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‘RESUMO I

FIBROSE E OUTRAS LESOES HEPATICAS EM CAMUNDONGOS ISOGENICOS
DESNUTRIDOS E EUTROFICOS, INFECTADOS COM SCHISTOSOMA MANSONI.
SANDRA LUCIA CARVALHO. Na esquistossomose mansdnica crénica, os granulomas
periovulares e a fibrose periportal sdo as lesdes hepaticas mais importantes, além das
alteragcbes vasculares, que provocam a hipertensdo dentro do sistema venoso portal.
Camundongos eutroficos Swiss, “outbred”, infectados com Schistosoma mansoni,
desenvolvem lesdes que se assemelham as encontradas nas formas graves da
esquistossomose intestinal do homem e por isso sdo usados como modelo experimental, em
funcao, também, da facilidade de seu manuseio e do baixo custo. A desnutricdo representa,
em extensas regides do mundo onde ocorre a esquistossomose, uma patologia
frequentemente associada a essa parasitose, como acontece no nordeste brasileiro, sendo,
pois, de interesse o estudo da patobiologia do hospedeiro vertebrado do S. mansoni , em
relacdo ao seu estado nutricional. No que diz respeito a chamada fibrose de Symmers (clay
pipestem fibrosis) encontrada no figado de pacientes com esquistossomose mansdnica
avancada, a lesdo foi reproduzida sobretudo em macacos e em camundongos Swiss
eutréficos, mas ndo se desenvolve em camundongos desnutridos. Com o objetivo de
verificar a importancia do padrao genético do hospedeiro na patogénese dessa e de outras
lesdes hepaticas observadas em camundongos “outbred”, a presente investigagao destinou-
se a estudar em camundongos isogénicos desnutridos, as alteragdes hepaticas encontradas,
comparando-as com as de camundongos eutréficos, isogénicos e “outbred”. Os animais
foram infectados com 30 cercarias de Schistosoma mansoni, por via transcutanea, tendo
sido sacrificados por deslocamento cervical, apés 16 semanas. A desnutricdo foi induzida
pelo consumo da dieta basica regional (DBR), dieta hipoprotéica (7,87%) consumida por
populacbes humanas residentes em areas endémicas de esquistossomose de Pernambuco
e de outros Estados do nordeste brasileiro. A dieta comercial NUVILAB foi administrada aos
animais controles e é considerada como dieta padrao (22% de proteina) para camundongos.
O estado nutricional foi avaliado através da pesagem semanal e construgdo das curvas de
peso dos diversos grupos sob experimentacdo. Os camundongos isogénicos pertenciam as
cepas BALB/c e C57BL/10 e os animais “outbred” eram albinos Swiss. No momento da
necropsia, apos estudo macroscopico dos 6rgaos, amostras de figado foram retiradas para
estudo histolégico, morfométrico e bioquimico (quantificagcdo do colageno através da
dosagem de hidroxiprolina). Os animais também foram, apds sacrificio, submetidos a
perfusdo para coleta de parasitos. Quanto a organomegalia, verificou-se que, em todos os
grupos, as maiores meédias de peso do figado e do bago foram encontradas nos
camundongos eutréficos, em comparagdo com animais desnutridos da mesma linhagem.
Camundongos desnutridos em geral desenvolveram cargas parasitarias menores do que
camundongos eutréficos. Em todas as linhagens, camundongos desnutridos produziram
menor quantidade de ovos do que camundongos eutroficos, em relagdo ao figado total. Os
animais dos grupos eutréficos mostraram curvas ponderais com valores sempre
significativamente mais elevados do que os animais desnutridos, tendo sido observada a
melhor evolugédo ponderal no grupo dos “oubred” eutréficos e a pior no grupo dos isogénicos
BALB/c desnutridos. A mortalidade espontanea foi sempre muito elevada nos grupos
desnutridos particularmente da linhagem BALB/c, embora também tenha ocorrido nos



grupos eutroficos (dos 285 camundongos utilizados, apenas 106 concluiram a fase
experimental), provavelmente por motivos ligados a mudangas na estrutura fisica de nosso
Biotério de Experimentacao, ocorridas durante a realizagdo do experimento. Camundongos
isogénicos da linhagem C57BL/10, segundo avaliagdo morfométrica, considerada mais
sensivel, desenvolveram maior quantidade de colageno hepatico (tanto desnutridos como
eutréficos), em relagéo as outras linhagens. Pela avaliagéo bioquimica (espectrofotometria),
as diferengas ocorreram, mas nao foram estatisticamente significativas. Ao exame
histologico, camundongos isogénicos desnutridos apresentaram granulomas menores. Pela
morfometria, revelaram menor densidade volumétrica e maior densidade numérica, em
relacdo aos animais eutréficos. Camundongos isogénicos BALB/c, desnutridos e/ou
eutroficos, ndo desenvolveram a fibrose periportal do tipo murino. Todavia, camundongos
isogénicos desnutridos, da linhagem C57BL/10, desenvolveram a fibrose “pipestem-like” em
4 dos 21 animais do grupo. Este achado talvez esteja relacionado com o tipo da cepa
parasitaria utilizada (cepa SLM), diferente da que foi empregada em investigagcdes anteriores
(BH), o que ocorreu devido a problemas técnicos no laboratério, a época da montagem do
experimento. A hepatomegalia guardou relagdo com a presenca de infiltrados celulares,
aumento de teor de colageno e teor protéico da dieta controle (22%). A esplenomegalia
pode ser relacionada a hiperplasia do sistema fagocitico-mononuclear e a congestéao
decorrente de alteragdes hemodinamicas no sistema venoso portal. Outras lesdes hepaticas
observadas, tais como metamorfose gordurosa periportal e eventuais focos de necrose
coagulativa aguda por isquemia, tiveram importancia secundaria no quadro histopatologico
da esquistossomose cronica, no modelo experimental estudado. Os resultados obtidos
apontam para a necessidade de aprofundar os estudos sobre o papel de diferentes tipos de
cepa parasitaria no desenvolvimento da lesdo “pipestem-like”, no modelo murino desnutrido.



‘ABSTRACT I

FIBROSIS AND OTHER HEPATIC LESIONS IN UNDERNOURISHED AND WELL-
NOURISHED INBRED MICE INFECTED WITH Schistosoma mansoni. SANDRA LUCIA
CARVALHO. In chronic schistosomiasis mansoni, periovular granulomas and periportal
fibrosis are the most important hepatic lesions, besides vascular changes that lead to
hypertension within the portal venous system. Well-nourished Swiss outbred mice infected
with Schistosoma mansoni develop lesions that mimick those found in advanced clinical
forms of human intestinal schistosomiasis. For this reason and due to their easy handle and
cheap cost, they are widely used as experimental model. In extensive regions of the world
where schistosomiasis is endemic, undernutrition appears frequently as an associated
pathology and this is also the case in Northeast Brazil, the study of the pathobiology of the
vertebrate host and its nutritional status becoming of deep interest. Concerning the so-called
Symmer’s fibrosis (clay pipestem fibrosis) seen in the liver of patients with advanced
schistosomiasis, the lesion has been reproduced mainly in monkeys and in Swiss well-
nourished mice, but it does not develop in undernourished animals. In order to study the
importance of the host genetic background on the pathogenesis of this and other hepatic
lesions observed in outbred mice, the present investigation aimed to characterize the hepatic
changes in undernourished inbred mice in comparison with those detected in well-nourished
inbred and outbred animals. Mice were infected with 30 cercariae of Schistosoma mansoni
(SLM strain) by percutaneous route and sacrificed 16 weeks later by cervical dislocation.
Undernutrition was induced by feeding mice with the regional basic diet (RBD) which is a low-
protein diet (7,87%) ingested by human populations residing in endemic areas of
schistosomiasis in Pernambuco and other States in Northeast Brazil. Control animals were
fed with NUVILAB, a standard diet for mice (22% protein). Nutritional status was studied by
weekly determinations of body weights and evaluation of growth curves for all the groups
throughout the experiment. Inbred mice were of BALB/c and C57BL/10 strains and Swiss
otbred albino mice were used as controls. After sacrifice, the portal system was perfused for
worm recovering and gross examination was performed. Liver samples were taken for
histological examination, morphometry and biochemical quantificatiton of liver collagen
through determination of the content of hydroxyproline. Regarding organomegaly, the highest
means for liver and spleen weights belonged to well-nourished mice in comparison with
undernourished animals of the same strain. Undernourished mice usually developed the
lightest worm burdens when compared to well-nourished animals and also produced smaller
amounts of eggs regarding the whole liver. Well-nourished groups had better growth curves
than undernourished ones, the best weight gains for well-nourished outbred and the worst
weight gains for undernourished inbred BALB/c mice. Spontaneous mortality was always
higher for undernourished mice, mainly of the BALB/c strain, but it also happened among
well-nourished animals (only 106 out of the total number of 285 mice were alive at the end of
the experiment), probably due to environmental reasons and changes in the physical
structure of the Animals Room of our Institution, which occurred during the experiment.
According to morphometric measurements, both well-nourished and undernourished
C57BL/10 inbred mice had greater amounts of hepatic collagen than the other mice strains.
Biochemical differences, based upon spectrophotometry, were not statistically significant, but
morphometry in this cases is considered to be a more sensitive method than
spectrophotometry. Undernourished inbred mice developed smaller circumoval granulomas
detected through histological examination and morphometric measurements. A lower



granuloma volume density and a higher granuloma numerical density were also
morphometrically detected, in comparison to well-nourished inbred mice. Both
undernourished and well-nourished inbred BALB/c mice did not develop the murine
pipestem-like lesion. However, four out of 21 undernourished C57BL/10 mice developed this
liver lesion. This finding may be related to the type of parasitic strain since due to technical
problems in the laboratory mice infections were performed with a parasitic strain (SLM strain)
different from the one that had been used in previous investigations (BH strain). The
hepatomegaly was related to the inflammatory infiltrates, increase of collagen deposition and
protein content of the control diet (22%). Splenomegaly may be caused by hyperplasia of the
mononuclear phagocytic system and venous congestion due to hemodynamic alterations
within the portal region. The remaining lesions, such as periportal fatty changes of hepatic
cells and scattered foci of acute coagulative necrosis by ischemia were of secondary
importance in the histopathologic picture found in chronic schistosomiasis of mice. Results
collected so far point to the need of further studies on the role of different types of parasitic
strains in the development of the pipestem-like liver lesion in the undernourished murine
model.
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‘INTRODUCAO I

1.1 Esquistossomose mansonica: generalidades

A esquistossomose mansénica € uma doencga causada pelo Schistosoma mansoni,
parasita trematdédeo digenético que necessita de caramujos de agua doce para completar o
seu ciclo de vida. O Egito parece ter sido o foco de origem dessa doencga, pois nessa regiao
estudos de mumias mostraram a presenca de lesdes causadas por esse helminto. No
Continente Americano, a esquistossomose teve inicio, provavelmente, no século XVI,
quando comegaram a chegar ao nordeste do Brasil os primeiros escravos africanos para
trabalhar na lavoura e no século XVIl a Sao Paulo.

