteriormente a este periodo, a placa foi lavada (4x). Foram adicionados
100uL de Estreptavidina (HRP) em todos os pogos e incubada em temperatura ambiente por 30
minutos. ApO0s a aspiracdo e lavagem (4x), foram adicionados 100uL de solucdo substrato
(Tetrametilbenzidina) em cada pogo e incubados durante 15 minutos. Apos este periodo foram
adicionados 100uL da solucéo de parada (2 N H.SO4) em cada pogo. A leitura da intensidade da

placa foi realizada no leitor de microplacas com filtro de 450nm.

2.7.3 Obtencéo e contagem das células dos 6rgéos linfoides
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Para obtencédo das células da medula 6ssea, o fémur da pata esquerda de cada animal dos
grupos experimentais foi perfundido com 1 mL de PBS estéril. O baco foi retirado, pesado e
triturado em 3 mL de PBS estéril, e a suspenséo celular obtida foi mantida em banho de gelo e
diluida 50x em PBS para contagem. Para a contagem, as suspensdes celulares foram fixadas e
coradas de cristal violeta, na proporc¢éo 9:1. As contagens celulares foram realizadas em camara de

Neubauer, com auxilio de um microscopio optico de luz comum (CRUZ et al., 2007).

2.7.4 Fenotipagem das células do bago

As células do baco (1x10%/mL) dos camundongos foram ressuspensas em 100 pL de PBS
estéril e transferidas para uma placa de 96 pocos de fundo redondo e centrifugadas (340 G /4°C/ 3
minutos). Apds centrifugacéo o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 200uL de PBSA 1%
(PBS 1x mais BSA 1%) ao pellet formado para ser lavado por duas vezes. Apds a lavagem foi
adicionado aos pogos 50uL anticorpo Fc Block (BD Pharmingen) na propor¢do de I1pL do
anticorpo:100uL de PBSA 1% em todos os pogos para incubar por 15 minutos a 4°C. Adicionou-
se 150uL de PBSA 1% ¢ foi feita centrifugacdo das células a 340 G; 4°C durante 3 minutos. O
sobrenadante foi descartado novamente e o pellet desprendido para ser incubado com o 100uL do
mix de anticorpos e incubados durante 20 minutos ao abrigo da luz a 4°C. Ap6s o periodo de
incubagao foi adicionado mais 200uL de PBSA 1% para o pellet ser centrifugado duas vezes (340
G/ 4°C / 3 min). Em seguida, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% e incubadas por
15 minutos a 4°C ao abrigo da luz para em seguida serem novamente lavadas por mais duas vezes
com PBSA 1%. Apo0s a ultima lavagem, o pellet foi ressuspenso em 150uL de PBSA 1%. As
suspensdes de células foram transferidas para microtubos de leitura para aquisicdo de 20000
eventos no citdbmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Os dados
foram analisados no programa Flow Jow®(TreeStar).

Para a marcacdo das células do baco foram montados 3 painéis com os seguintes anticorpos
monoclonais conjugados com fluorocromos: anti-CD3 conjugado com FITC; anti-CD28 e anti-
CD19 conjugados com PE; anti-CD4 e anti-CD8 conjugados com PerCP; e anti-F4/80 conjugado
com PerCP-Cy5.5; (BD Biosciences Pharmingen) (Quadro 2). Para cada painel foi realizada a

marcagdo com 0s respectivos isotipos no pool de células. Para calibragdo do citdmetro, foi realizado
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um pool de células, que foram utilizadas no controle branco (sem anticorpo conjugado) e trés
controles positivos 1, 2 e 3 (marcados com um anticorpo conjugado com fluorocromo da molécula

mais expressa para seu canal correspondente).

Quadro 2. Painéis para marcacéo das células do sobrenadante do baco de camundongos.

FLUOROCROMO FITC PerCP PE PerCP-Cy5.5
PAINEL 1 CD3 CD4 CD28 -
PAINEL 2 CD3 CD8 CD28 -
PAINEL 3 - - CD19 F4/80

2.7.5 Dosagem de citocinas de perfil de resposta Thl e Th2

A quantificacdo das citocinas (IFN-y, TNFa, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10) foi realizada pela
técnica de Cytometric Bead Array (CBA), a partir do sobrenadante das culturas de bago dos
animais, usando kit disponiveis comercialmente e de acordo com as instrugdes do fabricante (BD®
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17). O limite de detecdo de cada citocina estdo
listados no Anexo C. A leitura das amostras foi realizada no citdometro de fluxo FACScalibur
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Apos a leitura, os dados foram analisados no software

FCAP Array v3®, onde os valores foram expressos em pg/mL para cada citocina.

