Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 41(2):173-178, mar-abr, 2008 ARTIGO/ARTICLE
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RESUMO

No presente estudo, avaliou-se a distribui¢ao dos eosinéfilos nas diferentes fases da formacio do granuloma hepitico de camundongos infectados pelo
Schistosoma mansoni. A partir dos resultados obtidos sugerimos uma nova classificagdo para a evolucio do granuloma hepdtico em camundongos
montada a partir de fases descritas por outros autores. Em cada fase hd um padrio diferente de distribui¢do dos eosindfilos. Na fase necrético-
exudativa os eosinéfilos encontram-se concentrados na periferia e no centro do granuloma e na drea de necrose eles sio escassos; na “produtiva”
os eosindfilos estdo ainda distribuidos de maneira difusa por todo o granuloma; na de cura por fibrose se concentram na periferia e no centro do
granuloma. Os eosindfilos estavam em contato direto com os ovos em todos os estigios de evolucio dos granulomas. Conclui-se entdo que a dinimica
dos eosindfilos possui papel importante na formagfo da reacdo granulomatosa do hospedeiro e resolucio do processo inflamatério causado pelo
ovo do parasita, além de acrescentar novos dados na classificagio dos granulomas hepdticos.

Palavras-chaves: Esquistossomose. Granuloma. Anticorpo antiperoxidase eosinofilica. Anticorpo antiproteina cationica eosinofilica.

ABSTRACT

In the present study, the distribution of eosinophils at different stages of the formation of hepatic granuloma in mice infected with Schistosoma
mansoni was evaluated. From the results obtained, we suggest a new classification for the evolution of hepatic granuloma in mice, constructed
from the phases described by other authors. In each phase, there is a different pattern of eosinophil distribution. In the exudative-necrotic phase,
the eosinophils are concentrated in the periphery and center of the granuloma, and are scarce in the necrotic area; in the productive phase, the
eosinophils are dispersed throughout the granuloma; and in the cure due to fibrosis phase, the eosinophils are concentrated in the periphery and
center of the granuloma. Eosinophils were found in direct contact with the eggs at all stages of evolution of the granuloma. It was concluded that the
dynamics of eosinophils have an important role in forming the granulomatous reaction of the host and in resolving the inflammatory process caused
by the parasite egg, as well as adding new data regarding hepatic granuloma classification.
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A esquistossomose é uma helmintose que acomete cerca de 0 sitio anatdmico predileto dos vermes adultos de Schistosoma
200 milhdes de pessoas em 73 paises’® *®. No Brasil, a drea de mansoni é a vasculatura mesentérica. Os ovos sdo evacuados
transmissdo continua ocorre numa faixa extensa desde o Rio no trato intestinal junto com as fezes, podendo ficar presos
Grande do Norte até Minas Gerais e em diversos focos isolados principalmente na parede do intestino ou no figado, por onde
espalhados pelo Pard, Maranhdo, Piaui, Cear4, Goids, Sao Paulo, chegam através da circulagio porta. Caracterizando-se, portanto,
Rio de Janeiro, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul’. como uma doenga hepato-intestinal®.
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Tal doenca é resultante da reacio inflamatéria granulomatosa
a0s ovos do parasita localizados nos tecidos e apresenta efeito
acumulativo de lesdes principalmente no figado. Os ovos excretam
um antigeno solivel responsavel pelo desencadeamento de um
complexo fisiopatologico reacional que promoverd a formacio
do granuloma. Diariamente, cada casal de Schistosoma mansoni
pode levar, a formagdo de cerca de 200 granulomas: ovo + reagio
granulomatosa que o envolve. Estes podem apresentar-se em
pontos isolados ou difusos no intestino grosso e figado'.

Dentre as células que compdem o granuloma, por volta de
50% sdo eosindfilos?". Estes secretam a proteina eosinofilica bisica
principal (smajor basic protein - MBP), a proteina eosinofilica
cationica (ECP — eosinophil cationic protein), a peroxidase
eosinofilica (EPO — eosinophil peroxidase) e a neurotoxina
derivada de eosinéfilo (EDN — eosinophil-derived neurotoxin)®.
Demonstrou-se que a ECP causa, in vitro, a fragmentacio e
a ruptura do esquistossomulo do Schistosoma mansoni'’. E
juntamente com H,0, 2 EPO mata o esquistossomulo®. Enquanto
a MBP é téxica a células de mamiferos®*' e larvas de helmintos!!
e provavelmente causa danos aos ovos de Schistosoma mansoni
em humanos®,

Neste estudo, procuramos localizar as proteinas eosinofilicas
ECP e EPO nas diferentes fases da formacdo do granuloma a fim
de investigar a participacio dos eosindfilos e de seus produtos de
degranulacio na destruicdo do ovo do Schistosoma mansoni’.