Nos dias atuais, a esquistossomose continua sendo um problema de saude publica no
Brasil, pois, segundo dados da FUNASA, nos anos de 1996 e 1997 e os dados de populagéo
de 18 estados da Federacdo no levantamento do IBGE, permitiram estimar em 7,1 milhdes
de portadores de esquistossomose em 1996 e 6,3 milhdes em 1997 (KATz & PEIXOTO, 2000).
No mundo, o numero de individuos infectados alcanca a faixa de aproximadamente 200

milhdes de pessoas que sofrem com severas consequéncias da infecgao (WHO, 1998).

1.2 Patogenia e patologia geral da esquistossomose

O quadro reacional e a evolugao do processo patolégico provocado pelo S. mansoni
no organismo do hospedeiro vertebrado varia consideravelmente, dependendo de
circunstancias que devem ser vistas como fatores importantes na determinacdo da
gravidade da doenga. Entre os fatores envolvidos, podemos citar a cepa do parasito, a carga
cercariana e condigdes fisiolégicas do material infectante, certas caracteristicas do

hospedeiro e seu meio, carga parasitaria decorrente de infecgbes sucessivas ao longo dos



anos, duracédo da infecgdo e estagio evolutivo do parasita (ANDRADE et al, 1988; WYNN &
CHEEVER, 1995).

A patologia da infecgdo pelo S. mansoni é predominantemente causada pela reagao do
hospedeiro aos ovos do parasita os quais, depositados pelas fémeas nos vasos do intestino,
sdo arrastados pela corrente sanglinea como émbolos e ficam retidos nos finos ramos
venosos dos espacgos porta do figado, principalmente. Nessas finas ramificagbes venosas
portais, o ovo produz inflamagao granulomatosa com destruigcdo vascular. Apos quatro dias,
aumenta rapidamente o exsudato celular inicial, que passa a ser constituido por grande
numero de eosindfilos e macrofagos dispostos em torno do ovo, podendo conter, ainda,
linfécitos e gigantécitos. Apds algum tempo, os macrofagos comegam a se organizar de
modo concéntrico, ficam justapostos uns aos outros e formam interdigitacbes das
membranas plasmaticas que favorecem o contato entre eles. O processo decorrente, que
inicia-se pela proliferagao de fibroblastos a partir da periferia do granuloma, com deposigéo
de colageno em sentido centripeto em relagédo ao ovo, € a origem da fibrose periportal,
podendo causar hipertensao portal, a maior causa de morbidade e mortalidade associadas
com a esquistossomose (BOGLIOLO, 1957; ANDRADE, 1988; WYNN & CHEEVER 1995).

Quando vivo, o Schistosoma mansoni n&o parece induzir qualquer reagdo no
hospedeiro, possuindo varias fracdes antigénicas que representam a eliminacédo de
antigenos metabdlicos. Em urina de hospedeiros macicamente infectados com S. mansoni,
aparece antigeno circulante com caracteristicas que se assemelham as do antigeno
polissacaride encontrado no tubo digestivo do parasito adulto. Provavelmente, quando esse
antigeno é produzido em quantidade menor, ele é neutralizado por anticorpos ou digerido
por células do sistema fagocitico mononuclear. Quando produzido em quantidades maiores,

pode circular, ser excretado pela urina ou depositado nos glomérulos renais, causando uma



glomerulopatia. Apés a morte do parasita, quase sempre este € levado ao interior do figado,
provocando reagdes inflamatérias extensas, determinando oclusao vascular focal, que pode
ser reparada ou compensada rapidamente (ANDRADE, 1988), por ndo se tratar de lesao
sistematizada e difusa, como aquela provocada pelos ovos.

O miracidio ou embrido existente no interior de ovos maduros, elimina secrecées que
tém acao litica e irritante sobre os tecidos, favorecendo o aparecimento de granulomas
periovulares, os quais, quando localizados na parede do intestino favorecem a abertura de
passagem para eliminagao dos ovos pelas fezes (ANDRADE, 1998).

1.3 Caracteristicas da Esquistossomose mansoénica crdnica

A parasitose caracteriza-se pela presenca de vermes adultos no sistema porta e veias
mesentéricas do homem e de varias outras espécies de mamiferos. Nas formas mais
graves, ocorre envolvimento hepatoesplénico, podendo desenvolver-se hipertensao porta,
varizes esofagicas, hemorragia digestiva e morte (DE WITT & WARREN, 1959).

Na patologia hepatica da esquistossomose mansénica cronica, os granulomas
periovulares e a fibrose periportal sdo as lesbes mais importantes. A primeira resposta do
organismo animal as agressdes sofridas pela presenga dos vermes e deposigdo de seus
ovos, € uma inflamagao portal e difusa, podendo ocorrer necrose focal do parénquima
(CHEEVER, 1986; QURASHI et al, 1999). O estagio exsudativo pré-granulomatoso € importante
na patogénese da infeccdo esquistossomotica, causando histolise e microtromboses,
especialmente no figado, facilitando a disseminagdo metastatica dos ovos de S. mansoni
através das veias (LENzI et al.,1991; LENzI et al.,1998). A lesdo granulomatosa da fase aguda
difere da fase cronica, com granulomas volumosos, muito maiores, sendo
predominantemente exsudativos, frequentemente exibindo zona central de necrose, em

torno da qual as fibras colagenas sédo finas e frouxamente arranjadas em disposi¢ao

concéntrica (RAsO et al., 1978; SILVA et al., 2000).



Os granulomas que se formam em torno dos ovos do Schistosoma mansoni no tecido
hepatico sdo lesdes essencialmente fibrosantes, compostas por varios tipos celulares como
eosinofilos, macréfagos e linfocitos (RASO et al., 1983; ANDRADE, 1987; REIS et al., 2001). Os
hepatdcitos e células de Ito também assumem importante papel na fibrogénese. Citocinas
fibrosantes sao liberadas localmente pelas células e participam de varios processos, onde
estimulam as células de Ito a se desfazerem de seus depédsitos de gordura e se
diferenciarem em miofibroblastos e fibroblastos (ANDRADE, 1998). O fendmeno dinamico de
sintese e degradagdo da matriz extracelular (MEC) ocorre em resposta ao estimulo
produzido pelos ovos, resultando na sintese de fibras colagenas e proteinas estruturais
(fibronectina, laminina, entactina), dispostas em abundante material amorfo formado,

principalmente, por proteoglicanos (BURT, 1993).

A MEC é secretada por células que também sao capazes de secretar enzimas que
promovem sua degradacdo. Estas enzimas sdo chamadas de metaloproteinases e tém
funcdo de quebrar as moléculas de colageno, proteoglicanos e elastina (ANDRADE, 1992).
Quando ocorre uma sintese exagerada da matriz extracelular (durante processo inflamatorio
cronico ou de outra natureza), ndo acompanhada, na mesma intensidade, pela degradagao,
observa-se um acumulo de MEC no tecido hepatico, processo patolégico ao qual se

denomina de fibrose hepatica (BURT, 1993).

A esquistossomose murina em linhagens isogénicas (camundongo “inbred”),
proporciona um modelo utili para o estudo da influéncia do padrdo genético no
desenvolvimento da doenca. As maiores manifestacbes da doenca — formacédo de

granulomas, hepatoesplenomegalia e hipertensdo portal — podem ser medidas e



consideradas separadamente, no estudo da susceptibilidade a infeccdo (FANNING et

al., 1981).

A forma avancada da esquistossomose é diagnosticada com seguranca pela lesao
hepatica caracteristica, consistindo no espessamento fibroso sistematizado dos espagos —
porta, de onde se irradiam faixas de fibrose longas e finas, enquanto o parénquima hepatico
conserva sua aparéncia normal. A lesdo macroscopica, em si, ja é caracteristica, porém
assume maior significado microscopicamente, ao exibir varios graus de lesdes inflamatdrias

destrutivas e obstrutivas dos ramos porta intra-hepaticos (ANDRADE & BINA, 1983).

LICHTEMBERG E SADUN (1968) definiram as caracteristicas anatbmicas da fibrose
periportal como sendo: fibrose estrelar sistematizada, macroscopicamente visivel;
parénquima hepatico conservado, exceto pela area de fibrose portal central ou por cicatrizes
pos-necréticas, preferencialmente ligadas ao parénquima subcapsular; fungdo e estrutura
dos hepatdcitos aparentemente normais; no estagio ativo, infiltrado inflamatério periportal
variavel e de acordo com a area que contém ovos e granulomas, ou, no estagio tardio,
tecido de reparagao contendo cascas de ovos e pigmentos; radiculas vasculares portais com

lesbes destrutivas.



1.4 Co-fatores envolvidos na patogenia da fibrose hepatica da esquistossomose

Um dos principais fatores que levam a forma hepato-esplénica da esquistossomose
no homem, & a alta carga parasitaria. Contudo, outros co-fatores parecem estar envolvidos,
pois estudos mostram que nem todos os individuos vivendo em areas hiperendémicas,
aparentemente sob as mesmas condi¢gdes epidemioldgicas, desenvolvem esta forma da
doencga. Aspectos ligados a resisténcia as reinfecgbes, ao “background” genético do
hospedeiro e ao equilibrio hospedeiro-parasito no individuo, dentre outros fatores,
certamente contribuem para o desenvolvimento dessa forma clinica (ANDRADE & BINA, 1983;
ANDRADE et al, 1997).