2.7.6 Anélise Estatistica

Os dados foram analisados no software Prism 8 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). A
normalidade foi avaliada com o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os resultados estdo apresentados
em média + desvio padrdo (S.D). Para os ensaios in vitro foram utilizados a curva de Kaplan Meier
e teste de Log-Rank. Os dados obtidos dos ensaios in vivo foram analisados pelo teste t de Student
ou por anélise de variancia (ANOVA), com o pos-teste de Bonferroni. Para analises de correlacédo
foi utilizado o teste de Pearson. Em todos os casos, os resultados foram considerados significativos

quando p< 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Eficacia de PZQ e comprovacéao da cepa

A analise de viabilidade demonstrou que 50% dos machos de S. mansoni em contato com
10pg/mL de PZQ apresentavam atividade minima ou estavam imdveis (escore 1) ap6s 3 horas de
exposicdo. Apds, 6 horas de cultura (escore 0), 0s vermes expostos a 10pug/mL de PZQ morreram.
Os vermes expostos a 1pug/mL de PZQ apresentaram 50% de viabilidade apds 6h, e morreram em
24h de exposi¢do. Os helmintos expostos a 0.1ug/mL apresentaram a reducdo na viabilidade apds
24h de exposicdo, em 48h a sobrevivéncia foi reduzida a 50%. O controle negativo (sem adi¢édo de

PZQ) apresentou o tempo médio de sobrevivéncia de 48 horas (escore 3) de cultura (Figura 7).
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Figura 7. Viabilidade de vermes machos adultos de Schistosoma mansoni (CEPA LE — Belo Horizonte/MG)
durante 48 horas de exposicdo ao fArmaco Praziquantel®. Foram utilizados dois vermes machos por po¢o em
triplicata em diferentes concentragdes (ug/mL) de PZQ. No controle negativo utilizou-se apenas meio. A viabilidade
dos vermes foi monitorada através da escala de viabilidade que varia de 0 a 3 (3=movimento corporal completo; 2 a
1.5= mobilidade lenta e parcial; 1= atividade minima ou imével, mas o verme ainda vivo; 0= verme morto). Para
avaliar o percentual de sobrevivéncia foi utilizada a curva de Kaplan Meier e a analise estatistica foi realizada pelo
teste de Log-Rank. * p<0.05 em comparacdo ao controle negativo.
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3.2 Reducdo na carga parasitaria

O tratamento com PZQ reduziu o nimero total de ovos por gramas de fezes e ovos retidos
no figado nas infecgdes de 60 e 90 dias (INF+PZQ60 e INF+INF+PZQ90), respectivamente. Nao
foram encontrados ovos nas amostras de fezes coletadas no grupo infectado por 60 dias e tratados
com PZQ (Figura 8A). Assim, a partir dos dados expressos na figura 8A e 8B é seguro dizer que

PZQ foi eficaz contra o verme adulto, confirmando que a cepa utilizada possui sensibilidade ao

farmaco.
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Figura 8. Efeito do tratamento com Praziquantel® sobre o nimero de ovos presentes nas fezes (A) e retidos no
lobo direito do figado (B) de camundongos infectados por S. mansoni em diferentes periodos da infec¢éo (60 e
90 dias). O nimero total de ovos eliminados por grama de fezes foi estimado a partir do método de diluicdo com
solucdo salina (0,85% NaCl) e solucdo de formol tamponado a 10%. O ndmero de ovos retidos no figado foi
quantificado pelo método de digestdo completa com KOH 5%. No dia 0, os camundongos foram infectados com 50
cercérias e eutanasiados no 60° e 90° dia. Os grupos sadios (CS60 e CS90) nao foram infectados e nem receberam
tratamento. Os grupos INF60 e INF90 foram infectados e ndo receberam tratamento. Os grupos infectados e tratados
(INF+PZQ60 e INF+PZQ90) receberam do 45° ao 51° dia, por via oral, Praziquantel® na dose de 50mg/kg. Os valores
representam a média + desvio de 6 animais por grupo. *p<0.05 em comparagdo grupo infectado e sem tratamento da
fase aguda (INF60); **p<0.05 em comparagdo grupo infectado e sem tratamento da fase crénica (INF90); # p<0.05
em comparacdo aos grupos tratados (INF+PZQ60 e INF+PZQ90) e; @ p<0.05 quando comparados os dois grupos
infectados e sem tratamento (INF60 e INF90). Os valores de p foram obtidos pelo teste de T de Student.
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3.3 O tratamento com Praziquantel reduz a patologia hepatica de camundongos infectados

durante a fase aguda da infec¢do por S. mansoni

Em relacdo a analise histopatoldgica do figado (Tabela 1), os camundongos infectados por
S. mansoni e néo tratados (INF60 e INF90) apresentaram aumento em todos os parametros
analisados, em relacdo aos seus respectivos controles limpos (CS60 e CS90). Em relacdo ao
tratamento, foi observado que o grupo tratado da fase aguda (INF+PZQ60) diminuiu todos os
parametros analisados em relacdo ao seu controle infectado e sem tratamento (INF60).

Na fase cronica, PZQ ndo demonstrou efeito sob o infiltrado, necrose, lesdo tecidual e
presenca de granulomas em relacdo seu controle infectado e ndo tratado (INF90). O grupo tratado
na fase cronica (INF+PZQ90) em relacdo ao grupo da fase aguda (INF+PZQ60), apresentou maior

namero de lesdes e granulomas (Tabela 1).

Tabela 1. Anélise histopatoldgica do tecido hepéatico de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, e
tratados ou ndo Praziquantel por sistema de escores.