MATERIAL E METODOS

Animais e infeccao experimental. Vinte e quatro
camundongos swiss machos (2 meses de idade) foram obtidos
do biotério do LIKA/UFPE e infectados através da imersdo da
cauda por 2 horas em solu¢io aquosa contendo suspensio
com 50 cercdrias da cepa SLM (Sdo Lourenco da Mata) de
Schistosoma mansoni previamente contadas com auxilio de lupa
estereoscdpica (Olympus SZ60).

Durante todo o experimento os camundongos foram
alimentados com dieta comercial. Apés 30 dias da infeccio,
grupos de dois animais foram sacrificados de 5 em 5 dias até
85 dias da infecgfo. O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de ética em experimentacdo animal da Universidade
Federal de Pernambuco.

Estudo imunohistoquimico. Apés o sacrificio dos
animais, os figados foram retirados e fixados em formalina
tamponada pH 7,2 a 10% num periodo mdximo de 5 dias até o
estudo histoquimico para nao ocasionar perda de reatividade a0
anticorpo®. Os fragmentos selecionados foram emblocados em
parafina, em seguida os cortes de tecido (4 pm) foram montados
em lamina histolégica.

Para os estudos histoquimicos os corantes utilizados foram:
hematoxilina-eosina (HE) para avaliacdo histolégica geral e
identificacdo dos granulomas e tricromico de Masson para
visualizagdo das fibras coldgenas. Na avaliacio imunohistoquimica
foram utilizados os anticorpos policlonais anti-EPO e anti-ECP
(National Institutes of Health, Bethesda-USA). A reatividade
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dos anticorpos foi avaliada através da exposicio dos tecidos a
anticorpos secunddrios ligados 2 enzima fosfatase, que produz
uma coloragio avermelhada (Sigma, USA).

0 controle negativo da reacdo foi realizado seguindo-se
0 mesmo protocolo da imunohistoquimica suprimindo-se o
anticorpo primdrio da reagfo.

Andlise dos dados. Os padroes de distribuicdo dos
eosinéfilos foram avaliados a partir da intensidade da
marcacdo e quantidade de células reativas, obtendo-se
uma escala semiquantitativa da porcentagem média de
células marcadas por campo em maior aumento (200x) no
microscopio optico.

A partir disso, os padroes de distribui¢io foram estabelecidos
da seguinte forma: fraco = 15-20%; moderado = 25-55% e
intenso = 60-95%, segundo o protocolo estabelecido por Ozer e
cols". Para andlise da distribuicio de eosindfilos, apenas foram
consideradas as amostras que evidenciaram padrio de marcagdo
intenso.

RESULTADOS

Ao analisar detalhadamente os cortes histolgicos perante
a evolucdo do granuloma hepdtico e revisar a literatura,
adotamos neste trabalho uma classificagio composta de duas
fases pré-granulomatosas sugeridas por Lenzi e cols" e trés
fases granulomatosas. Sio elas: fase pré-granulomatosa de
reagdo inicial (Figura 1A e 1B), pré-granulomatosa exudativa
(Figura 1C), necrotico-exudativa (Figura 1D), produtiva (Figura 1E)
e de cura por fibrose (Figura 2F).

A morfologia da fase pré-granulomatosa varia bastante,
dependendo da localizacdo do ovo. As células inflamatdrias sdo
poucas e desorganizadas, traduzindo o mesmo comportamento
aos eosinofilos (Figura 2A). Na fase pré-granulomatosa exudativa,
o maior nimero de células compde um padrio de distribuiio
difuso dos eosinéfilos (Figura 2B). Na fase necrético-exudativa os
eosinofilos passam a se dispor em grande densidade na periferia
e no centro do granuloma, sendo escassos na drea de necrose
(Figura 3B).

Para identificar neste trabalho os padrdes de localizacdo dos
eosindfilos nas distintas fases de evolugzo do granuloma foi usada
a técnica de imunohistoquimica. Duas proteinas foram os alvos
dos anticorpos, a peroxidase eosinofilica (EPO) e a proteina
catidnica eosinofilica (ECP), ambas armazenadas em granulos no
interior dos eosindfilos. Marcando-se estas proteinas, marca-se
conseqiientemente o eosindfilo.

Esta hipétese foi comprovada, pois os padroes de marcagio
foram bastante semelhantes para os dois anticorpos: anti-EPO e
anti-ECP (Figura 3A).

