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RESUMO

A Esquistossomose Mansobnica permanece sendo um grave problema de saude
publica e ainda pertence a lista de doencas negligenciadas no Brasil com um
impacto socio-econémico significativo. Estima-se que 207 milhdes de pessoas
estejam infectadas, 500 mil morrem a cada ano e 120 milhdes sejam assintomaticos.
O processo patologico caracteristico € a presenca do granuloma hepatico
caracterizado como reacdo de defesa do organismo para isolamento do ovo e
protecdo contra a liberacdo de seus antigenos. O objetivo do estudo foi avaliar a
influéncia da dieta hiperlipidica no tecido hepatico em um modelo experimental de
esquistossomose mansonica utilizando 35 camundongos fémeas separados em 4
grupos: Dieta Hiperlipidica e Infectado - H+l (n=9), Infectados — | (n=7), Dieta
Hiperlipidica — H (n=9) e Controle — C (n=10). Fragmentos hepaticos foram fixados e
realizados estudos histolégicos e morfométricos como numeros, volumes e
evolucbes do granulomas, além da quantificacdo da densidade de colagenos. Foi
evidenciada a caracterizacdo prevalente da fase granulomatosa no grupo | do que o
H+l, além de uma melhor formacdo de colagenos no grupo H+l em relacdo aos
restantes dos grupos. No decorrer do estudo observou-se a auséncia de esteatose
no grupo H+l. O estudo demonstrou que a presenca de dieta hiperlipidica altera
alguns rearranjos na formacdo granulomatosa que levou a necessidade de

observacdes mais intensas a cerca da tematica.

Palavras-Chave: Granulomas. Esquistossomose  Mansonica. Colageno.

Caracteristicas Evolutivas.



ABSTRACT

Schistosomiasis remains a serious public health issue and still belongs to the list of
neglected diseases in Brazil with a significant socio-economic impact. It is estimated
that 207 million people are infected, 500 thousand die annually and 120 million are
asymptomatic. The characteristic pathological process is the presence of hepatic
granuloma characterized as the body's defense reaction to egg insulation and
protection against the release of their antigens. The aim of the study was to evaluate
the influence of high fat diet on liver tissue in an experimental model of
schistosomiasis mansoni using 35 female mice divided into 4 groups: fat diet and
Infected - H + | (n = 9), Infected - | ( n = 7), high fat diet - H (n = 9) and control - C (n
= 10). Tissue specimens were fixed and made histological and morphometric studies
as numbers, volumes and granulomas developments, as well as quantification of
collagen density. The prevailing characterization of granulomatous phase (FG) was
observed in group | than H + I, along with a better collagen formation in the H + |
group compared to the other groups. During the study we observed the absence of
steatosis in H + | group. The study showed that the presence of fat diet alters some
rearrangements in granulomatous formation, leading to the need for more intense

observations about the theme.

Keywords: Granulomas. Schistosomiasis. Collagen. Evolutionary Features.
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A esquistossomose mansonica (EM) ainda permanece sendo um grave
problema de saude publica no pais. Ha diversas areas no Brasil que séo
consideradas endémicas para a moléstia, como alguns estados do nordeste e
sudeste, que vao desde o Rio Grande do Norte até Minas Gerais, tendo focos
isolados espalhados pelo Par4, Maranhao, Piaui, Ceara, Goias, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, constituindo importante causa
de morbidade e mortalidade da populacdo (LINS, CAVALCANTI, FILHO, 2008).

Ela esta incluida na Organizacdo Mundial da Saude (OMS) na lista de
doencas negligenciadas e tem um impacto sécio - econémico significativo. Estima-se
que 779 milhBes de pessoas estdo em constante risco de infeccdo e 207 milhdes
sao infectados, dos quais 120 milhdes sédo sintomaticos, 20 milhdes desenvolve a
forma crénica e mais de 500 mil morrem a cada ano (STEINMANN et al, 2006).

A sua patogénese € dependente da interacao entre o helminto, o hospedeiro
intermediario (HI) e o hospedeiro definitivo (HD) onde seu ciclo de transmissao
requer a contaminacdo das aguas superficiais por excretas, especificamente de
caramujo (HI) de &gua doce, com contatos humanos, desta forma tornando o
homem como HD (GRYSEEIS et al., 2006).

Inicia-se a contaminacdo por ingestdo de alimentos ou &gua contaminada
pelo homem, apds a infec¢do, a fémea produz centenas a milhares de ovos por dia
no intestino do hospedeiro que os eliminam por meios das fezes. Em ambiente
favoravel podem ficar em media sete dias liberando miracideos os quais, podem
entrar em contato com o HI, caramujo da espécie Biomphalaria glabrata, originando
a cércaria. Apos liberacdo das cercarias, o verme pode entrar em contato com o HD,
Homo sapiens sapiens, através da pele e migrar para o sangue produzindo a
infestacdo cercariana em 6érgaos vitais como figado, baco, pulméao, rim, cérebro,
entre outros (RODRIGUES et al, 2010).

O sitio anatémico predileto dos vermes adultos de Schistosoma mansoni é a
vasculatura mesentérica. Os ovos sdo evacuados no trato intestinal junto com as
fezes, podendo ficar presos principalmente na parede do intestino ou no figado, por
onde chegam através da circulagcdo porta. Portanto, caracteriza se como uma
doenca hepato-intestinal (LAMBERTUCCI, SILVA,VOIETA, 2005).
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O desenvolvimento da doenca ocorre principalmente devido a deposicdo dos
ovos no tecido do HD pelo verme adulto do sexo feminino. O antigeno do ovo induz
a formacdo de granuloma e fibrose, principalmente no intestino e sistema portal
hepatico. Destarte, a fibrose periportal do figado (FPF) € uma das consequéncias
mais graves da infeccdo por EM que envolve a remodelagédo da matriz extracelular e
deposicao de coladgeno, principalmente por células estreladas hepaticas, as quais,
exercem um papel fundamental no desenvolvimento e ha manutencao da fibrose, ao
longo dos ramos do trato portal (BOOTH, 2004; CALDAS, 2008).

A EM ocorre em duas fases: Fase aguda (FA) e Fase cronica (FC), sendo a
FA caracteristica de individuos que visitaram recentemente as areas endémicas,
sem ter tido nenhum contato anterior com o parasita (GAZZINELLI, 1985). Na FC, a
maioria dos pacientes que vivem nas areas endémicas sdo assintomaticos, sendo
que alguns desenvolvem FPF com hipertensdo portal, esplenomegalia, varizes de
esbfago e hematémeses recorrentes (COLLEY et al., 1986).

Tal doenca € resultante da reacédo inflamatoria granulomatosa aos ovos do
parasita localizados nos tecidos e apresenta efeito acumulativo de lesdes,
principalmente no figado. Os ovos excretam um antigeno sollvel responsavel pelo
desencadeamento de um complexo fisiopatoldégico reacional que promovera a
formacdo do granuloma. Diariamente, cada casal de Schistosoma mansoni pode
levar a formacao de cerca de 200 granulomas: ovo + reacdo granulomatosa que o
envolve. Estes podem apresentar-se em pontos isolados ou difusos no intestino
grosso e figado (ANDRADE, 2009).

Dentre as células que compdem o granuloma, por volta de 50% sao
eosinofilos, que secretam a proteina eosinofilica basica principal (major basic protein
- MBP), a proteina eosinofilica catiénica (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 fragmentacao e a ruptura do esquistossdmulo do Schistosoma mansoni e
juntamente com H,O, a EPO mata o esquistossdmulo. Enquanto a MBP ¢é toxica a
células de mamiferos e larvas de helmintos, provavelmente causa danos aos ovos
de Schistosoma mansoni em humanos (FARAH et all, 2000).

Modelos induzidos por dietas provaram beneficios para a avaliacdo das

alteracdes fisioldégicas que ocorrem na patogénese de doencas. Obesidade, fatores
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dietéticos e disturbios relacionados a obesidade sdo algumas das alteracdes que
buscam respostas frente a ensaios controlados em camundongos, visto que a
obesidade também é preditiva de fibrose no figado, potencialmente progredindo para
doencas avancadas (WYNN, 2005).

Nesse contexto, descobre-se que a patologia EM é muito abrangente e de
fonte inesgotavel para estudo. Nos moldes atuais, onde o Brasil ainda € um pais
endémico, fazem-se necessarios maiores estudos referente a tematica.

As alteracbes hepaticas encontradas na EM serdo avaliadas frente a novas
mudancgas em seu metabolismo, a obesidade, em um modelo animal, a fim de
verificar alteragcbes em seus processo fisiopatolégico e observar a evolucdo dos
granulomas hepaticos, fonte dos processos patolégicos decorrentes da doenca. A
obesidade pode alterar os processos inflamatérios frente a EM, desta forma,
modificando a reacdo granulomatosa hepética caracteristica da patologia.

Pelas razbes acima citadas justifica-se avaliar as alteragcbes que podem
ocorrer nos 6rgdos hepaticos mediante novos estresses metabdlicos, como a

obesidade em modelos experimentais com EM.
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2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 — Aspectos Epidemioldgicos

A EM é uma doenca produzida por trematddeos do género Schistossoma que,
para o homem, tem como principal agente etiolégico as espécies S. mansoni, S.
haematobium e S. japonicum. Os primeiros registros dessa doenca foram feitos nas
bacias do rio Nilo, na Africa, e Yangtze, na Asia. Destes pontos de origem, ela se
dispersou para outros continentes, seguindo os fluxos migratorios. Essa propagacéo
foi facilitada pela longevidade dos vermes adultos, grande capacidade de postula
das fémeas, existéncia de portadores eliminado ovos por muitos anos, carater

cronico da doenca e ampla distribuicdo dos HD (NEVES, 2001).