Grupos
CS60 INF60 INF+PZQ60  CS90 INFOO  INF+PZQ90
Infiltrado 140 30 20" 0 140" 1+00
Necrose 0 2+0 10 0 2+0 2+0
Les&o tecidual 1+0 340 240 0 30 3408
Presenca de 0 310 140 0 340 3+0e

granulomas

@No dia 0, os camundongos foram infectados com 50 cercérias de S. mansoni, metade do grupo foi eutanasiada no 60°
dia e os demais no 90° dia apds a infec¢do. Os grupos sadios (CS60 e CS90) ndo foram infectados e tratados. Os
controles negativos (INF60 e INF90) foram infectados por S. mansoni e ndo receberam tratamento. Os grupos tratados
por Praziquantel (INF+PZQ60 e INF+PZQ90) foram tratados do 45° ao 51° dia, por via oral, na dose de 50mg/kg.

b Os valores representam a média + desvio padrido de 6 animais por grupo. *p<0.05 em comparacdo aos grupos
infectados e sem tratamento da fase aguda (INF60). # p<0.05 quando comparado os dois grupos infectados sem
tratamento (INF60 e INF90); @ p<0.05 em comparacdo ao grupo infectado e tratado por praziquantel (INF+PZQ60).
Os valores de p foram obtidos pelo teste de ANOVA (Ordinary One way ANOVA com o pds-teste de Bonferroni).
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Figura 9. Fotomicrografia de cortes histolégicos hepaticos de camundongos infectados S. mansoni, durante 60
dias, e tratados com Praziquantel, corados com HE (40x). (A) Animais infectados por S. mansoni e nao tratados da
fase aguda (INF60) e (B) animais infectados e tratados do 45° ao 51° dia, por via oral com Praziquantel na dose de
50mg/kg (INF+PZQ60). As setas indicam &reas de granulomas ocasionadas pela resposta imune ao ovo de S. mansoni.

Figura 10. Fotomicrografia de cortes histolégicos hepaticos de camundongos infectados S. mansoni, durante 90
dias, e tratados com Praziquantel, corados com HE (40x). (A) Animais infectados por S. mansoni e ndo tratados da
fase crénica (INF90) e (B) animais infectados e tratados do 45° ao 51° dia, por via oral com Praziquantel na dose de
50mg/kg (INF+PZQ90). As setas indicam areas de granulomas ocasionadas pela resposta imune ao ovo de S. mansoni.
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3.4 Praziquantel reduz o numero de granulomas em camundongos infectados

experimentalmente por S. mansoni, nas fases aguda e crénica

Em relacdo aos granulomas, que sdo umas das principais caracteristicas da patologia da
doenca, foi observado que o tratamento com Praziquantel diminuiu o nimero de granulomas em
56, 25% na fase aguda (INF+PZQ60) e 28,18% na fase crénica (INF+PZQ90) (Figura 11A). JAem
relacdo a area dos granulomas nos animais infectados por S. mansoni e tratados por PZQ
observamos que apenas na fase aguda houve uma reducéo significativa em relagdo aos animais

infectados e néo tratados (Figura 11B).
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Figura 11. Nimero de granulomas (A) e analise morfométrica da area de granulomas (B) no tecido hepético de
camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, e tratados ou ndo com Praziquantel. A anélise foi realizada
usando o software ImageJ em imagens de cortes histoldgicos (corados com HE) da parte central do lobo lateral
esquerdo do figado de animais que no dia 0 foram infectados com 50 cercérias, e ap6s 60 dias de infeccdo metade do
grupo experimental foi eutanasiado e ap6s 90 dias de infecgdo os demais foram eutanasiados. Os grupos sadios (CS60
e CS90) ndo foram infectados e nem receberam tratamentos. Os grupos INF60 e INF90 foram infectados por S.
mansoni, mas ndo receberam nenhum tipo de tratamento. Os grupos tratados por Praziquantel receberam do 45° ao 51°
dia), por via oral o medicamento na dose de 50mg/kg. Os valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais
por grupo. *p<0.05 em comparacdo ao grupo infectado e sem tratamento da fase aguda (INF60); **p<0.05 em
comparacéo ao grupo infectado e sem tratamento da fase cronica (INF90); # p<0.05 em comparagao ao grupo infectado
e tratado por PZQ da fase aguda (INF+PZQ60). Os valores de p foram obtidos pelo teste de T de Student.
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3.5 O tratamento com Praziquantel reduz a inflamacdo no intestino de camundongos

infectados por S. mansoni por 90 dias.

A andlise histopatol6gica do intestino dos animais infectados por S. mansoni e tratados com
PZQ na fase aguda ndo demonstraram resultados significativos para os parametros analisados.
(Tabela 2). O tratamento com PZQ na fase crénica reduziu o infiltrado inflamatorio, a leséo tecidual
e a quantidade de granulomas. Os animais infectados e tratados da fase crénica (INF+PZQ90)
apresentaram resultados significativos também quando comparados aos da fase aguda
(INF+PZQ60).

Tabela 2. Analise histopatolégica do intestino de camundongos infectados ou néo por S. mansoni, e tratados ou
néo Praziquantel por sistema de escores.

Grupos
CS60 INF60  INF+PZQ60 CS90 INF90 INF+PZQ90
Infiltrado 1+0 207 18+08 0 2505 07+057@
Necrose 0 0 0 0 0 0
Lesao 0 1.8+0.4* 15+0.8 »
_ 0 25+05% 06+057@
tecidual
Presenca de 0 1.6 + 0.5 1.5+05 0 25+0.5% 06+05"@
granulomas

aNo dia 0, os camundongos foram infectados com 50 cercérias de S. mansoni, metade do grupo foi eutanasiada no 60°
dia e os demais no 90° dia ap6s a infeccdo. Os grupos sadios (CS60 e CS90) nao foram infectados e tratados. Os
controles negativos (INF60 e INF90) foram infectados por S. mansoni e ndo receberam tratamento. Os grupos tratados
por Praziquantel (PZQ -60 e INF+PZQ90) foram tratados do 45° ao 51° dia, por via oral, na dose de 50mg/kg.

b Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. # p<0.05 quando comparado ao sadio da
fase aguda (CS60); ##p<0.05 quando comparado ao grupo sadio da fase cronica (CS90); *p<0.05 em comparagdo ao
grupo infectado e sem tratamento da fase aguda (INF60). **p<0.05 quando comparado ao grupo infectado e sem
tratamento da fase cronica (INF90); @ p<0.05 em comparacdo ao grupo infectado e tratado por praziquantel
(INF+PZQ60). Os valores de p foram obtidos pelo teste de ANOVA (Ordinary One way ANOVA com o pGs-teste de
Bonferroni).
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3.6 Camundongos infectados por S. mansoni e tratados por PZQ possuem alteracdo em

parametros leucométricos.