A invasdo da drea de necrose pelas células inflamatdrias
ao final da fase necrotico-exudativa e inicio da fase produtiva
confere um padrio difuso de distribui¢io dos eosinéfilos
em torno do granuloma (Figura 4A) e no interior dos ovos
(Figura 4B).
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Figura 1 - Evolugdo do granuloma hepdtico na esquistossomose mansonica em camundongo. A: Fase pré-granulomatosa de reacdo inicial (anti-EPO;
40° dia, apos a infeccio; 50X). B: Fase pré-granulomat dativa, formando um tecido frouxo de células inflamatorias ao redor do ovo. Notar
que alguns sinusoides ainda preservam a sua integridade (HE; 70° dia apos a infeccdo; 50X). C: Fase necrotico-exudativa, mostrando claramente
uma drea de necrose entre o ovo e a camada periférica de células inflamatorias (HE; 50° dia apés a infeccio; 50X). D: Fase produtiva. Nela hd o
inicio da producdo de fibras que comecam a organizar o granul dando um aspecto circunferencial (HE; 50° dia apos a infeccdo; 50X). E: Fase
de cura por fibrose. Uma faixa espessa de fibras é evidente entre o ovo (ou restos dele) e células inflamatorias da periferia. O granuloma pode,
entdo, involuir até desaparecer ou mesmo calcificar (HE; 80° dia apos a infeccdo; 50X). F: Mesmo granuloma de “E”, porém corado com tricromico
de M’asson, evidenciando fibras coldgenas (80° dia apos a infeccdo; 50x).

Figura 2 - Padrées de distribuicio dos eosindfilos nas fases pré-granulomatosas. A: Fase pré-granulomatosa de reacio inicial. Eosindfilos

desorganizados (anti-EPO; 40° dia apos a infeccdo; 50X). B: Fase pré-granulomatosa exudativa. Eosindfilos difusos por toda a drea do granuloma
(anti-EPO; 45° dia apos a infeccdo; 100X).
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Figura 3 - Padrdao de distribuicdo dos eosindfilos na fase necrotico-exudativa.Os eosindfilos se encontram na periferia e no centro do granuloma em
grande densidade. A: Inicio da fase. Area de necrose maior (anti-EPO; 45° dia apés a infeccdo; 50X). B: Final da fase. Células da periferia migrando
para ocupar a drea de necrose (anti-ECP; 50° dia apos a infeccio; 50X).

Figura 4 - Padrdo de distribuicdo dos eosindfilos nas fases produtiva e de cura por fibrose. A: Fase produtiva. Eosindfilos difusos por todo o granuloma
(anti-EPO; 55° dia apos a infeccdo; 50X). B: Fase de cura por fibrose. Eosindfilos concentrados da periferia, no centro do granuloma e dentro do ovo

(anti-EPO; 85° dia apos a infeccio; 50X).

DISCUSSAO

Em nosso estudo, foi evidenciado que nas fases pré-
granulomatosas ha o recrutamento de células inflamatérias de
maneira desorganizada. Porém, aparentemente menos agressivo
do que nas fases granulomatosas, os sinuséides ainda sdo vistos
integros e as células fagociticas, mononucleares e eosinofilos
estdo amplamente distribuidos nos tecidos.

Segundo aliteratura, o principal papel da reacio granulomatosa
na esquistossomose é proteger os tecidos do hospedeiro, isolando
as toxinas em potencial secretadas pelo ovo. Apds a deposicdo dos
ovos nos tecidos, eles sdo rapidamente cercados por infiltrados
de células inflamatérias, resultando no granuloma. Esse é um
processo dindmico em que o tamanho e a composigdo celular
das lesdes variam com o tempo e é coordenado pela influéncia
de uma rede de mediadores inflamatérios’%.
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Eosinofilia, quer localizada ou periférica, junto com altas
concentracoes de IgE no soro, ocorre com freqiiéncia nas
infeccdes por helmintos®. Neste estudo, os eosinéfilos formam
o maior componente do granuloma hepdtico do ovo. Algumas
das fungdes designadas para os eosinéfilos incluem citotoxidade
dependente de anticorpo contra o estigio de esquistossomulo?!
e a destruicdo de miracidios e ovos®.

Antes mesmo do aparecimento de ovos nos vasos hepdticos ji
existem pequenas reagdes inflamatérias focais que sao inexistentes
em cortes do mesmo tecido de camundongos nio infectados. Estas
reacdes sdo geralmente proximas a vasos e coincidem com o
tempo em que o esquistossomulo se transforma em verme adulto,
podendo ser respostas a antigenos soliiveis liberados por estes,
fato confirmado pelo estudo de Moore". Elas chegam a aumentar
cinco vezes o seu tamanho inicial em somente cinco dias de
evolucio, indicando que h4 persisténcia do estimulo.
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0 inicio da deposicio dos ovos pelos vermes adultos de
Schistosoma mansoni ocorre por volta do 40° dia apés a infecgiio
e estes focos inflamatérios sdo vistos no 30° e 35° dias. Apds 0 45°
dia da infeccdo fica dificil distinguir se as reacoes inflamatdrias
proximas 20s vasos s3o as mesmas descritas acima ou se s2o
granulomas onde a incidéncia do corte néo foi sobre o ovo.