A doenca é considerada endémica (Figura 1) em areas tropicais e com larga
distribuicdo geogréfica, encontrados em 78 paises e territérios. As estimativas
apontam 779 milhdes de pessoas sob o risco de infeccdo e 207 milhdes de
infectados em todo o mundo (IBIKOUNLE et al. 2009).

Schistosomiasis, countries or areas at risk, 2011

- Caurlries or aress at high rsk

Courtries or areas ot low risk J

Figura 1: Mapa de distribuicdo das areas de risco da esquistossomose no mundo
Fonte: apps.who.int/neglected_diseases/ntddata/sch/sch.html
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No Brasil, a doenca foi trazida pelos escravos africanos e inicialmente
detectada pelo médico Augusto Piraja da Silva no estado da Bahia e atualmente
esta presente nas regides Sudeste e Nordeste, sendo que nesta ultima permeia
pelos nove estados (Figura 2). Contudo os estados com maior incidéncia sao
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, devido as suas prevaléncias serem superior
a 5%. E considerada uma endemia e estima-se que no territorio brasileiro existam
cerca de 6 milhdes de individuos infectados, 25 milhdes expostos ao risco de
contrai-la e 1500 internados por ano vitimas dessa doenca, existindo uma estreita
relagdo entre questdes bioldgicas sociais e culturais que facilitam a transmisséo
(BRASIL, 2013; CARVALHO et al, 2008).

No Brasil a esquistossomose mansonica atinge entre 2,5 a 6 milhdes de
individuos sendo que 25 milhBes de pessoas vivem em &rea de risco (BRASIL,
2010). No nordeste brasileiro esta parasitose atinge indices hiperendémicos nos
Estados de Pernambuco, Bahia, Alagoas e Sergipe. O fator principal que contribui
para a manutencdo do seu processo de transmissdo é a contaminacdo das colecdes
hidricas por fezes humanas fruto das deficiéncias de infra-estrutura sanitaria e
ambiental(KATZ; PEIXOTO, 2000 e RESENDES et al., 2005).

Frevaldnca (%)

N s
s15
m <

Figura 2: Prevaléncia da esquistossomose por area no Brasil, 2010.
Fonte: http://prezi.com/jwdyvbI3pkd9/esquistossomose-mansonica/
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Segundo a Organizacdo mundial de Saude (OMS) os dados sobre o
tratamento sdo coletados para medir 0s progressos realizados no sentido de atingir
metas estabelecidas por resolucdes da Assembleia Mundial de Saude para atingir
75% de todas as criancas em idade escolar que estdo em risco de morbidade da
EM. Dos 78 paises considerados endémicos para a esquistossomose, apenas 52
tém populacbes que necessitam de quimioterapia preventiva. O namero total de
pessoas que necessitaram de remédios preventivos a nivel global em 2012 foi de
249 milhdes, dos quais 114,3 milhdes eram criancas em idade escolar
(ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2012).

No Brasil, antes da implantacdo do Programa Especial de Controle da
Esquistossomose (PECE), ocorrido nos anos 1996 e 1997, a esquistossomose
atingia entre dez e doze milhdes de pessoas, sendo considerada uma das mais

importantes areas de ocorréncia da doenca (BRASIL, 2013).
2.2 — Agente Etiologico e seu Ciclo Bioldgico

Conforme Neves e colaboradores (2010) a esquistossomose é uma doenca
infecto parasitaria causada por platelmintos da classe Trematoda, familia
Schistomatidae, dividida em duas subfamilias: Brilharzielinae e Schistosomatinae. A
familia Brilharzielinae apresenta sexos separados, sendo a primeira subfamilia sem
dimorfismo sexual, parasitando os vasos sanguineos de aves e alguns mamiferos,
entdo, sem interesse meédico. A segunda subfamilia, por sua vez, inclui os vermes
com nitido dimorfismo sexual, com espécie que parasitam o homem e animais, além
de possuir diferentes estagios de desenvolvimentos (vermes adultos, miracideos,
esporocistos, cercérias e esquistossdmulos), sendo que, cada um deles possuem

caracteristicas morfofuncionais distintas, a depender de seu ciclo patogénico.

O S. Mansoni é a Unica espécie do género Schistosoma descrita no Brasil, em
virtude da existéncia de moluscos (HI), suscetiveis ao helminto além do ambiente
propicio para o seu desenvolvimento. O verme, em seu ciclo de vida, possui dois
estagios diferentes que alternam sua morfologia dependendo do seu hospedeiro.
Trés espécies de moluscos do género Biomphalaria: B. glabrata, B. tenagophila e B.
straminea s&o os HI do parasita no Brasil (REY, 2002).
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Figura 3: Ciclo de Transmissao da Esquistossomose Mansonica
Fonte: SOUZA et al, 2011

A EM advém do contagio do ambiente quando o individuo entra em contato
direto com agua contaminada (Figura 3), sendo este, abrigando formas larvares e
infectantes do S. mansoni, chamados de cercarias. Ao alcancarem a epiderme do
homem, as mesmas fixam-se entre os foliculos pilosos, com as duas ventosas e
uma substancia muco proteica secretada por suas glandulas e procuram de forma
ativa a penetracdo cutanea, sendo que através de sua posicao vertical apoiada por
suas ventosas orais, movimentos vibratorios fortes e 0 uso da enzima proteolitica
elatase conseguindo penetrar por entre a barreira dérmica. Ao penetrar, as cercarias
perdem suas caudas bifurcadas, dando origem aos esquistossémulos que migram
para o tecido subcutédneo e entram nos capilares e vasos sanguineos (NEVES et.
al., 2010; SOUZA et. al., 2011).

Os vermes adultos vivem acasalados no sistema porta-hepéatico, com a fémea

alojada no canal ginecéforo do macho, por periodo médio de 2 a 5 anos. Esse
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processo de pareamento resulta na completa maturacdo dos vermes (PESSOA &
MARTINS, 1982; DAMIAN, 1984). Nas veias mesentéricas, a fémea inicia a
oviposicdo, produzindo cerca de 300 ovos por dia. Parte dos ovos atravessam a
parede do intestino, caem na luz intestinal e sdo eliminados nas fezes do
hospedeiro. Quando entram em contato com a agua, 0os ovos eclodem e uma larva
ciliada de vida livre, o miracidio, € liberada. A penetracao do miracidio no caramujo é
ativa, auxiliada por enzimas proteoliticas. Dentro do hospedeiro intermediario,
através de um processo assexuado de poliembrionia, o miracidio transforma-se em
esporocisto primario em cerca de 8 a 10 dias, posteriormente em esporocisto
secundario e finalmente em cercaria, estagio infectante para o hospedeiro
vertebrado. Cerca de 30% dos ovos produzidos pelos vermes adultos ficam retidos
na mucosa intestinal e capilares do sistema porta-hepatico do hospedeiro

vertebrado, sendo alvo de reac¢des imunoldgicas intensas (COUTINHO, 1979).

As cercarias saem através de vesiculas que aparecem no tegumento dos
moluscos que se rompem e liberam estas formas larvarias. Chegam a agua nas
horas mais quentes e luminosas do dia, principalmente das 11 as 17 horas, sendo a
luminosidade o fator, aparente, mais importante. A sua sobrevivéncia é limitada por
cerca de dois dias, sendo que, algumas chegam a morrer horas apos sua liberacéo
do HI. Aos ficarem livres na agua, nadam ativamente até a chegada do HD que nem
sempre € o homem, podendo aderir-se a mamiferos e aves. Contudo, se encontrar a
espécie preferida, faz a penetracdo em aproximadamente em 15 minutos, levando a
uma irritacdo cutanea (rush cutaneo), porém a forma percutanea nao é exclusiva do

parasito que também utiliza a mucosa como forma de penetracdo (SOUZA, 2011).
2.3 — Historia Natural da Esquistossomose
2.3.1- Dermatite Cercariana (DM)

Logo apds o contato do parasita na forma de cercaria com o HD comeca a
DM que se caracteriza por manifestacdes pruriginosas na pele, de duragao
transitoria cedendo espontaneamente decorrente da morte na pele de metade das
cercarias penetrantes possuindo a caracteristica micropapilar eritematosa e
edemaciada (LAMBERTUCCI, 1996). A intensidade, duracdo e o0 aspecto
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dermatolédgico desta fase variam, sendo geralmente de pequena intensidade, onde
suas manifestag@es clinicas duram entre 24 a 72 horas, podendo chegar até 15 dias.

2.3.2 — Forma Aguda (FA)

A DM é uma reacdo local imediata, onde, apds a penetracdo dos restantes
das cercarias que sobreviveram as barreiras naturais de defesa do HD ocorre a
incubacédo desenvolvendo-se a forma imatura do parasita (Esquistossdmulo) até sua
liberacdo para a corrente sanguinea, periodo este que pode se estender por 40 a 60
dias (SOUZA, 2011).

Esse periodo evolui de forma inaparente ou assintomatica na maioria dos
individuos, destarte, na evolucdo do parasita ocorre a oviposicdo (fase postural)
podendo surgir como manifestacdes clinicas: febre elevada, calafrios, sudorese,
astenia, mal estar, tosse ndo produtiva, anorexia, nduseas e vomitos, podendo ser
intensos, incluindo mialgia e cefaleia associadas a diarreias (BOROS e WHITFIELD,
1999).

