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RESUMO

Objetivo: Analisar no figado, bago e jejuno de camundongos as alteragdes histopatologicas
induzidas pela esquistossomose quando em associagdo com a desnutri¢do. Metodologia: Foram
utilizados camundongos recém-desmamados (21 dias de idade), divididos em quatro grupos,
dois dos quais foram infectados (via percutanea) com 40 cercarias de Schistosoma. mansoni. Os
grupos, em cada condi¢do, infectado ou ndo infectado, receberam dieta controle (Labina®) ou
foram submetidos a desnutri¢do pelo consumo da Dieta Basica Regional. Foram determinadas a
carga parasitéria, pelo exame parasitologico quantitativo, a taxa de mortalidade e a curva ponderal.
O experimento teve duragdo de 90 dias e no fim desse periodo foram obtidas amostras de figado,
bago e jejuno para serem processadas de acordo com a técnica de rotina para analise morfologica.
Resultados: a carga parasitaria verificada apds os exames mostrou que os animais desnutridos
eliminaram mais ovos que os nutridos. A infec¢do, nfo a desnutrigdo, causou maior mortalidade.
A curva ponderal estabeleceu que os grupos tiveram desenvolvimento abaixo do apresentado pelo
grupo controle. O exame histopatolégico mostrou que a desnutri¢do isoladamente ndo causou
alteragdes nos orgdos examinados. Na esquistossomose, verificou-se o periodo de transi¢do da
doenca entre as fases aguda e cronica. Nos animais nutridos, o processo inflamatério foi mais
intenso, com maior formagdo colagénica no figado e com maior niimero de granulomas que
nos desnutridos. Nos desnutridos, granulomas hepaticos mostraram-se em fase exsudativa, com
infiltrado predominantemente eosinofilico. O jejuno nos nutridos apresentou mais granulomas
nas camadas serosa e muscular, raros na submucosa ¢ formagdes pseudoneoplasicas na serosa.
Poucos granulomas foram encontrados no intestino dos animais desnutridos. Sua presenga no
bago, que € rara na espécie humana e em camundongos, foi observada tanto nos nutridos como nos
desnutridos. Conclusdo: a alta mortalidade dos animais do experimento foi devida a infecgdo. O
estado nutricional do hospedeiro repercutiu na evolugao da esquistossomose. Nos animais nutridos
a inflamagdo granulomatosa foi mais exacerbada com reagdes hiperplésicas. Nos desnutridos, o
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processo esquistossomotico aconteceu de forma mais branda e lenta. A presenga de granulomas no
bago causou surpresa e indica a necessidade de investigagao.

DESCRITORES: Desnutri¢do. Esquistossomose mansdnica. Camundongos.
Figado. Bago. Jejuno.

INTRODUCAO

Em pleno século XXI a esquistossomose continua a ser um grave
problema de saude publica, afetando cerca de 200 milhdes de pessoas em 74
paises. No Brasil, um niimero em torno de seis milhdes de infectados encontra-se
principalmente nos estados do Nordeste € em Minas Gerais, zonas endémicas da
esquistossomose mansonica (16).

As formas severas da doenca, com aumento do figado e do baco, estdo
correlacionadas ao niimero maior de ovos do Schistosoma mansoni eliminados nas
fezes (17, 32). Embora varios 6rgaos possam ser afetados, figado, baco e intestinos
sdo invariavelmente atingidos. Do ponto de vista patologico, o figado € o drgdo
alvo, atingido em varios graus de intensidade (4), com granulomas epitelidides que
surgem nos espagos periportais em resposta a presencga dos ovos do parasito.

Na forma hepatoesplénica aparece no figado o espessamento fibroso
nos espacos portais, mais acentuado no hilo, cuja conseqiiéncia ¢ a hipertensao
portal. Nessa forma, o aumento do bago ocorre em 90% a 100% dos casos (10). A
esplenomegalia parece ter origem em duas situacdes: a hipertensdo portal, que leva
a dilataco dos sinusdides, e a proliferacdo reticulo-endotelial, como resposta ao S.
mansoni e aos seus produtos (1, 10).