Os dados relacionados ao perfil leucométrico de camundongos infectados por S. mansoni,
na fase aguda e cronica, e tratados por PZQ estdo demonstrados na tabela 3, considerando a
frequéncia absoluta.

Animais infectados e tratados por PZQ durante a fase aguda (INF+PZQG60) apresentaram
reducdo de eosinofilos no sangue quando comparados ao grupo INF60 (Tabela 3). Para a fase
cronica da infeccdo (90 dias), foi observado que no grupo INF+PZQ90 ocorreu reducdo do nimero
de leucdcitos totais e aumentou no numero de linfécitos em relacdo ao grupo INF9O0.

Entre os dois grupos infectados, em diferentes fases da infecc¢éo, e tratados por PZQ sempre
ocorreu reducao em leucdcitos totais, neutréfilos, mondcitos e eosinéfilos, e aumento no nimero
de linfocitos na fase cronica (INF+PZQ90) (Tabela 3).

Tabela 3. Contagem global e diferencial de leucocitos do sangue de camundongos infectados ou nao por S.
mansoni, e tratados ou ndo por Praziquantel®.

Células Grupos
(x10%3/mm3) CS60 INF60O  INF+PZQ60 CS90 INF90 INF+PZQ90
Leucdcitos 3.7+06 65+0.9 58x+1.6 39+26 5909 34+097°

Neutrdfilos 26+05 3.0x04 34+10 23+1.9 12+04" 12+0.7°
Linfocitos 1.0+£03 06=%0.2 0.6+0.3 1.3+06 0.8+02 1.8+087C
Mondécitos  0.1+0.1 1.4+0.6* 1.3+0.6 02+0.1 04+02° 03+0.20

*

Eosinofilo 00+0.0 14+04" 06+0.3 00+0.0 03+02° 00+0.09

2No dia 0, os camundongos foram infectados com 50 cercérias de S. mansoni, metade do grupo foi eutanasiada no 60°
dia (n=6) e os demais no 90° dia apds a infec¢do (n=6). Os grupos sadios (CS60 e CS90) ndo foram infectados e ndo
tratados. Os controles negativos (INF60 e INF90) foram infectados e ndo receberam tratamento. Os grupos tratados
por Praziquantel (INF+PZQ60 e INF+PZQ90) foram tratados do 45° ao 51° dia, por via oral, na dose de 50mg/kg.

b Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. # p<0.05 em comparagdo ao controle sadio
da fase aguda (CS60). *p<0.05 em comparacdo ao grupo infectado e sem tratamento da infeccdo aguda (INF60). **
p<0.05 em comparacdo ao grupo infectado e sem tratamento da fase cronica (INF90). @ p<0.05 em comparagao ao
grupo infectado e tratado por PZQ (INF+PZQ60). Os valores de p foram obtidos pelo teste de T de Student.
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3.7 O tratamento com Praziquantel em animais infectados por Schistosoma néo interfere na

concentracao sérica de IgE

A infeccdo por S. mansoni resulta em aumento na concentracdo sérica de IgE total em
animais néo tratados, independente da fase da doenca (INF60 e INF90) quando comparado aos
animais ndo infectados. Na fase cronica sem tratamento (INF90) € observada a diminuicdo da

concentracdo da IgE nos camundongos em relacédo a fase aguda (INF60) (Figura 12).
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Figura 12. Concentracdes séricas de IgE total de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, e tratados ou
ndo com Praziquantel® em tempos diferentes de infeccdo. O soro foi obtido de animais que, no dia 0 foram
infectados com 50 cercérias e eutanasiados nos 60° e 90° dia. Os grupos sadios ndo foram infectados e tratados (CS60
e CS90). Os controles negativos foram infectados e ndo receberam tratamento (INF60 e INF90). Os grupos tratados
por PZQ (INF+PZQ60 e INF+PZQ90) receberam tratamento entre os dias 45° a 51° dia, por via oral, dose de 50mg/kg.
# p<0.05 em comparagdo ao controle sadio da infeccéo de fase aguda (CS60); ## p<0.05 em comparacdo ao controle
sadio da infeccdo de fase crénica (CS90); * p<0.05 em comparagdo ao grupo infectado por 60 dias e sem tratamento
(INF60). Os valores de p foram obtidos pelo teste de T de Student.
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3.8 O tratamento com Praziquantel ndo interfere na celularidade total e no peso do baco

Em relacdo ao baco, foi observado o aumento no nimero de células (Figura 13A) e peso
(Figura 13B) do 6rgéo, tanto na fase aguda quanto crénica, nos grupos de animais infectados e sem
tratamento (INF60/INF90) em relagdo aos grupos sadios (CS60/CS90). Os grupos tratados por