Os disturbios ocasionados na FA geralmente ndo sédo exuberantes e depende
da carga parasitaria de individuo a individuo e da reatividade do HD. Desta forma, na
maioria dos doentes a EM dura aproximadamente de quatro a oito semanas
(SOUZA et al, 2011).

2.3.3 — Forma Crdénica (FC)

Conforme Huggins et al (1998) a FC da doenca pode apresentar-se de
maneira polimorfica caracterizada por modulacées do granuloma. Pode
compreender as formas digestivas (FD), os disturbios vasculares pulmonares (DVP),
as formas pseudoneoplasicas (FPN), a nefropatia esquistossdmica (NE) e as lesdes
ectdpicas (LE).

A FD apresentar-se nas formas Intestinais e Hepatointestinais, considerada a
forma mais branda da EM, sendo geralmente associadas, na medida em que a
altima nada mais € do que a forma intestinal em conjunto com a hepatomegalia.
Outra forma, esta mais grave, € a hepatoesplénica, que fica inserida nesse cenario a
juncdo do baco a todo um contexto generalizado provocado pelos granulomas e

consequentes fibroses periportais (SANTOS, et al, 2011).
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Nos DVPs esta inserida o envolvimento pulmonar, que segundo Carvalho e
Coelho (1960), sdo mais comuns do que se imagina. Estudos realizados em
necropsias tém mostrado prevaléncias de 20 a 30% de comprometimento pulmonar,
mesmo sem queixas clinicas. Esta forma ndo se apresenta isolada, € comum sua

associacdo a forma hepatoesplénica.

Algumas vezes a esquistossomose pode ser confundida com formas
tumorais, simulando um adenocarcinoma de colén, forma esta conhecida como
pseudoneoplasica. A FPN é bastante rara e apresenta-se como polipos Unicos ou
multiplos, estenoses ou vegetacfes tumorais crescendo para a luz do intestino,

qguadro este caracteristico de enterorragia e dor abdominal intensa (MEIRA, 1977).

O envolvimento renal na esquistossomose é uma importante causa de
elevacao da incidéncia de doencas nefrética no estagio final, aumentando o impacto
socioecondmico da patologia. Conforme Rodrigues et al (2010) ainda nao existe um
consenso comum sobre a incidéncia no Brasil, mas, estudos apontam para que 15%
dos pacientes com esquistossomose nha forma hepatoesplénica também evoluem

com NE.

O mecanismo fisiopatogénico difere das demais formas clinicas da EM, onde,
o granuloma em torno dos ovos desencadeia o principal papel patogénico. Na NE, a
formacdo de imunocomplexos, mediados geralmente por Iga, IgE e IgM e sistema
complemento, ficam depositados nos glomérulos desencadeando 0s principios
patogénicos renais. A lesdo se mostra progressiva e a doenca evolui,
indiferentemente de tratamento, para a insuficiéncia renal (OTONI, TEIXEIRA e
VOIETA, 2014).

A LE é classificada de acordo com sua localiza¢do, quando encontrada fora
do sistema porto cava, habitat natural do helminto, elementos parasitarios como
ovos ou vermes adultos sendo a neuroesquistossomose a forma mais grave e
frequente da LE (SOUZA et al, 2011).

2.4 — Granulomas

Raso (1978) relatou que nao é recente o conhecimento de que granuloma é

causado pelos ovos do S. mansoni e apresenta estrutura diversa em consequéncia
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de pelo menos dois fatores: sua fase evolutiva (o tempo ou periodo de sua evolugao)
e o estado de reatividade do organismo. Esse é resultado de reacdes inflamatdrias
granulomatosas localizadas no tecido e apresenta efeito acumulativo de lesdes
principalmente no figado.

Os ovos excretam um antigeno soluvel responsavel pelo
desencadeamento de um complexo fisiopatoldégico reacional que promovera a
reacdo do granuloma. As formas severas da doencga, com aumento do figado e do
baco, estdo correlacionadas ao niumero maior de ovos do Schistosoma mansoni
eliminados nas fezes (LEHMAN et al, 1976; SLEIGH et al, 1986). Embora varios
orgdos possam ser afetados, figado, baco e intestinos sao invariavelmente atingidos.
Do ponto de vista patolégico, o figado é o 6rgdo alvo, atingido em varios graus de
intensidade (COUTINHO, 1979), com granulomas epiteliéides que surgem nos
espacos periportais em resposta a presenca dos ovos do parasito.

Os granulomas formados funcionam como barreiras que previnem a
dispersdo dos antigenos dos ovos do S. mansoni, € a consequente lesdo do
parénquima hepatico. Porém, quando ocorre a deposicdo de grande numero de
ovos, 0 processo pode evoluir para fibrose grave, o que leva a interrupgcédo do fluxo
sanguineo normal do sistema venoso para 0s sinusoides resultando em hipertenséo
portal, hepatoesplenomegalia, formacdo de varizes esofagicas e gastricas que
podem evoluir para hemorragia e até mesmo o 6bito (CHEEVER, ANDRADE, 1967,
BAPTISTA, ANDRADE, 2005; WYNN, 2007).

2.5 — Dieta Hiperlipidica e o Sistema Imunoldgico

Atualmente, sabe-se que o tecido adiposo, além de ter funcdo de
armazenamento de reservas energéticas em forma de triglicérides, tem importantes
funcdes como 6rgdo enddcrino ao produzir diversos hormdnios e moléculas de
sinalizacdo. Algumas das moléculas secretadas estdo ativamente implicadas na
regulacdo da func&do imune. Um exemplo ja conhecido € a Leptina (LP) (AHIMA,
FLIER, 2000). Ha uma evidéncia crescente de que a LP, além de seus efeitos
centrais no controle da ingestdo e nas reservas de energia, esta envolvida na
deficiéncia da resposta imune humoral e celular (OTERO et al., 2005). O peptideo
Adiponectina (Acrp30) é também secretado pelo adipdcito e participa na resposta

imune atuando como protetor da inflamacdo (RUDIN, BARZILAI, 2005). As
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Interleucinas, como a Interleucina-6 (IL- 6) e a Interleucina-8 (IL-8), e o Fator de
Necrose Tumoral-Alfa (TNF-a) sdo os componentes de participagdo direta no
sistema imune que sédo também secretados pelos tecidos adiposos (OTERO et al,
2005).

A LP e as citocinas IL-6, IL-8 e TNF-a secretadas pelo tecido adiposo, com
funcdo proé-inflamatéria, encontram-se em concentragbes maiores em individuos
obesos. O contrario sucede com a proteina Acrp30, também secretada pelo
adipécito, mas com funcdo antiinflamatoria. Estas sustancias formam parte da
dindmica da resposta imunolégica e o problema ocorre quando suas concentracfes
estdo alteradas. Essas repercussdes imunoldgicas associadas a complexa interacédo
gue existe entre elas levam o individuo obeso a modificar sua resposta imune, tanto

na imunidade inata como na imunidade adquirida (ALVEZ, 2006).

A resposta imunoldgica frente as agressdes agudas e crénicas na obesidade
estd afetada devido as alteracdes destas concentracbes de mediadores
inflamatorios, de populacdes linfocitarias, de células fagocitarias, apresentadoras de
antigenos, pela ativagcdo do sistema de complemento, etc. Portanto, a
suscetibilidade de adquirir infeccdes, a probabilidade de desenvolver doencas
autoimunes e desenvolver doencas cronicas inflamatérias, estdo elevadas nos
individuos obesos (ALVEZ, 2006).
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3 OBJETIVOS
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3.1 GERAL
» Avaliar a influencia da dieta hiperlipidica no tecido hepéatico em um

modelo experimental de esquistossomose mansonica.

3.2ESPECIFICOS

» Realizar avaliacdo ponderal corporal dos animais sob diferentes
condi¢cBes experimentais;

» Observar as principais alteracdes histolégicas no tecido hepatico de
camundongos submetidos as condi¢cdes experimentais com dieta
hiperlipidica e/ou infecgéo pelo Schitossoma mansoni;

» Realizar estudo morfométrico comparativo dos granulomas hepaticos
de camundongos com dieta lipidica e infectados com os grupos de
dietas padrao e nédo infectados;

» Identificar e comparar o padréo de distribuicdo das fibras colagenas no

tecido hepético entre 0os grupos experimentais.
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4 METODOLOGIA
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e infeccéo

Foram utilizados camundongos fémeas, Swiss Webster, pesando entre 28-30
gramas, com 28 dias de idade, mantidos no biotério do Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA-UFPE)
de acordo com condicdes padronizadas de criacdo. Para a infeccdo dos
camundongos foi utilizado a cepa de Schistosoma mansoni, Belo Horizonte — Minas
Gerais (BH), mantida pelo Laboratorio de Imunologia de Doencas Parasitarias e de
Esquistossomose Experimental — LIKA - UFPE, através de passagens sucessivas da
cepa em caramujos da espécie Biomphalaria glabrata. Ap6s obtencéo de suspenséo
cercariana, os camundongos foram infectados via percutanea com 50 cercérias
(OLIVIER, STIREWALT, 1952).

4.2 Formacao dos grupos experimentais

Estudos indicam que a fase cronica da infeccdo esquistossomética em
camundongos é estabelecida a partir da 122 semana ap6s a infeccao (FALLON,
2000a; PEARCE, MCDONALD, 2002). Para o presente estudo, foi estabelecido que
o tempo decorrido entre a infeccdo e eutanasia seria de 90 e 120 dias para
avaliacdo da fase intermediaria e crbnica, respectivamente, contudo, ndo obtivemos
sucesso para 0s grupos da fase cronica devido a sucessivas mortes dos animais,
independente da dieta utilizada, o que sugere ser provavelmente pela infeccéo.
Desta forma, foram avaliados apenas os grupos da fase intermediéria.