Dentre os co-fatores provavelmente envolvidos na patogénese da esquistossomose
hepato-esplénica no homem, atencdo tem sido dada ao padrdo genético do individuo,
especialmente raga e fator HLA ou “Histocompatibility Leukocyte Antigen” (PRATA, 1992),
com resultados até agora inconclusivos quanto a maior resisténcia da raga negra ao
desenvolvimento da forma grave da parasitose. Além do padrdo genético, a idade dos
pacientes a época da primeira infec¢do, a frequéncia da exposi¢ao as aguas contaminadas,
a falha na producéo de anticorpos anti-idiotipicos e o estado de desnutricido do hospedeiro,
tém sido apontados como co-determinantes na evolucao da infecgao para as formas clinicas
graves da parasitose. Os resultados tém sido tao variados, que a necessidade de obtencgao

de um bom modelo experimental é reconhecida de modo indiscutivel.



A fibrose hepatica observada na esquistossomose murina assemelha-se a fibrose de
Symmers que ocorre no homem, caracterizando-se por ser uma fibrose primaria tipica, que
envolve essencialmente os espacos-porta, sem lesdes severas do parénquima hepatico.
Este modelo experimental foi desenvolvido por WARREN & DE WITT (1958) e posteriormente

estudado com detalhes por ANDRADE & WARREN (1964) e ANDRADE & CHEEVER (1993).

No modelo murino, camundongos eutréficos “outbred” submetidos a reinfecgdes
sucessivas pelo S. mansoni apresentam maior tendéncia ao desenvolvimento da fibrose
periportal, em comparagdo com animais controles, submetidos a uma Uunica infeccao
(SANTOS et al, 2000). Porém é preciso que a fibrose periportal tenha sido instalada, para que

0s ovos do parasita se concentrem em grandes espagos portais.

HENDERSON e colaboradores (1993), trabalhando com camundongos eutroficos,
machos, da linhagem isogénica CBA/J, na fase cronica da infeccdo com S. mansoni,
observaram fibrose periportal e acentuada esplenomegalia em 19 a 24% dos animais,
detectando diferengas imunoldgicas entre os que desenvolveram a lesdo e 0os que apenas
apresentaram granulomas periovulares esparsos pelo parénquima hepatico, com moderada

esplenomegalia.

1.5 Esquistossomose mansoOnica e respostaimune

A reacdao em torno do ovo, descrita como manifestacdo de hipersensibilidade tardia
(WARREN, 1966), € observada no homem e em outros hospedeiros susceptiveis, havendo
porém, variagdes na sua morfologia, dependendo do tempo de infec¢do e da espécie animal
estudada, parecendo guardar relacdo com o sistema imunoldgico e o estado de nutricdo do

hospedeiro considerado (WARREN, DOMINGO & COWAN, 1967).

As secrecoes liberadas pelos miracidios sdo compostas por enzimas proteoliticas e

complexas fracbes de predominancia glicoprotéica, altamente sensibilizantes, cujos



componentes induzem o aparecimento de variados anticorpos e células imunes
sensibilizadas. O chamado "antigeno ovular soluvel” (SEA = serum egg antigen) é um
estimulante direto da proliferacdo fibroblastica "in vitro", podendo, também, estimular
linfécitos T sensibilizados, os quais por sua vez, estimulam macréfagos, levando-os a
secretarem fatores indutores da proliferacdo fibroblastica com formacdo de colageno

(ANDRADE, 1999).

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na inflamagao crénica esquistossomotica
vém sendo muito estudados nos ultimos anos. A formagéo dos granulomas € decorrente da
resposta imune mediada por células, processo este dependente de células T CD4+, que
produzem linfocinas dos padrées Th1 e Th2 (BorRos & WHAITFIELD, 1999). Diversos estudos
sobre a imunorregulagcado desta resposta tém procurado esclarecer a participacédo dessas
citocinas na formacéao e controle das lesées (WYNN & CHEEVER, 1995). Os dados obtidos tém
demonstrado que citocinas do padrao Th1, mediam, principalmente, o estagio associado a
imunidade celular e hipersensibilidade do tipo tardio (SHER et al., 1991), enquanto que as
citocinas do padrao Th2 relacionam-se a produc¢ao de anticorpos, desempenhando também,
importante papel na formacdo do granuloma com grande concentracdo de células
inflamatdérias e maior deposicdo de componentes da matriz extracelular do que ocorre na
resposta Th1 (CHEEVER et al.,1992; WYNN & CHEEVER, 1995). No modelo experimental
murino, as fungdes das citocinas dos diferentes padrbes encontram-se bem definidas, o
mesmo nao ocorrendo no homem, onde ndo se evidencia a polarizagdo das respostas
imunes (FALLON, 2000). Por inumeras razdes, torna-se dificil a analise do papel das citocinas
na fibrose hepatica do homem: 1°) porque esta analise deve ser feita em areas onde os
individuos estejam sob as mesmas condigbes de exposi¢ao ao parasito; e 2°) porque devem
ser realizadas em pacientes com a forma ativa inicial da infecgdo, em lugar de pacientes

com a forma tardia. Essas analises devem avaliar, também, covariavéis ndo imunoldgicas



que podem confundir os resultados (FRIEDMAN, 1999). Estudos mais aprofundados fazem-se
necessarios, com utilizacdo de modelos experimentais, para que seja possivel a obtencéo
de futuras vacinas, com base no conhecimento de atuacdo dessas citocinas, o que
possibilitara controlar manifestagdes imunoldgicas relacionadas com a deposi¢cao de ovos

nos tecidos de hospedeiros infectados.

1.6 Esquistossomose em modelos experimentais

Animais de laboratério vém sendo bastante utilizados em estudos que necessitam da
utilizacdo de modelos experimentais, com o objetivo de avaliar altera¢cdes patologicas,
imunopatolégicas e patofisioldgicas resultantes de infecgdes por diferentes agentes que
agridem o homem. Esses estudos sao realizados de forma ética e moral com relagao ao uso
do animal e s&do propostos visando esclarecer aspectos patogenéticos ou ensaiar novas

drogas para tratamento e cura de doengas (LUCA et al.,1990).

Os trabalhos experimentais sobre a esquistossomose mansoénica tém trazido grande
contribuicdo ao conhecimento da patologia, patogenia e fisiopatologia da parasitose, nas

suas fases aguda e cronica (CHEEVER et al., 2002).

Dentre os modelos experimentais utilizados, particularmente no que se refere a
reproducédo da fibrose hepatica esquistossomoética destacam-se macacos (chimpanzé-
SADUM et al., 1970; LICHTEMBERG et al., 1971; babuino-DAMIAN et al., 1976; FARAH et al.,
2000), coelhos (CHEEVER et al., 1980), porcos (HURST et al., 2000) e camundongos (DE
WITT& WARREN 1958; ANDRADE & WARREN, 1964; CHEEVER, 1965; WARREN, 1966; ANDRADE,

1987; ANDRADE & CHEEVER, 1993; HENDERSON et al., 1993; COUTINHO et al., 1997,2002).

A reprodugdo experimental da fibrose periportal esquistossomotica foi obtida em
macacos chimpanzés intensamente infectados com S. mansoni e S. japonicum, porém esse

modelo apresenta muitas limitagdes, tais como: custo elevado, dificil manuseio, requerendo



elevadas cargas cercarianas (250 a 2000) e longos periodos de infeccdo (36 meses) para
desenvolvimento da lesdo (SADUN et al., 1970; LICHTENBERG et al., 1971). Coelhos infectados
com S. japonicum produzem extensa fibrose portal e septal e também cirrose hepatica, mas
apresentam problemas quanto a reprodugao da esquistossomose mansénica, pois neles a
carga parasitaria se reduz consideravelmente com o passar do tempo, os ovos nao
amadurecem nos tecidos (e por isso ndo tém agao patogénica), nem aparecem nas fezes, o

que dificulta o acompanhamento da infecgdo (CHEEVER et al., 1980).

No estudo da esquistossomose mansoénica, os animais classicamente utilizados tém
sido os camundongos (CAPRON et al.; 1982), por serem animais de baixo custo, facil
reproducao e facil manutencédo no laboratério. Por outro lado, atendem ao pré-requisito de
um bom modelo, por permitirem a reproducéo da infecgao de forma regular e caracteristica
(CRAM & BoziCEvICH, 1914; CRAM & FILES, 1917; LEIPER, 1918; CRAM & FIGGAT, 1947;

SCHUBERT, 1948; MACHADO E SiLVA et al., 1991).

Camundongos albinos Swiss eutroficos infectados pelo S. mansoni apresentam
granulomas periovulares esparsamente distribuidos no parénquima hepatico e lesées porto-
venosas obstrutivas semelhantes as que sdo encontradas no homem. A infeccdo em modelo
murino produz uma hipertensao portal relacionada a quantidade e tamanho dos granulomas
(WARREN & DE WITT 1958), porém estes fatores, provavelmente, ndo séo suficientes para a
manutencao da hipertensao portal humana (CHEEVER, 1965). Outros fatores ainda mal
conhecidos parecem influir na reatividade por parte de alguns hospedeiros, levando ao

desenvolvimento dessa patologia (FLANNERY, 2003).

Em camundongos eutroficos, a formacéo de fibrose homdloga da fibrose de Symmers
do homem ocorre em cerca de 30-50% dos animais “outbred”, em infecgbes prolongadas e

de pequena intensidade (ANDRADE & WARREN, 1964; ANDRADE & CHEEVER, 1993).



1.6.1 Camundongos isogénicos

Visando estudar o papel do “background” genético em relagdo a aspectos da
patologia e da resposta do hospedeiro vertebrado, FANNING e colaboradores (1981)
compararam as alteragdes da doencga que ocorrem na infecgdo cronica das linhagens de
camundongos isogénicos C57BL/6 e BALB/c. Verificaram que a reagédo do hospedeiro aos
ovos injetados na veia porta ocorre no primeiro dia de infecgdo, embora granulomas
completamente formados s6 sejam encontrados a partir de 48 horas apds sua injegéo.

Infec¢des realizadas em diferentes linhagens de camundongos isogénicos de ambos
os sexos, também relatam diferengas entre os animais no desenvolvimento da infecgéo e da
doenca. Em geral, é visto que camundongos fémeas desenvolvem resposta celular e
humoral maior do que os machos (ELOI-SANTOS et al., 1992), possuindo altos niveis de
imunoglobulinas, particularmente IgM (AHMED et al., 1985) e apresentando elevada
sensibilidade ao desenvolvimento de vermes adultos. Em infecgdes subcutdneas de 45
cercarias em camundongos machos e fémeas, ocorre maior mortalidade das fémeas, as
quais desenvolvem quantidade maior de parasitos adultos e infecgbes patentes. Infecgdes
com caracteristicas semelhantes ocorrem ndao s6 em camundongos CBA/J como também
nas linhagens C57BL/10 e em camundongos outbred CF1 (ELOI-SANTOS et al, 1992).