PZQ ndo exibiram alteracdes em seu nimero de células para ambas as fases da infeccao.
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Figura 13. Celularidade total (A) e peso (B) do ba¢o de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, e
tratados ou ndo com Praziquantel. As células do baco foram obtidas dos animais que, no dia 0 foram infectados com
50 cercarias. Metade do grupo foi eutanasiada no 60° dia (n=6) e os demais no 90° dia ap6s a infecgdo (n=6). Os grupos
sadios (CS60 e CS90) nao foram infectados e tratados. Os controles negativos (INF60 e INF90) foram infectados e
ndo receberam tratamento. Os grupos tratados por Praziquantel (PZQ -60 e INF+PZQ90) receberam tratamento do dia
45° a0 51°, por via oral, na dose de 50mg/kg. A suspensao celular do bago foi contada em camara de Neubauer. Os
valores representam a média + desvio padréo de 6 animais por grupo. #p<0.05 em comparacéo ao controle sadio de 60
dias (CS60). ## p<0.05 em comparagdo ao controle sadio de 90 dias (CS90). Os valores de p foram obtidos pelo teste
de T de Student.
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3.9 O tratamento com Praziquantel reduz o nimero de linfocitos B na fase cronica da infeccéo

por S. mansoni

O tratamento com PZQ alterou somente o numero de linfécitos T no grupo infectado e
tratado de 90 dias (INF+PZQ90), em relacdo ao grupo infectado e tratado de 60 dias (Figura 14A).
A infeccdo sempre aumentou o ndmero de linfocitos B (CD19%), exceto no grupo infectado e
tratado de 90 dias (INF+PZQ90), onde observamos reducédo dessa populacdo em relagdo aos demais
(Figura 14B). Adicionalmente, a infecgdo aumentou 0 nimero de macrofagos em todos os grupos,

embora ndo tenha sido observado diferenca entre os grupos tratados e os ndo tratados (Figura 14C).
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Figura 14. Caracterizagéo fenotipica dos linfocitos T (A), B (B) e macrdfagos (B) do baco de camundongos
infectados ou ndo por S. mansoni, e tratados ou nao com Praziquantel. As células do baco foram obtidas dos
animais que, no dia 0 foram infectados com 50 cercarias. Metade do grupo foi eutanasiada no 60° dia (n=6) e os demais
no 90° dia ap6s a infecgdo (n=6). Os grupos sadios (CS60 e CS90) ndo foram infectados e tratados. Os controles
negativos (INF60 e INF90) foram infectados e ndo receberam tratamento. Os grupos tratados por Praziquantel (PZQ -
60 e INF+PZQ90) receberam tratamento do dia 45° ao 51°, por via oral, na dose de 50mg/kg. Para a marcagdo das
células do baco foram montados 3 painéis com 0s seguintes anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos:
anti-CD3 conjugado com FITC; anti-CD28 e anti-CD19 conjugados com PE; anti-CD4 e anti-CD8 conjugados com
PerCP; e anti-F4/80 conjugado com PerCP-Cy5.5; (BD Biosciences Pharmingen). Para cada painel foi realizada a
marcagao com os respectivos isotipos no pool de células. Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais
por grupo. # p<0.05 em comparagdo ao controle sadio de 60 dias (CS60). ## p<0.05 em comparagdo ao controle sadio
de 90 dias (CS90). **p<0.05 em comparagdo ao grupo infectado e sem tratamento de 90 dias (INF90). @ p<0.05
quando comparado os grupos INF+PZQ60 e INF+PZQ90. Os valores de p foram obtidos pelo teste de T de Student.



64

3.10 O tratamento com Praziquantel ndo interfere no nimero de linfocitos T auxiliares e

citotdxicos no baco de camundongos infectados por S. mansoni

O numero de linfécitos T auxiliares (Figura 15A e 15B) e citotoxicos (Figura 15C e 15D)
ndo foi alterado nos animais tratados por PZQ (INF+PZQ60 e INF+PZQ90) em relacdo aos seus
respectivos controles infectados e sem tratamento (INF60 e INF90) para ambas as fases estudadas.
Entretanto, quando comparado os grupos tratados entre si (INF+PZQ60 e INF+PZQ90) observou-
se que na infecgdo de 90 dias (cronica) os animais tratados apresentaram maior quantidade de

linfocitos T auxiliares e citotoxicos.
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Figura 15. Caracterizagéo fenotipica dos linfdcitos T auxiliares (A e B) e linfocitos T citotoxicos (C e D) do baco
de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, e tratados ou ndo com Praziquantel. As células do bago
foram obtidas dos animais que, no dia 0 foram infectados com 50 cercérias. Metade do grupo foi eutanasiada no 60°
dia (n=6) e os demais no 90° dia apés a infeccdo (n=6). Os grupos sadios (CS60 e CS90) nao foram infectados e
tratados. Os controles negativos (INF60 e INF90) foram infectados e ndo receberam tratamento. Os grupos tratados
por Praziquantel (PZQ -60 e INF+PZQ90) receberam tratamento do dia 45° ao 51°, por via oral, na dose de 50mg/kg.
Para a marcacdo das células do baco foram montados 3 painéis com os seguintes anticorpos monoclonais conjugados
com fluorocromos: anti-CD3 conjugado com FITC; anti-CD28 e anti-CD19 conjugados com PE; anti-CD4 e anti-CD8
conjugados com PerCP; e anti-F4/80 conjugado com PerCP-Cy5.5; (BD Biosciences Pharmingen). Para cada painel
foi realizada a marcagdo com os respectivos isotipos no pool de células. Os valores representam a média + desvio
padrdo de 6 animais por grupo. # p<0.05 em comparacdo ao controle sadio de 60 dias (CS60). ## p<0.05 em
comparacdo ao controle sadio de 90 dias (CS90). @ p<0.05 em comparacdo ao grupo infectado e tratado por
Praziquantel na fase aguda (INF+PZQ60). Os valores de p foram obtidos pelo teste de T de Student.
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3.11 O tratamento com PZQ diminui as concentracdes de citocinas de perfil Thl