E freqiiente a associacfio da esquistossomose com a desnutri¢io, uma vez que
regides endémicas sdo habitadas por populacoes de baixo padrdo socioecondmico (6).
A desnutricdo, que em ultima instancia resulta do ndo-atendimento das necessidades
nutricionais do individuo, pode complicar todas as patologias, principalmente se elas
forem severas e de carater cronico (11).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os aspectos histopatologicos dos
principais o6rgdos atingidos pela esquistossomose, com base em um modelo
experimental que acrescenta a desnutricio a essa parasitose.

METODOLOGIA

Foram utilizados 75 camundongos albinos suicos machos, desmamados aos
21 dias de idade, dos quais 29 foram mantidos sem infec¢do e 46 foram infectados por
meio de exposi¢ao percutdnea com 40 cercarias de S. mansoni (cepa Sao Lourengo
da Mata, Pernambuco, Brasil). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
com fornecimento de comida e agua ad libitum, em condi¢des padronizadas de
temperatura (em torno de 23°C) e iluminac@o (ciclo claro/escuro de 12/12h).
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Como dieta controle, foi utilizada a ragdo comercial Labina ® (Agribands
do Brasil Ltda.), peletizada e com 23% de conteudo protéico. Para induzir
desnutri¢do foi utilizada uma dieta multideficiente, conhecida como Dieta Basica
Regional (DBR), elaborada com base em inquéritos dietéticos realizados na zona da
mata de Pernambuco, area endémica de esquistossomose e fome (5, 35). Essa dieta
possui apenas 7% de proteina e é constituida (g/100g) de 18,3g de feijao mulatinho
(Phaseolus vulgaris), 64,8g de farinha de mandioca (Manihot esculenta), 12,8g
de batata doce ([pomoea batatas) e 4,1g de carne de charque. Exceto a farinha de
mandioca, os demais ingredientes foram processados & moda caseira, dessecados
em estufa a 60°C e triturados. Apds a pesagem nas proporgdes indicadas, foram
homogeneizados e umedecidos para formar uma massa, a qual foi submetida a
dessecagdo para formagao de pellets, forma pela qual foi administrada aos animais.

Neste trabalho utilizou-se o termo “‘controle” para se referir aos animais
que receberam a dieta controle e “desnutrido” para designar aqueles que se
alimentaram com a DBR.

Foram estudados quatro grupos experimentais, segundo a presenga da
infecgdo e do tipo de dieta oferecida (Tabela 1).

Tabela 1. Distribui¢do dos animais segundo o tipo de dieta e a presenga ou ndo da
infecgdo pelo S. mansoni

Grupo Dieta Infeccdo N.°de animais
CNI CONT Nao 13
CI CONT Sim 19
DNI DBR Nao 16
DI DBR Sim 27
Total - - 75

CONT = ragdo Labina®

DBR = Dieta Basica Regional (5, 35)

Controle néo infectado = CNI; Desnutrido ndo infectado = DNI
Controle infectado = CI; Desnutrido Infectado = DI

A presenca da infeccdo e sua intensidade foram averiguadas por meio da
quantificagdo do niimero de ovos do S. mansoni eliminados. Para isso, procedeu-
se a coleta das fezes dos animais infectados por ocasido da oitava semana de
experimentagdo (periodo pos-postural) para o exame parasitologico segundo o
método de Kato-Katz (15).

A mortalidade espontanea dos animais no transcorrer do experimento foi
registrada a fim de se obter a taxa de mortalidade conforme a infecgdo e a condi¢do
nutricional.
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Para a avaliacdo do crescimento ponderal, os animais foram pesados a
cada sete dias, desde o inicio até o fim do experimento na 13* semana.

Concluido o experimento, foi efetuada a eutanasia em dez animais de cada
grupo, escolhidos aleatoriamente apds anestesia em camara de vaporizagio de éter.