Os camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais de acordo
com a ingestdo da dieta e infeccdo, e estes, formado por dez animais em cada
grupo. Contudo, houve perda de animais no decorrer do experimento, de acordo

com o quadro abaixo:
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QUADRO 1 - Definigao dos grupos experimentais e esquema de dieta.

ESQUEMA DE ESQUEMA DE
GRUPO NUMEROS DIETA DIETA PADRAO
HIPERLIPIDICA
GRUPO EXPERIMENTO
(H+1) 09
Dieta Hiperlipidica +
Infectados
GRUPO INFECTADO 07 Administrada a Administrada a partir
() partir do desmame | do desmame até o
GRUPO DIETA 09 até o 90° dia apos 90° dia apoés a
HIPERLIPIDICA a infeccéo infeccdo
(H)
GRUPO CONTROLE
©) 10
Dieta Padréo + N&o
Infectados

A dieta normocaldrica (Padrdo) consiste de racdo comercial para
camundongos Presence (Purina®), contendo por peso: 19,0% de proteina, 56,0% de
carboidrato, 3,5% de lipideos, 4,5% de celulose, 5,0% de vitaminas e minerais,
totalizando 17,03kJ/g. A dieta hiperlipidica, previamente padronizada (ESTADELLA
et al., 2004), consiste de uma mistura de racdo padrdo Presence (Purina®),
amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito maizena na proporcao 3:2:2:1. Estes
ingredientes foram moidos, misturados e oferecidos na forma de péletes, contendo
por peso: 20% de proteina, 48,0% de carboidrato, 20,0% de lipideos, 4,0% de
celulose, 5,0% de vitaminas e minerais. O contetudo energético da dieta hiperlipidica
€ de 21,40kJ/g.

Os animais dos grupos controle, livre de infeccdo e com dieta padrdo, foram
submetidos as mesmas condi¢cdes que os demais grupos experimentais. Decorrido o
tempo de tratamento de cada grupo, os animais foram eutanasiados utilizando
anestesia (tiopental 200 mg.kg-1), seguindo as recomendacfes da publicacdo NIH
n.85-23.
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4.3 Estudo histopatolégico e morfométrico

Fragmentos de figado de cada animal foram fixados em formaldeido a 10%
tamponado em PBS (tampédo fosfato salino) e processados para incluséo em
parafina. Posteriormente, foram realizados cortes histolégicos de 5um de espessura.
Para cada amostra de tecido hepatico foram confeccionadas duas laminas
histoldgicas, coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE) e tricrbmico de
Masson (TM) (Junqueira; Bignolos and Brentani, 1979). A coloracdo de TM foi
empregada para mensuracao do diametro médio dos granulomas viaveis (com ovo,
ou vestigio de ovo central) e do nimero médio de granulomas capturados em cinco
campos aleatorios (area total de campo = 12.234 pm?, area total visualizada =
61.170um?) em amostras histolégicas de cada animal por subgrupo. Para obtencéo
das imagens das amostras foi utilizado microscépio Optico acoplado a camera digital
e sistema computadorizado com linguagem orientada para leitura de imagem pelo

software Motic Images Plus 2.0 ML®.

4.4 Numero de granulomas

A determinagdo da média do numero de granulomas foi verificada nas
laminas coradas com HE. A contagem de granulomas foi realizada em cinco campos

selecionados aleatoriamente, por animal.
4.5 Volume dos granulomas

O didmetro de todos os granulomas viaveis (contendo ovo ou vestigio de ovo)
encontrados em 10 campos aleatérios foi mensurado em cada animal. Ao atribuir
uma forma esférica aos granulomas, os raios obtidos a partir de seus diametros
foram aplicados a férmula utilizada para calcular o volume da esfera, obtendo assim,
o volume dos granulomas.

V=R®xPix4/3
R =raio
Pi=3,14

4.6 Evolucéo dos Granulomas

Para obtencdo das fases granulomatosas pré-estabelecidas foi adotado o

modelo proposto por Lenzi et al (1998) que divide em trés estagios: a Fase Pré-
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Granulomatosa (FPG), caracterizada pela pouca quantidade e desorganizagcédo de
eosindfilos na periferia do ovo; a Fase Granulomatosa (FG) que corresponde a
organizacao e aumento no numero de eosinofilos peri-granuloma; e a Fase de Cura
por Fibrose (FCF) observada pela diminuicdo dos eosinofilos, mas aumento na
quantidade de colageno na regido préoximas ao granuloma.

4.7 Determinacado do percentual de colageno

A fibrose foi determinada morfometricamente por meio da medicdo da
intensidade em 15 imagens digitais obtidas das laminas coradas com Tricromico de
Masson de cada animal. A intensidade de fibrose foi quantificada utilizando-se um
software de manipulacdo de imagens (GIMP 2.8.10).

O software permite a marcagcdo do tecido fibrose diferenciado em cor azul
pelo Tricrbmico de Masson, que é seletivo para as fibras coldgenas, e em seguida

fornece automaticamente o percentual de tecido marcado.

4.8 Andlise Estatistica

Foram utilizados testes e programas estatisticos especificos (GraphPad Prism
6.0) para comparar diferencas entre 0s grupos e subgrupos com nivel de

significancia de 5% (p< 0,05) para todos os casos.
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Abstract
Schistosomiasis (MS) remains a serious public health issue and still belongs to the
list of neglected diseases in Brazil with a significant socio-economic impact. It is
estimated that 207 million people are infected, 500 thousand die annually and 120
million are asymptomatic. The characteristic pathological process is the presence of
hepatic granuloma characterized as the body's defense reaction to egg insulation
and protection against the release of their antigens. The aim of the study was to
evaluate the influence of high fat diet on liver tissue in an experimental model of
schistosomiasis mansoni using 35 female mice divided into 4 groups: fat diet and
Infected - H + 1 (n = 9), Infected - | ( n = 7), high fat diet - H (n = 9) and control - C (n
= 10). Tissue specimens were fixed and made histological and morphometric studies
as numbers, volumes and granulomas developments, as well as quantification of
collagen density. The prevailing characterization of granulomatous phase (FG) was
observed in group | than H + I, along with a better collagen formation in the H + |
group compared to the other groups. During the study we observed the absence of
steatosis in H + | group. The study showed that the presence of fat diet alters some
rearrangements in granulomatous formation, leading to the need for more intense

observations about the theme.

Keyword: granulomas, Schistosomiasis, Collagen, Evolutionary Features.
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Introducéo

A Esquistossomose Mansonica (EM) ainda permanece sendo um grave
problema de saude publica no pais. Ha diversas areas no Brasil que séo
consideradas endémicas para a moléstia, como alguns estados do nordeste e
sudeste, que vao desde o Rio Grande do Norte até Minas Gerais, tendo focos
isolados espalhados pelo Para, Maranhao, Piaui, Ceara, Goias, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, constituindo importante causa
de morbidade e mortalidade da populacdo (LINS, CAVALCANTI, FILHO, 2008).

Ela esta incluida na Organizacdo Mundial da Saude (OMS) na lista de
doencas negligenciadas e tem um impacto sécio - econémico significativo. Estima-se
que 779 milhBes de pessoas estdo em constante risco de infeccdo e 207 milhdes
séo infectados, dos quais 120 milhdes sdo sintomaticos, 20 milhdes desenvolvem a
forma crénica e mais de 500 mil morrem a cada ano (STEINMANN et al, 2006)

O sitio anatémico predileto dos vermes adultos de Schistosoma mansoni é a
vasculatura mesentérica. Os ovos sdo evacuados no trato intestinal junto com as
fezes, podendo ficar presos principalmente na parede do intestino ou no figado, por
onde chegam através da circulacdo porta. Caracterizando-se, portanto, como uma
doenca hepato-intestinal (LAMBERTUCCI, SILVA,VOIETA, 2005).

A doenca desenvolve-se principalmente devido a deposicdo dos ovos do
verme nos tecidos do hospedeiro. O antigeno do ovo induz a formacgédo de
granuloma e fibrose, principalmente no intestino e sistema portal hepéatico (BOOTH,
2004; CALDAS, 2008).

Tal doenca é resultante da reacédo inflamatoria granulomatosa aos ovos do
parasita localizados nos tecidos e apresenta efeito acumulativo de lesdes
principalmente no figado. Os ovos excretam um antigeno soltvel responsavel pelo
desencadeamento de um complexo fisiopatoldégico reacional que promovera a
formacdo do granuloma. Diariamente, cada casal de Schistosoma mansoni pode
levar, & formacéo de cerca de 200 granulomas: ovo + reacdo granulomatosa que o
envolve. Estes podem apresentar-se em pontos isolados ou difusos no intestino
grosso e figado (ANDRADE, 2009).

Modelos induzidos por dietas provaram beneficios para a avaliacdo das

alteracdes fisioldégicas que ocorrem na patogénese de doencas. Obesidade, fatores
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dietéticos e disturbios relacionados a obesidade sdo algumas das alteragBes que
buscam respostas frente a ensaios controlados em camundongos, visto que a
obesidade também é preditiva de fibrose no figado, potencialmente progredindo para
doencas avancadas (WYNN, 2005).

Nesse contexto, descobre-se que a patologia EM é muito abrangente e de
fonte para estudo inesgotavel. Nos moldes atuais, onde o Brasil ainda € um pais
endémico, fazem-se necessarios maiores estudos referente a tematica.