Na fase aguda ndo foram observadas deteccdes significativas de IL-2 e IFN-y nos grupos
tratados por PZQ (Figura 16A e 16B). Para as citocinas TNF-a (Figura 16C) e I1L-6 (Figura 16D)
foi observada a diminuigdo nas concentragdes no grupo infectado e tratado por PZQ (INF+PZQ60)
quando comparado ao grupo infectado néo tratado (INF60).

Para a fase cronica ndo foram observados dados significativos para IL-2 (Figura 16A). Em
relacdo as citocinas IFN-y (Figura 16B), TNF-a (Figura 16C) e IL-6 (Figura 16D), 0os grupos
infectados e tratados por PZQ (INF+PZQ90) apresentaram diminui¢do em suas concentragdes, em

relacdo aos grupos infectados e sem tratamento (INF90).
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Figura 16. Efeito do tratamento de Praziquantel durante a infeccdo por S. mansoni sobre as concentracgdes de
citocinas de perfil Thl em sobrenadante de cultura do baco de camundongos. No dia 0, os camundongos foram
infectados com 50 cercarias de S. mansoni, metade do grupo foi eutanasiada no 60° dia (n=6) e os demais no 90° dia
apos a infeccdo (n=6). Os grupos sadios (CS60 e CS90) ndo foram infectados e tratados. Os controles negativos (INF60
e INF90) foram infectados e ndo receberam tratamento. Os grupos tratados por Praziquantel (PZQ -60 e INF+PZQ90)
foram tratados do 45° ao 51° dia, por via oral, na dose de 50mg/kg. A quantificacdo das citocinas foi realizada pela
técnica de Cytometric Bead Array (CBA), a partir do sobrenadante das culturas de bago dos animais, usando kit
disponiveis comercialmente e de acordo com as instrugdes do fabricante (BD® Cytometric Bead Array (CBA) Mouse
Th1/Th2/Th17). A leitura das amostras foi realizada no citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA), sendo os dados analisados no software FCAP Array v3®, onde os valores foram expressos em pg/mL para
cada citocina. Os valores representam a média + desvio padréo de 6 animais por grupo. *p<0.05 em comparagdo ao
grupo infectado e sem tratamento da fase aguda (INF60); #p<0.05 em comparacao ao grupo infectado e sem tratamento
da fase cronica (INF90); @ p<0.05 em comparacdo ao grupo infectado e tratado da fase aguda (INF+PZQ60). Os
valores de p foram obtidos pelo teste de T de Student.



67

3.12 O tratamento com PZQ diminui a concentracdo de citocinas anti-inflamatéria e

regulatdria na infeccédo de 90 dias

Nos animais da fase aguda (60 dias), as concentragdes de IL-4 e IL-10 ndo foram detectadas
(Figuras 17A e 17B). Para a fase crbnica, observamos que o grupo infectado e tratado com PZQ
(INF+PZQ90) diminuiu as concentracdes de IL-4 e IL-10 ap6s o tratamento, quando comparado
ao grupo infectado e néo tratado da mesma fase da infeccdo (INF90) (Figuras 17A e 17B). Entre
0s grupos infectados e tratados por PZQ (INF+PZQ60 e INF+PZQ90), nas diferentes fases da

infeccdo, ndo foram encontrados resultados significativos.
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Figura 17. Efeito do tratamento de Praziquantel durante a infeccdo por S. mansoni sobre as concentracgdes de
citocinas IL-4 e IL-10 em sobrenadante de cultura do bago de camundongos. No dia 0, os camundongos foram
infectados com 50 cercaérias de S. mansoni, metade do grupo foi eutanasiada no 60° dia (n=6) e os demais no 90° dia
apos a infeccdo (n=6). Os grupos sadios (CS60 e CS90) nédo foram infectados e tratados. Os controles negativos (INF60
e INF90) foram infectados e ndo receberam tratamento. Os grupos tratados por Praziquantel (PZQ -60 e INF+PZQ90)
foram tratados do 45° ao 51° dia, por via oral, na dose de 50mg/kg. A quantificacdo das citocinas foi realizada pela
técnica de Cytometric Bead Array (CBA), a partir do sobrenadante das culturas de bago dos animais, usando kit
disponiveis comercialmente e de acordo com as instrucdes do fabricante (BD® Cytometric Bead Array (CBA) Mouse
Th1/Th2/Th17). A leitura das amostras foi realizada no citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA), sendo os dados analisados no software FCAP Array v3®, onde os valores foram expressos em pg/mL para
cada citocina. Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. *p<0.05 em comparagdo ao
grupo infectado por S. mansoni e ndo tratado na fase cronica (INF90) e #p<0.05 quando comparado 0s grupos
infectados por S. mansoni e ndo tratados (INF60 e INF90). Os valores de p foram obtidos pelo teste de T de Student.