Figados, bacos e intestinos (jejunos) foram removidos, clivados. Os
fragmentos, que no caso do bago alcangaram toda sua extensdo longitudinal, foram
fixados em formaldeido 10%, pH 7.4. Em seguida, foram incluidos em parafina,
seccionados com 5um de espessura e corados pelo método da Hematoxilina-Eosina
para o exame histologico em microscopio de luz. Durante o exame de cada figado,
foram observados dez campos microscopicos para a contagem dos granulomas.

A andlise estatistica foi efetuada segundo a analise da variancia
(ANOVA) para comparagdo entre as médias obtidas nos diferentes grupos.
Quando havia diferenca, utilizou-se o teste de Tukey ou t de Student (nimero
de granulomas) para distinguir quais grupos diferiam entre si. Na comparaggo
de freqiiéncias (taxa de mortalidade), usou-se o teste do qui-quadrado (y?). Em
qualquer situacdo, foi adotado o nivel critico de 5% para o risco de falsa rejeigdo
da hipétese nula (p < 0,05).

O projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Alagoas e recebeu sua aprovaggo.

RESULTADOS
Intensidade da infeccdo

A intensidade da infecgdo, avaliada pela média de ovos do S. mansoni
eliminados na oitava semana do experimento, demonstrou que os animais
desnutridos eliminaram uma quantidade de ovos significativamente maior que a
verificada entre os animais alimentados com a dieta controle (337 + 205 vs. 206 +
166,7; p < 0,006).

Taxa de mortalidade

O experimento contou com um total de 75 animais, dos quais, em
virtude da mortalidade espontinea, restaram 53 camundongos para o sacrificio
(Tabela 2). Nenhum animal do grupo controle morreu antes do final do experimento.
A desnutri¢do, isoladamente, causou a morte de 2 entre 16 animais. A taxa de
mortalidade determinada pela infecgdo foi superior a causada pela desnutri¢do
(47,4% vs. 12,5%; p < 0,05), com pronunciada taxa de mortalidade entre os animais
infectados, tanto naqueles alimentados com dieta controle como nos que receberam
a DBR. A desnutri¢do, aparentemente, atenuou o efeito da infec¢do sobre a taxa de
mortalidade (47,4 vs. 40,7; odds ratio = 0,76), no entanto a diferenca observada ndo
foi estatisticamente significante (p = 0,65).
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Tabela 2.  Taxa de mortalidade observada entre os camundongos segundo o tipo de

dieta e a infecc@o pelo S. mansoni

Grupos de estudo Animais ipseridos Monaliiiade Agimais Ta?(a de
no experimento Esponténea Sacrificados Mortalidade (%)
CNI 13 0 13 0,0a
c 19 9 10 47,4b
DNI 16 2 14 12,5a
DI 27 11 16 40,70
Total 75 2 53 293

a; b: letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significantes (32): p = 0,6
Controle ndo infectado= CNI; Desnutrido ndo infectado = DNI
Controle infectado = CI; Desnutrido Infectado = DI

Curva Ponderal

As curvas de crescimento dos animais dos diferentes grupos encontram-se
ilustradas na Figura 1.

— CNI —cl DNI --DI |

45 -
40 A
35
30
25 -
20 -
15 -

10 T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13

Fase experimental (semanas)

Peso (g)

Figura 1. Curvas de crescimento (média + DP) de camundongos alimentados com
a dieta controle (C) ou desnutridos (D) pelo consumo da Dieta Bésica
Regional, infectados (I) ou ndo (NI) pelo Schistosoma mansoni.

Os grupos submetidos & DBR apresentaram um padrdo de crescimento
inferior ao daqueles alimentados com a dieta controle (p < 0,0001).