CoLLEY & FREEMAN (1980) examinaram a variagdo da resisténcia individual de
camundongos CBA/J e C57BL/6, sem considerar os mecanismos imunologicos basicos
como sendo a base de protegao induzida por uma infeccéo primaria. Os autores verificaram
que a carga de vermes adultos abrigados nesses camundongos correlaciona-se com o grau
de resisténcia a novas infecgdes. Contudo, esta correlacédo variou com o tempo de infeccéo
e entre cada uma das linhagens, além do que o tamanho do granuloma hepatico formado

variou inversamente a carga parasitaria detectada em cada linhagem. CHEEVER et al (1983),



examinando as mesmas linhagens de camundongos, verificaram que o0 numero de ovos por
pares de vermes, nos tecidos, aumentava regularmente com o tempo da infecgdo, nao
havendo diferenga entre as linhagens estudadas, exceto nas 522 semana de infecgao,
quando maior quantidade de ovos foi encontrada em camundongos C57BL/6.

Linhagens distintas de camundongos também diferem na resposta do tecido hepatico
aos ovos do S. mansoni. CHEEVER e colaboradores (1987) encontraram acentuadas
diferencas quanto a extensdo da fibrose hepatica entre linhagens diferentes de
camundongos como é o caso dos camundongos C57BL/6, que apresentaram uma resposta
fibrética pelo menos cinco vezes mais baixa do que camundongos outbred ICR.

1.7 Esquistossomose no hospedeiro vertebrado desnutrido

Desnutricdo e esquistossomose sao problemas de Saude Publica que ocorrem
simultaneamente em muitas regides endémicas do Brasil e do mundo. Apesar das
sucessivas tentativas de controle e das conquistas até agora obtidas no combate a doencga,
o controle da esquistossomose ainda representa um desafio, mantendo-se a endemia com
elevadas taxas de prevaléncia em nosso pais e em outras regides do mundo (ANDRADE,
1998; FERREIRA, 1991). No Nordeste do Brasil, 0 emprego em larga escala de quimioterapia
tem sido apontado como um dos fatores responsaveis pela redugao das formas graves,
letais, da doengca (WHO,1993). Paralelamente, as prevaléncias humanas e o
estabelecimento de novos focos de transmissao ativa da parasitose continuam em expansao
fazendo com que a endemia assuma uma expressao cada vez mais cruel: menos letal,

porém incapacitante (BARBOSA, SILVA & BARBOSA, 1996).

A deficiéncia proteica € o principal problema nutricional do Brasil e de varios paises
do mundo, principalmente nas regides mais pobres (COUTINHO et al., 1992), onde mais de
dois tergos dessas populagdes sao vitimas de desnutrigdo, sendo grande parte das mesmas

representada por criangas em idade pré-escolar (BERG, 1976; BATISTA FILHO, 1976;



MARCONDES, 1976). Uma desnutricao severa € definida por altura e peso abaixo de 70%, de
acordo com padrdes internacionais, ou pela presenga de edema em criangas clinicamente
desnutridas, caracterizando a forma clinica de “kwashiorkor” (BEAUFRERE et al, 1998) da
desnutricao protéico-energética.

Individuos com ma nutricdo protéico-energética sdo geralmente infectados por
parasitas e acometidos por varios tipos de infecgdo gastrointestinal. (ROSENBERG & BOWMAN,
1984; HALL, 1985; LUNN & NORTHROP-CLEWES, 1993). Sabe-se que as infecgbes séao
acompanhadas de ampla variedade de sintomas gerais e especificos, muitos dos quais tém
relacdo com o estado nutricional do individuo. Manifestacdes clinicas, tais como nauseas,
vébmitos e diarréia podem influenciar, de modo sensivel, a ingestdo alimentar, alterando o
estado nutricional, pois as infecgcoes pioram as deficiéncias dietéticas e, por sua vez, a ma
nutricao afeta as defesas corporais (COUTINHO, 1980)

A literatura médica registra numerosos estudos que indicam que o déficit de
crescimento médio é frequentemente devido a doengas infecciosas causadas por parasitas,
principalmente por S. mansoni (COUTINHO, 1979; STEPHENSON, 1993) e vem se agravando
como decorréncia de varios fatores determinantes da exclusdo social dessas populacdes
(CouTINHO et al., 1997), tais como falta de disponibilidade e baixo grau de consumo dos
alimentos. A esquistossomose, nas regides endémicas, assume papel importante,
restringindo a utilizagdo biolégica dos alimentos, especialmente pelas lesbes hepaticas e
intestinais que provoca nos individuos infectados (BATISTA FILHO & BARBOSA, 1985).

Estudos em animais com deplecdo protéica tém revelado uma reacdo diminuta a
presenca de microorganismos patdogenos e reduzida capacidade de se recuperarem ou

desenvolverem imunidade contra agentes infecciosos (COUTINHO-ABATH et al., 1962).

A reproducdo experimental da desnutrigdo proteico-energética do tipo

marasmatico foi obtida em camundongos infectados com S. mansoni, apés administracéo de



dieta baseada em inquéritos alimentares de populagdes residentes em areas endémicas de
esquistossomose mansénica no Nordeste brasileiro (COUTINHO, 1980; COUTINHO et al.,
1997). Camundongos albinos Swiss "outbred", mantidos em dieta multideficiente,
essencialmente hipoprotéica e submetidos a infeccbes de pequena intensidade com S.
mansoni, apds 16 semanas, ndo desenvolvem a lesdo equivalente a fibrose humana de
Symmers, verificada em 30 a 50% dos controles eutroficos (ANDRADE & WARREN, 1964;

ANDRADE & CHEEVER, 1993).

Estudos publicados por CouTINHO (1976, 1980), baseados tanto em pesquisas em
animais de laboratério como em populagdes humanas, sugerem que a simples melhoria do
estado nutricional das populagdes pode representar recurso eficaz, na profilaxia e
tratamento dessa e de outras parasitoses (COUTINHO et al., 1997; FERREIRA & COUTINHO,
1999).

O estudo do desenvolvimento das lesdes hepaticas em linhagens diferentes de
camundongos isogénicos desnutridos e infectados pelo S. mansoni, € importante na busca
de novos fatores que levem ao entendimento dos mecanismos envolvidos na formagao das
lesdes no hospedeiro humano desnutrido. A utilizagdo de animais isogénicos, possuidores
de “background” genético mais homogéneo e mais sensiveis que 0s animais “outbred”, pode
representar instrumento adequado para estudos sobre morfologia e morfogénese das lesdes

hepaticas, sobretudo em relagdo ao componente fibroso das mesmas.



2. OBJETIVOS I

2.1. GERAL - Estudar a morfologia das lesdes hepaticas em camundongos de linhagens
isogénicas (BALB/c; C57BL/10) desnutridos e eutroficos, infectados com S. mansoni, em

comparagao com camundongos “outbred” submetidos as mesmas condigoes.

2.2. ESPECIFICOS

» Estudar o aspecto, dimensdo e composi¢do dos granulomas periovulares a microscopia
Optica, em camundongos isogénicos e “outbred”, desnutridos e eutréficos, infectados

pelo S. mansoni.
= Caracterizar a fibrose periportal, a microscopia 6ptica, nos animais acima mencionados.

» Determinar o teor hepatico de colageno em camundongos isogénicos desnutridos,
comparando-o com o de camundongos “outbred” também desnutridos, infectados pelo S.

mansoni.

» Quantificar o numero de vermes que se desenvolvem em camundongos isogénicos

desnutridos, comparados com camundongos “outbred” desnutridos e eutroficos.

= Correlacionar os pesos do figado e do bago com a quantidade de tecido fibroso e de

ovos encontrados no figado, nos diferentes grupos.
= Correlacionar peso corporal e quantidade de tecido fibroso no figado, em camundongos
isogénicos e “outbred”, desnutridos e eutroficos, infectados pelo S. mansoni .

» Caracterizar a evolugao ponderal, dos animais, em fung¢ao da linhagem do camundongo,

do seu estado nutricional e da infecgao pelo S. mansoni.



‘ 3. MATERIAIS E METODOS I

3.1. ANIMAIS - Camundongos isogénicos (C57BL/10, BALB/c) de sexo feminino, pesando
entre 13 e 15g, desmamados aos 21 dias e mantidos em gaiolas individuais, em condigdes
padronizadas de temperatura e luminosidade. Como controles, foram usados camundongos
albinos Swiss "outbred" (Fig. 1C) do mesmo sexo, idade e peso, submetidos a idénticas

condigdes.

As linhagens isogénicas (Fig. 1 A,B) foram oriundas do Centro de Criagao de Animais
de Laboratério (CECAL) da Fundagédo Oswaldo Cruz / M.S (Rio de Janeiro) e mantidas em
Biotério Experimental da FIOCRUZ-Recife (Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes), onde
todo o experimento foi realizado, com o apoio do Laboratério de Imunopatologia do

Departamento de Imunologia do mesmo Centro.

3.2. DIETAS E ESTADO NUTRICIONAL DOS ANIMAIS - A desnutricdo foi induzida pela
administracdo de dieta multideficiente, essencialmente hipoprotéica (DBR- 7,87% de
proteina), baseada no padrdo dietético de populagdes humanas de areas endémicas de
esquistossomose do Nordeste do Brasil (COUTINHO, 1976; TEODOSIO et al., 1990; COUTINHO,
FREITAS & ABATH,1992). Como dieta controle foi usada a ragao comercial NUVILAB (Nuvital

Nutrientes Ltda, Colombo, Parana, Brasil), contendo 22% de proteina (Tabela I).

O estado nutricional foi avaliado através da determinacédo semanal do peso corporal e
da observagao do comportamento e aspecto clinico dos animais(pelos amarelados,

rarefeitos, inapeténcia, etc.).