68

4 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou os efeitos do tratamento de PZQ na resposta imune de
camundongos infectados por S. mansoni em diferentes fases da doenga: aguda (60 dias) e cronica
(90 dias), demonstrado pela reducdo na concentracdo de citocinas anti-inflamatorias e lesdes
teciduais.

O ensaio in vitro demonstrou que o PZQ foi eficaz contra os vermes adultos de S. mansoni.
A maior concentragdo de PZQ utilizada neste estudo (10ug/mL) apresentou melhor resultado em
menor periodo (6h), entretanto as concentragdes menores também foram capazes de matar o
parasito, porém em maior tempo, assim como em Pica-mattocia e Cioli (2004).

Em nossas analises parasitologicas observamos a reducdo na quantidade ovos tanto nas
fezes quanto no figado, em ambas as fases da infeccdo (aguda e cronica). Além disso, também
observamos a diminui¢do no nimero de granulomas no figado em ambas as fases. Os efeitos de
PZQ sobre a oviposicdo implicam na eficacia do tratamento, na manutencdo do ciclo
(LAMBERTON et al., 2017) e na morbidade da doenca (BOROS, 1989). A diminuicdo na
quantidade de ovos pode ser relacionada a possivel reducéo da patologia, assim como nos achados
de Bakeri et al. (2022). Adicionalmente, também foi observada reducdo na inflamag&o e leséo
tecidual dos animais infectados e tratados por PZQ na fase aguda (INF+PZQG60).

Em relacdo a analise leucométrica, observamos que apos o tratamento, os animais da fase
aguda (INF+PZQ60) reduziram o numero de eosinofilos, possivelmente pela reducdo da carga
parasitaria e pela modulacdo da resposta imune. A eosinofilia é uma caracteristica da infeccao por
S. mansoni, com aumentos exponenciais em nimero de eosinéfilos no sangue periférico, que se
correlacionam com a progressao da doenca e desenvolvimento de granulomas (WYN et al., 2004;
COAKLEY et al.,2019). Os eosinofilos sdo recrutados especificamente para os granulomas em
resposta a estimulos Th2 e formam um componente significativo desta estrutura (SWARTZ et al.,
2006).

De maneira geral, o perfil leucométrico dos camundongos infectados e tratados da fase
crénica (INF+PZQ90) apresentou reducdo no numero de leucocitos totais dos animais, onde pode-
se notar que os valores obtidos das células, com excec¢do dos linfocitos, estdo proximos aos do

grupo dos animais sadios (CS90). Essa restauracdo do perfil leucométrico pode ser atribuida a
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capacidade do PZQ de eliminar os parasitas e limitar as propriedades imunogénicas dos vermes e
dos ovos intratissulares (FEMOE et al., 2022). Embora nossos dados tenham demonstrado uma
reducdo de leucdcitos e eosindfilos, observamos também um aumento de linfocitos, que pode estar
sendo recrutado e controlando as lesdes teciduais. Nos estudos de Femoe et al. (2022), com
camundongos tratados na dose de 18 mg/kg por 28 dias consecutivos, na fase granulomatosa da
doenca, achados semelhantes também foram observados.

Embora tenhamos encontrado um aumento de linfdcitos, ndo observamos um aumento de
IgE que esta associado aos linfécitos B, o que indica que os mecanismos de protecdo de PZQ podem
estar associado com outros perfis de linfocitos. Entretanto, sdo dados controversos pois pacientes
infectados por Schistosoma de areas endémicas (DUNNE et al., 1992; FITZSIMMONS et al.,
2004) e outros modelos experimentais com camundongos demonstraram que o tratamento com
PZQ esta relacionado a manutencdo de uma resposta IgE elevada e potencialmente protetora
(NONO et al., 2021).

Para compreender melhor uma possivel acdo de PZQ em células efetoras, avaliamos a
composicdo celular do baco. Assim, ndo foram observados aumento ou reducao nas populagdes de
CD3+ nos animais infectados e sem tratamento das fases aguda e cronica (INF60 e INF9O0,
respectivamente). Desta forma para avaliar se PZQ poderia estar atuando somente em populacGes
especificas de linfocitos T, avaliamos os linfécitos auxiliares e citotoxicos, que também néo
apresentaram aumento ou reducdo ap0s a quimioterapia.

Apesar de ndo termos encontrado diferencas na quantidade dos diferentes tipos de
linfdcitos, observamos que o tratamento com PZQ induziu uma mudanca no perfil de citocinas
avaliadas. Em nossa investigagéo, foi observado o aumento nas concentragdes de IFN-y (ativador
de macrofagos) e TNF-a (pro-inflamatérios e pro-fibrogénicos) nos animais infectados e nao
tratados na fase cronica (INF90), que apds submetidos ao tratamento com PZQ apresentaram
diminuicdo nas concentracdes destas citocinas, assim como em Femoe et al. (2022).

Ainda em relacdo a resposta Thl, também foi analisada a concentracdo de IL-6 apds o
tratamento com PZQ, na qual ambas as fases de infeccdo (aguda e crbnica) apresentaram
concentracbes menores quando comparados aos seus respectivos grupos infectados sem
tratamento. Essa citocina pode ser produzida por linfocitos B e T, fibroblastos macrofagos, e

influéncia nas respostas imune antigeno especificas e reacdo inflamatérias (VARELLA; FORTE,
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2001; DIEHL et al., 2022). Além de estimular a inflamacéo, a IL-6 tem a¢do importante na atracdo
de eosindfilos para o local de inflamacdo (VARELLA; FORTE, 2001) e sua inibicdo por PZQ é
apontada como um mecanismo anti-fibrotico (NIU et al., 2022). A diminui¢do nas concentragdes
destas citocinas impacta na patologia da esquistossomose, confirmado pelos dados
histopatologicos.