Animais alimentados com a dieta controle, quando infectados,
desenvolveram-se ponderalmente menos que aqueles ndo infectados, fato que se
acentuou apos a quinta semana do experimento (p < 0,009).
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Entre os animais desnutridos, independentemente da infecgdo, o
desenvolvimento ponderal sucedeu, de modo sistematico, abaixo daqueles
alimentados com a dieta controle. A partir da sétima semana, observou-se uma
estabilizagdo do crescimento no grupo desnutrido e infectado, sem que, no entanto,
o peso médio no fim do experimento tenha se diferenciado de forma significante do
grupo desnutrido ndo infectado (p > 0,05).

Exame histopatologico

Nos animais sem infec¢do, as estruturas do figado, baco e jejuno
mostraram-se normais. Mesmo nos desnutridos, o figado manteve a arquitetura
trabecular preservada. Esteatose leve, microvesicular e de pouca importancia foi
encontrada em animais desnutridos. O jejuno apresentou uma mucosa normal, as
vilosidades com bordas em escova integras.

Nos animais infectados, as reagdes ao processo infeccioso foram mais
intensas no grupo nutrido, como se observa a seguir.

Figado — o grupo nutrido apresentou uma média de 41,7 granulomas
por campo microscopico, enquanto o desnutrido apresentou média de 15,4,
diferenca que foi significante (p < 0,0001). O infiltrado inflamatorio em torno
dos granulomas foi caracterizado como do tipo produtivo-exsudativo, constituido
predominantemente de eosinofilos, permeado de neoformacao colagénica, esta mais
acentuada nos animais nutridos que nos desnutridos (Figuras 2 e 3). Foi observado
também processo inflamatorio focal intra e extralobular, independentemente de
granulomas, que alcangou espagos porta e veias centrais. Verificou-se de modo
constante a presenca de pigmento esquistossomotico, com distribuicdo irregular,
em ambos os grupos. Observou-se também a presenga de casais do S. mansoni na
luz de vasos em trés casos.

Jejuno — nos animais infectados a mucosa estava preservada. No grupo
nutrido, as reagdes granulomatosas, mais intensas, causaram hipertrofia nas camadas
serosa ¢ muscular, com alguns casos de formagdes pseudoneoplésicas voltadas para
a cavidade intestinal. Nesse grupo foi encontrada hiperplasia de células caliciformes.
Nos animais desnutridos ndo houve alteragio da citoarquitetura e os granulomas,
quando presentes, encontraram-se em numero de um a trés, situados na submucosa.
Metade do material examinado nos desnutridos (05) ndo apresentou granulomas.

Bago — além da proliferagdo de elementos reticulo-endoteliais, comum
nessa infec¢@o, foram encontrados granulomas em 50% dos animais do grupo
nutrido ¢ em apenas um animal no grupo desnutrido. A reaco periovular foi bem
menos acentuada do que aquela observada no figado e intestino (Figura 4)
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Figura 2. Granuloma hepatico em camundongo nutrido, infectado pelo S.
mansoni, mostrando importante formagao colagénica (HE 400X).

Figura 3. Figado de camundongo desnutrido e infectado pelo S. mansoni,
apresentando granuloma com infiltrado predominantemente de
eosindfilos (HE 400x).
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Figura 4. Bago de camundongo apresentando granulomas esquistossomoticos
(HE 100x).

DISCUSSAO
Intensidade da infecgdo e taxa de mortalidade

A intensidade da infec¢do esquistossomotica foi avaliada pela contagem
de ovos eliminados durante a oitava semana. A importancia desse indicador reside
no fato de que existe associagdo entre uma elevada carga parasitaria (principalmente
acima de 1.000 ovos/g de fezes) e o desenvolvimento das formas hepato-intestinal
avangada ¢ hepato-esplénica (23, 32). Neste estudo, os animais foram inoculados
com 40 cercarias, nimero bastante inferior ao utilizado em outros experimentos (3,
29), mas que melhor se correlaciona aos aspectos ecologicos da esquistossomose,
que explicam as pequenas e médias taxas de infecgdo encontradas em populagoes
humanas das areas endémicas (38).Todavia, a infec¢ao so seria considerada leve se
houvesse eliminag¢@o de menos de 100 ovos/g de fezes (25), o que ndo sucedeu neste
experimento. Alids, as maiores taxas de mortalidade aqui observadas foram devidas
a infecgdo, fato ja relatado anteriormente (8).