TABELA |

COMPOSICAO CENTESIMAL DA DIETA BASICA REGIONAL (*)

COMPOSICAO CENTESIMAL
Ingredientes G% | Proteinas Carboidratos Gordura Minerais Fibras Kcal%
Feijao
mulatinho 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09 60,76
Farinha de
mandioca 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64 198,80
Charque
3,74 2,74 0,43 0,06 0,06 - 14,57
Gordura de
charque 0,35 - - 0,35 - - 3,15
Batata doce
12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48 58,87
Total
100,00 7,87 69,24 0,80 1,26 7,21 336,15

NDpCal% 5,64

(*) CouTiNHO, E.M.; SouzA, M.M.; SILVA, L.M.; CAVALCANTI, C.L.; ARAUJO, R.E.; BARBOSA JR.,
A. A.; CHEEVER, A. W & ANDRADE, Z. A. — Int. J. Exp. Path., 78: 337-342, 1997.

3.3. INFECCAO — A infecgdo foi realizada por via percutanea, com 30 cercérias de S.
mansoni recentemente emitidas e obtidas de exemplares de Biomphalaria glabrata criados
em laboratério e infectados com a cepa SLM (Sao Lourengo da Mata- Pernambuco) de
Schistosoma mansoni . A infecc¢ao foi realizada 4 semanas apoés o inicio da respectiva dieta,
em cada grupo. Apos 40 dias, exame parasitolégico das fezes dos camundongos era
realizado (método de HOFFMAN, PONS & JANER, 1934) para confirmagao da positividade da

infeccao. O periodo total de infecgao foi de 20 semanas.



3.4. GRUPOS EXPERIMENTAIS - Incluiram de 11 a 20 animais por grupo**, assim

distribuidos:

GRUPO A - Desnutridos isogénicos infectados:

e A1-BALB /c - 19 camundongos

e A2-C57 BL /10 — 22 camundongos

GRUPO B - Eutroficos isogénicos infectados:

e B1-BALB /c - 21 camundongos

e B2-C57 BL /10 — 21 camundongos

GRUPO C1 - Desnutridos outbred infectados — 11 camundongos

GRUPO C2 — Eutroficos outbred infectados — 12 camundongos

** Os grupos isogénicos compunham-se, inicialmente, de 25 camundongos, enquanto que 0s
grupos controles “outbred” eram compostos de 15 animais, n&o tendo todos sobrevivido até

o final do experimento.

3.5. ESTUDO PARASITOLOGICO

Apos vinte semanas de infeccdo, os animais foram pesados e sacrificados por
deslocamento cervical. Os camundongos foram perfundidos pela técnica de DuvALL & DE
WITT (1967), para coleta de parasitos e sua separagao por sexo, nos diferentes grupos.
Figado e bago foram removidos e pesados. Amostras de figado foram colocadas em KOH a

4% para contagem de ovos apos digestdo caustica (CHEEVER, 1970).



3.6. ESTUDO BIOQUIMICO

Outra amostra de figado foi usada para dosagem espectrofotométrica da
hidroxiprolina e quantificagdo do colageno hepatico (BERGMAN & LOXLEY, 1963). Estes
fragmentos, pesando entre 100 e 250mg, foram fixados em formol e colocados em 5ml de
acido cloridrico 6N, a uma temperatura de 110°C em estufa por 18 horas, para serem
hidrolisados. Apds hidrolise, acrescentou-se 5 ml de agua destilada e, em seguida,
procedeu-se a filtracdo. Foram coletados 2ml do sobrenadante de cada amostra para
posterior neutralizagdo, colocando-se 1 gota de fenolftaleina a 1%, adicionando-se solugéo
de hidroxido de sédio (NaOH-10N) e acido cloridrico (HCI-3N), sendo o volume ajustado
para 4ml. A etapa seguinte baseou-se em ensaio colorimétrico, onde aliquotas (200 ul) das
amostras foram acrescidas de alcool isoproponol (400 pl), procedendo-se, em seguida, a
oxidagdo com a solugdo A (Cloramina T+ tampdo citrato acetato). As amostras foram
incubadas com o reagente de Erlich em banho-maria a 60°C por 25 minutos, realizando-se
a leitura da densidade optica com o comprimento de onda a 558nm. Os dados coletados
foram aplicados a um programa computadorizado, que fornece a quantidade de

hidroxiprolina em micromol por grama de figado.

3.7. ESTUDO HISTOLOGICO E MORFOMETRICO - Outra amostra de figado (lobo
esquerdo) foi fixada em Bouin para estudo histolégico e mensuragao dos granulomas e da
area ocupada pelo tecido fibroso, apds coloracbées pela hematoxilina - eosina e pelo picro-
sirius red para evidenciacdo do colageno (JUNQUEIRA et al., 1979), usando-se para estudo
morfométrico um computador com Sistema semi-computadorizado utilizando “software” para
Processamento e Andlise de Imagens (Windows Country ,LEICA Qwin Standard 2.6),
acoplado a cémara digital DC300F da Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd,

Cambridge, UK e esta a um Microscépio Optico Leica. O Sistema foi calibrado para



vermelho de 0-255, verde de 0-208, azul de 0-240, ampliacdo de 100x. Dez animais foram
aleatoriamente escolhidos para avaliagdo morfométrica, em cada grupo. Para cada caso
foram examinados cinco campos também escolhidos aleatoriamente (885.303 pm?), num
total de 4.426.515 pum? - Os seguintes parametros morfométricos foram considerados:
volume, densidade de volume e densidade numérica dos granulomas, area percentual de
fibrose hepatica.

O volume dos granulomas foi calculado usando a formula para calculo do volume da esfera
(Ve= 11.R3, onde R= raio do granuloma e 1= 3,1416). A densidade de volume é o quociente
da area total ocupada pelos granulomas, dividido pelo somatério total da area seccional
medida por animal de cada grupo. A densidade numérica € representada pelo numero de
granulomas por unidade de volume do figado, sendo obtida através da férmula de Weibel
(WEIBEL, 1969), onde:

Nn= 0,77 x YN

Vy 0°

Sendo: N = n° de granulomas no compartimento estudado

Vv = densidade de volume

3.8. ANALISE ESTATISTICA — Foi realizada com o auxilio dos programas SSP e EXCEL
(Microsoft- USA) . As diferengas entre os grupos foram determinadas por andlise de
variancia (ANOVA), complementada pelos testes de Tukey e Tamhane, Qui-Quadrado de
Person do programa EPI-INFO 6.04. Foram considerados estatisticamente significativos

valores de p< 0,05.



4. RESULTADOS I

4.1. ESTUDO MORFOLOGICO DO FIGADO

4.1.1- Dados macroscopicos

A tabela 2 mostra a relagdo percentual entre o peso do figado e do bago e o peso
corporal dos animais de cada grupo, no momento do sacrificio. Verificou-se que os animais
dos grupos eutréficos apresentaram as maiores médias, tanto em relagdo ao figado como ao

baco, quando comparados aos animais desnutridos de mesma linhagem.

TABELA 2: Relacao entre peso corporal e peso do figado/ bago de camundongos isogénicos
desnutridos e eutroficos (BALB/c e C57BL/10) infectados com Schistosoma mansoni, em comparagao
com seus respectivos controles “outbred”

Grupos N.° de Peso figado/peso Peso bago/peso Sig
experimentais camundongos corporal (%) carporal (%) p<0,05
(X +tEPM) (X + EPM)
A-1 19 4,58 + 0,28 0,89+0,15
Desnutridos A1 X B1?
BALB/c A1 X B2°
B-1 21 5,80+0,14 1,21+ 0,06 A1 X C12°
Eutrdficos ab
BALB/c A2 X B1
A2 XB2*?
A-2 22 4,81 +0,16 0,67+0,05 A2 X C2?
Desnutridos ab
C57BL/10 B1XC1
B2XC12°
B-2 21 6,94 + 0,25 0,98 + 0,09 C1X(C2°°
Eutroficos b
C57BL/10 B2 X C1
c1XcC2°
C-1 11 3,77+0,3 0,4 +0,03
Desnutridos
SWISS
(outbred)
C-2 12 7,19+0,45 1,06 + 0,15
Eutrdficos
SWISS
(outbred)

a Diferencas significantes para figado/ peso corporal
b Diferencgas significantes para bago/peso corporal/ EPM= Erro Padrao da Média



4.1.2 HISTOPATOLOGIA

Camundongos _isogénicos desnutridos — Os camundongos de linhagem BALB/c

desenvolveram numerosos granulomas periovulares isolados, de pequenas dimensodes, as
vezes coalescentes, predominando de modo absoluto aqueles em fase de involugao fibro-
colagena, centralizados por ovos de S. mansoni contendo miracidio em desintegracéo ou
apenas fragmentos de cascas de ovos. Dependendo do estagio de degradagdo do embrido
existente no interior do ovo, células de inflamagao aguda (polimorfonucleares) e macréfagos
podiam ser observados na periferia da reagdo granulomatosa. Em alguns casos, finos tratos
fibrosos eram vistos conectando entre si granulomas colagenizados ou espagos-porta
(Fig.13). Hepatite esquistossomotica residual ndo foi detectada nesse grupo. Mini-focos de
necrose coagulativa aguda do parénquima e esteatose periportal (Fig.12) foram lesdes
também observadas.

Nos camundongos de linhagem C57BL/10, os granulomas além de serem de tamanho
reduzido,exibiam estrutura mais celular (Figs. 19, 20) e menos colagenizada do que os
animais da linhagem anterior. Era freqlente a presenca de intensa infiltragdo inflamatdria
aguda, ndo apenas nos espago-porta, como também no parénquima hepatico, formada por
polimorfonucleares neutrofilos e numerosos eosindfilos. O colageno depositado era menos
abundante, tendo aspecto fibrilar, pouco denso. Em dois animais, desenvolveram-se
conexdes fibrosas entre os espacgo-porta e os granulomas, sugerindo lesao evolutiva (Figs.
21, 22, 23) para fibrose esquistossomoética murina tipica, além da formagédo de granulomas
isolados; em dois outros, foram detectadas imagens caracteristicas da fibrose “pipestem-
like” do camundongo (Fig. 18). Os mini-focos de necrose coagulativa do parénquima foram
mais raros do que nos camundongos da linhagem BALB/c.

A metamorfose gordurosa (esteatose) de células hepaticas apresentava-se com distribuicao

ora periportal, ora difusa, sendo bastante acentuada em alguns casos.