Na fase aguda ndo foram detectadas concentracdes de IL-4 nos grupos infectados com e
sem tratamento (INF+PZQ60 e INF60). Camundongos sem producdo de IL-4 desenvolvem uma
forma grave da doenca e morrem (BRUNET et al., 1997; NDLOVU; BROMBACHER, 2014).
Logo, a IL-4 desempenha um papel protetor durante a infeccdo (LA FLAMME et al., 2001,
HERBERT et al., 2008), que nos causou questionamentos, visto que foi observada a presenca de
granulomas no figado desses camundongos, assim como sua sobrevivéncia por 60 dias, sendo.
Desta forma, estudos adicionais que avaliem as citocinas devem ser realizados. Ja para a fase
cronica, observamos que a IL-4 reduziu sua concentragdo nos animais infectados e tratados por
PZQ (INF+PZQ90) em relacdo ao seu grupo infectado e sem tratamento (INF90). Altas
concentracdes de I1L-4, assim como de outras citocinas do perfil Th2 (IL-5 e IL-13) estdo associadas
ao agravamento da fibrose hepatica em humanos infectados pelo S. mansoni (DE JESUS et al.,
2002, KAVIRATNE et al., 2004).

Ao avaliarmos as concentracdes de IL-10, notamos a diminui¢do em sua concentracéo apos
o tratamento com PZQ nos camundongos em fase crbnica da infeccdo (INF+PZQ90), que
pode/poderia estar interferindo na morbidade desses animais, observado pela ndo alteracdo nos
parametros histopatolégicos observados no figado destes animais. Neste grupo de animais houve
uma diminuicdo no nimero de granulomas, assim supomos que a a¢ao de IL-10 néo foi estimulada
como deveria, mas ndo descartamos a acdo da citocina localmente em outros 6rgaos afetados tais
como figado e intestino.

Em conclusédo, nossos dados reforcam os principais efeitos esquistossomicida de PZQ in
vitro e in vivo ja descritos na literatura: reducdo da carga parasitaria, neste caso em ambos 0s
periodos de infec¢do analisados. O tratamento com PZQ demonstrou acdo anti-inflamatoria,
observada pelas reduc@es das inflamacoes e lesdes teciduais no figado (fase aguda e crénica) e no
intestino (fase cronica), juntamente com a reducdo na presenca de granulomas, eosinofilos, TNF-

a e IL-6 e aumento de linfécitos. Além disso, este trabalho demonstra que PZQ deve continuar a
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ser investigado no que diz respeito ao seu papel na resposta imune para melhor compreensdo dos

seus efeitos ao longo e ap6s o tratamento.
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5 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos e apresentados, podemos concluir que:
e Capitulo I:
- Apds 50 anos de uso, 0 PZQ ainda possui lacunas em seus mecanismos de acéo e continua
sendo objeto de investigacéo;
- Novos alvos moleculares foram descobertos, além dos canais de célcio;

- O PZQ pode ser utilizado em vacinas e potencializar a resposta imunoldgica.

e Capitulo II:
- O tratamento com PZQ n&o interferiu na IgE e na celularidade do bagco para ambos 0s
periodos analisados.
- O tratamento com PZQ reduziu a quantidade de ovos de S. mansoni nos tecidos hepaticos
e nas fezes nas fases aguda e crénica.
- O PZQ reduziu o nimero de granulomas no figado e a inflamacéo no tecido em ambos os
periodos analisados.
- O tratamento com PZQ nos camundongos de fase cronica apresentou redu¢do no nimero
de granulomas e inflamacéo no intestino.
- Os animais tratados da fase crénica apresentaram reducéo no nimero de leucdcitos totais
e aumento de linfdcitos, enquanto para a fase aguda, PZQ reduziu o nimero de eosindfilos.
- O PZQ diminuiu a produgéo de citocinas, principalmente das pro-inflamatorias TNF-a e

IL-6 para ambos os periodos estudados.
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ANEXO C - LIMITE TEORICO DE DETECGAO DO KIT CBA PARA CITOCINAS

Thl, Th2 E Th17

30 | ED CEA Mouse Th1/Th2iTh17 Cytokine Kit

Theoretical limit of detection

Experiment
details

Limit of
detection data

The individual standard curve range for a given cytokine
defines the minimum and maximum quantifiable levels

using the

BD CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit

(ie, 20 pg/mL and 5000 pg/mL). By applying the 4-
parameter curve fit option, it is possible to extrapolate
values for sample intensities not falling within the limits
of the standard curve. It is up to the researcher to decide
the best method for calculating values for unknown
samples using this assay. The theoretical limit of

detection

tor each cytokine using the BD CBA Mouse

Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit is defined as the
corresponding concentration at two standard deviations
above the median fluorescence of 30 replicates of the

negative control (0 pg/mL).

Cytokine
IL-2

IL-4

[L-&
[FMN-y
TNF
[L-17A
[L-10

Limit of detection (pg/mL)
0.1

0.03

1.4

0.5

0.9

0.8

16.8