Curva Ponderal

Nos grupos que receberam a DBR, o desenvolvimento ponderal foi
modesto, revelando o baixo valor biologico dessa dieta.

A redug@o na velocidade de crescimento ponderal dos animais do grupo
controle infectado, observada a partir da quinta semana, pode ser atribuida ao inicio
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da oviposicdo do S. mansoni. Nos animais desnutridos e infectados, a alteracdo na
curva ponderal ocorre mais tarde (37), aqui se deu na sétima semana, o que mostra
a influéncia das dietas também sobre o desenvolvimento do parasito, retardando o
inicio da oviposigao.

Estudo histopatologico

Animais sem infec¢do — as alteragdes nos Orgdos causadas pela
desnutricdo, devidamente comentadas pela literatura cientifica, ndo foram
observadas neste estudo. A desnutricdo tem varios graus de severidade, cuja
importancia corresponde a intensidade dessas alteragdes. Desse modo, nas formas
graves pode-se encontrar um jejuno com vilosidades atroficas, achatadas (30, 34),
com dano para a funcdo absortiva, e o figado gorduroso, como no kwashiorkor
(14). Aqui, o modelo de desnutricdo induzida nos animais ndo produziu as
modificagdes das formas graves, apenas mostrou, em alguns figados, uma leve
esteatose considerada de pouca importancia.

Animais infectados — na esquistossomose, as reagdes inflamatorias foram
mais intensas ¢ o numero de granulomas maior nos animais nutridos que nos
desnutridos, circunstancia observada em trabalhos anteriores (6, 7, 21).

Figado — os granulomas periovulares sempre apresentam agregado celular
e colageno em camadas concéntricas (19). Nesta pesquisa, foi estabelecido o
periodo de transi¢go da fase aguda para a cronica da doenga (2, 33). Os granulomas
foram mais numerosos ¢ com maior formagao fibroblastica nos animais nutridos,
mas nos desnutridos predominou o exsudato inflamatorio, como descrito em outros
trabalhos (5). A maior produgdo de colageno nos primeiros deve-se a uma melhor
condigdo imunoldgica.

A desnutricao retarda o periodo de oviposi¢ao (9, 12, 13, 37), dai a
evolucdo de granulomas da fase exsudativa para a produtiva. Aqui se observou um
maior numero de granulomas em estagio exsudativo nos animais desnutridos.

O infiltrado, predominantemente eosinofilico, demonstra, tal como se
observou neste estudo, o estimulo que os parasitos podem causar nos eosinofilos
(22), células cujas fungdes ainda vém sendo descritas (18). Aos 80 e 120 dias,
quando a infecc¢@o vai cronificando, foi descrito que os granulomas reduzem
o tamanho (imunomodulagdo), a0 mesmo tempo que aumentam em numero ¢
atividade fibroblastica (36), o que condiz com o tempo deste experimento. Essa
circunstancia foi observada com mais clareza nos animais nutridos.

O pigmento esquistossomotico, eliminado pelos vermes adultos, foi visto
de forma constante aqui. Recentemente foi identificado como hemozoina, similar ao
de outros organismos, como Plasmodium, que se alimentam de sangue (26).
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No jejuno, os granulomas encontravam-se quase exclusivamente nas
camadas muscular e serosa, tal como descreveram Mott et al. (24), com mucosa
preservada, o que indicou probabilidade de manutenc@o da fungéo absortiva. As
reacdes hiperpldsicas na muscular e serosa, que foram encontradas nos animais
nutridos, ocasionaram as formagdes tumorais ou pseudoneoplasicas, consideradas
formas graves (4). Nessas formagoes, a fibrogénese e a angiogénese, que dependem
dos ovos do S. mansoni (20), t€m relagdo com a intensa deposicao local desses ovos
para estabelecer os granulomas e nddulos subseqiientes (4).