Camundongos isogénicos eutroficos — Os camundongos da linhagem BALB/c

desenvolveram granulomas isolados, geralmente do tipo fibro-colageno (Fig. 8),
centralizados por restos de miracidios ou cascas de ovos, as vezes coalescentes ou
apresentando conexdes fibrosas entre si ou com espagos-porta, causando alargamento dos
mesmos (Fig.9,10). Focos de necrose coagulativa aguda (Fig.11) também foram
observados. Endoflebite granulomatosa polipoide foi outro achado histologico nesse grupo.

Nos animais da linhagem C57BL/10, as conexdes fibrosas entre os granulomas
pareciam mais frequentes (Figs. 16, 17) e a infiltracdo inflamatdria mais intensa (Fig. 15) do
que nos camundongos da linhagem BALB/c, observando-se, inclusive, a presenga de maior
namero de granulomas periovulares com estrutura mais exsudativa (Fig. 14) do que
produtiva. Mini-focos de necrose coagulativa aguda do parénquima eram eventualmente
observados.

Camundongos Swiss outbred (controles) — Os camundongos eutroficos exibiam,

com certa frequéncia, areas de necrose parenquimatosa isquémica, com reagao inflamataoria
aguda. Os granulomas encontravam-se em fase de modulagdo imunolégica, estando a
maioria colagenizada (Fig. 5), depositando-se o colageno, principalmente, em torno do ovo.
Espagos-porta infiltrados  por linfécitos, plasmdcitos, macrofagos e  alguns
polimorfonucleares. Presenca de gigantocitos na estrutura de varios granulomas
periovulares, invadindo o ovo e digerindo o miracidio em desintegracdo. Alguns desses
animais mostraram espacgos-porta espessados, as vezes com prolongamentos fibrosos,
vasos neoformados e hiperplasia biliar, com concentragao de granulomas (Figs. 3,4).

No grupo dos desnutridos, os granulomas apareciam isolados, de tamanho reduzido,
muitos ainda em fase exsudativa (Fig.7); a infiltragado inflamatéria aguda (polimorfonucleares,

inclusive eosindfilos) ocorria em varios espagos-porta; o colageno depositado era de

aspecto fibrilar e menos abundante (Fig. 6) e imagens de endoflebite podiam ser observadas



em vénulas portais, em relagdo com a formacdo de granulomas em torno de ovos em

involugao.



Fig. 1 — Camundongos isogénicos das linhagens BALB/c (A), C57BL/10 (B) e seus controles

Swiss (C).
35,0 7
30,0 A C2-Eutréficos outbred
Swiss(controle)
—~ 25,0 7
k) B1-Eutréfico BALB/c
© B2-Eutréfico C57BL/10
g 20,0
5 A2-Desnutrido C57BL/10
S 450 C1- Desnutrido outbred
8 Swiss(controle)
& A1-Desnutrido BALB/c
10,0 1
5,0 1
0,0

Semanas

Fig. 2 - Curvas ponderais de camundongos isogénicos desnutridos e eutroficos (BALB/c e C57
BL/10) infectados com Schistosoma mansoni, comparados aos seus respectivos controles
“outbred” Swiss.



Fig. 3 — Aspecto macroscoépico da fibrose “clay pipestem” (fibrose de Symmers) do homem

(superficie de corte).

Fig. 4 —Aspecto geral da fibrose “pipestem — like” no camundongo bem nutrido. 50x -HE.

Camundondo Swiss “outbred”.



Fig. 5 —Granulomas isolados, de tamanho diferentes, com acentuada colagenizagao, em
torno de cascas de ovos de S. mansoni contendo restos de miracidio em desintegracao.
Alguns polimorfonucleares ainda podem ser vistos na por¢édo mais central do granuloma.

100x — HE. Camundongo Swiss “outbred” (eutréfico).

Fig. 6 - Granulomas periovulares de pequeno tamanho, com fraca deposigédo de colageno na
periferia dos mesmos. Apenas discretas conexdes fibrosas sao vistas entre os granulomas.

100x — Picrosirius-red. Camundongo Swiss “outbred” (desnutrido).



Fig. 7— Granuloma periovular com intensa reagdo exsudativa e presenca de
polimorfonucleares (eosindfilos). 400x HE. Camundongo Swiss “outbred” (desnutrido).

Fig. 8 —Granulomas periovulares isolados, bem colagenizados. 100x HE. Camundongo

isogénico BALB/c (eutrdfico).



Fig. 9 — Conexdes fibrosas unindo granulomas periovulares e espago-porta entre si. 50x
Picrosirius-red. Camundongo isogénico BALB/c (eutrdfico).

Fig. 10 - Conexao fibrosa entre espagos-porta vizinhos, espessados pela presenca de
granulomas periovulares. 100x Picrosirius-red. Camundongo isogénico BALB/c (eutréfico).



Fig. 11 - Foco de necrose coagulativa aguda, no parénquima hepatico. 100x HE.
Camundongo isogénico BALB/c (eutrofico).

Fig. 12 - Esteatose periportal, observando — se a presenga de dois granulomas
esquistossomaticos periovulares pouco colagenizados. 100x HE. Camundongo isogénico
BALB/c (desnutrido).



Fig. 13 - Granulomas periovulares interligados por tratos fibrosos. 100x Picrosirius-red.
Camundongo isogénico BALB/c (desnutrido).

Fig. 14 - Granulomas periovulares pequenos do tipo exsudativo, além de infiltragdo
inflamatéria aguda de pequenos espagos-porta. 100x HE. Camundongo isogénico C57BL/10
(eutrdfico).



Fig. 15 - Intensa infiltracdo inflamatoéria aguda, além de acentuada hiperplasia de ductos
biliares. Observa-se, ainda, presenca de granulomas periovulares no parénquima € na
subintima de ramo portal, em espago-porta calibroso. 100x HE. Camundongo isogénico
C57BL/10 (eutrofico).

Fig. 16 - Espessamento fibroso de espacgo-porta calibroso, com presenga de varios
granulomas periovulares. 100x Picrosirius-red. Camundongo isogénico C57BL/10 (eutréfico).



Fig. 17 - Placa de fibrose com deposi¢cao de colageno denso, observando-se granulomas
periovulares coalescentes e acentuada neoformacdo vascular. 100x Picrosirius-red.
Camundongo isogénico C57BL/10 (eutrdfico).

Fig. 18 - Aspecto geral da fibrose “pipestem-like” do camundongo. Delgadas conexdes
fibrosas podem ser vistas entre espacgos-porta e entre estes e veias centrolobulares, apesar
do aspecto pouco denso e fibrilar do colageno depositado. 100x Picrosirius-red.
Camundongo isogénico C57BL/10 (desnutrido).
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Fig. 19 - Granulomas periovulares isolados, de pequena dimensédo e intensa exsudacgéao.

C57BL/10 (desnutrido).

100x HE. Camundongo isogénico

Fig. 20 - Granuloma periovular com pequena deposigdao de colageno e grande quantidade

apesar de centralizado apenas por fragmento de casca de ovo de S.

de polimorfonucleares

(desnutrido).

C57BL/10

énico

~

mansoni . 40x HE. Camundongo isog



Fig. 21 - Aspecto geral do figado, observando-se espagos-porta com inicio de
espessamento fibroso e acentuada telangiectasia. 50x Picrosirius-red. Camundongo
isogénico C57BL/10 (desnutrido).

Fig. 22 - Fibrose septal representada por delgadas fibrilas colagenas interligando espagos-
porta e granulomas entre si. 100x Picrosirius-red. Camundongo isogénico C57BL/10
(desnutrido).



Fig. 23 - Placa de fibrose na porgéo subcapsular do figado, com acentuada neoformagao
vascular, assemelhando-se ao que se observa na fibrose de Symmers humana. 100x
Picrosirius-red. Camundongo isogénico C57BL/10 (desnutrido).



4.1.3 Quantidade de colageno hepéatico

A tabela 3 mostra a quantidade de colageno hepatico determinado pelos métodos

bioquimico e morfométrico. A analise dos valores obtidos,

mostrou diferencas

estatisticamente significativas apenas na avaliacdo pelo método morfométrico, entre os

grupos A1x B1,B1xC1, A2 x C1, B2 x C1.

TABELA 3: Avaliagcdo morfométrica e bioquimica da quantidade de tecido fibroso (colageno)
presente no figado de camundongos isogénicos desnutridos e eutréficos (BALB/c e C57BL/10)
infectados com Schistosoma mansoni, em comparagdo com seus respectivos controles “outbred”.

Grupos N° de Percentual de N° de Hidroxiprolina Sig
Experimentais camundongos tecido fibroso camundongos corrigida por p<0,05
(morfometria) numero de
_ ovos (10.000)
X+ EPM X+ EPM
A-1
Desnutridos 10 9,15+ 1,0 19 758+ 1,15
BALB/c
A1 X B1@
B-1
Eutroficos 10 15,18 + 1,5 20 9,98 +1,42
BALB/c B1XC1°?
A-2
Desnutridos 10 12,50 + 0,9 22 8,20 + 1,28 A2XC1?
C57BL/10
B-2 B2XC1?
Eutroficos 10 11,8 +0,9 21 11,15+ 1,77
C57BL/10
C-1
Desnutridos 10 7,04 +0,6 16,12 + 3,12
SWISS 11
C-2
Eutréficos 09 11,61+1,5 12 33,25 + 9,58
SWISS

a Diferenca significativa pela morfometria
EPM= Erro Padrao da Média



4.1.4 Outras medidas morfométricas
Além da area ocupada pelo tecido conjuntivo colageno (corada em vermelho pelo
método do picrosirius- red), foram, também, avaliados morfometricamente o volume (V), a
densidade volumétrica (Vv) densidade numérica (Nn) dos granulomas hepaticos.
(A) Volume (V) — Embora os valores mais baixos tenham sido encontrados no grupo dos
camundongos BALB/C desnutridos, a analise estatistica ndo detectou diferengas
entre as diversas linhagens de camundongos (Tabela 4).

(B) Densidade de Volume(Vv) - A densidade de volume, em todas as linhagens, foi

sempre inferior nos animais desnutridos, com diferengas significativas entre os grupos
A1xB1, A1xB2, B1xA2, B1xC1 e A2xB2 (Tabela 4).

(C) Densidade numérica(Nn) — Os valores mais altos em relagdo a densidade numérica

dos granulomas foram encontrados no grupo A1 (camundongos isogénicos desnutridos,
linhagem BALB/c). Diferenga estatisticamente significativa foi detectada entre os grupos

A1xB1, A1xC1, A1xC2, A2xC2 e B2x C2 (Tabela 4).