As alteracbes hepéaticas encontradas na EM serdo avaliadas frente a novas
mudancgas em seu metabolismo, a obesidade, em um modelo animal, a fim de
verificar alteragcbes em seus processos fisiopatolégicos e observar a evolu¢do dos
granulomas hepaticos, fonte dos processos patolégicos decorrentes da doenca. A
obesidade pode alterar os processos inflamatoérios frente a EM, desta forma,
modificando a reacdo granulomatosa hepética caracteristica da patologia.

Pelas razbes acima mencionadas, justifica-se avaliar as alteracbes que
podem ocorre nos 0rgaos hepaticos mediante novos estresses metabdlicos como a

obesidade em modelos experimentais com EM.

Material e métodos

» Animais e infeccao

Foram utilizados camundongos fémeas, Swiss Webster com pesos entre 28-
30 gramas, com 28 dias de idade, mantidos no biotério do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA-UFPE)
de acordo com condicdes padronizadas de criacdo. Para a infeccdo dos
camundongos foi utilizado a cepa de Schistosoma mansoni, Belo Horizonte — Minas
Gerais (BH), mantida pelo Laboratério de Imunologia de Doencas Parasitarias e de
Esquistossomose Experimental — LIKA - UFPE, através de passagens sucessivas da
cepa em caramujos da espécie Biomphalaria glabrata. Apds obtencéo de suspensao
cercariana, os camundongos foram infectados via percutanea com 50 cercérias
(OLIVIER, STIREWALT, 1952).
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» Formacgéo dos grupos experimentais

Estudos indicam que a fase cronica da infeccdo esquistossomotica em
camundongos é estabelecida a partir da 122 semana ap06s a infeccdo (FALLON,
2000a; PEARCE, MCDONALD, 2002). Para o presente estudo, foi estabelecido que
o tempo decorrido entre a infeccdo e eutanasia seria de 90 e 120 dias para
avaliacdo da fase intermediaria e crbnica, respectivamente, contudo, ndo se obteve
sucesso para 0s grupos da fase cronica devido a sucessivas mortes dos animais,
independente da dieta utilizada, o que sugere ser provavelmente pela infeccao.
Assim, foram avaliados apenas os grupos da fase intermediaria.

Os camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais de acordo
com a ingestao da dieta e infeccdo, formado por dez animais em cada grupo.
Contudo, houve perda de animais no decorrer do experimento, conforme quadro
abaixo:

QUADRO 1 - Definigdo dos grupos experimentais e esquema de dieta.

ESQUEMA DE ESQUEMA DE
GRUPO NUMEROS DIETA DIETA PADRAO
HIPERLIPIDICA
GRUPO EXPERIMENTO
(H+1) 09
Dieta Hiperlipidica +
Infectados
GRUPO INFECTADO 07 Administrada a | Administrada a partir
() partir do desmame | do desmame até o
GRUPO DIETA 09 até o0 90° dia ap6s | 90° dia ap6s a
HIPERLIPIDICA a infeccdo infeccéo
(H)
GRUPO CONTROLE
©) 10
Dieta Padréo + Nao
Infectados

A dieta normocalérica (Padréao) foi a racdo comercial para camundongos tipo
Presence (Purina®), com: 19,0% de proteina, 56,0% de carboidrato, 3,5% de
lipideos, 4,5% de celulose, 5,0% de vitaminas e minerais, totalizando 17,03kJ/g. A
dieta hiperlipidica, previamente padronizada (ESTADELLA et al., 2004), otida de
uma mistura de racao padréo tipo Presence (Purina®), amendoim torrado, chocolate
ao leite e biscoito maizena na proporcao 3:2:2:1. Estes ingredientes foram moidos,

misturados e oferecidos na forma de péletes, com: 20% de proteina, 48,0% de
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carboidrato, 20,0% de lipideos, 4,0% de celulose, 5,0% de vitaminas e minerais. O
conteldo energético da dieta hiperlipidica foi de 21,40kJ/g, sendo oferecida desde o
desmame (28 dias) ate o seu sacrificio (90 dias). Os animais dos grupos controle,
livres de infeccdo e com dieta padrao, foram submetidos as mesmas condi¢cdes que
os demais grupos experimentais. Decorrido o tempo de tratamento de cada grupo,
0s animais foram eutanasiados utilizando anestesia (tiopental 200 mg.kg-1),

seguindo as recomendacdes da publicacdo NIH n.85-23.

» Estudo histopatolégico e morfométrico

Fragmentos (quatro em média) de figado de cada animal foram fixados em
formaldeido a 10% tamponado em PBS (tampé&o fosfato salino) e processados para
inclusdo em parafina. Posteriormente, foram realizados cortes histologicos de 5um
de espessura. Para cada amostra de tecido hepéatico foram confeccionadas duas
laminas histolégicas, coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE) e
tricromico de Masson (TM) (JUNQUEIRA; BIGNOLOS e BRENTANI, 1979). A
coloracdo de TM foi empregada para a mensuracdo do diametro médio dos
granulomas viaveis (com ovo, ou vestigio de ovo central) e do nimero médio de
granulomas capturados em cinco campos aleatérios (area total de campo = 12.234
um?, area total visualizada = 61.170uym?) em amostras histoldgicas de cada animal
por subgrupo. Para obtencdo das imagens das amostras foi utilizado microscoépio
Optico acoplado a camera digital e sistema computadorizado com linguagem

orientada para leitura de imagem pelo software Motic Images Plus 2.0 ML®.

» Numero de granulomas
A determinacdo da média do numero de granulomas foi desempenhada nas
laminas coradas com HE. A contagem de granulomas foi realizada em cinco campos

selecionados aleatoriamente, por animal.

» Evolugéo dos Granulomas
Para obtencdo das fases granulomatosas pré-estabelecidas foi adotado o
modelo proposto por Lenzi et al (1998) que divide em trés estagios: A Fase Pré-
Granulomatosa (FPG), caracterizada pela pouca quantidade e desorganizagcéo de
eosinofilos na periferia do ovo; a Fase Granulomatosa (FG) que corresponde a

organizacdo e aumento no numero de eosindfilos peri-granuloma; e a Fase de Cura
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por Fibrose (FCF) observada pela diminuicdo dos eosindéfilos, mas aumento na

quantidade de colageno na regido proximas ao granuloma.

» Volume dos granulomas

O didametro de todos os granulomas viaveis (contendo ovo ou vestigio de ovo)
encontrados em 10 campos aleatdrios foi mensurado em cada animal. Ao atribuir
uma forma esférica aos granulomas, os raios obtidos a partir de seus diametros
foram aplicados a formula utilizada para calcular o volume da esfera para obtencéo
dos granulomas, o volume dos granulomas.

V=R>xPix4/3

R =raio
Pi=3,14

» Determinacao do percentual de coldgeno
A fibrose foi determinada morfometricamente por meio da medicdo da
intensidade de fibrose em 15 imagens digitais obtidas das laminas coradas com
Tricromico de Masson de cada animal. A intensidade de fibrose foi quantificada com
a utilizagéo de um software de manipulagéo de imagens (GIMP 2.8.10).
O software permite a marcacdo do tecido fibrético diferenciado em cor azul
pelo Tricrémico de Masson que é seletivo para as fibras colagenas, e em seguida

fornece automaticamente o percentual de tecido marcado.

» Analise Estatistica

Foram utilizados testes e programas estatisticos especificos (GraphPad Prism
6.0) para comparar diferencas entre 0s grupos e subgrupos com nivel de

significancia de 5% (p< 0,05) para todos os casos.
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Resultados e Discussao

No decorrer do estudo ocorreram algumas perdas de animais, independente
dos grupos, o que justifica o periodo de escolha da infeccdo esquistossdmica na

fase intermediéria (90 dias de infeccédo).

Anélise Ponderal
Foi realizada verificacdo semanal dos pesos dos grupos separados conforme

tipo especifico de dieta e infec¢ao (Grafico 1).
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66,00% * B Grupo H +1
64 00% . W Grupo |
B Grupo H
62,00%
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Grupo C Grupo H +1 Grupo | Grupo H

Gréfico 1: Andlise da porcentagem do ganho de peso final entre os grupos.
*Média de peso inicial e final (data do Sacrificio).

Observou-se o0 ganho de peso dos animais com dieta hiperlipidica e a perda
de peso nos animais infectados comparando-se todos os periodos dos estudos,

antes e apos infeccao.

O peso médio dos grupos (Gréfico 2) foi significativamente menor (P<0,05)
guando comparados o grupo C ao H+l, que obteve ganho de peso inicial equivalente
aos demais até a iniciacdo da dieta hiperlipidica. Identificou-se diferenca estatistica
maior (P>0,05) entre os grupos | e C (6) e H+l e | (4) e significativamente menor
(P<0,05) entre He C (12), H+l e C (10), | e H (18) e H+l e H (22).
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Gréfico 2 — Evolucao ponderal de camundongos Swiss Webstar em diferentes periodos
de vida
*P =0,0001

O ganho de peso para os grupos com dietas hiperlipidica H e H+l seguiu
padrées normais na evolucdo do experimento diminuindo a curva de evolucao
ponderal do grupo H+l ap6s uma semana de infec¢cdo, ndo seguiu a mesma

evolucao do grupo H (Grafico 3).

B Grupo C

Grupo H +1
B Grupo H

Grafico 3: Amostra ponderal semanal entre os periodos pré-infec¢éo e pés-infecgéo.
@ Pré-infecgéo
@ Pos-Infeccéo
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Os presentes achados demonstraram que a dieta hiperlipidica causou
sobrepeso e esteatose nos camundongos. O figado desempenha varias funcdes
essenciais para o organismo, incluindo absor¢céo de gordura da dieta.