A hiperplasia celular no bago, observada na esquistossomose, seria,
juntamente com a congestdo venosa, causa do aumento desse 6rgdo (1, 27). A
presenca de granulomas no bago, observada neste trabalho e com maior freqiiéncia
nos animais nutridos, ¢ um evento raro, tanto na espécie humana, como em
camundongos (28, 39). Em pesquisa com outro Rodentia, na qual também foram
encontrados ovos do S. mansoni no bago, os autores referem-se a inexisténcia de
relatos com essa ocorréncia. Sugerem, ainda, que a infecgdo nesse 6rgdo pode
representar um tipo de equilibrio entre o parasito e o hospedeiro que leve a essa
localizagdo e a uma baixa resisténcia imunologica do hospedeiro (31). Portanto,
o encontro de granulomas no bago, verificado nestas pesquisas, evidencia a
necessidade de explicagdes conclusivas.

CONCLUSAO

Apesar do inoculo de cercérias ter sido modesto, se comparado
a quantidade que usualmente se aplica em experimentos assim, a infec¢ao
ndo pode ser considerada leve, uma vez que a alta taxa de mortalidade dos
animais do experimento deveu-se mais a infec¢do que a desnutrigdo. O estado
nutricional do hospedeiro influiu na evolugdo da esquistossomose. Nos animais
nutridos a inflamag@o granulomatosa se exacerbou com reagdes hiperplasicas
aqui observadas. Nos desnutridos, o processo esquistossomatico aconteceu de
forma branda, com fase exsudativa prolongada. Esse processo demorado, como
cicatrizac¢do tardia do granuloma, acarreta uma exposi¢do do organismo aos
antigenos eliminados pelos ovos do S. mansoni por tempo maior. A presenca de
granulomas no bago, maior nos animais nutridos, foi um achado que surpreendeu
e sugere maiores investigacdes.
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ABSTRACT

Murine schistosomiasis associated to undernutrition: histological alterations in liver,
spleen and jejune.

Objective: to analyze in liver, spleen and jejune of mice, the histological alterations
caused by schistosomiasis when associated to malnutrition. Methods: weaned
mice (21 days old) were used, divided in four groups, half of them were infected
(percutaneous route) with 40 cercariac of Schistosoma mansoni. Groups, in
each condition, infected or non-infected, received control diet (Labina ®), or
were submitted to malnutrition by consumption of Regional Basic Diet. The
parasitological burden was verified, through the quantitative parasitological
analysis, the mortality rate, and the growth curve. After 90 days of experimentation,
samples of liver, spleen and jejunum were obtained that were processed according to
the routine technique for morphological analysis. Results: the parasitological burden
after examination showed that the undernourished animals eliminated more eggs
than nourished. The infection, not the malnutrition, caused the highest mortality.
The growth curve showed that the groups had a lower development than the control
group. Histopathological examination showed that malnutrition alone did not cause
alteration in examined organs. In schistosomiasis the transitional period of the
disease was noticed, between acute and chronic phases. In nourished animals, the
inflammatory process was more intense, with important collagenic liver formation
and more granulomas than inundernourished. Inundernourished, hepatic granulomas
were shown in exudative phase, with infiltrate which was mainly eosinophilic. The
jejunum of nourished animals presented more granulomas in serosa and in muscular
layers, rare granulomas in submucosa, and also some pseudoneoplastic formations
in serosa. Few granulomas were found in the undernourished intestine. Their
presence in the spleen, rare in human or mice species, was noticed in nourished and
undernourished animals. Conclusion: The high mortality of animals was caused
by the infection. The host nutritional state reflected in schistosomiasis evolution.
In nourished animals, the granulomatous inflammation was exacerbated with
hyperplastic reactions. In undernourished animals, the schistosomiasis course
happened more blandly and slowly. The presence of granulomas in the spleen
caused surprise and indicates the need of further investigation.

KEY WORDS: Undernutrition. Schistosomiasis mansoni. Mouse. Liver. Spleen.
Jejunum.
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