TABELA 4: Parametros morfométricos (percentual de tecido fibroso hepatico, volume dos
granulomas, volume e densidade numérica dos granulomas) no figado de camundongos isogénicos

desnutridos e eutréficos

(BALB/c e C57BL/10) infectados com Schistosoma mansoni, em
comparagao com seus controles “outbred” .

Grupos

N.°de Percentual de Volume do Densidade volumétrica Densidade numérica
Exper. camund fibrose no figado granusloma éV) dos granulomas dos granulomas
) _ pm® x 10 _ (Vv) — (Nn) nm/mm"”
X + EPM Sig. _ X + EPM Sig. X+ EPM Sig.
p< 0,05 X + EPM p< 0,05 p< 0,05
A-1
Desnutridos 9,15+ 1,06 2,49 +0,24 0,06 +0,005 641,5 + 44,06
BALB/c 10
A1 X B1 A1XB1 A1XB1
B-1
Eutrdéficos 15,18 +1,55 B1XC1 5,09 +0,73 0,12+ 0,01 A1XB2 439,80 + 41,37 A1 XC1
BALB/c 10
B1XA2 A1XC2
A-2 A2XC1
Desnutridos 12,50+ 0,98 3,33+0,54 0,06 + 0,006 528,60+ 28,12
C57BL/10 10 B1XC1 A2XC2
B2XC1
B-2 A2XB2 B2XC2
Eutrdéficos 10 11,8+ 0,90 3,96 + 0,47 0,10+ 0,008 509,20 + 58,27
C57BL/10
C-1 7,04+ 0,61 4,76+ 0,61 0,07+ 0,008 433,60+ 29,16
Desnutridos 10
SWISS
C-2
Eutrdéficos 09 11,61+ 1,58 8,03 +1,50 0,11+ 0,015 286,66+ 38,40
SWISS

EMP= Erro Padrdo da Média



4.2. Estudo parasitologico
4.2.1 Carga parasitaria - A quantidade média de parasitos recolhidos em cada

grupo, apos perfusdo do sistema porto-mesentérico, acha-se explicitada na tabela 5.
Observa-se que, de modo geral, camundongos desnutridos desenvolveram cargas
parasitarias menores que camundongos eutroficos. Diferengas estatisticamente significativas
foram encontradas entre os grupos A1xC2, B1xA2, A2xC2, B2xC2 e C1xC2.

TABELA 5: Parasitos recolhidos por perfusdo do sistema porto-mesentérico de camundongos
isogénicos desnutridos e eutroficos (BALB/c e C57BL/10) infectados com Schistosoma mansoni, em
comparagao com seus controles “outbred”.

Grupos N° de Parasitos machos Parasitos fémeas Total Sig.

experimentais camundongos L L L
+ EPM + EPM + EPM p< 0,05

A-1
Desnutridos 19 2,42+ 0,34 2,11+ 0,30 4,53+ 0,49
BALB/c A1 XC2

B-1
Eutréficos 20 3,10+ 0,38 3,20+ 0,30 6,30+ 0,55 B1 X A2
BALB/c

A-2 A2 X C2
Desnutridos 22 1,32+0,14 1,64+ 0,24 2,95+ 0,30
C57BL/10
B2 X C2
B-2
Eutroficos 21 2,43+0,32 1,62+0,23 4,05+ 0,48
C57BL/10
C1XC2
C-1
Desnutridos 11 1,73+0,60 1,64 +0,54 3,36 + 1,13
SWISS

C-2 12 4,75+0,45 4,50+ 0,48 9,25+ 0,76
Eutroficos
SWISS

EPM = Erro Padrao da Média



4.2.2. Quantidade de ovos no figado — a quantidade média de ovos encontrados por
grama de tecido hepatico e no figado total, pode ser apreciada na Tabela 6. Em todas as
linhagens, os camundongos desnutridos produziram menor quantidade de ovos do que os
camundongos eutroficos, considerando-se o figado total; porém o inverso ocorreu quando o
numero de ovos foi calculado por grama de tecido hepatico.

TABELA 6: Ovos no figado de camundongos isogénicos desnutridos e eutréficos (BALB/c e

C57BL/10) infectados com Schistosoma mansoni, em comparagdo com seus respectivos controles
“outbred”

Grupos N.° de Ovos no figado/g X 10° Sig Ovos no Sig
Experimentais camundongos X+ EPM p<0,05 figado/totalX10®  p<0,05
"X+ EPM
A-1
Desnutridos 19 13,47+1,42 9,87+1,50
BALB/ c
B-1 20 11,87+1,56 A1XC2 16,95+2,59
Eutroficos
BALB/c A2 X B2
B1XC2
A-2 22 11,11+1,40 8,97+0,85
Desnutridos B2 X C1
C57BL/10 C1XC2
B-2 21 8,69+0,81 14,57+1,45
Eutroficos
C57BL/10
C-1 11 13,64+1,65 8,34+2,48
Desnutridos
Swiss
13 4,02+1,00
C-2 11,81+3,59
Eutroficos
Swiss

EPM = Erro padrdo da média



4.3. Estado nutricional

Os dados referentes a evolugdo do peso corporal estdo demonstrados na figura 1.
Observou-se que os animais dos grupos eutréficos mostraram curvas com valores sempre mais
elevados e significativos estatisticamente (p<0,05), quando comparados aos grupos
desnutridos. O grupo com melhor evolugdo ponderal foi o C2 (eutrdficos “outbred”
Swiss=controles). Os animais que receberam dieta hipoprotéica (DBR) mostraram
desenvolvimento ponderal discreto, divergindo dos animais do grupo C1 (desnutridos “outbred”
Swiss-controles), que exibiram curva ascendente da 5% a 92 semana de experimentagao, com

valores decrescentes a partir de entao.

Os grupos foram infectados com 30 cercarias de S.mansoni por via transcutédnea. O peso
corporal dos animais foi obtido semanalmente, do inicio ao fim do experimento. Os
camundongos foram sacrificados com 24 semanas de dieta e 20 semanas de infecgdo. Os
pontos das curvas correspondem a média + erro padrao da média dos animais do respectivo

grupo, ao longo do experimento.



4. Mortalidade espontanea - Foram utilizados 285 animais. Destes, 106 sobreviveram e foram
sacrificados, enquanto 179 morreram espontaneamente antes do final do experimento (Tabela 7).
Tabela 7: Percentual de mortalidade espontdnea observado nas diversas linhagens de camundongos

infectados com S. mansoni, em relagcao ao estado nutricional.

Grupos experimentais N.° de Morte Total Mortalidade(%)  SignificAncia
animais espontanea p<0,05
sacrificados
A-1
Desnutridos 19 31 50 62,0
BALB/c
A1x B2
B-1
Eutroficos 21 30 51 60,7
BALB/c A1xC1
A-2
Desnutridos 22 26 48 54 1 A2x C1
C57BL/10
B-2 A2xC2
Eutrdéficos 21 14 35 40,0
C57BL/10
B1xC1
CA1
Desnutridos 11 43 54 79,6
Swiss B2xC1
C-2
Eutréficos 12 35 47 74,6 B2xC2
Swiss

TOTAL 106 179 285 62,8




5. DISCUSSAO

A esquistossomose mansbnica atinge, principalmente, o figado de hospedeiros
cronicamente infectados, mas repercute em varios outros 6rgaos, através de uma patologia
variada e complexa (ANDRADE & BINA, 1983). Inumeros trabalhos tem abordado o estudo da
esquistossomose mansoénica avancada, procurando aprofundar o conhecimento sobre a

patogenia das formas graves da doenga (BOGLIOLO, 1957; ANDRADE, 1998).

Na patologia das formas graves da esquistossomose mansénica, o figado, como ja foi dito,
€ 0 orgado mais comprometido. Dentre as lesdes observadas nessas formas clinicas, a
fibrose se destaca como a mais importante, pelas repercussdes sobre a circulagéo portal e

alteragcbes hemodinamicas decorrentes.

Por razdes éticas, estudos visando esclarecer aspectos patogénicos de lesbes
graves requerem a utilizagdo de modelos experimentais.

No caso da esquistossomose, 0 camundongo se destaca como modelo experimental
de escolha, inclusive para estudo da forma crbénica, em razdo das semelhangas que
apresenta com a patologia observada no homem (espessamento fibroso dos espagos-
porta, acumulo de granulomas periovulares em diferentes fases de evolugéo, obstrucao
vascular, telangiectasia, ligagdo entre espacgos de Kiernan por formacgéao de tratos fibrosos,
lesbes parenquimatosas ausentes ou minimas, desenvolvimento de hipertensdo portal e
suas consequéncias), além do baixo custo e facilidade de manipulagdo. Em que pesem
algumas diferencgas, tais como dinamica de formacgao e degradagéo do colageno e menor

frequéncia de fibrose septal, o modelo pode ser considerado como miniatura da fibrose



humana tipo “pipestem” (CHEEVER et al., 2002), embora autores como FARAH et al. (2000)
considerem que o macaco babuino desenvolve uma fibrose hepatica patogeneticamente
mais semelhante a observada no homem.

As lesdes hepaticas que se desenvolvem em diferentes linhagens de camundongos
isogénicos foram relatadas suscintamente em algumas investigagdes prévias (COLLEY &
FREEMAN., 1980; FANNING et al., 1981; DEAN et al., 1981; CHEEVER et al., 1983; CHEEVER,
1986; CHEEVER et al., 1987; CHEEVER et al., 1993; FARAH et al., 2000; CHEEVER et al., 2002),
todas elas utilizando animais eutroficos. Camundongos desnutridos, todavia, tém
comportamento diferente em relagdo a alguns aspectos da patologia da esquistossomose
cronica, ndo sendo capazes de desenvolverem a lesdo equivalente a fibrose humana tipo
“‘pipestem” (COUTINHO et al,1997), obtida em 30 a 50% dos camundongos eutroficos
(ANDRADE & CHEEVER, 1993).

5.1. ACHADOS MORFOLOGICOS (macro e microscopicos)

No presente experimento, em camundongos isogénicos da linhagem C57BL/10,
observou-se pela avaliagdo morfométrica, maior quantidade de colageno sintetizado no
figado, tanto em animais desnutridos como eutroficos, em relagdo as outras linhagens. A
dosagem bioquimica da hidroxiprolina, aminoacido mais abundante e representativo do
tecido colageno, nao mostrou, todavia, diferengas significativas entre os grupos. A
avaliacdo morfométrica, contudo, é considerada como método mais sensivel para
interpretacao dos resultados (BARBOSA JR., 2001).