A consequéncia metabdlica da ingestdo de uma dieta hiperlipidica é o
desenvolvimento de doenca hepatica gordurosa ou esteatose, uma condicao
histopatolégica caracterizada pelo acumulo excessivo de lipidios, principalmente
triglicerideos, dentro dos hepatdcitos (BERTOLANI e MARRA, 1998).

Obesidade induzida por dieta causa diminuicdo do gasto de energia
associado a uma baixa sensibilidade a leptina o que poderia explicar os presentes
resultados de ganho de massa corporal (DUAN, 2013).

Estudos demonstraram que a leptina esta positivamente associada ao peso
corporal total e ao acumulo de gordura nos oOrgaos em ratos (HANDJIEVA-
DARLENSKA, 2009). O papel da leptina na regulacdo do acumulo de gordura esta
bem estabelecido (AHREN et al, 1997; BECK et al, 2002; COOLING et al, 1998;
FAM et al, 2007; STRICKER-KONGRAD et al, 1998).

Estudo Histoldgico

Os camundongos ndo infectados e alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram acumulo de lipidios que causou danos aos hepatdcitos e consequente
perda da identificacdo dos sinusoides hepaticos, o que nado foi possivel visualizar
nos camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica e nos alimentados
com dieta padrao, independente da infec¢do. Os figados dos grupos infectados | e
H+I exibiram granuloma esquistossomaotico (Figura 4).
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Figura 4 — Microfotografias do tecido hepatico dos animais alimentados com dieta padrdo (A, D e F)
ou dieta hiperlipidica (B, C e E), coradas com hematoxilina-eosina (C e D) e Tricrémico de Masson (A,
B, E e F). A: visdo do figado dos camundongos néo infectados alimentados com dieta padrédo (grupo
SD), mostrando hepatécitos e o0s sinusoides hepaticos entre eles; B: visdo do figado dos
camundongos nao infectados alimentados com dieta hiperlipidica (grupo H). Os hepatdcitos estao
mais palidos e maiores devido a esteatose micro e macrovesicular; C: visdo de um granuloma
circundando o ovo do Schistosoma mansoni. Apesar da dieta hiperlipidica, os camundongos do grupo
H+l ndo demonstrou alto grau de esteatose como o grupo H. D: visdo do granuloma
esquistossomotico do grupo C; E: visdo do granuloma esquistossomético do grupo H+I rodeado por
fibras coldgenas coradas pelo Tricrdbmico de Masson; F: visdo do granuloma esquistossomotico do

grupo C, mostrando uma quantidade bem menor de fibras coldgenas em comparacéo ao grupo H+l.
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Estudo dos Granulomas

N&o houve diferenca significativa no nimero e volume dos granulomas entre

os grupos H +l e | (p > 0,05) (Gréfico 4 e 5).

O percentual de colageno aumentou significativamente (p < 0,0001) nos

camundongos infectados alimentados com dieta hiperlipidica (H+I),

guando

comparado aos camundongos infectados alimentados com dieta padréo (I) e aos

outros grupos (Grafico 6).
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Gréfico 4 — Volume médio dos
granulomas por grupo. Nao houve
diferenca significativa entre os
arunos | e H+l

Numero Médio de granulomas

154 _l_

N° granulomas

Grupo | Grupo H+l

Gréfico 5 — Niumero médio de granulomas
por grupo. N&o houve diferenca
significativa entre os grupos H+l e I.

pixels f campo
i

Grupo C

Densidade de Colageno

Gréfico 6 — Densidade do colageno no tecido
hepatico, p<0,0001 quando comparado o
aruno H+l com os arunos C. le H

T

Grupo H+l Grupo H

Os parametros morfométricos analisados aos 90 dias de infecgdo (niumero e

volume dos granulomas) nao diferiram estatisticamente entre os camundongos

infectados alimentados com dieta hiperlipidica e os camundongos infectados
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alimentados com dieta padrdo. Nesse estudo, esses parametros apresentaram uma
alta variabilidade dentro de cada grupo, o que pode ter contribuido para a
semelhanca entre eles.

A guantidade de fibrose foi maior nos camundongos infectados alimentados
com dieta hiperlipidica, quando comparado com os camundongos infectados
alimentados com dieta padrdo o que pode ser explicado pelos niveis aumentados de
leptina em camundongos que se alimentam de dieta hiperlipidica (PROCACCINI,
2010). A leptina, um horménio de 16kDa secretado pelo tecido adiposo branco (PAZ-
FILHO et al, 2010), foi a primeira adipocitocina diretamente associada com a fibrose
hepética (DUAN et al, 2013; MARRA et al, 2011; BERTOLINI et al, 2010). No figado,
a leptina transmite propriedades fibrogénicas através de sua interacdo com as
células estreladas do figado ativadas, que, apds ativacdo, € responsavel pela
fixacdo da matriz extracelular no Espaco de Disse no figado (ZHOU et al, 2014).
Possiveis mecanismos para o efeito fibrogénico da leptina sado estimulo de citocinas
especificas, como a TGFB, modulacdo da resposta imune por células T e/ou
estimulacdo direta de vias de sinalizacao celular resultando em modificacbes em
fatores de transcricdo que ativam a formacédo de colageno (JAMES et al, 1998). Em
resumo, leptina promove proliferacdo de fibroblastos, migragdo, vasoconstriccao e
secrecdo de moléculas da matriz extracelular, amplia a acdo de citocinas
profibrogénicas chaves, como a TGF[, e regula positivamente o inibidor tecidual da
metaloproteinase | (TIMP-I), tanto in vivo quanto in vitro. Entretanto, a leptina ndo é a
Unica substancia profibrogénica que possui essas propriedades.

Embora existam evidéncias de que a dieta hiperlipidica induz esteatose,
inflamacdo e fibrose hepatica, nossos resultados demonstraram que a dieta
hiperlipidica por si s6 nao foi capaz de levar a um quadro de fibrose hepatica no
periodo estudado, ja que os camundongos nédo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram um pequeno percentual de deposi¢cédo de colageno, o que
nos faz acreditar que as consequéncias do consumo de uma dieta hiperlipidica séo
mais prejudiciais quando ha& alguma lesdo hepatica associada, como a

esquistossomose mansoni.
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Ao analisar com detalhes os cortes histoldgicos perante a evolucdo do
granuloma hepatico e revisar a literatura, adotou-se neste trabalho uma classificacao
sugerida por Lenzi et al (1998) que divide os granulomas em fases evolutivas de
infeccbes, caracteristicas em todas as respostas imunolégicas, que sdo assim
divididas: Fase Pré-Granulomatosa (FPG), Fase Granulomatosa (FG) e Fase de
Cura por Fibrose (FCF).

A morfologia de todas as fases é dependente da localizacdo do ovo. Na FPG
0 antigeno atrai poucas ceélulas inflamatérias em sua volta e desorganizadas,
montando todo um aparato inflamatoério (Figura 5). Na FG as células estdo bem
dispostas e organizadas em grande densidade na periferia e no centro do granuloma
(Figura 6) e na FCF forma-se uma faixa espessa de fibras entre o ovo e as células

inflamatorias e os eosinoéfilos podem ser encontrados no centro, dentro ou ao redor

do granuloma que pode involuir, desaparecer ou calcificar (Figura 7).

Figura 5, 6 e 7: Evolucdo dos Granulomas, 400x. Mostra as caracteristicas
morfofisiologicas dos aspectos dos granulomas em determinados periodos da infeccéo.

De acordo com Lenzi et al (1998) o principal papel da reagdo granulomatosa
na esquistossomose é proteger os tecidos do hospedeiro, isolando as toxinas em
potencial secretadas pelo ovo. Ap6s a deposicao dos ovos nos tecidos, eles sao
rapidamente cercados por infiltrados de células inflamatérias, resultando no
granuloma. Esse é um processo dindmico em que o tamanho e a composicéo celular
das lesdes variam com o tempo e é coordenado pela influencia de uma rede de
mediadores inflamatérios (COLLON, 2005; WYNN e CHEEVER, 1995).

No estudo a diferenca significativa entre os grupos H+l e | a respeito da FPG
apresentou um desvio padrdao nado significativo (Grafico 8) justificado pelo fato do
periodo de infec¢do caracteristico dos grupos ser o intermediario e de seus quadros
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nutricionais (um com dieta hiperlipidica e outro com dieta padrdo). Em seu estudo,

Mariano (1995) relatou que a FPG é muito evidenciada em experimentos com

desnutricdo, sendo observados poucos processos em evolugdes com o grupo | e

com H+l, correspondendo a 9,8% dos casos. Porém, o estudo revelou um

predominio na FG de 87,9% em ambos os grupos e de 2,3% na FCF (Gréfico 7).

Os granulomas da FG foram mais prevalentes no grupo H+l em relacdo ao

grupo | (Gréfico 9) tendo desvio padrdo significativo (p<0,05). Mesmo sendo poucos

observados, os granulomas da FCF foram comuns no grupo H+l do que o | (Gréafico

10) tendo o desvio padréo significativo (p<<0,05).
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Gréfico 9: Desvio padrdo significativo
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Gréfico 10: Desvio padrao significativo
entre os grupos | e H+I
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Conclusodes

Diante dos dados relatados, onde seu principal objetivo foi trabalhar a forma
do granuloma e nutricio do HD que possui um novo paradigma atual, a dieta
hiperlipidica que pode levar a obesidade, foi observado que os padrdes ja muito
antes descritos continuam a seguir sua via normal de patogenicidade, contudo novos

achados decorrentes do excesso de gordura alimentar foram encontrados.