A partir da avaliacio das proteinas eosinofilicas, ficou claro que
a medida que o granuloma evolui o nivel citoplasmatico aumenta
significativamente. Segundo Lee & Lee', os eosindfilos apresentam
uma fungio importante na eliminagio de detritos teciduais e as suas
proteinas cationicas ligam-se em praticamente tudo, eles migram
para o centro do granuloma quando ocorre a morte espontanea
dos miracidios, com liberagio de muitos detritos celulares. A
propria peroxidase eosinofilica participa na degradacio oxidativa
de macromoléculas liberadas pela morte celular'* %,

Também foi constatado que o nimero das outras células
inflamatérias aumenta significativamente entre a fase pré-
granulomatosa exudativa e a necrdtico-exudativa. Esta atinge
maiores proporcdes na etapa aguda da doenca (45° dia ao
55°dia ap6s a infecgdo), enquanto na cronica (apds o 55°
dia da infecgdo) aparece em menor nimero. Este fato ocorre,
provavelmente, pela rdpida oclusdo dos vasos, conseqiiéncia da
microtrombose causada pela exsudagdo inflamatéria.

0Os hepatdcios adjacentes a0 vaso ocluido ndo tém, portanto,
tempo suficiente para adaptar seu metabolismo a baixa oferta de
nutrientes e iniciam o processo de necrose. J4 na etapa cronica
da esquistossomose muitos vasos ji foram ocluidos, diminuindo
mais lentamente a oferta de nutrientes ao 6rgdo como um todo. As
células se tornam, entdo, mais tolerantes a deficiéncia nutricional
por um granuloma incidente. Motivo pelo qual acreditamos que
alguns granulomas que iniciam a sua formagio na etapa aguda
da doenga ndo atravessam a fase necrético-exudativa. A fase
produtiva viria, neste caso, apds a pré-granulomatosa exudativa
e teria proporgdes menores.

A fase produtiva corresponde, como o nome ji sugere, ao
inicio da producio de fibras e ocorre ap6s a absorcio e fagocitose
dos restos celulares decorrentes da necrose dos hepatdcitos. As
células vio ocupando rapidamente o local da necrose, podendo
o tamanho do granuloma diminuir por pressao do tecido vizinho
ou manter-se constante'?.

0 niimero de células total e aparente ainda é grande e
elas comecam a se organizar juntamente com os feixes de
fibras coldgenas num padrdo circular em torno do ovo que se
completard na fase de cura por fibrose'®.

A fase de cura por fibrose é caracterizada por uma espessa
camada de fibras coldgenas circular, isolando completamente
o0 ovo. E comum nesta fase encontrar células inflamatérias,
principalmente eosindfilos, dentro da casca do ovo's,

A formagio da faixa de fibrose envolvendo o ovo na fase de
cura por fibrose mantém os eosindfilos dispostos na periferia
e no centro do granuloma, de maneira semelhante a da fase
necrotico-exudativa.

Nenhuma das classificacoes publicadas na literatura e
revisadas neste estudo se encaixou perfeitamente com os dados

obtidos. Portanto, sugerimos uma modificagio na classificagio
para a evolucdo do granuloma hepdtico de camundongos
infectados por Schistosoma mansoni, montada a partir de fases
descritas por outros pesquisadores® '*: Fase pré-granulomatosa
de reaciio inicial (PRI); fase pré-granulomatosa exudativa (PE);
fase necrético-exudativa (NE); fase produtiva (P); fase de cura por
fibrose (CF), acrescidos entdo, dos dados referentes a dinimica
de distribui¢do dos eosindfilos.

Em cada fase da evolu¢io do granuloma hepdtico de
camundongos, infectados por Schistosoma mansoni, foi
encontrado um padrio diferente de distribui¢do dos eosindfilos.
Na fase pré-granulomatosa de reacdo inicial os eosinéfilos
encontram-se desorganizados a0 redor do ovo e em pequeno
nimero; a fase pré-granulomatosa exudativa, difusos por todo o
granuloma e em maior nimero. Na fase necrético-exudativa os
eosindfilos encontram-se concentrados na periferia e no centro
do granuloma, e na drea de necrose eles sio escassos. Na fase
produtiva, apesar de ocorrer o inicio da formagio de fibras, os
eosindfilos estao ainda distribuidos de maneira difusa por todo o
granuloma; na fase de cura por fibrose concentram-se na periferia
e no centro do granuloma, estando em menor nimero do que na
fase necrotico-exudativa e fase produtiva, porém também vistos
no interior do ovo.

A partir destes dados, pode-se concluir que a dinimica
dos eosinofilos possui papel importante na formacdo da
reacio granulomatosa do hospedeiro e resoluciio do processo
inflamatério causado pelo ovo do parasita e esse conhecimento
pode acrescentar novos dados na classificagiio dos granulomas
hepéticos.
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