Camundongos isogénicos desnutridos apresentaram granulomas menores, menor
densidade volumétrica e maior densidade numérica em relagdo aos animais eutréficos. A

reducédo do volume total do figado, provocada pela desnutricdo, provavelmente explica o



comportamento deste ultimo parametro, enquanto que a reduzida ingestdo de proteina na
dieta guarda relagdo com os dois primeiros (COUTINHO et al., 1997).

Quanto a aspectos relacionados com a organomegalia (figado e baco) verificou-se
que nos camundongos desnutridos de todas as linhagens, o peso relativo do figado foi
menor, com diferenga estatisticamente significativa em relagdo aos animais eutroficos. O
mesmo ocorreu quanto ao peso relativo do baco, embora os resultados ndo tenham tido
significancia estatistica em todos os grupos. A hepatomegalia guarda provavelmente
relagdo com a infecgdo pelo S. mansoni e com o teor da ingestdo dietética de proteina,
enquanto que a esplenomegalia é consequéncia direta da hiperplasia do sistema
fagocitico-mononuclear e dos disturbios hemodinédmicos que se instalam na fase cronica da
parasitose.

As lesbes hepaticas na esquistosssomose experimental consistem primariamente
em granulomas em torno dos ovos do esquistossoma, inflamagéo portal e difusa, necrose
parenquimatosa focal e fibrose, esta ultima principalmente associada com os granulomas
na maioria dos hospedeiros vertebrados desse parasito (CHEEVER,1986). A fibrose nos
granulomas periovulares € uma caracteristica proeminente da infecgdo murina pelo S.
mansoni (WARREN, 1966; Dunn et al., 1977; CHEEVER, et al, 1983; Dunn et al., 1983). A
maior quantidade de tecido fibroso hepatico detectado na linhagem ICR “outbred”, em
contraposicao ao que € observado em linhagens isogénicas (C57BL/6, C3H/HeN) esta
relacionada a uma sintese do colageno mais rapida “in vitro”, nos animais “outbred”
(CHEEVER et al., 1983). Em camundongos infectados com S. mansoni, a fibrose hepatica
acha-se principalmente associada com os granulomas periovulares (DUNN et al., 1977),

embora também ocorra certo grau de fibrose portal (CHEEVER,1965;. DUNN et al., 1983).



Camundongos desnutridos “outbred” e ‘“inbred” desenvolveram granulomas
periovulares menores do que os observados em camundongos eutréficos. Nas condigdes
do presente experimento, apenas animais “outbred” eutroficos e alguns “inbred”
desnutridos da cepa C57BL/10 foram capazes de desenvolver lesdes de fibrose periportal
tipo murino. Ainda ndo temos uma explicacao definitiva para este achado inesperado, mas
€ possivel que a cepa do parasito utilizada (no caso, a cepa SLM de Pernambuco) possa
ter induzido resultados diferentes daqueles obtidos por outros autores com cepas de outras
procedéncias, particularmente a auséncia de fibrose “pipestem-like” em camundongos
BALB/c eutrdéficos, ao contrario do que se acha registrado na literatura pertinente (Flannery,

2003).

5.2. ACHADOS PARASITOLOGICOS

As menores cargas parasitarias detectadas nos grupos desnutridos estdo de acordo
com achados anteriores de diversos autores (DE WITT, 1957; MAGALHAES et al., 1986). No
presente estudo a inversdo na quantidade de ovos detectada no figado, quando
considerado o 6rgdo como um todo ou por grama de tecido hepatico, provavelmente
decorre da irregular distribuicdo dos mesmos nos varios lobos que formam essa glandula.

Diversos estudos sugerem a contribuicdo de fatores genéticos a expresséo e
severidade da doencga hepato-esplénica em individuos infectados com S. mansoni. CAMUS
et al.,, (1977), encontraram correlagédo entre tipo sanguineo do grupo A e grau de
hepatoesplenomegalia. Diferengas entre racas também tém sido referidas (BINA et al.,1978)
na esquistossomose humana. Todavia, o papel do “background” genético em relagcédo as
reagoes patoldgicas que se desenvolvem no hospedeiro ndo se acha ainda esclarecido,

embora ja se saiba que os antigenos leucocitarios de histocompatibilidade (HLA no



homem, H-2 em camundongos) regulam em diversas fungbes imunoldgicas, tais como a
produgdo de anticorpos (SHREFFLER & DAVID, 1975). Sabe-se que a patogénese da
esquistossomose em camundongos depende de fendbmenos imunoldgicos, como é o caso
da formacdo dos granulomas periovulares no figado, definida como reacdo de
hipersensibilidade do tipo retardado (WARREN et al., 1967).

A influéncia do “background” genético do hospedeiro camundongo sobre o curso de
diversas infecgdes bacterianas e parasitarias, tem sido relatada por varios autores
(FANNING et al., 1981).

Na esquistossomose, estudos sobre a biologia e patologia dainfeccdo com S.
mansoni e S. japonicum em camundongos isogénicos timectomizados (“nude mice”),
revelaram que os mesmos, em todas as linhagens estudadas, inclusive BALB/c,
desenvolveram granulomas periovulares pequenos e fibrose hepatica minima, eliminando
menor quantidade de ovos pelas fezes, em comparagdo com camundongos intactos, além
de apresentarem alteracbes microvesiculares e necrotizantes dos hepatécitos e
mortalidade elevada (CHEEVER et al., 1993). Diferentes linhagens de camundongos
isogénicos diferem na reagao tissular aos ovos do S. mansoni. Acentuadas diferengas
quanto ao volume dos granulomas periovulares e fibrose hepatica foram encontradas entre
camundongos de linhagens diversas, sendo que aquelas que formavam granulomas
maiores também desenvolviam maior grau de fibrose hepatica (camundongos ICR
“outbred”), ao passo que camundongos isogénicos C57BL/6 desenvolveram reagéo
fibrética 5 vezes menor que os anteriores (CHEEVER et al., 1987).

5.3. ACHADOS NUTRICIONAIS
A avaliagdo do estado nutricional, feita através do estudo da evolugdo da curva

ponderal, revelou a presenga de curvas ascendentes para os animais eutroéficos,



camundongos “outbred” (controles) tendo estes melhor “performance” do que os
isogénicos. Entre os desnutridos, o pior resultado foi observado entre os isogénicos
BALB/c, os quais se mostraram particularmente sensiveis aos efeitos da restricdo protéica.
5.4. MORTALIDADE

A mortalidade espontédnea foi sempre maior nos grupos desnutridos, nas trés
linhagens estudadas. Nas cepas isogénicas, os camundongos BALB/c mostraram-se
menos resistentes a infecgdo pelo S. mansoni do que os camundongos C57BL/10, com
elevadas taxas de mortalidade (62% para desnutridos e 60% para eutroficos). A maior
susceptibilidade encontrada em camundongos BALB/c, no nosso trabalho, corrobora
achados de outros autores (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

A elevada mortalidade registrada entre camundongos “outbred”, porém, guardou
relagdo com problemas ambientais ligados a estrutura e mudangas ocorridas no Nnosso
Biotério de Experimentagcdo a época da realizacdo do experimento, ndo devendo ser
relacionada apenas a quantidade da proteina ingerida, uma vez que atingiu, também, o
grupo dos animais eutréficos. E preciso, ainda, considerar que foram utilizados
camundongos fémeas, reconhecidamente menos resistentes a infeccdo que os machos
(ELOI-SANTOS et al., 1992). A elevada mortalidade observada em camundongos fémeas
parece estar ligada a capacidade de desenvolverem maior quantidade de parasitos,
resposta humoral mais elevada e resposta imune celular mais intensa (EIDINGERAND &
GARRET, 1972).

O achado mais importante da presente investigagéo diz respeito ao desenvolvimento
da fibrose portal murina equivalente a fibrose humana de Symmers, em 4 dos 21
camundongos C57BL/10 desnutridos, valorizando, assim, a influéncia do “background”

genético do hospedeiro como co-fator na patogénese da fibrose hepatica tipo “pipestem”



descrita na esquistossomose murina. Entre os camundongos BALB/c, todavia, nenhum
caso de fibrose murina tipo “pipestem” foi observado, mesmo em animais eutroficos,
observacdo esta em desacordo com os achados de FLANNERY (2003), que refere 60% de

ocorréncia dessa lesdo em camundongos eutréficos daquela linhagem isogénica.



‘ 6. CONCLUSOES I

1. Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c C57BL/10 sao susceptiveis a infec¢ao

pelo S. mansoni.

2. Camundongos da linhagem BALB/c infectados pelo S. mansoni apresentaram

resultado inferior ao dos camundongos C57BL/10, em termos de evolugao ponderal.

3. A mortalidade espontanea foi maior nos grupos desnutridos do que nos grupos
eutroficos. Dentre as cepas isogénicas estudadas, os camundongos BALB/c apresentaram

as mais elevadas taxas de mortalidade.

4. Em todas as linhagens de camundongos, a hepato-esplenomegalia provocada pela

infeccao esquistossomaotica foi maior nos grupos eutroficos.

5. Nos animais eutroficos, independentemente da linhagem dos camundongos, o figado

apresentou maior quantidade de tecido fibroso pela avaliagdo morfométrica.

6. Nas trés linhagens, o volume e a densidade de volume dos granulomas periovulares
mostraram-se diminuidos nos grupos desnutridos, enquanto que a densidade numérica

dos granulomas mostrou-se aumentada nos mesmos grupos.

7. Camundongos isogénicos BALB/c, desnutridos e/ou eutréficos, nao desenvolveram a

fibrose periportal tipo murino.



8. Camundongos isogénicos C57BL/10 desenvolveram granulomas periovulares
predominantemente do tipo exsudativo, ao contrario dos camundongos isogénicos

BALB/c, que apresentaram predominancia de granulomas do tipo produtivo.

9. Camundongos desnutridos da linhagem C57BL/10 desenvolveram o equivalente

murino da fibrose esquistossomaética humana tipo “pipestem” em 19% dos animais.

10. Em todas as linhagens estudadas, os grupos desnutridos exibiram menor carga

parasitaria € menor quantidade de ovos no figado total.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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