O padrao de peso ponderal foi o esperado, sendo evidenciada a diminuicao
de peso para os animais do grupo H+l, caracteristico da doenca, em relacdo ao
grupo H e I, porém, achados microscopicos dos granulomas podem sugerir algumas

hipbteses visto que os animais foram induzidos a dieta hiperlipidica.

Lenzi et al (1998) descrevem a configuracdo das respostas imunoldgicas e
consequente formacdo dos granulomas em camundongos desnutridos. Destarte,
deparamos com achados diferentes deste estudo, onde foi encontrado um periodo
evolutivo prevalente na FG em todos os grupos estudados e ndo predominante de
FCF. O grupo H+I possui um total de média ponderal de granulomas na FG maior do
gue o grupo | evidenciando que a presenca de dieta hiperlipidica corrobora com a

formacao do granuloma na fase intermediaria da doenca.

O estado morfométrico do granuloma evidenciou uma melhor formacédo de
coldgenos no grupo H+l em relacdo aos restantes dos grupos, 0 que reporta mais
uma vez a presenca de dieta hiperlipidica na ajuda da formacéo daqueles visto que
o colageno €é muito importante na formacdo do tipo de granuloma,

consequentemente, na nao liberacdo dos antigenos liberados pelos ovos.

A FCF é caracterizada pelo aumento quantitativo de fibras colagenas (LENZI
et al, 1998) e observou-se uma quantidade maior de colageno no grupo H+l
comparado ao grupo I, o que evolui de acordo com o trabalho.

Outro achado significativo foi a presenca da esteatose nos figados que
estavam infectados e com dieta hiperlipidica dos que tinham a mesma dieta e néao
infectados. A ndo presenca de vesiculas gordurosas nos figados dos grupos H+l
pode ser observada em dois parametros: A doenca retirou esse acumulo de

triglicerideos dos hepatdcitos ou o processo patoldégico em hospedeiros submetidos
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a dietas hiperlipidicas atrapalha o acumulo destes as células, portanto, sendo um
aliado para a ndo formacgdo de esteatose hepatica, processo este que pode piorar a

funcdo hepatica junto dos granulomas.

Os padrbes para a formacdo dos granulomas hepaticos ja € descrito e
conhecido ha tempos, conforme relata Coelho (1955) em seu estudo a cerca da
formacao granulomatosa que descreve o0 mesmo sendo uma estrutura que possui
forma diversa dependendo de alguns fatores, entre eles estéo: a sua fase evolutiva
(tempo ou periodo de sua evolucao) e estado de reatividade do organismo (Nutricdo

do hospedeiro definitivo - HD).

Notoriamente, evidencia-se um avan¢o no conhecimento de novas tematicas
para o estudo do granuloma hepaticos, comparados a temas que abordavam
amostras desnutridas, sendo este estudo elaborado para uma nova vertente de
evolugbes patoldgicas — a dieta hiperlipidica — fruto da nova realidade de nossa
populagdo que cada vez mais vem aumentado seu peso e propensa a nhovas

abordagens de pensamentos e estudos.

Contudo, faz-se necesséaria uma expansao das técnicas utilizadas no estudo
utiizando métodos histoquimicos para abordagem de células e mediadores
inflamatoérios e comparac6es com amostras desnutridas e dietas hiperlipidicas.
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 17 de julho de 2012.
Oficio n° 450/12

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Melissa Papaléo Rocha de Lima

Departamento Programa de Pos-graduagéo em Biologia Aplicada & Satde-LIKA-UFPE
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n® 23076.021000/2012-15

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Influéncia do alcool e da obesidade na inflamacdo granulomatosa
hepatica na Esquitossomose Mansoni Experimental”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentag&o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliag&o e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questéo do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais & serem
realizados.

Origem dos animais: Biotério do LIKA-UFPE; Animais:
Camundongos; Linhagem: Camundongos Albinos: Sexo:
machos; Nimero de animais previsto no protocolo: 120
Camundongos; Peso: 28g; Idade: 28 dias.

Atenciosamente,

s G,

. oh\ Yaria Taraca “nnrpw

Presidente do CEEA

UFPE
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Normas para Publicagao

Escopo A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical € um
periddico oficial da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, multidisciplinar, com
acesso aberto, que publica pesquisas originais relacionadas a doencas tropicais,

medicina preventiva, saude publica, doencas infecciosas e assuntos relacionados.

A preferéncia para publicacdo sera dada a artigos que relatem pesquisas e
observacdes originais. A revista possui um sistema de revisdo por pares, para a
aceitacdo de artigos, e sua periodicidade é bimestral. A Revista de Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical € publicada em Inglés, com o titulo dos artigos,
resumo e palavras-chaves em Inglés e Portugués. Politica de avaliagdo Os
manuscritos submetidos com vistas a publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical sdo avaliados inicialmente pelos profissionais da secretaria
quanto a adequacao as normas. Em seguida, serdo encaminhados para, no minimo,
dois revisores para avaliacdo e emissdo de parecer fundamentado (revisdo por
pares), 0os quais serdo utilizados pelos editores para decidir sobre a aceita¢do, ou
nao, do mesmo. Em caso de divergéncia de opinido entre 0s revisores, 0 manuscrito

sera enviado para um terceiro relator para fundamentar a decisdo editorial final.

Tipos de Manuscrito A revista convida a publicacdo Artigos Originais,
Editoriais, Artigos de Revisdo, Comunicagfes Breves, Relatos de Casos, Relatorios
Técnicos, Imagens em Doencas Infecciosas, Cartas ao Editor, Suplementos e

Obituérios.

Artigos Originais: devem relatar pesquisas originais que ndo tenham sido
publicadas ou consideradas para publicagdo em outros periddicos. No caso de
Ensaios Clinicos, o manuscrito deve ser acompanhado pelo nimero e 6rgdo de
registro do ensaio clinico. Estes requisitos estdo de acordo com
BIREME/OPAS/OMS e o Comité Internacional dos Editores de Revistas Médicas
(www.icmje.org) e do Workshop ICTPR. O limite de palavras é de 3.500 (excluindo
resumo e referéncias); resumo com até 250 palavras, estruturado com os topicos
Introducdo, Métodos, Resultados e Conclusfes, contendo também em Portugués
titulo, resumo e palavras-chaves. Um total de cinco ilustracdes (tabelas e figuras) &

permitido. Artigos de Revisdo: devem ser uma analise critica de avancos recentes e
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nao apenas revisao da literatura, geralmente a convite do editor. Devem ter resumo
com até 250 palavras, maximo de 3.500 palavras, cinco ilustracdes (tabelas e

figuras), com a mesma formatacéo do artigo original.

Editoriais: usualmente, escritos a convite, considerando os topicos da area de
enfoque da revista, ndo excedendo a 1.500 palavras, com titulo em portugués, sem
resumo e palavras-chaves e no maximo uma figura ou tabela e dez referéncias.
Comunicagbes Breves: devem ser relatos sobre novos resultados interessantes
dentro da area de abrangéncia da revista. Ndo deve exceder quatro paginas
impressas, com no maximo 2.000 palavras, mesma formatacdo do artigo original,
incluindo o resumo e abstract estruturados com os subitens introdu¢do, métodos,
resultados e conclus@es, e com até 15 referéncias. Um maximo de trés ilustracbes

(tabelas e figuras) é permitido.

Um resumo com ndo mais que 100 palavras e até trés palavras-chaves
abaixo do resumo devem ser fornecidos. Nao colocar no corpo do manuscrito 0s
tépicos introducdo, métodos, resultados, discussao e conclusdes. Relatos de Casos:
devem ser relatos breves com extensdo maxima de 1.500 palavras, com méximo de
trés ilustracbes (tabelas e figuras), até 12 referéncias, resumo e abstract ndo
estruturados e com no maximo 100 palavras, e de trés palavras-chaves, contendo

também titulo resumo e palavras-chaves em Portugués.

Colocar no corpo do manuscrito os topicos Introducdo, Métodos, Relato do
Caso, Discusséao e Referéncias. Relatérios Técnicos: devem ser precisos e relatar 0s
resultados e recomendacdes de uma reunido de experts. Sera considerado, se
formatado como um editorial. Imagens em Doencas Infecciosas: até trés figuras com
a melhor qualidade possivel. Apenas trés autores e trés referéncias (ndo citadas no

texto) sem agradecimentos sédo permitidos.

O tamanho maximo é de 250 palavras com énfase na descri¢cao da figura. Os
temas devem envolver alguma licao clinica, contendo titulo e a descricdo das figuras
também em portugués. Suplementos: podem ser anais de um simpdsio ou um
congresso. Propostas relacionadas com a adequacdo do tema, organizagdo do
programa e a producao devem ser feitas por escrito para o Editor e / ou Editor

Convidado. Obituéarios: devem ser escritos por um colega de profissdo, e destacar o
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perfil cientifico e a contribuicdo do profissional falecido. Preparacdo do Manuscrito
Autores sdo aconselhados a ler atentamente estas instru¢cdes e segui-las para
garantir que o processo de revisao e publicacdo de seu manuscrito seja tao eficiente
e rapido quanto possivel. Os editores se reservam o direito de devolver manuscritos
gue nao estejam em conformidade com estas instru¢des. Todos 0s manuscritos a
serem considerados para publicagdo na Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical devem ser submetidos por via eletrénica através do sistema de

submissao on-line .

A carta de apresentacdo deve conter uma declaracdo assegurando que o
material ndo foi publicado ou esta sob consideracéo por outro periodico cientifico. O
autor deve escolher dentro do item Diretriz para Submissao (item 3.7) uma categoria
para o manuscrito (Artigos Originais, Editoriais, Artigos de Revisdo, Comunicagdes
Breves, Relatos de Casos, Relatérios Técnicos, Imagens em Doencas Infecciosas,
Obituarios e Cartas ao Editor, ou outros quando ndo se encaixar em nenhuma das

categorias listadas).

A responsabilidade pelo conteido do manuscrito € inteiramente do autor e
seus co-autores. Edicado da Pré-Submissao: se a sua primeira lingua nédo é o Inglés,
para garantir que o conteudo cientifico de seu manuscrito sera compreendido pelos
editores da revista e revisores, todos 0os manuscritos submetidos a Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical deve ser em Inglés. A escrita e 0s custos
de edicdo de texto sera de responsabilidade dos autores.

Os autores séo convidados a fornecer os nomes e informacdes de contato (e-
mail e telefone) por trés potenciais revisores imparciais. Favor informar revisores de
regido diferente da dos autores. Titulo: deve ser conciso, claro e o mais informativo
possivel, ndo deve conter abreviagcbes e ndo deve exceder a 200 caracteres,

incluindo espacos.

Titulo Corrente: com no maximo 70 caracteres. Resumo Estruturado: deve
condensar os resultados obtidos e as principais conclusdes de tal forma que um
leitor, ndo familiarizado com o assunto tratado no texto, consiga entender as
implicacbes do artigo. O resumo nao deve exceder 250 palavras (100 palavras no

caso de comunicacdes breves) e abreviacbes devem ser evitadas. Deve ser

71



subdivido em: Introducdo, Métodos, Resultados e Conclusdes. Palavras-chaves: 3 a
6 itens devem ser listados em Inglés e Portugués, imediatamente abaixo do resumo
estruturado. Introducédo: deve ser curta e destacar os propositos para o qual o

estudo foi realizado.

Apenas quando necessario citar estudos anteriores de relevancia. Métodos:
devem ser suficientemente detalhados para que os leitores e revisores possam
compreender precisamente o que foi feito e permitir que seja repetido por outros.
Técnicas-padrdes precisam apenas ser citadas. Etica: em caso de experimentos em
seres humanos, indicar se os procedimentos realizados estdo em acordo com 0s
padrbes éticos do comité de experimentacdo humana responsavel (institucional,
regional ou nacional) e com a Declaracao de Helsinki de 1964, revisada em 1975,
1983, 1989, 1996 e 2000. Quando do relato de experimentos em animais, indicar se
seguiu um guia do conselho nacional de pesquisa, ou qualquer lei sobre o cuidado e

uso de animais em laboratério foram seguidas.

Resultados: devem ser um relato conciso e impessoal da nova informacéo.
Evitar repetir no texto os dados apresentados em tabelas e ilustragfes. Discusséao:
deve relacionar-se diretamente com o estudo que estd sendo relatado. N&o incluir
uma revisao geral sobre o assunto, evitando que se torne excessivamente longa.
Agradecimentos: devem ser curtos, concisos e restritos aqueles realmente

necessarios, e, no caso de 6rgaos de fomento ndo usar siglas.

Conflito de Interesse: todos os autores devem revelar qualquer tipo de conflito
de interesse existente durante o desenvolvimento do estudo. Suporte Financeiro:
informar todos os tipos de fomento recebidos de agéncias de fomento ou demais
orgdos ou instituicdes financiadoras da pesquisa. Referéncias: devem ser
numeradas consecutivamente, na medida em que aparecem no texto. Listar todos
0s autores quando houver até seis. Para sete ou mais, listar 0os seis primeiros,
seguido por “et al”’. Digitar a lista de referéncias com espagamento duplo em folha
separada e no final do manuscrito. Referéncias de comunicagfes pessoais, dados
nao publicados ou manuscritos “em preparacdao” ou “submetidos para publicacdo”
nao devem constar da lista de referéncia. Se essenciais, podem ser incorporados
em local apropriado no texto, entre parénteses da seguinte forma: (AB Figueiredo:
Comunicagdo Pessoal, 1980); (CD Dias, EF Oliveira: dados nao publicados).
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CitacOes no texto devem ser feitas pelo respectivo nimero das referéncias, acima da
palavra correspondente, separado por virgula (Ex.: Mundo1l,2,3; Vida30,42,44-50.).
As referéncias no fim do manuscrito devem estar de acordo com o sistema de
requisitos uniformes utilizado para manuscritos enviados para periodicos biomédicos

(Consulte: http://www.nlm. nih.gov/citingmedicine).

Os titulos dos periédicos devem ser abreviados de acordo com o estilo usado
no “Index Medicus” (Consulte: http://ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez
?db=journals&TabCmd=Ilimits). Alguns exemplos de referéncias: Russell FD, Coppell
AL, Davenport AP. In vitro enzymatic processing of radiolabelled big ET-1 in human
kidney as a food ingredient. Biochem Pharmacol 1998;55:697-701. Porter RJ,
Meldrum BS. Antiepileptic drugs. In: Katzung BG, editor. Basic and clinical
pharmacology. 6th ed. Norwalk (CN): Appeleton and Lange; 1995. p. 361-80.
Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management of
common iliness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998. Figuras: devem
preferencialmente ser submetidas em alta resolucdo no formato TIFF. As figuras
devem ser colocadas em arquivos separados, nomeados apenas com 0 humero das
figuras (ex.: Figura 1; Figura 2). Certifigue-se que as mesmas tém uma resolucéo
minima de 300dpi. Fotografias: devem ser enviadas com boa resolu¢do (minimo de
300dpi) no formato TIFF, preferencialmente, preparadas utilizando o Adobe
Photoshop. Graficos: criados usando Microsoft Word ou Excel, devem ser salvos
com a extensdo original (.doc ou .xlIs). Eles ndo devem ser copiados ou colados de
um programa para 0 outro. Mapas e llustracdes: devem ser vetorizadas
(desenhados) profissionalmente utilizando os softwares CorelDraw ou Illustrator em

alta resolugéo, e suas dimensdes ndao devem ter mais que 21,5 x 28,0cm.

Imagens: produzidas em software estatistico devem ser convertidas para o
formato Excel ou PowerPoint. Caso ndo seja possivel, converter o arquivo para o
formato TIFF com resolucdo de 300dpi, e enviar juntamente com 0 arquivo no
formato original. Legendas: nas figuras, as legendas devem ser digitadas juntas com
espacamento duplo em uma folha separada e no final do manuscrito. llustracdes
Coloridas: devem ser aprovadas pelos editores e as despesas extras para confec¢cao
de fotolitos coloridos serdo de responsabilidade dos autores. Tabelas: devem ser

digitadas com espagamento duplo, com um titulo curto e descritivo e submetido
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online em um arquivo separado. Legendas para cada tabela devem aparecer no
rodapé da mesma pagina que a tabela. Todas as tabelas devem ter numeracao
arabica, citadas no texto, consecutivamente. Tabelas ndo devem ter linhas verticais,
e linhas horizontais devem ser limitadas ao minimo, com notas de rodapé logo
abaixo. Tabelas devem ter no maximo 17cm de largura. Processo de Envio: a partir
de 21 de Outubro de 2009, os artigos submetidos a Revista da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical deverao utilizar apenas a via eletrbnica. Todos 0s manuscritos
deverdo ser enviados via internet para
http://submission.scielo.br/index.php/rsbmt/login, seguindo as instru¢cdes no topo de
cada tela.

A partir desta data o processo de reviséo pelos pares também seré totalmente
pela via eletronica. Sobre Re-envio e revisdes: a revista diferencia entre: a)
manuscritos que foram rejeitados e b) manuscritos que serédo re-avaliados apds a
realizacdo das correcdes que foram solicitadas aos autores. Re-envio: caso o autor
receba uma carta informando que seu trabalho foi rejeitado e queira que os editores
reconsiderem tal decisdo, o autor podera re-envia-lo. Neste caso sera gerado um
novo numero para 0 manuscrito. Revisdo: caso seja necessario refazer seu
manuscrito com base nas recomendacdes e sugestdes dos revisores, ao devolvé-lo,
para uma segunda andlise, por favor, encaminhe o manuscrito revisado e informe o
mesmo numero do manuscrito. ApGs a aceita¢do: quando o trabalho for aceito para
publicacdo, os autores devem fornecer: Formulario de concessdo de direitos
autorais, fornecido pela secretaria da revista, assinado pelo autor correspondente.
Provas: serdo enviadas ao autor correspondente para que o0 texto seja
cuidadosamente conferido. Mudancas ou edi¢cdes ao manuscrito editado nédo serao
permitidas nesta etapa do processo de edicdo. Os autores deverdo devolver as
provas corrigidas dentro de quatro dias apds serem recebidas. Os artigos aceitos
compordo 0s numeros impressos obedecendo o cronograma em que foram

submetidos, revisados e aceitos.

Os artigos aceitos remanescentes a cada numero da revista serao
disponibilizados on line enquanto aguardam a prioridade para publicacdo na versao
impressa. Re-impressfes: a revista fornece ao autor, gratuitamente, excertos do

artigo em formato PDF, via e-mail. Custos de Publicacdo: Nao haverd custos de
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publicacdo. A traducdo de todo manuscrito deve ser realizada antes da submissao
do mesmo. A contratacdo e o pagamento dos servicos de traducdo, sdo de
responsabilidade dos autores. A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical ndo fornece qualquer tipo de servi¢co de traducdo. Custos de publicacdo de

imagens coloridas, sdo de responsabilidade dos autores.
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